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 3 

要旨 

 

 マラリアの治療に利用されている既存の薬剤全てに対する薬剤耐性株が出現して

いる事から、新規治療薬の開発が急務となっている。マラリア患者が 5-アミノレブリ

ン酸とクエン酸第一鉄ナトリウム（ALA/SFC）を含むサプリメントを摂取した結果、

マラリア症状が軽減して早期回復を促進した。その後、ALA/SFC が熱帯熱マラリア

原虫 Plasmodium falciparumの増殖を抑制する事が in vitroの実験で実証された。しか

し、マラリア患者を対象とした臨床試験の実施するためには、動物モデルによりマラ

リア原虫に対する ALA/SFC の効果を確認する必要がある。そのため、本研究ではマ

ウスマラリアモデルにおいて ALA/SFC の薬効・防御効果の評価を行った。致死性の

マラリア原虫P. yoelii 17XLをメスのC57BL/6Jマウスに感染させ、ALA塩酸塩、SFC、

またはその併用で 1日 1回の経口による反復投与を行った。また、治癒マウスに対し

ては再感染に対する防御効果を調べた。さらに、二次元電気泳動、イムノブロットお

よび nano LC-MS/MS解析により防御に関与する抗体を推定した。対照群では全ての

マウスが死亡したのに対し、ALA/SFC 投与群では半数以上のマウスが治癒した。ま

た、治癒マウスは再感染に対して長期に渡り抵抗性を示し、そのメカニズムの一部は

原虫特異的な抗体による事が示された。その中には代表的なマラリアワクチン候補を
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抗原とする抗体が複数含有され、これらの抗体が感染防御に重要と考えられた。再感

染に対する抵抗性を示した既存の化合物による治療に比べ、ALA/SFC は経口投与で

有効である点でこれらを上回る利点を有していた。この様に、ALA/SFC はマラリア

の治療だけでなく予防にも効果がある事が in vivo実験で示された。従って、ALA/SFC

の新規治療薬としての開発へ大きく前進した。 
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略語一覧 

 
ALA 5-aminolevulinic acid 
BLAST basic local alignment search tool 
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate 
MEGA-9 n-Nonanoyl-N-methyl-D-glucamine 
MSP merozoite surface protein 
nano LC-MS/MS nano liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
PBS phosphate-buffered saline 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SFC sodium ferrous citrate 
Tris-HCl tris(hydroxymethyl)aminomethane-hydrochloric acid 
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1	 序論 

 

1-1	 マラリア 

 マラリアは年間約2億人以上が感染して約44万人が死亡すると推定されているが、

その被害を受ける人々の多くはサハラ砂漠以南の5歳以下の幼児であり(1)、グローバ

ルヘルスの観点からも重大な問題の1つである。主な症状には周期的な発熱、貧血、

脾腫などが挙げられるが、重症化すると悪性貧血、アシドーシス、そして脳性マラリ

ア等を引き起こして死に至る(2)。マラリアは病原体であるPlasmodium属のマラリア原

虫の感染によって起こる疾患であり、ヒトに病原性を示す種にはこれまで熱帯熱マラ

リア原虫（P. falciparum）、三日熱マラリア原虫（P. vivax）、四日熱マラリア原虫（P. 

malariae）、卵形マラリア原虫（P. ovale）の4種が知られていたが、近年、サルに感

染するマラリア原虫であるP. knowlesiがヒトにも感染する事が報告され、第5のヒトマ

ラリアとして認識されている(3)。これらの中でヒトに対して最も致命的な症状を与え

る種は熱帯熱マラリア原虫であり、上述の脳性マラリアはこの種の感染によって引き

起こされる。 

 マラリア原虫はAnopheles属のハマダラカによって媒介される。ほ乳類宿主への吸血

時に唾液とともにスポロゾイトが体内に注入され、これが血流に乗って肝細胞に侵入
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して分裂しメロゾイトを形成する（図1）。その後、破壊された肝細胞からこのメロ

ゾイトが血流中に放出されて赤血球に感染する。赤血球内におけるマラリア原虫のス

テージを赤内期と呼ぶが、感染時に宿主に対して発熱などの症状を示すのはこの段階

である。赤内期では、マラリア原虫はリング型（輪状体）、トロフォゾイト（栄養体）、

そしてシゾント（分裂体）を経た後に感染赤血球を破壊し、メロゾイトが再び血流中

に放出されて非感染赤血球に侵入し、このサイクルを繰り返す。赤血球に感染したマ

ラリア原虫の一部は生殖母体（ガメトサイト）に分化するが、これにはマクロガメト

サイト（メス）とミクロガメトサイト（オス）があり、ハマダラカの吸血により蚊体

内に取り込まれた後に有性生殖を行い、複数の発育段階を経てスポロゾイトが形成さ

れる。スポロゾイトは最終的にハマダラカの唾液腺に侵入し、蚊の吸血時に宿主体内

へ注入され新たな感染が成立する(4)（図1）。さらに、三日熱マラリア原虫および卵

形マラリア原虫は肝細胞で休眠期の原虫（ヒプノゾイト）を形成して潜伏し、数ヶ月

後あるいは1年以上経過してから再発が生じる。 

 

1-2	 マラリアの予防と治療 

 マラリア原虫の持つ複雑な生活環や鍵となる抗原分子に多型が存在する等の特徴

に起因し、マラリアに対するワクチンの開発は非常に困難である(5)。そのため、これ



 8 

までのところ有効なワクチンは未だ実用化には至っていなかったが、GlaxoSmithKline

社がビル&メリンダ・ゲイツ財団からの資金援助を受け、PATH Malaria Vaccine 

Initiative等の機関と共同開発した世界初のマラリアワクチン、RTS,S/AS01が2015年7

月に欧州医薬品庁から承認勧告を受領した(6)。これに続いて、日本の大阪大学微生物

病研究所の堀井俊宏教授のグループが開発中のマラリアワクチン、BK-SE36は第I相臨

床試験で安全性だけでなく免疫原性においても良好な結果を示し(7)、第II相臨床試験

に進む事が予定されている。しかし、これらのワクチンは実用化前の段階であるため、

マラリア流行地域では殺虫剤浸漬蚊帳（オリセット®ネット等）の使用や殺虫剤の室

内残留性噴霧が現在も有効な予防策として実行されており(1, 8)、海外渡航者はメフロ

キンやマラロン（アトバコン・プログアニルの合剤）等の抗マラリア薬の予防内服に

より発症を未然に防いでいる(9)。しかし、予防内服に使用される薬剤は以前に比べれ

ば軽減されたとはいえ(10)、未だにその副作用が問題となっている。 

 マラリアに対する治療薬としては、キニーネ、クロロキン、ファンシダール（サル

ファドキシン・ピリメサミンの合剤）、メフロキン、マラロン等が臨床で使用されて

いる。現在主力の化学療法となっているのがアルテミシニン併用療法であるが、これ

はヨモギ科のArtemisia annuaから発見されたアルテミシニンまたはその誘導体と既存

の抗マラリア薬との併用で、非常に高い治療効果を持ちWHOにより使用が推奨され
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ている(11, 12)。そして、肝臓内に潜伏するヒプノゾイトに対してはプリマキンが唯一

