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研究成果の概要（和文）：アルテミシニン耐性マラリア原虫の出現と拡散経路の解明を目的とした研究である。
本研究により、ウガンダに耐性原虫が存在することを発見した。これまで耐性はアフリカには出現していないと
されており、世界で初めてのアフリカでの耐性の報告である。さらに、その耐性起源は東南アジアからの移入で
はなく、アフリカにあることを解明した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify an global emergence and spread of 
artemisinin-resistant Plasmodium falciparum parasites. We identified several artemisinin-resistant 
parasites in Uganda. Before our discovery, it was believed that artemisinin-resistance has not been 
emerged in Africa and thus, this is the first identification of artemisinin resistance in Africa. We
 also found that an origin of resistant parasites was not in Southeast Asia where resistant 
parasites have emerged and spread into the area. Rather, artemsinin resistance indigenously appeared
 in some part in Africa. 

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア　アルテミシニン　耐性　進化　K13　マイクロサテライト

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは世界三大感染症のひとつである。第一選択薬であるアルテミシニンに対する耐性原虫はすでに東南ア
ジアの一部地域では蔓延化しているが、今回の研究で世界で初めてアフリカにも出現していることを見出した。
さらに、その起源は東南アジアからの移入ではなく、アフリカにあることを解明した。本成果は、薬剤耐性マラ
リア原虫がアフリカからも出現することを明らかにし、当地における薬剤耐性マラリアサーベイランスの重要性
を示すものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
世界３大感染症の一つであるマラリアの

中でも、広い分布域と高い致死率から、対策
上最も重要な熱帯熱マラリア原虫は、すべて
の既存抗マラリア薬に対する耐性機能を進
化させてきた。 
アルテミシニンは現時点で治療効果が期

待できる唯一の抗マラリア薬である。2000
年代半ばからWHOはアルテミシニン併用療
法を積極的に推進し，多くの流行国で効果を
あげているが，すでに耐性原虫の出現が報告
され始めている。 
有効な代用薬がない現在、耐性の蔓延化が

もたらす影響は計り知れない。このため、
WHO は薬剤耐性の拡散防止を中心とした封
じ込め戦略を強力に推進している。このよう
な背景のもと、申請者は薬剤耐性原虫の出現
と拡散のメカニズム解明に取り組み、以下の
重要な知見を報告してきた。 
 
（１）薬剤耐性熱帯熱マラリア原虫は、限ら
れた地域（主にタイ国境）からごく稀に出現
する。 
（２）薬剤耐性原虫の移動（移入）により、
耐性地域が拡大し、耐性の蔓延化が起こる。 
（３）本年（H25）発見されたアルテミシニ
ン耐性（治療遅延）に関連する 2 つの新規
SNPs はタイ国境地域のみに観察される。 
 
これは、既存薬剤への耐性の蔓延化は、き

わめて稀にタイ国境周辺から出現した耐性
原虫が流行地を拡散し、その分布域を拡大す
ることによって起こることを示しており、そ
れまでのマラリア薬剤耐性進化のパラダイ
ムを大きく転換させることになった。しかし、
本知見を実際のマラリア薬剤耐性原虫の封
じ込め戦略へと応用するためには、グローバ
ルな原虫の拡散ダイナミズムの解明、すなわ
ち「薬剤耐性マラリア原虫が、どのような経
路でアフリカに至り、さらに大陸内をどのよ
うに拡散していくか」について明らかにする
ことが不可欠である。 
マラリアは流行地に一様に分布している

わけではなく、地理的にある程度独立した原
虫集団を形成して存在している（下図）。 

 
マラリア原虫は媒介蚊や人の移動によっ

て原虫集団間を移動するが、その程度には大
きな差がある。このような集団間の移出入レ
ベルの差は、薬剤耐性原虫の拡散経路に大き
な影響を与える。 
本課題では、近年めざましい進歩を遂げた

分子集団遺伝学手法を応用し、原虫集団間の
移動ダイナミズムを解明する。グローバルな
耐性原虫の拡散経路を明らかにすることに
よって、耐性原虫封じ込め戦略への足がかり
としたい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、全流行地を網羅する地域から

