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研究成果の概要（和文）：感染症マラリア撲滅にはギムザ染色法に代わる感染初期に感染の有無を見極める事の
できる迅速な診断手法を、これまで構築してきた細胞チップを用いたマラリア検出法を基礎として、構築しよう
と考えた。原虫のゲノムを標的とし各チャンバー内でPCR反応を行うことで、治療方針を左右する原虫種同定法
の確立。また各チャンバー内でマラリア原虫の1week培養、抗マラリア薬添加による生死判定を行うことでハイ
スループットな抗マラリア薬スクリーニング法の構築を行った。その結果、各反応ステップの基礎条件を決定す
るし薬剤耐性マラリア診断の基礎技術を構築することができた。今後すべての反応工程がオンチップ上でできる
系を構築する。

研究成果の概要（英文）： The infection rates were 0.08 to 23.6 % by Giemsa staining.  On the other 
hand, the infection rates were estimated as 0.08 to 2.53 % by cell microarray chip system.  Although
 we could not detect good correlation between two methods above 2.0 % (Fig. 3), good correlation was
 observed according to simple linear regression analysis (R2=0.9222) below the 1.8 %.  This cell 
microarray chip system was developed for the high sensitive detection of malaria infected 
erythrocytes (100 times higher sensitivity than that of conventional light microscopy), 
     Although cell microarray chip system could not detect malaria infected erythrocytes exactly 
(above 2.0 %), accurate detection could be performed in low infection rate (below 1.8 %).  
Furthermore, the number of patients was not enough to demonstrate the potential of cell microarray 
chip system for diagnosis system.  We will improve the cell microarray chip system for field setting
 with more number of malaria patient’s samples.

研究分野：衛生薬学
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１．研究開始当初の背景 
マラリアの制圧戦略の一つとして、早期発
見（診断）、および適切な治療が提唱されて
いる。しかし、治療へとつながる早期発見に
関して問題点が多い。そこで申請者は、微細
加工技術をベースにした細胞アレイ技術と、
マラリア原虫寄生原理を利用することで原
虫の核を指標とした、高感度・迅速・簡易な
マラリア感染診断手法を基礎技術とした、治
療方針を左右する原虫種同定法の確立およ
びハイスループットな抗マラリア薬スクリ
ーニング法の構築を目指す。これによりこれ
までに開発した細胞チップおよび検出観察
手法、一定感染率の培養マラリア原虫を用い
て本研究期間内に以下の２つ反応系を構築
する。 
 
２．研究の目的 
マラリア原虫はヒトの赤血球に寄生を繰
り返し、年間感染者数 3億人以上うち 200万
人以上が死亡している人類史上最も重篤な
寄生虫感染病である。感染症マラリアの深刻
な問題としてキナクリンに代表される抗マ
ラリア薬に対する薬剤耐性マラリア原虫の
出現や、地球規模の環境変動（特に温暖化）・
交通手段の発達によるグローバル化によっ
て感染者数の増加・感染地域の拡大が上げら
れる。このような背景のなかWHOなどの国
際機関ではマラリア撲滅指針の一つに「早期
発見および適切な早期治療」を掲げている
（図１）。近年、治療分野では生薬をベース
とした抗マラリア薬やワクチンの開発は実
を結びつつある。しかし診断法に関しては、
検出感度や検出時間などの面から今だ100年
以上前に確立されたギムザ染色による顕微
鏡下での観察診断が主流とされている。その
ため特に感染初期段階での診断に多大な時
間と労力を必要とし、早期発見とその先に続
く治療の大きな妨げとなっている。そのため
感染症マラリア撲滅にはギムザ染色法に代
わる感染初期に感染の有無を見極める事の
できる迅速な診断手法の開発が急務と考え
た。 

 
３．研究の方法 
これまでに申請者は大量の血球細胞を一
定数ずつ正確に並べる（整列させる）事がで
きる細胞チップと名付けた微細加工プラス
チック基盤を用いることで、大量（3百万個）
の血球細胞の中からたった一個のマラリア
感染赤血球を 15 分で見つけ出すことを可能
とする簡便かつ迅速なマラリア診断手法を
確立した。（PCT/JP2009/065370, PLoS One. 
(2010) 5(10): e13179.：図２）。これはスラ
イドガラスと同程度の大きさのプラスチッ
ク基板上にチャンバー（細胞を一定数ずつ格
納する小さなくぼみ）を約１万個配置し、そ
のチャンバーへ正確に一定数の細胞（100±5
個）を導入、蛍光スキャナーにより全てのチ
ャンバー内を高速に１細胞レベルで観察す

る技術である。申請者はこの各チャンバーを
反応場とし、この中で PCR 反応、抗原抗体反
応、さらには各チャンバーを well に見立て
る事により各チャンバーで生化学的、分子生
物学的解析を行うことができれば、治療方針
を左右する原虫種同定法の確立およびハイ
スループットな抗マラリア薬スクリーニン
グ法構築が可能になりうると考えた。そこで
１）原虫のゲノムを標的とし各チャンバー内
で PCR 反応を行うことで、治療方針を左右す
る原虫種同定法の確立。２）各チャンバー内
でマラリア原虫の 1week 培養、抗マラリア薬
添加による生死判定を行うことでハイスル
ープットな抗マラリア薬スクリーニング法
の構築。これによりこれまでのマラリア研究、
診断では手の届かなかった、マラリア迅速診
断とそれにつづく適切な早期治療、さらには
治療そのものに関係する抗マラリア薬開発
促進に大きな力を発揮するコア技術になり
うると確信し、実験の目的として定め遂行し
ようと考えた。 
 
