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研究成果の概要（和文）：マラリア撲滅後の再感染が問題となる。媒介蚊対策と9週間週一回の集団薬剤投与が1991年
にヴァヌアツ・アネイチウム島全人口（718）に対して実施され、熱帯熱マラリアは消滅し三日熱マラリア(Pv)も1996
年以降なくなった。伝播遮断は2002年1月にPv再燃が報告されるまで持続した。この流行時に年齢群別マラリア感染率
に注目して検討した。さらに最南端のアネイチュウム島では1991年以来 20年間にわたりマラリア伝播がない状態が維
持されていることが確認された。北西部のアンバエでは低度の流行が続いていた。これらの結果はアネイチュウム島に
おける長期間撲滅維持、そのメカニズムとして住民主導の役割を示す。

研究成果の概要（英文）：Aneityum, the southernmost island in Vanuatu, is located at the south-east edge of
 the malaria extension in the Pacific. To examine the feasibility of malaria elimination, an integrated pr
ogram, combining mass drug administration (MDA) and vector control, was initiated on Aneityum in 1991. Mic
roscopy showed Plasmodium falciparum immediately disappeared whereas P. vivax disappeared from 1996 onward
s. Since 1991 community-based surveillance and vector control measures were continuously maintained. Eight
 years later, it was concluded that malaria can be eliminated from isolated islands if there is a high deg
ree of community commitment. An epidemic of P. vivax on Aneityum in 2002 provided us with an opportunity t
o investigate resurgence. Adults born before elimination had considerably fewer episodes of parasitemia th
an children born after elimination, indicating that protective immunity against P. vivax infections persis
ts for a long time after the initiation of malaria elimination. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）メラネシア島嶼乳児におけるマラリア
初感染 
島嶼は複雑な生物学的なプロセスに対し

て自然の実験モデルを提供する。我々の研究
対象地域はメラネシアのパプアニューギニ
ア（PNG）およびヴァヌアツである。PNG はア
フリカ以外で唯一の超高度(holoendemic)マ
ラリア伝播地域である。これらメラネシア島
嶼 で は 熱 帯 熱 マ ラ リ ア (Plasmodium 
falciparum) お よ び 三 日 熱 マ ラ リ ア (P. 
vivax)両種原虫の伝播が続くのに対して、サ
ハラ以南のアフリカでは三日熱マラリア伝
播は概ねない。これまでの疫学的および臨床
寄生虫学観察は、熱帯熱マラリアによる病態
重症度は地域によって異なることを指摘す
る。すなわち、ヴァヌアツ＜PNG＜アフリカ
の順で重症となる。この背景として我々は以
下の仮説を提示する：(a)より高度の宿主内
熱帯熱マラリア原虫クローン間の干渉
(clonal multiplicity)はより重症な病態を
引き起こす、ex.アフリカ。(b) 高度の孤立
と低度の伝播がもたらす原虫抗原の低い多
様性は、防御免疫のより迅速な確立と病態の
軽症化に寄与する、ex.ヴァヌアツ。(c)三日
熱マラリア感染は重症熱帯熱マラリア病態
を防御する自然のワクチンとして機能する
(inter-species interaction)、ex.PNG およ
びヴァヌアツ。 
例えば、年齢、原虫種特異的薬剤・ワクチ

ン投与といったようなマラリア排除にむけ
た地域特異的な対策戦略確立を究極の到達
目標として、以下の研究目的を提案する。 
① 流行地に生まれた乳児において、いつ

最初の熱帯熱マラリアおよび三日熱マラリ
ア感染は成立するか？それらの臨床的、寄生
虫学的および遺伝学的特徴はいかなるもの
か？また熱帯熱マラリアおよび三日熱マラ
リアの両種間でなんらかの干渉はあるか？ 
② 母体から移行する免疫、乳児が獲得す

る免疫、先天的な抵抗性等、いかなる宿主の
遺伝学的および免疫学的な要因が生後一年
以内のマラリア感染。疾病を制御しているの
か？ 
③ 母体における侵入阻止抗体はいかに