有効な治療薬である。さらに最近では、ガメトサイトを標的とした阻害剤探索も進め

られており、伝搬阻止薬としての利用が期待されている(13)。 

 マラリアの化学療法において大きな問題となっているのが薬剤耐性マラリア原虫

の存在である。かつてはクロロキンがマラリア治療薬として広く用いられてきたが、

1960年代後半にタイでクロロキン耐性のマラリア原虫が出現して以来東南アジア諸

国へ拡散し、またその後もアフリカや南米でも報告され、マラリアによる死者が再び

増加する原因となった(14)。クロロキンに続いて開発されたファンシダールやメフロ

キン等に対する耐性原虫もその後出現し(15)、さらに、最も効果的な治療法であるア

ルテミシニン併用療法による治療遅延（治療開始72時間後においても末梢血中に原虫

が存在する事）が確認され(16)、アルテミシニン耐性株として認識されるに至る。そ

して、このアルテミシニン薬剤耐性株はタイ-カンボジア国境付近で出現し東南アジ

アに拡散しつつある(17-19)（図2）。耐性株の出現と拡散の背景の中、マラリアを予

防または治療するために重要な点は、既存の治療薬とは異なる作用機序や構造を持つ

化合物や、安全性が高く予防効果を併せ持つ化合物(20, 21)を新規抗マラリア薬として

開発する事である。そのためには既存の薬剤に対する耐性獲得のメカニズムを解明し

(15, 22-27)、病原体としてのマラリア原虫を基礎研究により分子レベルで明確に理解
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する事が必須であり、そしてその知見を臨床へ応用するための橋渡し研究等のアプロ

ーチが極めて重要である。 

 

1-3	 マラリア治療実験の動物モデル 

 臨床応用への橋渡し研究として、動物実験系で抗マラリア薬やワクチン候補を評価

する事は非常に重要なプロセスである。しかし、マラリア原虫は宿主特異性が極めて

高いため、動物種間の壁を越えて感染が成立する事は稀である。言い換えると、ヒト

マラリア原虫のP. falciparumやP. vivax等はヒトまたは一部の非ヒト霊長類にのみ感染

が可能であり、またP. berghei、P. yoeliiまたはP. chabaudi等げっ歯類マラリア原虫は

ヒトに感染することができない。リスザルなどの非ヒト霊長類にはP. falciparumは感

染可能で、かつヒトと同様に発熱などの症状を呈するなど、ヒトの臨床例に近い病態

を再現できるため非常に有益なモデルであるが(28)、サルを実験に用いる倫理的なハ

ードル、高いコストや限定された実験施設等、サルモデルを使用するためには多くの

条件が要求されるため、その実施は容易ではない。この問題を解決するため、免疫抑

制マウスにヒトの赤血球や肝臓を移植したヒト化マウスが開発され、ヒトマラリア原

虫の感染が可能になったマウスモデルが利用されている(29)。血液培養系がほとんど

確立されておらず、また肝臓におけるヒプノゾイトの研究が重要視されているP. vivax



 11 

では特に有用なモデルではあるが、定期的なヒト赤血球の移植が必要なため維持は煩

雑であり、またマラリア原虫をこのモデルに適応させる必要もあり、これが正しい表

現型を示さないケースもある(29)。この様な背景から、抗マラリア薬の評価にはげっ

歯類マラリア原虫を用いたマウスモデルが一般的であるが、マウスの系統とマラリア

原虫の種の組合せが症状や感染率の推移といった表現型に大きく影響を及ぼすため、

適切なモデルを検討する必要がある。尚、マウスモデルの中にはP. berghei ANKAを

使用して実験的に脳マラリアを引き起こす重症マラリアモデルがあるが、マラリア流

行地域の通常治療に要求される経口薬(30)の開発を目的とした抗マラリア薬の治療実

験では、次の2つの理由から重症マラリアモデルは適切ではないと考えられる。（i）

脳マラリアモデルでは感染率が上昇する前に脳マラリア症により治療中のマウスが

死亡する事もあり、治療効果の評価には不適当な点があるため、また（ii）実際の重

症マラリア治療では注射剤や座剤が利用されている事から、経口投与薬の開発とは目

的が合致しないためである。 

 感染方法に関しては、ハマダラカの吸血による感染方法の方が現実の感染に即して

いるので理想的ではあるが、マラリア原虫が感染したハマダラカを飼育する施設も必

要でありその維持も煩雑である。これに対し、感染赤血球の腹腔内接種は必要とする

設備も少なく手技もより簡便であり、実際にマラリア症状を起こす赤内期原虫への影
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響を見ることが可能であることから、マラリアマウスモデルで薬効評価を行う場合は

感染赤血球の接種が一般的である。以上の理由を十分に考慮し、研究目的に合った適

切な動物モデルや感染ルートを選定することが非常に重要である。 

 

1-4	 5-アミノレブリン酸 

 5-アミノレブリン酸（5-aminolevulinic acid, ALA）は、植物、細菌、カビから動物に

至るまで普遍的に存在する天然アミノ酸であり、クロロフィル、ビタミンB12、および

ヘムなどのテトラピロール化合物の前駆体である(31)。一般的に、光合成能を持たな

い真核生物では、ALAはグリシンとサクシニルCoAを出発物質としてALA synthaseに

より生成するShemin経路を介して合成される(32)。がん細胞が大量のALAを取り込む

とこれを材料にヘムの合成が開始されるが、がん細胞では鉄を挿入する最後の反応ス

テップを触媒するferrochelataseの発現量が低く、このステップが律速となるため(33, 

34)、鉄を含まないプロトポルフィリンIXがミトコンドリアに蓄積する。プロトポル

フィリンIXは光感受性物質であり紫色光（405-415 nm）を照射すると赤色蛍光（617-673 

nm）を発する事から(35)、プロトポルフィリンIXを蓄積したがん細胞を容易に検出で

きる(36, 37)。さらに可視光を照射すると活性酸素種を生成してがん細胞を死滅させる

事が可能である(34, 38)。これらの特徴から、ALAはがんの光線力学的診断および光線
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力学療法として医療分野で利用されている(37, 39-41)。さらに、糖尿病前症のボラン

ティアに対してALAおよびクエン酸第一鉄ナトリウム（sodium ferrous citrate, SFC）の

併用投与を行った大規模臨床試験では、II型糖尿病の発生リスクを減少させる事が示

されている(42, 43)。医療分野以外においても、ALAはクロロフィルに変換されるため

園芸肥料として、またヘムに変換されるため化粧品や栄養補助食品として中東やアジ

ア諸国で承認され販売されている。 

 