４．研究成果 
初年度（平成 26 年度）は原虫のゲノムを
標的とした PCR 反応による、治療方針を左右
する原虫種同定法の確立に取り組んだ。細胞
チップチャンバー内でPCRを行うたには大き
く分けて２問題をクリアせねばならなかっ
た。一つ目はチャンバー内には赤血球が 100
個ずつ格納されていることから、実際の患者
の感染率（5％-0.001％程度）を考えると、
100 個の赤血球の中にマラリア感染赤血球は
１個(多くても５個)しかない。また 1チャン
バー当たりの反応ボリュームは100pL程度で
ある。このような条件下で PCR 反応条件を構
築する必要がある。二つ目に PCR 反応は反応
の際、95℃程度まで温度を上げる必要がある。
しかし、これまで開発してきた細胞チップは
ポリスチレン製であり 80℃を超えると、変形
しチャンバーの形状を保つことが困難なこ
とが確認されている。まず PCR アフリカツメ
ガエル卵母細胞へのRNAインジェクションシ
ステムを用いてチャンバー内のマラリア感
染赤血球を含む赤血球をピックアップし、ガ
ラスキャピラリー内(反応量：2μL)で PCR 確
実に PCR 反応進系は確立した（図１）。 

さらにこの反応条件をもとに各チャンバ
ーでのＰＣＲ反応も確立した。表面処理やチ
ャンバー径の関係により細胞チップ表面が

 
図１.チャンバーから細胞ピックアップ PCR 反応 



乾燥しやすいため、2 万チャンバー全てを確
実にとはいかないが約6割程度のチャンバー
においてチャンバー内反応液量が 250ｐL 程
度のＰＣＲ反応系を確立に成功した（図２）。 

2 年目（平成 27 年度）にはでチップ成型業
者が非常に苦労していた耐熱性材料での細
胞チップ成型がいくつのも材料と混合比の
組み合わせを用意し主としてＣＯＣを主材
料として、ＰＣＲ反応条件下にさらし評価す
る事、さらにはそのあとに続く培養の操作の
事も踏まえて最適な細胞チップを作成する
ことができた。細胞チップ作成と並行して、
培養、抗マラリア薬添加による生死判定を行
うことで抗マラリア薬スクリーニング法の
構築を試みた。マラリア原虫は赤血球に寄生
することで生命を維持している。赤血球に寄
生し、赤血球内で自身を数十個に増やし赤血
球を破壊し、再度新たな赤血球へ寄生を繰り
返す。赤血球内で数十倍に増えるという性質
から、薬剤スクリーニングを行う場合、感染
率 0．01％（赤血球 1 万個にマラリア原虫 1
個）の割合でマラリアを調整しなくてはなら
ず、材料として大量の赤血球細胞を必要とす
る。また薬剤がどのステージで効いたか、ギ
ムザ染色で確認する必要があり労力が大き
い。これまで、大量（数百万個）の血球細胞
の中からたった一個のマラリア感染赤血球
を見つけ出すために、血球細胞を百個ずつ均
一かつ、アレイ状に整列する技術を確立し、
マラリア迅速高感度検出手法の研究開発を
行ってきた。そこでこの技術を基礎として細
胞を格納整列させるチャンバー径および形
状の改変することで、数万個ずつ正確に並べ
る技術へと改良する。また、細胞チップのま
ま培養する技術の確立（チャンバー内の培
地・ガス交換法確立）することで、簡便な操
作で大量の細胞を（チャンバー数 100-200 程

度）培養条件に合わせて整列させ、そのまま
観察できる技術になりうると考えている。そ
こでこれまでのマラリア検出用細胞チップ
（細胞を 100 個ずつ整列）および今回新たに
作成した大径（直径 800μｍ）のＰＣＲ反応、
培養用細胞チップを用いて 70％エタノール
およびエチレンガス滅菌法を使いプラスチ
ック基板である細胞チップに過剰な熱をか
けずに無菌化・洗浄処理および、細胞展開液
を培養液への置換法などを検討する事で、細
胞チップ内で１week 日程度の培養方法を確
立した（図３）。 

最終年度（平成 28 年度）は、患者サンプ
ルによる感染原虫種の同定、感染マラリアの
薬剤耐性試験実施しようと準備を開始した。
これまでに開発したマラリア検出用細胞チ
ップの開発に伴い、国際特許出願、国外の学
会（特にアフリカ地域）に参加し、本チップ
の有用性、特色をアピールしている。実際に
マラリア患者を診断しているウガンダ(グル
大学)などの医師らが興味を持ち始めている。
現在これらのネットワークを使い、現地での
フィールド試験への展開を考えている。それ
と並行して昨年度まで積み上げてきた各チ
ャンバーに一定数赤血球が入る（約 8500 個）
条件いて、ＰＣＲ反応での薬剤耐性評価（細
胞の展開、格納、培養、ＰＣＲ反応）をオン
チップ化ですることに取り組んだ。すべての
行程を連続させて行い培養後のマラリア原
虫の遺伝子（actin-1）は検出できたものの、
耐性遺伝子の検出（タイピングを含む）が確
認できなかった（培養の行程において目的遺

 
図２．マイクロチャンバー内でのＰＣＲ反応 

 

図３．マイクロチャンバー内でのマラリア培養 

図４.  1 week 培養後のＰＣＲ反応 



伝子を持つ原虫がチャンバーからはがれ出
てしまい、チャンバー内の標的遺伝子が検出
限界以下となっている事が確認できてい
る：図４）。今後も薬剤耐性の有無をオンチ
ップ化で一つの行程で確認できるようこれ
までの各条件を参考に粘り強く検討してい
く。 
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