乳児における感染防御を修飾するか？ 
 
（2）世界マラリア根絶戦略 
2008 年 9 月 15 日ニューヨークにおける国連
ミレニアム開発計画マラリアサミットで採
択された世界マラリア行動計画においては
究極的にマラリアを根絶するという野心的
な目標がうたわれている。マラリアの歴史は、
既に達成されたものが維持されていくには
継続的な努力が必須であることを示す。マラ
リア対策における一つの重要な点は宿主、原
虫、媒介蚊の生態・疫学に関連するマラリア
の複雑さ多様性である。マラリアによる死亡
の 80%がアフリカの子供に集中する一方で、
すべてのマラリア罹患の半分以上はアフリ

カの外で起きている。熱帯熱マラリアに重点
が置かれるのは当然だとしても、三日熱マラ
リアがもたらす弊害を見過ごすべきでなく、
それは世界人口の 40%に及ぶものである。
我々は集団が持つ遺伝学的な特徴およびア
リールの分布が地域特異的にマラリアの複
雑性を規定し、それに呼応した脈絡特異的な
対策戦略が必要であると仮定する。 
 
（3）年齢特異的なマラリアに対する防御免
疫 
マラリア流行地に生まれおち、幼いときにマ
ラリアによる死亡を免れたものには防御免
疫が成立するが、その形成は緩慢かつ繰り返
し感染を受けた後でのみ起こる。ひとたび免
疫が形成されたあとでも、妊娠は一定の明ら
かな免疫不全状態を引き起こす。免疫を持つ
母親に生まれた子供は生後一定期間母体か
らの移行免疫によってマラリアから防御さ
れる[1]。臍帯血中に少数のマラリア原虫が
見出されることはありうるが、通常これらの
原虫は明らかな感染を子供に引き起こさな
い。かように子供は通常生後 3ヶ月間は受動
的にマラリア感染から防御される。マラリア
伝播が高度である場合、この初期の期間に子
供が原虫感染することがあり、発熱も時々み
られるが、重症病型に進展することは非常に
まれである。端的に言うと、これら生後間も
ない子供たちは、むしろ免疫を備えた成人の
ようにみえる。抗体は獲得される防御免疫の
重要な要素である。マラリア重症化に対する
免疫は、通常マラリアに対する感染防御が成
立するより早期に獲得される。この事実は重
症と軽症マラリアに対する防御ではそれぞ
れ別の分子が必要であるか、あるいは抗体の
性質が異なることを意味する。研究協力者で
ある K. Persson（カロリンスカ研）は侵入阻
止試験(invasion inhibition assay)を開発
し、原虫増殖を阻止する抗体の主要な作用メ
カニズムは原虫の赤血球侵入阻止であるこ
とを見出している[2]。 
 
（4）原虫多様性と干渉 
① クローン間抗原多様性：我々は熱帯熱マ
ラ リ ア 原 虫 メ ロ ゾ イ ト 表 面 蛋 白 １
(merozoite surface protein 1, msp-11)の
研究においてヴァヌアツ島嶼においてはそ
の多様性が制限され長期間安定しているこ
とを見出した[3]、一方 PNG においてはその
多様性は顕著で複雑であることが報告され
ている[4]。高度の孤立と低度の伝播がもた
らす原虫抗原多様性の制限は、防御免疫のよ
り迅速な確立に寄与していると考えうる。 
② クローン内抗原多様性：熱帯熱マラリア
原虫に感染した赤血球は非感染赤血球
(rosetting)あるいは脳やその他の重要臓器
小血管内皮細胞(sequestration)に吸着する
こと知られている。この過程には、感染赤血
球表面に見出される可変原虫由来蛋白であ
る熱帯熱マラリア赤血球表面蛋白１(P. 