1-5	 マラリア原虫のヘム生合成 

 マラリア原虫のヘム生合成酵素群は 3つの細胞区画、即ちミトコンドリア、細胞質、

そしてアピコプラスト（植物の葉緑体に由来するが光合成を行わないオルガネラ）に

分かれて局在している（図 3）。ミトコンドリアの ALA synthaseにより ALAが生

成してアピコプラストプラストに輸送され、3つの酵素、ALA dehydratase、

porphobillinogen decarboxylaseおよび uroporphyrinogen III decarboxylaseにより

コプロポルフィリノーゲン IIIまで変換される。コプロポルフィリノーゲン IIIは細

胞質に排出され、coproporphyrinogen III oxidaseによるプロトポルフィリノーゲン

IXへの変換後、ミトコンドリア内に運搬されて protoporphyrinogen IX oxidaseによ

ってプロトポルフィリン IXに変換され、最後に ferrochelataseがプロトポルフィリ
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ン IXに鉄を挿入してヘムが合成される(35, 44-46)（図 3）。一方、ほ乳類細胞では

ALA dehydratase、porphobillinogen decarboxylaseおよび uroporphyrinogen III 

decarboxylaseは細胞質に、そして coproporphyrinogen III oxidaseはミトコンドリ

アに存在し、マラリア原虫とは対応する酵素の局在が異なっている(47, 48)。ALA 

dehydrataseは有望な薬物標的として考えられており(49, 50)、またアピコプラストはマ

ラリア原虫の生存にとって非常に重要である事から(51)、ヘム生合成経路を標的とす

る事で新規治療薬の開発に繋がる事が期待される。興味深い事に、ソロモン諸島にお

いて小児のマラリア患者がサプリメントとして ALAリン酸塩と SFCのカプセル（そ

れぞれ 50 mgおよび 57.36 mg）を１日１個摂取したところ、発熱、頭痛、吐き気など

の典型的な症状が改善され早期回復を促進した事が報告されており、ヒトのマラリア

症例のために有効である事が示されている(52)。しかし、ALAと SFCがどの様なメカ

ニズムでマラリア症状を改善したのかはこの報告では明らにされていない。このソロ

モン諸島における事例を考えるうえで、関連する研究としては次の様なことが報告さ

れている。すなわち、ヘム生合成はヘムによるネガティブフィードバック機構により

ALA synthaseによる ALA生合成を抑制するため律速段階となっているが、細菌、植

物、マウスやヒトといった幅広い生物種が外因性の ALAを取り込むと ALA synthase

による律速を迂回し、ferrochelataseが次の律速酵素になり特定の細胞や組織に過剰の



 15 

プロトポルフィリン IXが蓄積されると考えられている(53)。マラリア原虫においても

同様の事が起こり、過剰の ALAを添加するとプロトポルフィリン IXが蓄積し、光を

照射すればがん細胞と同様に増殖抑制を引き起こすという仮説を Smithと Keinは立

てた(54)。これを検証するために ALAによる光線力学療法をマラリア原虫に適用した

ところ、0.2 mMの ALAと白色光への曝露を組み合わせる事によって熱帯熱マラリア

原虫の増殖をほぼ完全に抑制する事が in vitro（血液培養）の実験で証明された(54)。

しかし、この研究は輸血用血液からマラリア原虫を除去する事を目的に実施されたも

のである。一方、実際に宿主体内のマラリア原虫に光を効果的に照射する事は非常に

困難であり、マラリア患者の治療としては現実的ではない。私の所属する研究グルー

プではこの方法を臨床治療に適応させるために光照射の代わりとなる条件を探索し、

またソロモン諸島での事例のメカニズムを明らかにするため、in vitro（血液培養系）

の実験により検証を行った。がん細胞において金属化合物と ALAを組み合わせる事

でヘム中間体の蓄積量が変動する報告(38)に着目し、マラリア原虫でも同様の事が生

じて増殖を阻害すると予想して金属化合物のスクリーニングを行った(35)。この結果、

ALAに SFCなどの二価鉄イオンを組み合わせると熱帯熱マラリア原虫の増殖を阻害

する事を見出し、マラリア患者への投与薬として応用できる可能性が示された(35)。
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この結果はソロモン諸島でのマラリア症状緩和の原因を示唆している。これらの知見

から、ALAとSFCの併用はマラリアに対する有望な新規化学療法として期待される。 

 

1-6	 目的 

 これまでに in vitroの実験系とソロモン諸島でのサプリメント摂取例でALAと二価

鉄イオンの効果が示されている事から、マラリア患者に対する大規模臨床試験へ進む

事を検討している。そのためには、体内動態（吸収・分散・代謝・排泄・毒性）や免

疫応答といった条件を含む動物実験で宿主体内における薬物のマラリア原虫への影

響をより詳細に観察する事が重要であり、マラリアの動物モデルで ALAと SFCによ

る併用療法の有効性を実証する必要がある。本研究では、げっ歯類に感染するマラリ

ア原虫で致死株である P. yoelii 17XLを C57BL/6Jマウスに感染させ、ALAと SFCを

経口投与して治療効果の評価を行った。さらに、ALAと SFCの投与により治癒した

マウスの免疫能を調べるために、治癒マウスの再感染に対する抵抗性について検討し

た。  
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2	 材料および方法 

 

2-1	 実験動物 

 近交系のBALB/cマウスおよびC57BL/6Jマウスは日本チャールス・リバー株式会社

から購入した。マラリア原虫の継代や初感染のためには4から5週齢のメスの未感染マ

ウス（BALB/c: 21 g ± 2 g、C57BL/6J: 17 g ± 1 g、平均 ± 標準偏差）を、再感染時のコ

ントロールのためには17週齢のメスの未感染C57BL/6Jマウス（23 g ± 2 g、平均 ± 標

準偏差）を使用した。マウスは東京大学医学部の動物施設において維持され、市販の

標準的なペレット飼料であるCE-2（日本クレア株式会社）および水道水を自由に摂取

できるようにして与えた。 

 

2-2	 化合物および投与液の調製 

 5-アミノレブリン酸塩酸塩（ALA塩酸塩）はコスモ石油株式会社から入手し、SFC

（日本では食品添加物としても認可されている）は小松屋株式会社から提供されたも

のを用いた。滅菌済みの0.5％のメチルセルロース及び濃塩酸は和光純薬工業株式会社

から購入した。ALA塩酸塩は滅菌0.5％メチルセルロースに溶解して治療群マウスへ

の投与に用いた。ALA塩酸塩とSFCの併用（ALA/SFC）投与を行うグループに対して
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は、上述のALA溶液とSFCを混合する事により溶解して投与液とした。SFC単独の治

