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研究成果の概要（和文）：本研究によって感受性株の6倍のピペラキン濃度でも生存する原虫を数週間で作成す
ることができた。これらには8つの共通する変異が存在し、そこにはクロロキン耐性遺伝子crtのN351I変異が含
まれていた。本変異を感受性株に導入したところ、わずかなピペラキンへの感受性低下と著明な増殖速度の低下
が見られた。これは残りの変異も感受性低下やfitness低下の代償に関与していることを示しており、現在さら
なる解析を進めている。実検体における検証研究では、アフリカにおける初めてのアルテミシニン耐性熱帯熱マ
ラリアの出現をウガンダで証明した他、当地ではメフロキンへの耐性が半分近く見られることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We successfully produced protozoa in a few weeks that could survive and 
proliferate at the piperaquine concentration 6 times higher than that of susceptible strains. There 
were eight common mutations in these, including the N351I mutation in the chloroquine-resistant 
gene, crt. When this mutation was introduced into a susceptible strain, a slight decrease in 
susceptibility to piperaquine and a marked decrease in growth rate were observed. These indicate 
that the remaining mutation(s) may be involved in the decreased susceptibility and/or compensation 
of fitness. Further analysis is underway on the significance of these mutations to piperaquine 
resistance. In a validation study on real malaria samples, we has evidenced the emergence of 
artemisinin-resistant falciparum malaria in Uganda, which was the first report of the artemisinin 
resistance in Africa. We have also revealed that there was nearly half the resistance to mefloquine 
in Uganda.

研究分野： 熱帯医学、疫学

キーワード： マラリア　薬剤耐性　進化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってマラリア原虫が薬剤耐性を獲得するまでのプロセスをラボで迅速に解明する道が開けた。自然界
に薬剤耐性マラリアが出現する前に起こる遺伝的な変化を解明することによって、流行地域における耐性が出現
する前にアラートを出すことを可能とする。この段階で迅速に治療政策を変更することによって耐性が実際に出
現することを防止できる。これによって新薬開発→耐性出現→新薬開発、という終わりないレースに終止符を打
つ。2050年には抗生物質耐性病原体の蔓延による世界の死亡数はがん死亡数を上回るとされており、本研究構想
が対策の実際面や開発に与える社会的波及面でのインパクトは高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

アルテミシニン(ART)と他の抗マラリア薬を併用するアルテミシニン併用療法(ACT)は、現在

マラリア治療の first-choiceであり、その導入によりマラリア死亡者数が劇的に減少した (World 

malaria report 2015)。併用療法の戦略は、即効性で高い殺原虫効果を示す ART と長い半減期

を持つ併用薬を用いることによって、薬剤耐性原虫の出現を抑止することである。しかし、2008

年にタイ・カンボジア国境地帯から ART 耐性原虫の出現が報告されて以来、耐性原虫はすでに

メコン流域 5 か国に拡散している(Ashley et al., 2014)。さらに、ART と同等以上の効果を持つ

新薬の開発には目処が立っておらず、併用薬に対する耐性原虫の出現と拡散を抑止することが

必須である。ART に対しては、耐性遺伝子 kelch13 が同定されたものの(Ariey et al., 2014)、い

ずれの併用薬についてもいまだ耐性遺伝子は同定されていない。 

現在の薬剤耐性研究は、すでに出現・拡散した薬剤耐性原虫を用いることが出発点となってい

る。研究分担者の平井らは、ネズミマラリアである Plasmodium berghei の DNA 複製酵素の校

正機能のみを抑制することにより遺伝子変異が出現しやすくなるマラリアミューテータ原虫の

作成に成功した(Honma et al., 2014; Honma et al., 2016)。蓄積された変異パターンは自然条件

の原虫とほぼ同様であり、化学物質や放射線などの様々な変異原性物質に対する優位性がある。 

上述したように、現在用いられている ACT はアルテミシニンを基軸とした２剤の併用療法で

あり、両方の薬剤にも耐性を持つ原虫を実験室で単離することは容易ではない。実際、ART の

みに耐性の原虫ですら、その単離には 5 年間かかっている(Ariey et al., 2014)。この点、ミュー

テータマラリアの系を用いれば、はるかに短いタイムスパンで２剤に耐性をもつ原虫を単離す

ることが可能になる。これは、今後フィールドで出現しうる耐性原虫をラボレベルであらかじめ

予想できることを意味している。 

 