falciparum erythrocyte membrane protein-1, 
PfEMP1)が関与する。PfEMP1 は頻回に抗原変
異を繰り返し、その吸着特異性がそれに応じ
て変化する。これらのクローン内抗原変異の
仕組みは var遺伝子によって制御されている
[5,6]。ヴァヌアツ島嶼において観察された
msp-1 遺伝子多様性の制限は、いかに var 遺
伝子発現に反映されうるか？さらにこれら
は防御免疫の早期成立と低いマラリア死亡
に関与しうるのか？これらの疑問に対して、
我々はヴァヌアツとPNGを比較することで答
えを見出して行きたい。 
③ 原虫種間干渉：熱帯熱マラリアと三日熱
マラリアの干渉は、ヴァヌアツ流行地集団に
おける両原虫の年齢特異的陽性率 [7]、およ
びPNG多種マラリア感染者における原虫数変
異[8]によって示唆されている。私の個人的
見解では、一つの赤血球に同時に多種の原虫
が感染することはない。さらにヴァヌアツに
おいてマラリアによる死亡率を減ずる原因
として複雑な干渉仮説が提示されている。す
なわちアルファタラセミアの子供において
は三日熱マラリア感染性が増し、それがその
後の重症熱帯熱マラリアに対する自然のワ
クチンとなるかもしれない[9]。しかしこの
仮設はなお検証を必要とする。集団レベルの
分析では、原虫種間の干渉の相違は最も一般
的な獲得ないし先天的宿主内原虫除去機構
に依存し、宿主の年齢が重要である[10]。 
 
文献  
[1] Fried M, et al. Nature 1998;395:851-2. 
[2] Persson K, et al. J Clin Microbiol 
2006; 44:1665-73. [3]Tanabe K, Sakihama N, 
Kaneko A. Science 2004; 303: 493. [4]Bruce 
MC, et al. Parasitology 2000;121:257-72. 
[5] Baruch DI, et al. Cell 1995; 82: 77-87. 
[6] Su XZ, et al. Cell 1995; 82: 89-100. 
[7] Kaneko A, et al. Acta Trop 1998; 70: 
285-302. [8] Bruce MC, et al. Science 2000; 
287: 845-8. [9] Williams TN, et al. Nature 
1996; 383: 522-5. [10] Chaves L F, Kaneko 
A, Pascual M. Ecology 2009; 2414-25. 
 
２．研究の目的 
マラリア感染・疾病の地域特異性は、今後展
開される世界マラリア根絶計画成功の鍵で
ある。メラネシア島嶼は、マラリア感染・疾
病の複雑な生物学的プロセスに対して自然
の実験場を提供する。我々は、以下３点を仮
説として提示する：(a)高度の原虫クローン
多様性はより重症な病態を引き起こす。(b)
高度の孤立と低度の伝播がもたらす原虫抗
原の低い多様性は、防御免疫のより迅速な確
立に寄与する。(c)三日熱マラリア感染は重
症熱帯熱マラリア病態を防御する自然のワ
クチンとして機能する。これらを検証すべく、
我々は乳児におけるマラリア感染制御に注
目し、メラネシア島嶼にてサハラ以南アフリ
カとの比較において提案する。究極的には年

齢、原虫種特異的薬剤・ワクチン投与を含む
マラリア排除にむけた地域特異的な対策戦
略確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）小児マラリア感染率のフォローアップ 
①Study areas：ヴァヌアツでは北西部アン
バエ島（人口 9,400）およびアネイチュウム
島（人口 1,000）のマラリア流行地域におい
て調査を行った。ケニアにおいてはビクトリ
ア湖島嶼マラリア流行地において調査を行
った。 
②Blood sampling：各々の調査において、各
被験者から指頭血を血液スライドおよびろ
紙(2 spots x 75 µL)に採取する。出産時に
は約 10ml の臍帯血を microtainer tube に採
取。invasion inhibition assay 用として、
-8（妊婦）、13 weeks および 1 年の時点で指
頭血 200 µL を採取。血液スライドはギムザ
染色を施し 2週間以内にマラリア検査。 
③Passive case follow-up: 被験者の追跡期
間中いかなるときでも、発熱した場合は
active case follow-up と同様のプロトコー
ルで診察、採血する。それに加えてマラリア
迅速診断法を用いる。マラリア陽性例は政府
の推奨に従い抗マラリア剤で治療する。これ
らの追跡調査活動を正確かつ効果的に記録
するための記録フォームをデザインする。 
④Malariometric surveys: 各調査地のマラ
リア流行状況を把握するため、計画されるコ
ホート調査の前後で全年齢層住民を対象と
して横断的なマラリア調査を実施する。血液
原虫検査および小児の脾種調査を含む 
 