療群のためには、0.3 M塩酸（最終濃度）を含む滅菌0.5％メチルセルロースを調製し

てこれにSFCを溶解し投与に供した。これはSFCが酸性溶液へは容易に溶解するが、

中性付近ではほとんど溶解しない特徴のためである。また、水溶液中のSFCは徐々に

二価鉄から三価鉄に酸化されるため、SFCの溶解は投与する直前に行った。 

 

2-3	 マラリア原虫と感染方法 

 致死株であるげっ歯類のマラリア原虫P. yoelii 17XLおよびP. berghei NK65は杏林

大学医学部感染症学講座寄生虫学部門の小林富美惠教授および新倉保博士より分与

された。致死株とは、一度マラリア原虫による感染がマウスに成立すると、適切な治

療処置を行わない場合、感染マウスが死亡する程度の病原性を持つ株の事である。ヒ

トのマラリア原虫P. falciparum 3D7は東京大学大学院医学系研究科生物医化学教室で

保管・維持されている株を使用した。尚、P. falciparum 3D7は患者から単離されたNF54

株を親株としてクローニングされた株であり(55)、実験室で一般的に用いられている

薬剤感受性株である。マウスに対するマラリア原虫の感染方法としては感染赤血球の

腹腔内接種を採用し、先行研究で報告されている方法(56)を参考に次の様に感染を実

施した。-80 ℃で凍結保存されたげっ歯類マラリア原虫を解凍してPhosphate-buffered 
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saline（PBS）で希釈し、これを継代用の未感染マウスの腹腔内に接種して感染させ、

さらにこの感染マウスから別の未感染マウスに継代してマラリア原虫の感染能を確

実なものとした。継代後の感染マウスから採血した感染赤血球を1×105個/mLの濃度に

なるようにPBSで希釈し、100 µLを治療実験で用いるマウスの腹腔内に接種して感染

を開始した（1匹当たりの感染赤血球1×104個）。マウスからの採血はヘパリン処理を

したシリンジおよびニードルを用いて心臓穿刺により行った。P. falciparum 3D7の培

養は先行研究と同様の方法で実施した(35)。尚、P. falciparum 3D7の培養は共同研究者

の東京大学大学院医学系研究科生物化学教室の小松谷啓介博士が行った。 

 

2-4	 投与方法 

 あらかじめ体重を測定したマウスを、予備検討では1群あたり5匹（BALB/c- P. 

berghei NK65感染系）または3匹（C57BL/6J- P. berghei NK65およびC57BL/6J- P. yoelii 

17XL感染系）、そして本実験では1群当たり5匹の6つの投与群（グループAからF）に

無作為に振り分けた。治療は感染後1日目から開始して1日1回の反復投与を行い、感

染マウスが治癒するまで（約5週間）継続した（マウス治癒の判定基準は方法2-5を参

照）。ゾンデを用いた経口投与で行い、100 µLの投与液を各投与群の感染マウスに与

えた。投与液の組成および用量は次の通りである。予備検討では、これまでにインフ
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ルエンザや糖尿病のマウスモデルにおけるALA/SFC投与実験によって毒性を示さず

治療効果を示す投与量を経験的に得ていることから、BALB/c-P. berghei NK65の感染

系ではALA/SFC 300/100 mg/kgに、C57BL/6J-P. berghei NK65およびC57BL/6J-P. yoelii 

17XLの感染系ではALA/SFC 300/300 mg/kgに設定した。この予備検討の結果を受け、

本実験では次に示す投与量に設定した。グループA（コントロール）は、Vehicleであ

る滅菌済み0.5%メチルセルロースを投与した。グループBとCはそれぞれ600 mg/kg 

ALA塩酸塩単独、または300 mg/kg SFC単独を投与した。グループD、EおよびFは、

それぞれALA/SFCを100/300、300/300および600/300 mg/kgの用量で投与した。本実験

の全体的なスケジュールは図5に示した。グループAおよびEは独立した実験を2回行

い、n=10となっている（図6および表1）。 

 尚、本研究で用いたマウス飼料は100 g当たり30 mgの元素鉄を含有している（URL: 

http://www.clea-japan.com/en/diets/diet_a/a_03.html）。また、C57BL/6Jマウスは1日当た

り約3 gの飼料を摂取する（飼料販売元の日本クレア株式会社による）。従って、本研

究で用いたマウスは1日あたり約1 mgの元素鉄を飼料から摂取する事が予想され、こ

の量は約60 mg/kgに相当する。 
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2-5	 感染マウスのモニター 

 感染マウスの尾の先端を切断して採血を行い、スライドグラス上に薄く塗抹してメ

タノールで固定した後、ギムザ染色液（メルク株式会社）で染色した。500から10,000

個の総赤血球を顕微鏡下で観察し、その中に含まれる感染赤血球の割合として感染率

（%）を算出した。投与開始から1ヶ月間は2日から4日に1回、その後は1週間に1回感

染率を算出した。また、生存率は生存するマウスの数を毎日計数する事によって評価

した。さらに、各マウスの体温および体重を感染前に測定し、感染後は1週間に1回測

定した。体温は動物用微小温度計BAT-12R（Physitemp Instruments Inc.）を使用して直

腸温を測定した。生存したマウスからマラリア原虫のDNAが診断PCR（方法2-7を参

照）により検出されなかった時点で感染マウスが治癒したと判断した。 

 本研究での初感染におけるフォローアップ期間は次の様に決定した。非常に少ない

数のマラリア原虫（例えばマウス1匹当たり3匹の原虫）を静脈内接種してマウスに感

染させた場合でさえ、感染後8日目の時点で、通常10匹中3から5匹のマウスで感染率

が顕微鏡で観察できる程度（0.05から0.1％）まで上昇する(57)。従って、感染マウス

が治癒したと判定された時点から1週間後の診断PCRが陰性であった場合に、マラリ

アの再発が起きなかったと判断した。PCRの感度を考慮するとこの判断は妥当である

と考えられるため、この時点を初感染のエンドポイントと定義した。 
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2-6	 再感染 

 ALA/SFCによって治癒したマウスの再感染に対する抵抗性を調べるために、10匹の

治癒マウスについて初感染から治癒して6週間後（17週齢、n=4）および33週間後（44

週齢、n=6）に、初感染と同様の方法で同じ株のマラリア原虫を用いて再感染を実施

した。感染間隔は先行研究を参考に次の様に決定した。Monerizらは薬剤により感染

マウスを完治させて40日後に再感染を実施しており(56)、これと比較するために完治6

週間後に再感染を行った。また、Azcárateらは完治75日後にブースト免疫のために再

感染を行い、340日後に3回目の感染を実施して長期の防御効果を観察している(58)。

本研究ではALA/SFCの投与などで治癒したマウスがブースト免疫を施すことなく長

期の防御効果を発揮できるかを調べるため、Azcárateらの実験の2回目と3回目の感染

間隔（265日）と同程度の完治33週間（231日）後に再感染を実施した。17週齢の治癒

マウスに対する再感染でのコントロールとして、未感染マウス（17週齢、n=5）を感

染させた。また、44週齢の治癒マウスへの再感染実験については、同じ週齢のマウス

を用意する事が非常に困難であり、また5週齢と17週齢の未感染マウスの間でP. yoelii 

17XLに対する感染性に差は見られなかった事から、5週齢の未感染マウス（n=5）を



 23 

コントロールとして用いた。再感染およびコントロールマウスは、感染率、生存率、

そして診断PCRにより1ヶ月間モニターして再感染に対する防御効果を評価した。 

 

