
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２３０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

抗原ペプチドとナノ微粒子を使ったマラリア感染検査デバイスの材料研究

Novel Polymer Nanospheres for Serological Diagnosis of Malaria

２０３０１７４９研究者番号：

奥　浩之（Oku, Hiroyuki）

群馬大学・大学院理工学府・准教授

研究期間：

２５４１０１６９

平成 年 月 日現在２８   ６ ２４

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：マラリアは熱帯・亜熱帯を中心に蔓延する世界最大の感染症であり、世界中で最先端の科学
技術を織り込んだ診断法、治療薬、ワクチンの開発が進められている。一方で最先端の技術は、必ずしも流行地では使
えない問題や、必要とする患者には届かないという問題が指摘されている。そこで我々は、流行地でも普及可能な材料
技術を目指し、マラリアの診断に有用な高分子材料による抗体価測定キットの開発を行った。高分子ナノ微粒子はγ線
重合反応から作成した。抗原ペプチド配列はマラリア原虫酵素のアミノ酸配列から設計し、微粒子表面に化学修飾する
ことで検査材料を作成した。最後に被験血清と反応させることで各ペプチド抗原の特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Malaria is a major public health problem especially in tropical and sub-tropical 
regions of the world. The methods most commonly used to diagnose malaria patients sera, such as IFAT and 
ELISA, are not easy methods to examine in the bedside and the clinical laboratory. Here, we wish to 
report novel diagnostic nanospheres for the detection of specific antibodies in malaria patients’ sera.
 The peptide antigen was designed from a Plasmodium specific sequence in lactate dehydrogenase. The 
test-material is prepared by chemical coupling of the peptides to the surface of the nanosphere.
 We have compared the reactivity against malaria patients’ sera collected in endemic regions of the 
Philippines: (a) Mixed infected-, (b) falciparum-, (c) vivax-malaria patients, and (d) feverish patients 
(malaria-negative). Successful results were observed for the nanosphere material, which showed good 
specificity for three kinds of malaria patients compared with feverish patients.

研究分野：生体関連科学

キーワード： 微粒子　高分子　ペプチド　抗原　マラリア　血清　抗体価　生体材料

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
マラリアは熱帯・亜熱帯を中心に蔓延する世
界最大の感染症であり、世界中で最先端の科
学技術を織り込んだ診断法、治療薬、ワクチ
ンの開発が進められている。一方で最先端の
対策手法や医療は、必ずしもマラリア流行地
の開発途上国では使えない問題や、必要とす
る患者には届かないという問題が指摘され
ている。 
 
（1-1）現在のニーズ（本研究の必要性）  
(1-1a) 世界的にはマラリア患者血清／血漿
中のマラリア原虫抗原への抗体価測定は、非
流行国においては輸入マラリア患者の検査、
輸血用血液の検査として行われている。流行
国においては疫学調査に用いられている。何
れも現在は IFAT 法や ELISA 法によって測
定されるため、抗原の調整や作業は繁雑であ
り、一般的な検査とはいえない。 
(1-1b) 例えば現在、フィリピン各地域におい
て土着マラリアの根絶活動が進められてい
る（下記写真、媒介蚊への消毒、顕微鏡検査
の普及活動）。マラリア根絶の証明には各地
域において長期にわたる住民の抗体検査が
有用である。そのため流行地でも使用できる、
安価で簡便な検査キットの技術開発が望ま
れている。 
 
（1-2）申請者らの研究成果 
申請者らは、熱帯熱マラリア原虫の解糖系酵
素、エノラーゼについて合成ペプチド抗原を
用いた抗原性の研究を行ってきた。その過程
で高分子ナノ微粒子を用いた(1-2a)抗原を徐
放するワクチン材料（特開 2009-256324）や
(1-2b) 抗 体 価 測 定 材 料 の 開 発 （ 特 願
2011-110679）を行い、(1-2c,1-2d)熱帯熱マ
ラリア感染の履歴診断への有用性を示した。 
 