（2）分子疫学的研究 
① DNA extraction: 原虫および人の DNA を
ろ紙より抽出する. 上記で述べた関連する
原 虫 お よ び 人 の 遺 伝 子 多 型 を direct 
sequencing あるいは SNP-based PCR にて解
析する。  
② Human genetics: G6PD deficiency, 
alpha-thalassaemia, ovalocytosis, IL-4, 
CTL-4 および TNF-α promoter region.  
③ Parasite genetics: 調査より得られるサ
ンプルについて診断PCRにより感染原虫種を
確定する。陽性例に対して、pvmsp1/pfmsp1 
haplotypes および clonal multiplicity を
阪大田邉教授らと解析する。また地域間の原
虫集団の構成を比較するために、マイクロサ
テライトマーカーの解析も加える。 
 
（3）血清疫学的研究 
① Serum extraction: 血清をろ紙採取血液
より抽出する。 
② Anti-malarial IgG antibodies: ELISA に
より次の熱帯熱マラリアおよび三日熱マラ
リア原虫抗原に対する IgG抗体価を ELISA に
より測定する：in vitro の培養原虫より調整
し た 成 熟 赤 血 球 ス テ ー ジ 粗 抗 原 、
recombinant circumsporozoite (CS) 



proteins (愛媛大坪井教授より提供を受け
る). PfEMP1 に対する特異抗体のレパートリ
ーについての解析を agglutination method
により試みる。 
 
４．研究成果 
（1）マラリア撲滅 10 年後の三日熱マラリア
感染に対する免疫防御 
再感染はマラリア撲滅後の主要な関心事で
ある。媒介蚊対策と組み合わせ 9週間の週一
集団薬剤投与が 1991 年にアネイチウム島全
人口（718）に対して実施された結果、熱帯
熱マラリアは消滅し三日熱マラリア(Pv)も
1996 年以降なくなった。マラリア伝播遮断は
2002 年 1 月に Pv 再燃が報告されるまで持続
した。我々はこの流行時に年齢群別マラリア
感染率を検討した。 
アネイチウム島全人口を対象としたマラ

リア感染率調査が当初の Pv 勃発報告から 6
および 10 ヶ月後の 2回実施された。 
2002 年 7月、759 島民を調べ 22 人の Pv 感

染が顕微鏡にて確認された：この内 20/298
は 1991 年のマラリア撲滅開始後生まれの小
児、2/126 は 1991-1982 年間に生まれた 10 代
であり、1982 年以前生まれの成人には感染は
なかった(0/339)。高感度の PCR 診断により
Pv 感染は 77 人に上がり、すべての年齢層に
分布していた。年齢群別陽性率はそれぞれ、
12.1%、16.7％、6.0％であった(P < 0.001, 若
年 2 群対成人群)。 2002 年 11 月、同様の年
齢特異的感染率パターンが見いだされたが、
顕微鏡および PCR による Pv 感染はそれぞれ
6/746 および 39/741 であった。尚すべての
顕微鏡陽性例は PCR 陽性であった。Pv 原虫に
対する抗体陽性率は年齢によって増加し、
1991 年以降生まれの小児においては高齢者
より有意に低かった。 
マラリア撲滅後も持続する Pv に対する獲

得免疫は撲滅以前に生まれた人たちを防御
すると考えられる。この免疫は感染自体を阻
止しないが、赤内型原虫感染を顕微鏡検出閾
値以下のレベルにまで抑制する。 
 
（2）ミトコンドリア DNA を標的とする４種
のヒトマラリア原虫の PCR 鑑別 
我々は、18SｒDNAを標的遺伝子とするnested 
PCR 診断法（Parasitol. Int., 1997）を既
に開発しボイリング法によるDNA抽出液を用
いて原虫種を判別してきたが、末梢血をブロ
ットしたフィルタペーパーから丁寧に抽出
した DNA 液に適用すると、最初の PCR でノイ
ズが出た。一方、同じ遺伝子を標的とする
Snounou の方法（1993）は、最初の PCR（25
サイクル）では電気泳動のバンドが見えず
nested PCR が必須となるため、非感染者が大
多数のサンプルの場合に無駄が多い。マラリ
ア原虫には、１個のミトコンドリア（mt）内
に 6 kb のゲノム DNA（mtgDNA）がコンカテマ
ー状態で複数個存在し、熱帯熱の場合で、
mtgDNA は１原虫あたり 20-150 コピーあり