２．研究の目的 

(1) 加速進化システムを用いて、ACT の併用薬に対する耐性原虫を単離する。 

(2) 全ゲノム解析によって薬剤耐性の原因となる遺伝的な変化を同定し耐性獲得メカニズムを

解明する。 

(3) ウガンダおよびパプアニューギニアでマラリア薬剤耐性調査を実施し、包括進化システム

で同定されたゲノム上の変化を実検体で検証する。 

(4) 包括的加速進化システムを熱帯熱マラリア原虫でも実施できるシステムを開発する。 

 

３．研究の方法 

(1) アルテミシニン併用薬への耐性原虫の単離 

現在、ACT の併用薬として最も多く使われているルメファントリン、ピペラキンに対する耐

性原虫をそれぞれ単離するために、90 世代以上の継代によってポピュレーションとなって

いるミューテータ P. berghei 原虫を感染させ、それぞれの薬剤を低濃度から開始する。薬

剤暴露により当該濃度への感受性原虫は死滅し、耐性ポテンシャルを持つ原虫のみ選択さ

れる。次のマウスへの継代後、薬剤濃度を徐々に上げながら継代を繰り返していき耐性化さ

せる。限外希釈によりクローン化し、薬剤感受性試験により耐性化していることを再確認す

る。なお対照として、ミューテータ原虫を薬剤暴露なしで継続培養する。 

 



(2) 全ゲノム解析による耐性責任遺伝子の同定と逆遺伝学的証明 

耐性化したクローン原虫の DNA を抽出し、ゲノムライブラリを調製後にイルミナ社 

HighSeq2000 を用いて全ゲノムシークエンスをおこなう。得られた大量の配列データを

progenitor である標準株（ANKA）にマッピングする。得られた複数の耐性クローンに共通

した SNPs を同定し耐性関連遺伝子候補とする。候補変異が複数存在することが想定される

ため、遺伝子の構造や機能等から耐性との関連度を推定し、薬剤耐性と優位に関連する候補

変異については、ゲノム編集により標準株に当該変異を挿入した組み換え原虫を作成し、そ

の薬剤耐性を解析することで薬剤耐性獲得により深く関与する SNPs を同定していく。 

 

(3) ウガンダおよびパプアニューギニアにおけるマラリア薬剤耐性調査 

耐性の候補遺伝子変異が同定された場合、この変異が自然原虫集団で出現しうる変異かど

うかについて明らかにするため、現地でマラリア薬剤耐性調査を実施する。これまで継続調

査を実施し、薬剤耐性の形質データとゲノムデータが蓄積されているアフリカのウガンダ、

太平洋州のパプアニューギニアで薬剤耐性試験を実施する。実際の治療効果については WHO

の標準方法に従い ex vivo での評価は WWARN の SOP にしたがった方法を用いる。得られた

原虫から DNA を抽出し、薬剤耐性関連遺伝子変異をサンガー法で決定するとともに、一部

の検体（100 例程度）は全ゲノム解析を実施する。以上３つの研究項目を実施することで、

薬剤耐性獲得に関わる変化をゲノムワイドかつ包括的に解析する。 

 

(4) 包括的加速進化システムを熱帯熱マラリア原虫 

熱帯熱マラリア原虫の DNA 合成酵素（PfPolDel）の校正活性に必須なアミノ酸 2ヶ所（D308, 

E311）は、他の生物の場合と同様に完全に保存されている。これらのコドンをアラニンに置

換することで P. berghei のミューテータ化に成功しており（DNA Res 2014）、熱帯熱マラ

リア原虫においてもゲノム編集技術（CRISPR/CAS9）を用いてミューテータ化を試みる。ゲ

ノム編集により組み換え原虫の作成が困難な場合は、熱ショックプロモーターの下流に変

異型 PfPol 遺伝子を挿入したプラスミドを作成・原虫に導入し、原虫細胞内で変異型

PfPolDel タンパクを過剰発現させる。これは、先行研究の酵母を用いた研究で成功してい

る方法である（Kim et al. JMB, 2013）。 

 

