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研究成果の概要（和文）：三日熱マラリア伝播阻止ワクチンの標的候補（PvG#3, PvG#6, PvG#13, PvG#16）の組換えタ
ンパク質を作製し、其々のタンパク質に対するウサギ抗血清を作製した。これらの抗血清は三日熱マラリア原虫の生殖
母体表面に反応した。タイのマラリア診療所の三日熱マラリア患者から得た感染血液に作製した抗血清を添加し、人工
吸血装置により媒介蚊に吸血させた。約７日後に蚊を解剖して中腸壁の虫体数を計測したところ、PvG#3, PvG#6, PvG#
16に対する抗血清を添加した群では虫体数の有意な減少が認められ、これら３種の分子が三日熱マラリア伝播阻止ワク
チン候補抗原になる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Malaria transmission-blocking vaccines (TBV) aim to interfere with the 
development of the malaria parasite in the mosquito vector, and thus prevent spread of transmission in a 
community. We aimed to discover novel Plasmodium vivax TBV candidates by using rodent malaria model and 
finally selected four target molecules; PvG#3, PvG#6, PvG#13 and PvG#16. We produced the recombinant 
proteins of these target molecules using wheat germ cell-free system. Rabbit antisera against these 
recombinant proteins were generated. In IFA, anti-PvG#3, -PvG#6, -PvG#13 and -PvG#16 antisera were 
reacted on the surface of P. vivax gametocytes. Membrane feeding transmission assays using P. vivax 
isolates obtained in Thailand demonstrated that anti-PvG#3, anti-PvG#6 and anti-PvG#16 antisera 
significantly reduced the number of oocysts developing in the mosquito midgut. In conclusion, our results 
indicate that PvG#3, PvG#6 and PvG#16 are potential transmission-blocking vaccine candidates of P. vivax.

研究分野：分子寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 マラリア対策では、死亡数を減少させると
いう従来の目標から、2007 年以降はマラリア
撲滅という一段と高い目標を掲げ、新規マラ
リア治療薬投与と薬剤含浸蚊帳によるベク
ター対策を用いたグローバルキャンペーン
がアフリカを中心に展開されている。一方で、
新たな武器になると期待されながら開発の
遅れているマラリアワクチンは、ヒトへの感
染型であるスポロゾイトの表面抗原を標的
とするワクチンの実用化を先行させてきた
が、期待されたほどの効果が挙っていない。
また、病態に関わる赤血球ステージ原虫を標
的とするワクチンは未だに候補分子の探索
に難渋している。その中で近年、マラリアを
媒介する蚊体内の原虫を標的とする伝搬阻
止ワクチンが着目されている。 
 吸血によって蚊の中腸に取り込まれたマ
ラリア原虫は、雌雄の生殖体が受精した後、
接合体、オーキネートへと発育し、中腸上皮
を穿通して基底膜でオーシストへと変態す
る(図 1)、この蚊中腸内における各発育段階
の原虫表面に発現する分子が伝搬阻止ワク
チンの標的抗原となる。現在、これらの候補
抗原の中で、オーキネート表面タンパク質の
P25 が臨床試験まで進んでいる。しかし、P25
は人に投与した際に抗体価の上昇が弱いこ
とが課題となっており、これに代わる新規候
補抗原の開発が求められている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、P25 に代わりうる新たな伝播阻止ワ
クチン候補抗原を探索するために、ネズミマ
ラリアをモデルとしたスクリーニングを行
った。ゲノムデータベース（PlasmoDB）を基
に、①ヒトのマラリア（熱帯熱マラリア原虫
と三日熱マラリア原虫）に相同体が存在し、
②蚊ステージ原虫に発現する可能性が高く、
③ワクチン標的として虫体表面に局在する
可能性が高いものに着目して候補分子の選
択を行った。この中から約 20 のマラリア原
虫分子に絞り込み、コムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成法を用いて組換えタンパク質を合
成し、これらを抗原として抗血清を作製した。
蛍光抗体法によって分子の局在を観察した
ところ、７個が蚊ステージ原虫の虫体表面
（４個が生殖体、１個が生殖体から接合体、
２個が生殖体からオーキネート）に局在して
いた。このうちの１個についてネズミマラリ
アの系で伝搬阻止活性を検討したところ、抗
血清投与群に有意な原虫数の減少が認めら
れた。以上のネズミマラリアで得られた成果