得られた熱帯熱マラリア検体を用いて、「マ
ラリア原虫が、どのような経路でアフリカに
至り、さらに大陸内をどのように移動・拡散
していくか」について明らかにする。この目
的の下、以下について順次明らかにしていく。 
1) ハウスキーピング遺伝子やマイクロサ

テライトを用いて、それぞれの原虫集団
における遺伝的特徴-遺伝的多様度、有効
な集団の大きさ、連鎖不平衡等を明らか
にする。 

2) 原虫集団間の移入障壁やグループ構造
を明らかにし、集団間での原虫の移動ダ
イナミズム（移動の方向や程度）を解明
する。 

3) 薬剤耐性原虫の系統解析により、それぞ
れの集団と耐性進化系統との関連を明
らかにする。 

4) 以上の結果を原虫集団の地理情報とと
もにシミュレーションで解析、薬剤耐性
原虫のグローバルな拡散経路の尤度推
定をする。 

 
３．研究の方法 
（概要）熱帯熱マラリア原虫のハウスキーピ
ング遺伝子とマイクロサテライトをタイピ
ングし、遺伝統計学・分子集団遺伝学的手法
で解析、各集団の遺伝的特徴、集団間の移動
ダイナミズム（移入の有無やその程度）を明
らかにする。 
さらに既存抗マラリア薬への原虫耐性遺

伝子及びそれに連鎖するマイクロサテライ
トタイピングから薬剤耐性の起源と系統を
決定する。 
 

（解析検体） 
 以下の流行地を網羅する熱帯熱マラリア原
虫 

 
（方法） 
1）それぞれの原虫集団における集団遺伝学
的特徴を解明する 
①  集団の遺伝的多様度と自然選択の評価 
ハウスキーピング遺伝子である serca と

adsl の配列をシークエンス解析により決定
し、塩基多様度、多形サイトの数、dN、dS、

原虫が集団を形成して流行地に分布
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Tajima-D test 等を用いて遺伝的多様度と自
然選択を評価する。 
 
② 連鎖不平衡レベル、集団の有効な大きさ、
ヘテロ接合度の推定 
解析に必要なマイクロサテライト座位数

を決定するために、msを用いたシミュレーシ
ョンを実行する。実施には高い近親交配率や
頻繁な組換えなどマラリアに特有な集団遺
伝学的特徴を組み入れる。シミュレーション
により決定された数の座位は各染色体から
均等に選択されるようにする。タイピング法
はnested PCR＋フラグメント解析を用いるが、
多型度がきわめて低い座位や自然選択を受
けている座位は除外する。遺伝データは
DnaSP 及び Arlequine 等のソフトを用いて、
集団遺伝学的な解析をする。 
 
2）マラリア原虫集団のグループ構造や集団
間の移出入レベルを明らかにする 
 

 
①原虫集団間のグループ構造の解明 
集団間が極めて似た遺伝的構成を持つ場

合、グループ化が可能である。１で決定した
データを用いて、Median-Joining 法を用いた
ネットワーク解析をおこない、この点を明ら
かにする。本解析手法により、グローバルな
原虫集団の相互関連性も評価できる。 
 
② 集団間の移出入レベルの解明 
ベイズ理論を用いた集団構造解析シミュ

レーションプログラムを用いて、グローバル
なマラリア集団の数を最尤推定する。さらに

各原虫集団の亜集団の解析により集団間の
migration の痕跡を定量化する。 
 
3）原虫集団と薬剤耐性の進化系統との関連
を明らかにする 
以下の検討により薬剤耐性の起源と進化

系統を明らかにし原虫集団との関連につい
て検討する。 
① 薬剤耐性遺伝子多型解析 
クロロキン、ファンシダール耐性と関連する
pfcrt、dhfr、dhps、pfmdr1 の耐性関連変位
部位を中心とした領域の直接シークエンス
により耐性遺伝子の遺伝型を決定する。 
 
② 耐性遺伝子に連鎖するマイクロサテラ
イト多型解析による耐性進化系統解析 
薬剤耐性遺伝子の 10kb 以内に存在し、遺伝
的ヒッチハイキングを受けているマイクロ
サテライトをタイピングする。①の結果と併
せ、薬剤耐性原虫の進化系統を明らかにする。 
 