4． 研究成果 

(1) ACT 併用薬であるピペラキン感受性低下原虫の単離（図 1）と責任遺伝子の推定 

ミューテータ感染マウスに15mg/kgの

ピペラキンを 4日間投与し（図 1）、原

虫が出現したら次のマウスへ継代す

る（図 2）。以上を 8世代まで実施し、

9世代目には30mg/kgに濃度を上げた。

感受性原虫は 5mg/kg の投与で排除さ

れるが、その 6倍濃度で生存すること

が確認された。しかし、 berghei にお

けるピペラキン耐性の基準が定まっ

ていないこと、また 50％致死濃度では

感受性型の 1.8 倍であったため、これ

 
図 1 ピペラキン（PPQ）耐性原虫の単離 

（WT:野生型、Mut:ミューテータ） 



を感受性低下原虫とした。 

クローニング後に 15mg/kg を 5日間投与下し、4つのクローン原虫すべてで 15mg/kg でも生

存することを確認した（図 3）。 

得られた全てのクローンに共通した SNPs は 8 つであった。うち 4つは生殖ステージでしか

発現しない、または機能ドメインが存在しないと考えられるため、候補遺伝子から除外され

た。最も興味ある遺伝子はクロロキン耐性の責任遺伝子である pfcrt である。クロロキン

耐性とリンクするK76TではなくN331I変異が共通された変異である(Ikeda et al., 2021)。 

 

(2) ピペラキン感受性低下にかかる pfcrt の N331I 変異の逆遺伝学的検討 

 ゲノム編集により感受性原虫に当該変

異を挿入した組み換え原虫を作成した。

本原虫はピペラキン 15，30mg/kg では生

存しなかったが、5mg/kg ではゆるやかな

増殖を示した（図 4）。本原虫をピペラキ

ンの非投与下で増殖スピードを検討した

ところ、野生型では5日目にparasitemia

が 15％に達したのに対し、2％程度と有

意な増殖速度の低下が観察された。以上

の結果は成果として公表している(Ikeda 

et al., 2021)。 

 

(3) ウガンダおよびパプアニューギニアにおけるマラリア薬剤耐性調査 

2014 年から 3 年間ウガンダ共和国のグル市で in vitro アッセイ法である Ring-stage 

survival assay (RSA)を実施した。 その結果、194 人のマラリア患者において 2%にあた

る 4 人の患者がアルテミシニン耐性原虫に感染していることを見出した(Ikeda et al., 

2018)。 

次に in vitro でのアルテミシニン耐性原虫の臨床的な意義を明らかにするために、2017 年

から 3年間ウガンダ共和国のグル市で in vivo 調査を実施した。その結果、240 人のマラリ

ア患者において 5.8％にあたる 14 人が WHO のアルテミシニン耐性基準を満たすことを見出

しました。そのうちの 13人がアルテミシニン耐性責任遺伝子 Kelch13 遺伝子に A675V もし

くは C469Y の変異を持っていること、変異原虫では in vitro レベルでも、野生型原虫より

有意に高い耐性レベルであったことを明らかにした(Balikagala et al., 2021)。 

 

図 2 PPQ5mg/kg 治療後（第 1 世代） 

 
図 3 クローニング後の PPQ15mg/kg 投与 

 

図 4 変異導入原虫（▲）は PPQ5mg/kg 投与下

においてゆるやかに増殖する 



2013 年から 2018 年まで in vitro での薬剤アッセイ法を用いて ACT の併用薬の感受性レ

ベルを検討した。計 321 例において結果が得られ（下表）メフロキンにおいては 45％が耐

性を示していた(Fukuda et al., 2021) 

 

 

(4) 熱帯熱マラリア原虫を用いた包括的加速進化システムの開発 

ネズミマラリア原虫 DNA ポリメラーゼδの校正機能に必須な 2 か所のアミノ酸は

PfPolDel においても完全に保存されていた。これら 2 か所のアミノ酸をアラニンに置

換した変異型PfPolDelをドナーとしてベクターに挿入した。次にPAM配列を検索し、

候補 gRNA 配列をドナーベクターへ挿入した。完成したプラスミドと Cas9 発現用プ

ラスミドを Preloading 法により正常赤血球に導入した後、精製した分裂期の熱帯熱マ

ラリア原虫を添加した。培養開始 48－96 時間後に感染率が 5％以上に達したことを確

認後、選択薬剤として DSM１と WR99210 を培地に加えて培養を継続した。感染率

0.1％以上になった時点で DNA を抽出した。PCR で PfPolDel を増幅し、サンガーシ

ークエンスにより変異型 PfPolDel の検出を試みた。3 回行ったトランスフェクション

の結果、変異型 PfPolDel は検出できなかった。他の候補 gRNA 配列の採用、および

Silent mutation ドナーをポジティブコントロールとして用いた実験条件の最適化の検

討が必要と考える。 
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ２．論文標題  ５．発行年
Artemisinin-Resistant Plasmodium falciparum with High Survival Rates, Uganda, 2014-2016.

Emerging infectious diseases 718-26

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Ikeda M, Kaneko M, Tachibana SI, Balikagala B, Sakurai-Yatsushiro M, Yatsushiro S, Takahashi N,
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