18SrDNA の 4-8 コピーと比べ多い。そこで
mtgDNA を原虫種判別の標的遺伝子にして、こ
れらを改善しようと試みた。mtgDNA の SNP
の割合は、3日熱（285 配列）で 0.9％、熱帯
熱（98）で 0.5％、４日熱（6）で 0.4％と小
さく、種間でも良く保存され、原虫ミトコン
ドリア DNA を共通に増幅するプライマーは
容易である一方、原虫種を区別できる配列領
域は限られている。最終的に Cox3 遺伝子付
近で５つのフルネストプライマーセット（４
種の判別用及び陽性判定用）を作成した。バ
ヌアツとアフリカのサンプルでSnounou法と
比較し、それよりやや高い検出感度が得られ、
また、マラリア陰性は容易に判別できた。 
 
（3）マラリア撲滅プログラムにおける G6PD
欠損症スクリーニング法改良の試み 
マラリア撲滅プログラムにおいて、抗三日熱
マラリア肝休眠体薬あるいは抗熱帯熱マラ
リア生殖母体薬としてのプリマキンが見直
されている。しかしプリマキン投与がグルコ
ース−６−リン酸脱水素酵素（G6PD）欠損症者
において血管内溶血を誘発するリスクが問
題となる。G6PD 欠損症者の地理的分布はマラ
リア流行地と重なり（マラリア仮説）、世界
で４億人以上存在する。流行地現場において
安全なプリマキン投与のための迅速、正確、
かつ安価な G6PD 欠損症スクリーニング法が
現在模索されている。G6PD は NADPH の産生を
介して細胞に還元力を供給し、酸化的ストレ
スに対抗する。成熟赤血球での NADPH の産生
は G6PD の反応に由来するのみであり、この
酵素の欠損は酸化的ストレスによる溶血に
つながる。従来、川本らの開発による G6PD 
Assay Kit-WST (Dojindo)が流行地で実施可
能な方法として使用されてきた。しかし血液
のヘモグロビンの色とWSTの発色が似通って
いる事から、肉眼観察による陰性の確実な判
定には誤診のリスクが存在した。また女性ヘ
テロザイゴートにおける中間値判定も問題
となった。今回、上記キットに対して簡易型
光電比色計とドライバスを用いて、反応開始
時と終了時の2回吸光度を測定して酵素反応
量を WST の吸光度変化量として表す事で、1) 
確実な反応陰性者判定、2) 15 分での迅速判
定、3) 50%付近の活性値判定を可能とする改
良を行った。 
 
（4）ビクトリア湖島嶼における変動するマ
ラリア感染および G6PD 欠損症 
熱帯アフリカのマラリア撲滅は残された課
題である。今般の対策法スケールアップにも
関わらずケニア・ビクトリア湖周辺では激し
いマラリア伝播が続く。現地島嶼マラリア撲
滅計画の干渉前調査をスバ地区人口約 2 万 5
千人の Mfangano 島、各々約千人の Ngodhe、
Takawiri、Kibuogi の 3 小島および内陸側
Ungoi 村で、2012 年乾季の 1-2 月および雨季
7-8 月の 2回行った。後者では G6PD 欠損症調
査を加えた。乾季感染率は計 2586 名中、顕



微鏡法 19%、迅速診断法(RDT)37%であった。
前者陽性481例はP. falciparum (Pf) 462, P. 
malariae 10, P. ovale 1, mixed 8で、P. vivax
はなかった。Pf50 例は生殖母体を有していた。
脾腫率は小児 1676 名中 36%であった。RDT-Pf
感染率は U49 M49 K25 N17 T15%で、地域毎に
同様な年齢特異的変動を認め、U6-10歳は 70%
と最高値だった。雨季感染率は計 2670 名中
顕微鏡 15、RDT32%で、後者は U53 N37 T26 M25 
K13%であった。脾腫率は 1554 名中 45%であっ
た。G6PD 欠損症率は男性 10.6%(78/735)女性
2.4%(18/750)で、前者は U14.3 K13.6 M10.0 
T8.1 N6.6%であった。内陸部では乾季、雨季
を通じて感染率が安定して高く、G6PD 欠損症
率も高値を示した。島嶼部では島毎に感染率
の変動がみられた。これを媒介蚊生態疫学と
関連させて議論したい。また Pf 抗生殖母体
薬としてのプリマキンを含む集団治療によ
る島嶼マラリア伝播阻止計画の基盤となる。 
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