2-7	 診断 PCR 

 感染マウスおよび治癒マウスの尻尾の先端を切断して得られた約20 µLの血液をヘ

パリン処理した後、DNeasy® Blood & Tissue Kit（株式会社キアゲン）を用いて全DNA

を抽出した。P. yoeliiのミトコンドリアゲノムは核ゲノムと比べて約150倍のコピー数

がある事から(59)、これにコードされる遺伝子の増幅により診断PCRにおいて高い感

度が得られることが期待される。そのため、抽出した全DNAを鋳型にP. yoelii 17XL

のミトコンドリアゲノムにコードされているシトクロムb遺伝子（cob）の部分配列426

塩基対を、MightyAmp® DNA Polymerase Ver.2（タカラバイオ株式会社）を用いてホッ

トスタートPCRにより増幅した。プライマーペアの塩基配列は、5’-CTA ATC CTT TAG 

GGT ATG ATA CAG CA-3’および5’-CTT GTG GTA ATT GAC ATC CTA TCC A-3’で

ある。反応サイクルは次の通りである。最初に95 ℃で2分間変性した後に、95 ℃で20

秒間の変性、60 ℃で20秒間のアニーリング、そして72 ℃で15秒間の伸長のサイクル

を30回行い、最後に72 ℃で3分間の伸長反応を行った。PCR産物は1.2％アガロースゲ

ル上での電気泳動後、SYBR® safe（ライフテクノロジーズジャパン株式会社）を用い
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てバンドを検出し、LAS-4000 mini（GEヘルスケア・ジャパン株式会社）を使用して

泳動画像を取り込んだ。P. yoelii 17XLに感染後治療を施していないマウスの感染血液

から抽出した全DNAをPCRのポジティブコントロールとし、増幅反応時には毎回この

サンプルを用いた。 

 

2-8	 ライセートおよび血清の調製 

 各種ライセート調製用の感染赤血球は次の様にして得た。未感染マウス、P. yoelii 

17XLおよびP. berghei NK65感染マウスからヘパリン処理をしたシリンジおよびニー

ドルを用いて心臓穿刺により約500 µLを採血して非感染赤血球および感染赤血球を

得た。また、P. falciparum 3D7の感染赤血球は血液培養から直接得た。尚、P. falciparum 

3D7ライセートの調製は共同研究者の東京大学大学院医学系研究科生物医化学教室の

小松谷啓介博士が行った。これらを用いて先行研究で報告されている方法(56)の一部

を改変して次の様にライセートを調製し、抗原として使用した。採取した非感染赤血

球および感染赤血球は0.075%のサポニン処理により赤血球を破壊し、5,800 × g、4 °C

で10分間遠沈した。その後、膜タンパク質の抽出に一般的によく用いられる、両性界

面活性剤である3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate（CHAPS）お

よび非イオン性界面活性剤であるn-Nonanoyl-N-methyl-D-glucamine（MEGA-9）を含む
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細胞溶解液 [20 mM Tris-HCl pH 8.0、50 mM NaCl、3%（w/v）CHAPS、1%（w/v）MEGA-9]

でペレットを懸濁し、4 °Cで15分間撹拌した後に凍結融解を3回繰り返してタンパク

質を抽出し、12,000 × g、4 °Cで10分間遠心して上清を回収してライセートを得た。

本研究で用いた赤血球破壊方法ではゴースト赤血球（赤血球の形状を保っているが中

身が空になったもの）にはならず赤血球を破壊することが出来るが、赤血球膜の断片

が残存している可能性もあるため、非感染赤血球のライセートをネガティブコントロ

ールとして調製した。 

 血清の調製のために、未感染マウス、初感染30日後の感染マウス、そして再感染1

日前、5日後、および14日後の治癒マウス（44週齢）からヘパリン処理を行わずに眼

窩静脈嚢または尾静脈から血液を約50 µLを採取した。尚、眼窩静脈嚢からの採血は

共同研究者の千葉大学大学院医学研究院感染生体防御教室に現在在籍する彦坂健児

博士が行った。これらヘパリン未処理血液を37 ℃で30分間インキュベートした後、

4 ℃で一晩放置し血球成分を凝集させた。この後、6,000 × g、20 °Cで20分間遠心し、

上清を回収して血清を得た。得られた血清は1匹あたり10-20 µL程度と非常に少量で

あったため、複数回の実験を行うには十分ではない。そのため、それぞれのマウスか

ら調製した血清の一部を同じタイムポイントごとにプールし、マウス個体ごとではな
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く再感染グループ全体の傾向を確認するために、転写膜上のマラリア原虫の抗原を検

出するための一次抗体として使用した。 

 

2-9	 イムノブロット 

 各種マラリア原虫のライセート3 µgをSuperSepTM Ace（5-20％グラジエントゲル、和

光純薬工業株式会社）を用いて30 mAの定電流で約1時間の条件でsodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）を行った後にGelCodeTM Blue stain 

reagent（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社）によるクマシー染色を

行い、または製造業者のプロトコルに従ってセミドライ法（0.8 mA/cm2の定電流で1

時間）によりImmobilon®-P PVDF膜（メルク株式会社）上に転写した。抗原に結合し

た一次抗体に対し、二次抗体としてanti-mouse IgG-horseradish peroxidase（GEヘルスケ

ア・ジャパン株式会社）を結合させ、ECLPrime Western Blotting Detection System（GE

ヘルスケア・ジャパン株式会社）を使用して添付されたプロトコルに従って検出した。

抗原タンパク質はLAS-4000 mini（GEヘルスケア・ジャパン）を用いて可視化した。 
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2-10	 二次元電気泳動 