を踏まえ、三日熱マラリア伝搬阻止ワクチン
候補抗原の探索が可能と判断した。 
 
２．研究の目的 
 アジア地域を中心に患者数が多いにもか
かわらず、対策が進んでいないために「忘
れられた感染症」として新たなコントロー
ル法の樹立が待たれる三日熱マラリアを
対象として実施する。三日熱マラリアは実
験室で培養ができないために、研究に用い
るマラリア原虫は流行地であるタイ国の
患者から採取した感染赤血球を材料とし、
新規三日熱マラリア伝搬阻止ワクチンの
開発をすすめることを目的として、以下の
点に絞って本研究を実施した。 
① 申請者らがネズミマラリアにおいて同
定した伝搬阻止ワクチン候補分子につい
て、三日熱マラリア原虫の相同分子の組換
えタンパク質を、コムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成法を用いて作成し、これを抗原と
してウサギを免疫して抗血清を作製する。 
② 流行地の三日熱マラリア患者から採取し
た赤血球に、作製した抗血清を混合して患者
血液を再構成し、人工吸血装置を用いて媒介
蚊に吸血させる。十分に吸血した蚊を選択し
て飼育した後に、蚊体内で発育した原虫数を
算定して感染を評価し、候補抗原に対する抗
血清投与群とコントロール血清投与群間の
差を検定して伝搬阻止効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）コムギ胚芽無細胞法を用いた組換え
タンパク質の大量合成と抗血清の作製 
 ネズミマラリア（Plasmodium yoelii）を
用いた先行研究によって同定した７種の伝
搬阻止ワクチン候補抗原のうちの４種につ
いて、三日熱マラリア患者から調整した
cDNA を鋳型として PCR 増幅した。コムギ胚
芽無細胞タンパク質発現コンストラクトに
増幅した遺伝子産物を挿入し、各組換えタ
ンパク質の GST（ glutathione S-trans 
ferase）融合タンパク質発現用コンストラ
クトを構築した。コムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成系を用いて、各組換えタンパク質
の大量合成及び精製を行った。精製した組
換えタンパク質でウサギを免疫して抗血清
を作製した。 
 作製した抗血清の原虫分子に対する反応
性を、ウエスタンブロティング法および間
接蛍光抗体法により判定した。また、抗体
価の検定を組換えタンパク質を用いた
ELISA 法および三日熱マラリア原虫を用い
た間接蛍光抗体法によって行った。陽性反
応を示した抗血清は、組換えタンパク質を
用いた抗原特異的アフィニティー精製を行
なった。                 
 
（２）調査研究実施国・地域の概要 
 本研究は、タイ王国西部でミャンマーと



の国境地帯に位置するカンチャナブリ
（Kanchanabri）(下図を参照)の３カ所のマ
ラリア診療所を訪れたマラリア患者から採
取した血液を用いて行った。カンチャナブ
リはタイ国におけるマラリアの高度流行地
の一つであり、マラリア診療所には、年間
を通じて三日熱マラリアと熱帯熱マラリア
の患者が多数訪れている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）マラリア媒介蚊 
 本研究に使用するハマダラカ（Anopheles 
dirus）はこの地域における主要なマラリア
媒介蚊で、マヒドン大学熱帯医学部において
大量飼育を行っているものを、海外共同研究
者である Sattabongkot 教授らの協力によっ
て使用し、吸血後は専用の飼育設備において
飼育した後に、１匹ずつ解剖して中腸のマラ
リア原虫数の測定に供した。 
 
（４）抗血清の伝搬阻止効果の測定 
 作製した特異抗体をフィールドに持参し
て以下の研究を行った。マラリア診療所にお
いて、三日熱マラリアと診断された患者に対
して、インフォームドコンセントを得た後に、
肘静脈からの採血によって三日熱マラリア
原虫の感染赤血球を採取した。 
 患者から採血した感染赤血球と持参した
特異抗体を、いくつかの希釈倍率で混合し、
下図の人工吸血装置（メンブレンフィーダ
ー）を用いてマラリア媒介蚊に吸血させた。 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
十分に吸血した蚊を選別して、約１週間室温
で飼育した後に、蚊を解剖し、中腸壁に形成
された原虫（オーシスト）数を顕微鏡下で算
定し、特異抗体の伝搬阻止活性を評価した。

