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研究成果の概要（和文）：	 三日熱マラリア原虫の生殖母体に発現する抗原（Pvs230）に対す

る特異抗体が、蚊によるマラリアの伝搬を阻止する活性を有するか否かの検定を、流行地であ

るタイ王国の調査地において実施した。患者から採血したマラリア原虫を含む血液に組換えタ

ンパク質を抗原として作成したウサギ抗Pvs230抗体を混合し、人工吸血器を用いてマラリア媒

介蚊に吸血させた。吸血蚊を約20日後に解剖して中腸に寄生するマラリア原虫数を計測した結

果、Pvs230を標的とする抗体が有効な伝搬阻止活性を有することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：	 The	 aim	 of	 the	 malaria	 transmission-blocking	 vaccine	 (TBV)	 is	 
to	 block	 the	 development	 of	 malaria	 parasites	 in	 the	 mosquito	 and	 prevent	 the	 following	 
infection	 to	 the	 host.	 We	 focused	 on	 the	 Pvs230	 as	 a	 candidate	 molecule,	 and	 produced	 
recombinant	 Pvs230	 protein	 using	 cell-free	 system.	 Rabbit	 antisera	 against	 the	 rPvs230	 
reacted	 on	 the	 surface	 of	 P.	 vivax	 gametocytes	 taken	 from	 Thai	 patients.	 The	 antisera	 
reduced	 the	 infectivity	 of	 P.	 vivax	 parasites	 to	 Anopheles	 dirus	 mosquitoes	 by	 membrane	 
feeding	 assay. 
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１．研究開始当初の背景	 

	 マラリア伝搬阻止ワクチンは、蚊が吸血し

た際に取り込まれた血液に含まれる抗体が、

媒介蚊体内で発育する原虫を標的として作用

することによって原虫を殺滅することをめざ

すもので、それ単独でマラリア流行抑制効果

が期待できるのみならず、肝細胞や赤血球等

の他ステージ原虫に対するマラリアワクチン

及び治療薬に対する耐性原虫の拡散を阻止で

きる点で、マルチステージ・カクテルマラリ

アワクチンの必須構成成分と考えられている。
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第１相臨床試験にまで進んでいるオーキネー

ト表面タンパク質（Pfs25）はヒト血流中の生

殖母体には発現しないため、Pfs25ワクチン接

種後のマラリア感染による抗体価の上昇（ブ

ースト効果）が期待できず、継続的に追加免

疫を行わないと抗体価の維持が困難である。

そこで、自然感染によるブースト効果が期待

される伝搬阻止ワクチンが注目されている。	 

	 

２．研究の目的	 

	 コムギ胚芽無細胞タンパク質合成法で作

製した組換えタンパク質を用いたスクリー

ニングによって、ブースと効果が期待できる

新規伝搬阻止ワクチン候補抗原として、生殖

母体で発現する複数のマラリア原虫タンパ

ク質を見いだした。本研究ではこれらのタン

パク質に対する抗血清が、実際に伝搬阻止活

性を有するか否かについて、流行地のマラリ

ア患者から採血した原虫を用いた人工吸血

法（メンブレンフィーディング法）によって

検討し、流行地住民の自然感染による免疫の

ブースト効果が期待できるマラリア伝搬阻

止ワクチンの開発をめざした。	 

	 

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	 

	 三日熱マラリア原虫生殖母体表面に発現す

るタンパク質（Pvs230）の基本構造であるEGF

様ドメインをもとに６個の部分に分けて作成

した発現プラスミドから、コムギ胚芽無細胞

タンパク質合成法を用いて、組換えPvs230の

大量合成及びアフィニティー精製を行った。

また、新たな伝搬阻止ワクチン候補タンパク

質についても、コムギ胚芽無細胞タンパク質

合成法を用いてタンパク質の合成、精製を行

った。精製した組換えタンパク質でウサギ、

マウスを免疫し、抗血清を作製した。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

光抗体法によって実施した。	 

	 

（２）調査研究実施国	 

	 タイ王国西部ミャンマーとの国境に位置す

るMae	 Sod及びカンチャナブリ地域に設定し

た調査地において研究を実施した。対象地域

内のマラリア診療所を訪れた三日熱マラリア

患者の血液を、インフォームドコンセントを

得た後に肘静脈から採血して研究に用いた。	 

	 

（３）抗血清の伝搬阻止活性の測定	 

	 患者から採血した生殖母体を含む血液と伝

搬阻止ワクチン候補抗原で免疫したウサギ抗

血清及び正常ヒト血清を混合し、メンブレン

フィーダーを用いてタイ王国の主要なマラリ

ア媒介蚊であるAnopheles	 dirus	 に吸血させ

た（メンブレンフィーディング法）。	 

	 	 十分に吸血した蚊を選別して１週間室温

で飼育した後に、個別に蚊を解剖し、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、抗血清の伝搬阻止活性を評価し

た。コントロール血清を吸血させた蚊に形成

されたオーシスト数と、抗血清を吸血させた

蚊のオーシスト数とを比較して、伝搬阻止活

性の評価を行った。	 

	 

４．研究成果	 

（１）組換え Pvs230 タンパク質の作成	 

	 Pvs230 を Fig1.に示すように７個の FGF ド

メインの２個ずつを含むように発現プラス

ミドを作成し、コムギ胚芽無細胞タンパク質

合成法を用いて、タンパク質の大量合成とア

フィニティー精製を行ったところ、Fig2.に

示すようにそれぞれの組換えタンパク質が

合成されていた。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

作成された組換えタンパク質（rPvs230A、

rPvs230B、rPvs230C、rPvs230D、rPvs230E、

Fig1. 各組換え Pys230 の発現部位 

 

Fig2. 組換えタンパク質の発現 

 



 

 

rPvs230F）を抗原としてウサギを免疫して抗

血清を作成した。	 

	 

（２）抗血清の三日熱マラリア患者血液中の

虫体（生殖母体）に対する反応性の検討	 

	 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（Fig3.）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（Fig4.）。	 

その結果、ウサギ抗血清は全てタイ国の三日

熱マラリア患者血液中の生殖母体の虫体表

面の Pvs230 に特異的に反応することが確認

された。	 

	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 

（３）三日熱マラリア原虫生殖母体表面抗原

Pvs230 を抗原とするワクチン効果の判定	 

	 作成したウサギ抗血清のうち三日熱マラ

リア原虫生殖母体に対して強い反応性を示

した抗 Pvs230D 抗体および抗 Pvs230E 抗体を

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 20 日後に中腸

に形成されたオーシスト数を計測した結果、

Fig5、Fig6 に示すように、抗血清添加群で優

位なオーシスト数の減少が認められた。	 

	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上の結果から、組換え Pvs230 タンパク質
は三日熱マラリアの伝搬阻止ワクチン候補
抗原であることが示された。	 
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Fig3. 抗血清の反応性（ウエスタンブロット） 

 

 
 

Fig4. 間接蛍光抗体法による抗血清の反応性 

 
 

Fig5. 抗 Pvs230D抗体の伝搬阻止活性 
 

 

Fig6. 抗 Pvs230E抗体の伝搬阻止活性 
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