 P. yoelii 17XLのライセート（20または60 μg）をトリクロロ酢酸/アセトン沈殿によ

り脱塩した。減圧乾燥によりTCAおよびアセトンを除去した後、沈殿物を膨潤液 [8 M

尿素、2％（w/v）CHAPS、40 mM DL-ジチオスレイトール、0.002％ブロモフェノール

ブルー、およびPharmalyte IEF, pH 3-10（GEヘルスケア・ジャパン株式会社）または

IPGバッファーpH 4-7（GEヘルスケア・ジャパン株式会社）] 125μLで膨潤させた。膨

潤液に混和したサンプルは、等電点電気泳動用のストリップ（7 cm Immobiline DryStrip 

pH 3-10または4-7、GEヘルスケア・ジャパン株式会社）にロードし、Ettan IPGphorTM II 

Isoelectric Focusing System（GEヘルスケア・ジャパン株式会社）を使用して等電点電

気泳動を行った。泳動条件は、20℃で10時間以上膨潤させた後、300Vの等電圧で30

分間、300から1,000Vまでのグラジエントで30分間、そして1,000から5,000Vまでのグ

ラジエントで80分間、最後に5,000Vの等電圧で25分間である。泳動後のストリップを

平衡化バッファーA [50mM Tris-HCl pH 8.8、6 M尿素、30％（v/v）グリセロール、1％

（w/v）SDS、0.25％ DL-ジチオスレイトール、0.5%ブロモフェノールブルー] で10分

間平衡化し、続いて平衡化バッファーB [4.5%ヨードアセトアミドを含む平衡化バッ

ファーA] で10分間平衡化を行った。ストリップは二次元目の分離のため、7.5%また

は10％ゲル上にロードしてSDS-PAGEを行った。その後、2D-Silver stain-IIキット（コ
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スモバイオ株式会社）または銀染色MSキット（和光純薬工業株式会社）による銀染

色、あるいは方法2-8で調製した血清（再感染14日目）を用いたイムノブロットによ

ってゲル上のスポットを検出した。 

 

2-11	 抗原の推定 

 マラリア原虫のライセートをSDS-PAGEまたは二次元電気泳動により分離し、銀染

色またはイムノブロットにより検出した。そして銀染色およびイムノブロットの結果

を比較し、原虫特異的抗体と反応するスポットを選択してタンパク質同定用のサンプ

ルとした。これらのサンプルをnano liquid chromatography-tandem mass spectrometry

（nano LC-MS/MS）解析およびMASCOT検索を日本バイオサービス株式会社に依頼し

た。得られた分析結果をBasic local alignment search tool（BLAST）検索およびPlasmoDB

（URL: http://plasmodb.org/plasmo/）を用いて関連遺伝子を見出し、ClustalWによりア

ミノ酸配列を比較して遺伝子ID等を確認した上で抗原を推定した。 

 

2-12	 統計解析 

 感染率は平均 + 標準偏差として表現し、そして各タイムポイントでの値は

Student’s t検定を用いて統計解析を行った。また、マウスの生存曲線はKaplan-Meier法
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によって示し、Log-rank検定を用いて統計解析を行った。いずれの解析においても、p

値が0.05未満であった場合にのみ統計的有意差があると判断した。すべての検定は

GraphPad Prism 6.0（GraphPad Software, Inc.）を用いて実施した。 

 

2-13	 倫理 

 本研究の動物実験のプロトコルは、東京大学大学院医学系研究科の動物倫理委員会

によって承認され（承認番号: 医-P11-053）、東京大学動物実験実施規則に従って実

施した。ヒトに感染する熱帯熱マラリア原虫を取り扱う実験は東京大学大学院医学研

究科の研究倫理委員会よって承認された（承認番号: 10050）。 
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3	 結果 

 

3-1	 マラリアマウスモデルにおける ALA/SFCの薬効評価の予備検討 

 ALA/SFCによる熱帯熱マラリア原虫の増殖阻害がin vitroの実験系で証明された事

(35)を踏まえて、本研究ではin vivoの実験系においてALA/SFCの抗マラリア効果を実

証するため、BALB/cマウスとC57BL/6Jマウスおよびげっ歯類のマラリア原虫のP. 

berghei NK65（致死株）とP. yoelii 17XL（致死株）を用いた動物実験を実施した。そ

して、将来的にマラリア流行地域においてALA/SFCを実際の臨床治療に使用する事を

視野に入れているため、経口投与を採用した。実際、ALA塩酸塩およびSFCはそれぞ

れ悪性神経膠腫の光線力学療法(60, 61)および貧血治療(62)のための経口薬として既

に承認されている。投与は感染マウスが完全に治癒するまで、約5週間継続した。最

初に、薬効評価に用いるマウスの系統とマラリア原虫の種の組合せを選定した。まず、

メスのBALB/cマウスに強毒株のP. berghei NK65を感染させ、その後コントロール群に

はPBSを、治療群にはALA/SFC 300/100 mg/kgを投与して、その治療効果を比較した。

その結果、コントロール群に比べて治療群は僅かな増殖抑制を示したが、最終的には

両群の感染マウス全てが死亡した（図4A）。次に感染に用いるマウスの系統を

C57BL/6Jに変更し、これに対してP. berghei NK65および強毒株のP. yoelii 17XLを感染
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させ、コントロール群にはPBSを、治療群にはALA/SFC 300/300 mg/kgを投与した。

C57BL/6JマウスにP. berghei NK65を感染させたマウスは1匹のマウスを除き、全ての

マウスが感染率20％に上昇する前に死亡した（図4B）。この組合せは上述の重症マラ

リアモデルが適切ではない事と同様の理由からALA/SFCの薬効評価に適してないと

判断した。続いてC57BL/6JマウスにP. yoelii 17XLを感染させた実験では、コントロー

ル群は3通りの組合せの中では最も早く感染率が上昇してマウスが死亡したが、一方、

治療群では3匹中2匹のマウスで穏和な増殖抑制を示して生存した（図4C）。先のソロ

モン諸島におけるALA/SFCサプリメント摂取例においてもマラリア原虫に対する穏

和な増殖抑制効果が示唆されているため(52)、C57BL/6JマウスとP. yoelii 17XLの組合

せがALA/SFCの薬効評価に適切なモデルであると判断してその後の実験に用いた。 

 

3-2	 致死性マラリア原虫に感染したマウスに対する ALA/SFCの治療効果 

 続いて、予備検討で選択したマウスモデルによりALA/SFCの治療効果の本実験を行

った。各投与群の感染後30日目の生存率を表1に示す。コントロールとして滅菌済み

0.5％メチルセルロース（グループA）、300 mg/kgのSFC単独（グループB）、または

ALA/SFC 100/300 mg/kgの併用投与（グループD）をした感染マウスはすべてが死亡し

た。死亡原因については、新生児や乳児においてマラリアと腸閉塞が併発する報告も
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あるが(63, 64)その報告例はまれであり、マウスでは同様の症例の報告はない。本研究

