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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯血造血幹細胞及びマウスES細胞から誘導分化させた赤血球様細胞をついて熱帯熱マ
ラリア原虫の感染を確認した。in vitroにおいて幹細胞から成熟赤血球を効率よく作製する技術の構築を中心に行った
。胚性幹細胞や人工多能性幹細胞を取り扱う前段階として、CD34陽性造血幹細胞を臍帯血から分離、培養する技術の習
得を行った。その後、サイトカインの種類、濃度、培養期間など様々な因子を調整し、脱核まで至る赤血球を効率よく
得られる条件の検討を行った。
さらに特定分子が欠損した分化赤血球の作製を行うため、分化赤血球への遺伝子組換えの導入法としては、レンチウイ
ルスベクターを用いたシステムの構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：We confirmed the invasion of Plasmodium falciparum using erythrocyte like cells fr
om human umbilical cord blood hematopoietic stem cell and mouse ES cells. The establishment of effective p
roduction system of mature erythrocyte from stem cell has been mainly proceeded. Before the treatment of E
S cell and iPS cell, the technique that CD34 positive hematopoietic stem cell are isolated from umbilical 
cord blood and cultured have been mastered. Afterwards, we investigated the effective condition to lead en
ucleation with arrangement of class, concentration of cytokine, and culture period.
Moreover, to produce the differentiated erythrocyte mutant with specific protein deficient, we tried to es
tablish the trancfection system of differentiated erythrocyte using lentivirus vecter.
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１．研究開始当初の背景 

マラリアは Plasmodium 属原虫の感染によ

って引き起こされる感染症で、ハマダラカ属

の蚊の吸血によってヒトに感染する。マラリ

アの感染者は、亜熱帯や熱帯地域、特にアフ

リカ、南アメリカ、東南アジア等を中心とし

て年間約 3 億人，死亡者は年間 150〜300 万

人にのぼると報告され、その対策が急務とさ

れている。昨今、既存の抗マラリア剤耐性株

の出現のため、多くの新しい抗マラリア剤が

開発され、マラリアワクチン開発の研究が世

界規模で行われているが、マラリア撲滅には

至っていない。マラリア研究はワクチン・抗

マラリア薬開発を目的として、赤血球侵入に

ついての研究が国内外で盛んに行われてき

た。ワクチン等のターゲットになる原虫膜抗

原とそのレセプターの同定には、主に患者由

来の特定の赤血球膜蛋白質が欠損したミュ

ータント赤血球が用いられてきたが、赤血球

には増殖能力がなく、ミュータント赤血球は

希少であり、新鮮な状態で入手することは困

難である。また、特定の表面蛋白質がうまく

欠損した赤血球の存在は稀であり、入手でき

ても溶血のため正確な解析ができないため、

凍結保存も難しい。このような状況で我々は

マラリア原虫の赤血球侵入レセプターの解

析を行ってきたが、レセプター遺伝子が欠損

した患者赤血球が手に入らない場合はトリ

プシンなどの消化酵素を用いて間接的に赤

血球の膜表面蛋白質や糖鎖を修飾すること

でレセプターを消失させる以外に方法がな

い。このため、実際の感染状態における最終

的なレセプター同定の証明を行うことは難

しい。 

我々の研究室ではウイルスの表面蛋白質

や原虫の膜蛋白質に対する宿主細胞レセプ

ター同定系の確立に成功した(Anal Biochem. 

389:80-2)。この過程で、熱帯熱マラリア原

虫の主要な複数の膜抗原の赤血球膜レセプ

ターがヘパラン硫酸であることも同定して

いる(J Biol Chem. 284:13648-59.)。しかし、

上記の通りマラリア原虫の最終的なレセプ

ター同定の証明が困難であるため、本研究計

画では原虫宿主細胞である赤血球への人為

的な操作を可能とする系の確立を目指す。 

 

２．研究の目的 

本研究課題の目的は、幹細胞から誘導分化

させた赤血球様細胞を用いたマラリア原虫

の培養系とマウス感染動物モデル系の確立

を行うことで、現在まで不可能であった宿主

細胞である赤血球に対する遺伝子操作を可

能とし、感染レセプター等の感染に重要な因

子の直接的な解析を行うことにある。 

 

３． 研究の方法 

(1) 幹細胞や株化細胞から分化誘導された赤

血球様細胞を用いた熱帯熱マラリア原虫

の感染実験 

① ヒト臍帯血造血幹細胞、ヒト ES 細胞、マ

ウス ES 細胞（MEDEP）から分化させた赤血

球様細胞を用いて、すでに in vitro での

培養系が確立している熱帯熱マラリア原

虫の赤血球侵入（感染）の解析を行う。解

析は invasion assay あるいはリング型虫

体に対する特異抗体を用いた IFA 等によ

り、感染率を出すことで行う。なお、熱帯

熱マラリア原虫はマウス赤血球にも侵入

するが、増殖はできない。 

② 同様に、赤血球への分化誘導が可能である

と報告されている株化細胞について赤血

球様細胞を誘導し、熱帯熱マラリア原虫が

侵入するかを解析する。現在解析予定の株

化細胞は、ヒト血小板由来の UT-7/Epo、

ヒト赤白血病細胞由来の K562、マウス白

血病細胞株である Friend 細胞、その他の

赤血球への誘導の可能性があると考えら

れる株化細胞について感染性の解析を行

う。 

 

(ii) 特定分子が欠損した分化赤血球の作製 

① 分化赤血球への遺伝子組換えの導入法と

しては、ES 細胞で実績のあるレンチウイ

ルスベクターを用いる方法を予定してお

り、Short hairpin RNA 導入による RNA 干

渉法（RNAi）と外来遺伝子導入（GFP 等の

マーカー遺伝子）を一度に行えるシステム

を構築する。 

 

４．研究成果 

ヒト臍帯血造血幹細胞、及びMEDEPから誘導

分化させた赤血球様細胞をついて熱帯熱マラ

リア原虫の感染を確認した。in vitroにおい

て幹細胞から成熟赤血球を効率よく作製する

技術の構築を中心に行った。胚性幹細胞（ESC）

や人工多能性幹細胞（iPSC）を取り扱う前段



階として、CD34陽性造血幹細胞を臍帯血から

分離、培養する技術の習得を行った。その後、

分化誘導法の検討を行った。先行研究を参考

に、サイトカインの種類、濃度、培養期間な

ど様々な因子を調整し、脱核まで至る赤血球

を最も効率よく得られる条件の検討を行った。

しかし、まだ十分な効率とはいえず、マラリ

ア原虫の感染を確認するに至っていない。し

たがって、今後さらに効率の良い条件を見い

だす必要性がある。 

さらに特定分子が欠損した分化赤血球の作

製を行うため、分化赤血球への遺伝子組換え

の導入法としては、ES細胞で実績のあるレン

チウイルスベクターを用いて、Short hairpin 

RNA導入によるRNA干渉法（RNAi）と外来遺伝

子導入（GFP等のマーカー遺伝子）を一度に行

えるシステムの構築を試みた。 
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