4）薬剤耐性原虫のグローバルな移動ダイナ
ミズムの解明 
① 耐性原虫起源と拡散経路 
耐性起源地との進化系統、原虫集団間のグ

ループ構造や定量化した移出入レベル及び
原虫集団の地理的情報から、耐性原虫起源と
拡散経路を明らかにする。 
 
② 推定された移動経路の尤度解析 
明らかになった経路の起こりやすさを評

価するために、１で得られた遺伝子データを
現実データとしたシミュレーションにより、
推定された移動経路の尤度を求める。最も起
こりうる経路は最尤推定値として定量化さ
れる。本シミュレーションはベイズモデルに
基づいて作成されており、すでにヘリコバク
ター（Linz. Nature 2007）や申請者らによ
るマラリア（Tanabe, Mita. Curr Biol 2010, 
Mitochondrion 2013）での様々な migration
の解析に用いられている。 
 
４．研究成果 
1）それぞれの原虫集団における集団遺伝学
的特徴の解明 
  ハウスキーピング遺伝子のシークエンス
解析を実施し、自然選択の有無と集団の多様
性を評価した。予想通り adsl、serca 遺伝子
いずれにも純化選択が働いていた。 

それぞれの原虫集団における遺伝的特徴を明らかにする。

サンプル：17カ国36地域の熱帯熱マラリア原虫
（アジア･アフリカ･メラネシア･南米を網羅）

それぞれの原虫集団間の移出入障壁やグループ構造の解明

集団の遺伝的類似性、移出入の履歴解明

非常にユニークな集団：以下の解析から除外

薬剤耐性原虫の祖先･系統解析の解明

異なった薬剤耐性起源

グローバルな薬剤耐性原虫の拡散経路の推定

どの拡散経路が最も確からしいか？



塩基多様度、多形サイトの数を各集団で比
較したところ、多様度はアフリカの集団（ガ
ーナ、タンザニア）で高く、東南アジアとメ
ラネシアの集団では低い傾向を示した。 
 
マイクロサテライト解析では、必要な座位

数は 10 座位とした。これらはすでに様々ス
タディで用いられているものである。マイク
ロサテライトを用いたヘテロ接合度は下図
のように座位によって異なるが、平均ヘテロ
接合度は 0.6 から 1.0 を示した。最も低い値
を示したのはバヌアツであり、有効な集団サ
イズも最小であった。 

 
2）マラリア原虫集団のグループ構造や集団
間の移出入レベル 
  10 座位のマイクロサテライトを用いて
STRUCTURE2.3 による集団構造解析をおこな
った。分集団数として K=5 が最も高い適合を
示していた。解析では Nonadmixture モデル
を用いた場合に一番明瞭なクラスタリング
結果が得られた。 

   
  ５つの分集団コンポーネントが明瞭に分
離されている。最も明瞭なのはバヌアツであ
る。バヌアツの検体はほぼ単一であり、他の
分集団コンポーネントをほとんど含まない。
バヌアツは isolate された島々からなり、マ
ラリア流行度も低い。このようなマラリア生
態環境から、マラリア原虫は当地において独
自の進化をとげていると考えられる。 
タイのサンプルもほとんど黄色一色であ

る。カンボジアの検体も同様である。タイ、
カンボジア、ミャンマーは Great Mekong 
subregion として、薬剤耐性マラリア原虫の

起源地として重要な地域である。この地域の
原虫は非常に強い薬剤選択圧にさらされて
いるという特徴を持つ。これら黄色で示され
るコンポーネントがバヌアツ同様にほぼ単
一である理由は、強い薬剤圧により比較的限
定された原虫が選択されたためであると考
えられる。 
赤で示すコンポーネントはPNGを中心に分

布している。このコンポーネントは一部フィ
リピンにも存在するが、その他の地域にはほ
とんど見られない。PNG→フィリピンへの
migration の存在を示唆する。さらに、フィ
リピンを示すと考えられる緑のコンポーネ
ントが、PNG にも見られることから、フィリ
ピン→PNG の流れもあったのだろう。 
青のコンポーネントはケニアを中心に観