コントロール抗体を吸血させた蚊に比較し
て、特異抗体を吸血させた蚊のオーシスト数
が有意に減少した場合に、伝搬阻止活性を有
すると判定した。 
 
４．研究成果 
（１）組換えタンパク質の作製 
 予想される分子量がそれぞれ、24.8kDa、
27.4kDa、60.7kDa、75.2kDa の４種のタンパ
ク質、PvG#3、PvG#16、PvG#13、PvG#6 の N 末
端の分泌シグナル部分を除くほぼ全長の配
列を cDNA から PCR 増幅した後に、N末端側に
GST を融合させた組換えタンパク質としてコ
ムギ胚芽無細胞蛋白質合成系を用いて大量
合成し、アフィニティー精製したところ、下
図に示す様にそれぞれの組換えタンパク質
が合成されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ウサギ抗血清の作製と三日熱マラリア
患者血液中の虫体（生殖母体）に対する反応
性 
 作成した４種の組換えタンパク質（rPvG#3、
rPvG#6、rPvG#13、rPvG#16）を抗原として、
ウサギを免疫して抗血清を作成した。 
 ウサギ抗血清の三日熱マラリア原虫に対
する反応性を確認するために、生殖母体を含
む患者血液を抗原としたウエスタンブロッ
トを実施した。また、三日熱マラリア患者血
液を抗原とする間接蛍光抗体法を用いてウ
サギ抗血清の抗原特異性を検討した。その結
果、下図に示すように PvG#3、PvG#6、PvG#13、
PvG#16 に対するウサギ抗血清は、いずれもタ
イ国の三日熱マラリア患者血液から調整し
た生殖母体の虫体表面に特異的に反応する
ことが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

各種抗血清  + 
生殖母体寄生赤血球 

メンブレンフィーダー 



（３）抗血清による三日熱マラリア原虫伝播
阻止効果の判定 
 作成したウサギ抗血清を用いて伝搬阻止
活性の検討を行った。タイのマラリア診療所
を訪れた三日熱マラリア患者から採血した
血液に、ウサギ抗血清をいくつかの希釈倍率
で加えたものを、人工吸血装置を用いて蚊に
吸血させ、約７日後に中腸に形成されたオー
シスト数を計測した。代表的な結果を下図に
示す。陰性コントロールに用いた GST に対す
る抗血清を用いた群の中腸１個あたりのオ
ーシスト数の中央値が約 70 個であったのに
対し、陽性コントロールとして添加した
Pvs25 に対する抗体を添加した群では殆どオ
ーシストの形成が観察されなかった。本研究
で作製した PvG#13 に対する抗血清を添加し
た群ではオーシスト数の中央値が100以上で
あり、陰性コントロールと有意な差は認めら
れなかった。これに対し、PvG#16 に対する抗
血清を添加した群においてはオーシスト数
の中央値が約 10 個で陰性コントロール群に
対して有意な減少を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また下図に示すように、同じ患者血液を用
いて同時に実施した人工吸血実験の結果、比
較のために用いた PvGAMA に対する抗体を用
いた群の中腸１個あたりのオーシスト数の
中央値が約 70 個で陰性コントロールの GST
に対する抗血清を用いた群とほぼ同じであ
ったのに対し、本研究で作製した PvG#6 に対
する抗血清を添加した群ではオーシスト数
の中央値が 5以下であり、陰性コントロール
に対して有意に低下していた。また、PvG#3
に対する抗血清を添加した群においてもオ
ーシスト数の中央値が約 10 個で陰性コント
ロール群に対して有意な減少を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 以上の結果から、今回作製した三日熱マラ
リアの生殖母体に発現する４種のタンパク
質に対する抗血清のうち、PvG#3、PvG#6、
PvG#16 の３つの抗血清を添加した群におい
て有意なオーシスト数の減少が認められ、こ
れらの原虫タンパク質が伝播阻止ワクチン
候補抗原としての可能性が示された。 
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