２．研究の目的 
（2-1）従来の方法と問題点  
（2-1a）世界的に用いられている方法として、
マラリア患者血清／血漿中のマラリア原虫
抗原への抗体価の検出は、IFAT法や ELISA
法で測定される。しかし抗原の調整や作業は
繁雑であり、一般の病院検査室では簡単には
実施できない。 
（2-1b）ELISA法による市販検査キットもあ
るが非常に高価なため（下図）普及している
とは言い難い。従ってマラリア流行地の病院
であっても、非流行地のトラベルクリニック
であっても、精密な測定機器を必要とせずに、
安価で簡便に抗体価測定が可能な技術開発
は広く望まれている。 
（2-1c）また、簡易検査キットを目指した研
究例もあるが実用化されていない。これは培
養した熱帯熱マラリア原虫の抗原を物理吸
着したラテックス（ポリスチレン微粒子）と
患者血清の反応を顕微鏡観察する、やや古い
方法で行われている。 
  

（2-2）本研究・・・従来の問題点を解決する
ポテンシャル  
(2-2a) 一方、本研究では化学合成されたペプ
チド抗原を用いており、感染履歴に対応した
明瞭な抗体価が測定されている点で特筆す
べきである。また、材料化学的な視点からマ
ラリア対策に資する研究を行っていること
は世界中でも他に例を見ない。 
 
３．研究の方法 
マラリアは世界最大の感染症であり、流行地
でも普及可能な抗体検査キットの開発が求
められている。そこで我々は従来の抗体価検
査法（IFATや ELISA）に代わりうる、合成
ペプチド抗原と合成高分子ナノ微粒子を用
いた新しい検査材料の研究開発を進めてい
る。本材料は化学合成原料から構成されるた
め、コールドチェインが不要となる革新的な
特徴を有している。本研究では、①マラリア
原虫蛋白質について新しいペプチド抗原の
設計と合成、②抗原を化学修飾したナノ微粒
子の作成と免疫学的反応性、③抗原微粒子を
使った Dip-Stick型の抗体価測定法の開発、
の３点について研究を行った。 
 
４．研究成果 
（a1）高分子ナノ微粒子の作成  
はじめに原子力機構のγ線照射施設に於い
て放射線重合により高分子ナノ微粒子（2G 微
粒子）を作成した。微粒子形成モノマーとし
て diethylene glycol dimethacrylate (2G)
を 、 抗 原 結 合 モ ノ マ ー に は 例 え ば
methacryloyl succineimide（抗原のアミノ
基と反応）を用いた。 
（a2）抗原の化学合成  
次にマラリア原虫蛋白質について新しいペ
プチド抗原の設計と合成を行う。例えば
lactate dehydrogenase を用いた。 
 
（b1）抗原ナノ微粒子の作成       
作成した抗原ペプチドと高分子ナノ微粒子
から抗原微粒子を作成した。 
（b2）免疫学的反応性の検証       
得られた抗原ナノ微粒子について免疫学的
反応性を検証した。具体的には微粒子表面に
抗原が化学修飾されていることを IFAT によ
って蛍光検出した。引き続いて、９６穴マイ
クロプレートを用いたラテックス凝集反応
によって抗血清や患者血清との反応性を確
認した。抗体価測定は 96 穴マイクロプレー
ト上に被検血清の希釈系列を作成後、検査用
微粒子の懸濁液を滴下、振とうの後、凝集像
を観察した。本研究の被験血清として、マラ
リア既往流行地住民、既往の無い日本人ボラ
ンティアの検体を用いて、それぞれの抗原ペ
プチドに特徴的な反応性が明らかとなった。 
 
（c1）Dip-Stick 型の抗体価測定キット 
さらに、抗原微粒子を使って Dip-Stick 型の
抗体価測定法を試作した。具体的には緻密な



不織布のフィルターペーパーに抗原ナノ微
粒子を埋め込むことで作成した。これは従来
スライドグラス上で行われる IFAT を、フィ
ルターペーパー上で行うことから着想した
アイディアである。つまり従来の Dip-Stick
型検査キットはニトロセルロース膜上にモ
ノクロ抗体や蛋白抗原が吸着されているが、
本研究のような低分子量ペプチド抗原には
適していない（予備実験より）。同様に９６
穴プレートを用いたELISA測定も血清中の抗
体検出には適していない。一方ナノ微粒子は
表面積の大きな固相担体であり、ペプチド抗
原と血清中の抗体との反応性が良好である
と考えた。 
作成したDip-Stick型の抗体価測定キット
を用いて(a)マラリア感染履歴のある血清の
場合、(b)感染履歴の無い場合（正常血清）、
について Dip-Stick 上での反応を試みた。ま
たフィルターペーパーの選定、血清の希釈率
や検出用試薬（金微粒子や蛍光色素、検出試
薬の用量）について最適化を試みた。 
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