で死亡したマウスは毛並みの悪化、貧血や脾臓肥大といった典型的なマラリアの兆候

を示した事から、貧血や臓器不全といった複数の症状が重なって死亡したものと考え

られる。これらのグループに対し、ALA塩酸塩600 mg/kg単独を投与した感染マウス

（グループC）は、致死性のマラリア原虫に感染したにもかかわらず2/5のマウスが生

存した。さらに、ALA/SFCを300/300 mg/kg（グループE）または300/600 mg/kg（グル

ープF）を併用投与した感染マウスは、それぞれ5/10および3/5が生存した。治療効果

をより詳細に比較するための代表例として、グループA（コントロール）およびE

（ALA/SFC 300/300 mg/kg）の生存曲線および感染率の推移を図7に示す。グループE

のマウスの10匹中5匹が生存し、グループAと比べて生存率に統計的有意差が認められ

た（p < 0.05、図7A）。感染率の推移に関しては、グループAの感染マウスでは感染率

が80％まで上昇したが（図8A）、この傾向はげっ歯類に感染するマラリア原虫で特徴

的な事である。ヒトに感染するマラリア原虫P. falciparumではトロフォゾイトおよび

シゾント期の感染赤血球は血管内皮に付着し（sequestration）、脾臓による除去から逃

れると考えられている。これはP. falciparumが感染赤血球表面に形成する、ノブと呼

ばれる構造体が血管上皮細胞への結合に関与するためである。その為、ヒトのマラリ

ア症例では末梢血にはリング期の感染赤血球のみ観察され、見かけ上の感染率は低く
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なる傾向にある。げっ歯類に感染するマラリア原虫の場合はsequestrationが起こらな

いため、この様な高い感染率が観察される。感染率では2群間を比較して統計的有意

差が見られたのは感染後11日目のみで（p < 0.05、図7B）、その他のタイムポイント

では統計的有意差がみられなかったものの、ALA/SFCの投与はげっ歯類のマラリア原

虫の増殖を穏やかに抑制する事が示された（図7B）。In vitroの実験ではALA/SFCによ

る活性酸素種の産生と増殖抑制に関連がある事が示唆されているため（文献(35)、

supplemental data）、マウスにおいても増殖抑制は同様の理由であると推測されるが、

詳細については考察の章で言及する。生存マウスの感染率は感染後20日目から徐々に

減少し、感染後1ヶ月以降は生存マウスの末梢血からは顕微鏡観察ではマラリア原虫

は検出されなかった（図7B）。マウスが生存したグループCおよびFにおいても、グ

ループEと同様の傾向を示した（図8）。コントロール群マウスにおいても慢性期（感

染10日後以降）に感染率の低下が観察されたが（図7B、図8A）、これは慢性期では

獲得した抗体によって原虫の増殖が抑制されるためと考えられる(65)。また、この時

期には新しい赤血球の産生と貧血が顕微鏡観察により認められた事から、感染赤血球

が新たな赤血球により一時的に希釈される事により低い感染率が観察されたと考え

られる。さらに、感染マウスの体温および体重は感染後2週間の間に減少したが、そ

の後これらの値は生存マウスでは徐々に回復した（図9）。 
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 続いて、末梢血からのマラリア原虫の完全な排除を確認するために診断PCRを行っ

た。マラリア原虫のミトコンドリアゲノム上のcob遺伝子の部分配列をPCRにより増

幅し、マラリア原虫存在の指標とした。顕微鏡観察では感染後28日目の時点では生存

マウスの10匹中3匹のみマラリア原虫が検出されたが（図8）、診断PCRの結果では生

存マウスの10匹中9匹でマラリア原虫特異的遺伝子が検出された（図10A）。この結果

は、顕微鏡観察に比べて診断PCRがより高い感度を持つ事を示している。感染後38日

目では、生存マウスからマラリア原虫およびそのDNAのいずれも検出されず、マウス

の治癒が確認された（図8および10A）。 

 

3-3	 治癒マウスの再感染に対する抵抗性 

 治癒マウスの再感染に対する抵抗性を調べるため、初感染の回復から6週間経過し

た17週齢の治癒マウス4匹に対して、初感染と同様にP. yoelii 17XL感染赤血球を腹腔

内接種して再感染を試みた。コントロール群の未感染マウスは感染後に感染率が上昇

して5匹すべてが死亡したが、一方再感染マウスは4匹すべてが生存し（図11A）、末

梢血からマラリア原虫が全く検出されなかった（図11B）。これらの結果は、再感染

後に複数のタイムポイント（再感染後3日目から27日目）で診断PCRを実施したがす
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べて陰性であった事と一致した（図10B）。この様に、ALA/SFC投与によって治癒し

たマウスは再感染に抵抗性を示す事が分かった。 

 次に、この防御効果の持続期間を調べる目的で、残りの治癒マウス6匹に対して初

感染の回復から33週間経過した時点（44週齢）で再感染を試みた。その結果、再感染

7日目に感染率がわずかに上昇したが（1％以下）、その後すぐに抑制された（図11B）。

また、これらの治癒マウス6匹すべてが再感染から生存した（図11A）。そして診断

PCRの結果では、再感染後5日目に6匹すべての治癒マウスからマラリア原虫特異的

DNAが検出されたが、その後は感染後28日目までDNAは検出されず（図10C）、マラ

リア原虫がマウスから排除された事が確認された。これらのデータは、ALA/SFC投与

によって治癒したマウスに長期的な抵抗性が確立された事を示している。上記の再感

染防御とその持続性については、この後の考察の章で詳しく言及する。 

 

3-4	 治癒マウスが獲得した持続性および特異的な抗体の解析 

 本研究と同様に薬剤による感染マウスの治療後に再感染を実施した先行研究にお

いて、液性免疫により再感染を防御する事が示唆されている(56, 58)。そのため、今回

の実験で示された抵抗性のメカニズムも、液性免疫によるものであると推定された。

この仮説を検証するために、マラリア原虫のライセート、未感染マウスおよび初感染
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マウスから調製した血清、そして様々なタイムポイントの再感染マウスから調製した

血清を用いてイムノブロットにより抗体について分析した。尚、マラリア原虫のライ

セートは赤血球由来のタンパク質も含まれる事が考えられるため、ネガティブコント

ロールとして未感染赤血球ライセートも泳動して抗血清による検出を行った。まず、

未感染赤血球およびP. yoelii 17XLライセート3 µgずつをロードしてSDS-PAGEにより

分離し、クマシー染色によって泳動像を確認した（図12A）。次にSDS-PAGE後のゲ

ルをPVDF膜上に転写し、調製した血清により抗体を検出した。正常血清は未感染マ

ウスの赤血球およびP. yoelii 17XLのライセートのいずれとも特異的な反応を示さな

かった（図12B）。この結果から、自己免疫性の抗体もマラリア原虫と特異的に反応

する抗体のどちらも未感染マウスの血清中には含まれていない事が確認できた。一方、

感染マウスおよび再感染マウスの血清はP. yoelii 17XLのライセート中の複数のタン

パク質と特異的に反応してバンドとして検出された（図12CおよびD）。今回の実験

では一次応答（初感染）の期間に複数のタイムポイントで血清を採取していないため、

二次応答（再感染）における抗体産生の速度や量を一次応答と比較する事は出来ない。

しかしここで重要な事は、初感染後30日目（図12C）と44週齢の治癒マウスで再感染

の1日前（図12Dのパネル左）に調製した血清の間で、抗体の反応性にほとんど差が見

られなかった事である。初感染の完治から再感染までには230日以上の間隔があり、
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この期間に追加免疫は一切行っていないが、それでもマラリア原虫特異的抗体が長期