察され、アフリカの原虫を示すものかも知れ
ない。このコンポーネントは PNG、フィリピ
ン、バングラディッシュにもわずかに見られ
る。以前我々は、熱帯熱マラリア原虫はアフ
リカを起源として、人の移動とともにボトル
ネックを経験しながら、アフリカ→南アジア
→東南アジア→メラネシアへとその生息域
を広げた可能性が高いことを報告している
（Tanabe, Curr Biol 2010）。この仮説によ
れば、青のコンポーネントは、マラリアが生
息域を広げた時代から続くものとなろう 
 
3）原虫集団と薬剤耐性の進化系統との関連
を明らかにする 
  研究期間中にアルテミシニン耐性遺伝子
K13 が同定された（Ariey, Nature 2014）。も
し K13がアルテミシニン耐性の責任遺伝子で
あれば、持続的なアルテミシニン選択圧がそ
の多型パターンを変化させる可能性が高い。 
そこで、初めてのアルテミシニン耐性出現

以前に得られた全流行地を網羅する 13 カ国
の熱帯熱マラリア原虫を用いて、K13 を直接
シークエンス法により決定し、ベースライン
多型を解析、さらに DnaSPV5 及び MEGAVer6
を用いた集団遺伝学的解析も合わせおこな
った。配列を決定することができた全 563 検
体中 34 例に多型を認めた。SNP 数は 24 であ
り 20 が singleton であった。塩基多様度は
0.00016 であり、serca と adsl での平均
（0.00043)より低値を示していた。田嶋の D
は有意に負の値をとっていた。ハプロタイプ
多様度は 0.12 と低値を示した。 
アルテミシニン耐性との相関が報告され

ているC580Y変異はカンボジアでのみ22％に
見られた。K13 のベースライン多型度は、以
前解析したハウスキーピング遺伝子よりさ
らに低く、田嶋の D の値も有意に負の値であ
ることから、アルテミシニン耐性に起因しな
い選択的一掃が比較的最近起きた可能性が
あ る （ Mita et al. Antimicrob Agents 
Chemother. 2016）。 
 
  パプアニューギニアの集団で、C580Y 変異
を持つマラリア原虫 3例を見いだした。これ



までに本変異を持つアルテミシニン耐性原
虫がメコン流域外へ拡散した報告はなく、
我々の見出した 3例が拡散によるものと確認
されれば、今後のマラリア対策上極めて重要
な事例となる。これら 3例の起源を推定する
ため、K13近傍マイクロサテライトおよび SNP
解析を実施した。その結果、これら 3例はカ
ンボジアにおいて単離された C580Y変異を持
つアルテミシニン耐性原虫（MRA-1236）と非
常によく似たハプロタイプを示しているも
のの、K13 野生型の検体にも類似のハプロタ
イプが分布しており、K13 近傍のハプロタイ
ピングのみでは、耐性がパプアニューギニア
から出現したのか、メコンからの拡散なのか
についての結論は出ていない。現在、全ゲノ
ム解析を実施している。 
 

ウガンダの調査で発見したアルテミシニ

ン耐性原虫 3例について、全ゲノム解析デー
タをもとに主成分分析および STRUCTURE 解析
を実施し、3 例が「アフリカで独自に出現」
したのか、あるいは「メコン流域のアルテミ
シニン耐性原虫がアフリカに拡散」したのか
を検討した。その結果、3 例のアルテミシニ
ン耐性原虫はいずれもアフリカ由来のマラ

リア原虫集団と強い相関を示したことから、
アフリカで独自に出現したことが明らかに
なった。（Ikeda, Mita et al, Emerging 
infectious diseases. 2018） 
 

4）薬剤耐性原虫のグローバルな移動ダイナ
ミズムの解明 
  アルテミシニン耐性と関連する SNPs が同
定されたため（Takala-Harrison et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2013）、これらの解析
を実施した。下図に示すようにメコン流域を
中心とした分布が見られ、アルテミシニン耐
性原虫の拡散経路もこれまでの検討同様で
あることが明らかになった。 
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