間保持されていた事が示された。 

 これらの検討に加え、P. yoelii 17XL、P. berghei NK65およびP. falciparum 3D7のマラ

リア原虫から得られたライセートに対してイムノブロットを行い、治癒マウスが獲得

した抗体の種特異性を比較した（図13B）。各ライセートはタンパク質重量でノーマ

ライズしており、それを示すためにSDS-PAGE後のタンパク質をクマシー染色で検出

した（図13A）。P. yoelii 17XLのライセートと比べ、げっ歯類を宿主とするが別の種

であるP. berghei NK65のライセートに対しては4本のバンドが、ヒトを宿主とするP. 

falciparum 3D7のライセートに対しては3本のバンドのみが検出され、その交差反応は

どれも低かった。げっ歯類マラリア原虫の種間では交差反応性が高いという可能性も

あるが、これは抗原により異なると考えられる。例えば、P. yoelii、P. bergheiおよび

P. chabaudiのmerozoite surface protein (MSP) 4/5の組換えタンパク質を発現し、マウス

に接種して抗体を作成して交差反応性を調べた研究では、げっ歯類マラリア原虫間で

は弱い交差反応を示すものから強いものまで様々であった(66)。今回の検討ではタン

パク質重量でノーマライズしている事もあり、図13Bの交差反応性は妥当であると考

えられる。以上の事から、治癒マウスはP. yoelii 17XL特異的抗体を獲得した事が示さ

れた。 
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3-5	 P. yoelii 17XL特異的抗体に対応する抗原の推定 

 治癒マウスが獲得したP. yoelii 17XL特異的抗体と反応する抗原を推定するために、

P. yoelii 17XLのライセートを一次元（SDS-PAGE）および二次元電気泳動（等電点電

気泳動 + SDS-PAGE）により分離し、銀染色またはイムノブロットにより検出した（図

14）。2つの検出方法による結果を比較し、両検出方法で共通して検出されたスポッ

ト中に抗体と反応した抗原タンパク質が含まれると予想された事から、共通するバン

ドおよびスポットを解析候補として 9個選択した（図 14中、円でマークしたバンド

とスポット）。この時使用した銀染色キットにはグルタルアルデヒドを含み、これが

アミノ酸を架橋して質量分析前のタンパク質のゲル内消化効率を低下させるため、同

様の泳動を行ってグルタルアルデヒドを含まない銀染色により検出後、選択したスポ

ットを回収して nano LC-MS/MS分析に供した。 

 nano LC-MS/MSおよびMASCOT検索による解析の結果、1つのスポットから複数の

タンパク質候補が挙がったが、その多くは別種のマラリア原虫のオルソログであるか、

あるいはMASCOT検索で有意なヒットと判断されなかった候補であったため、これら

は除外して1つまたは2つの候補に絞った。続いて確認作業として、得られた候補タン

パク質をBLAST検索やPlasmoDBを用いてデータベース検索し、関連するタンパク質
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を複数選択してClustalWによりアミノ酸配列を比較し、最終的に対象となるタンパク

質を推定した。この結果、同定されたタンパク質は以下に示すものである。1: MSP1

の前駆体、2、3: MSP1前駆体の断片タンパク質で、サンプル調製中により切断された

ものと推定される、4: MSP1-83（プロセス後のMSP1）、5: heat shock protein 70、6, 7: heat 

shock protein 70の相同タンパク質Pfhsp70、8: MSP7-related protein 2、そして9: early 

transcribed membrane proteinまたは未同定のタンパク質と推定された（図12および表2）。

MSP1はワクチン候補としてよく知られており臨床試験まで進んだタンパク質である

(67, 68)。MSP7-related protein 2は5つあるMSP7-likeファミリータンパク質の1つである

が、これらのP. falciparumの組換えタンパク質をマウスに接種した結果、MSP7-related 

protein 2が唯一抗体の産生が誘導されたとの報告がある(69)。また、heat shock protein

は宿主-寄生虫間の相互作用において重要な役割を果たしており(70)、マラリア患者お

よびP. yoelii感染マウスの両方において血清中の抗heat shock protein 70抗体が顕著に

上昇し(71)、さらにPfhsp70はマラリアワクチン候補として提案されている(72)。原虫

特異的抗体に対応する抗原の特定には今後さらなる検証が必要とされるが、これら同

定されたタンパク質の中には抗原として機能したものが含まれる可能性がある。この

様に、治癒マウスの血清中に含まれる複数の抗体が検出され（図14D-F）、またマラ

リア原虫に対するワクチン候補や免疫に関与する分子を抗原とする可能性が示唆さ
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れた事から（表2）、これら治癒マウスが獲得した抗体は再感染から保護するために

重要であると推察された。  
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4	 考察 

 

4-1	 抗マラリア薬としての ALA/SFCの可能性 

 これまでの基礎研究により複雑な生活環や代謝経路を持つ寄生虫の生態が分子レ

ベルで徐々に明らかになり、この様な状況を背景に様々な寄生虫に対する新規治療薬

開発の試みがなされてきている(35, 73-75)。本研究では、経口によるALA/SFCの併用

投与が致死性のマラリア原虫P. yoelii 17XLに感染したマウスの半数以上を治癒する

事を示した。すべての感染マウスは一時的に体重減少および体温低下を示したが、こ

れらのパラメータは治癒マウスではその後回復した。これらの結果は、ALAの治療効

果を支持するものである。この体温の変化については、例えば、Swissマウスにげっ

歯類マラリアのP. chabaudi ASやP. berghei NK65を感染させた場合にも体温低下を引

き起こし(76)、また、C57BL/6JマウスがP. yoelii 17XLに感染した場合も同様に体温低

下を引き起こすが、脳マラリアを引き起こすP. berghei ANKAでは体温が上昇する事

が報告されている(77)。感染マウスの体温変化に関する詳細なメカニズムについては

まだ明らかにされていないが、ヒトのマラリアの症状とは異なり、異常に低い体温は

マラリア原虫が感染したマウスに特徴的な症状である。治癒マウスでは、1度マラリ

ア原虫の排除が確認された後はマラリア原虫が潜伏していない事が診断PCRにより
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確認されたため、再発は起きていないと考えられる。マラリア流行地域においては抗

マラリア薬の投与は経口が必須であるため(30)、経口投与が可能なALA/SFCはマラリ

アに対して極めて望ましい化学療法である。 

 さらに、今回の実験ではALA/SFCの併用投与を感染マウスが完治するまで30日間以

上にわたって投与を継続したが、目立った副作用を示さなかった。この結果は

ALA/SFCの長期間投与時においても安全である事を示している。実際、ALA/SFCは既

にヨーロッパ系とアジア系の成人を対象とした第I相臨床試験を開発業務受託機関で

あるCovance社に委託してイギリスで実施され、高い安全性が既に確認されている。

また食品、化粧品など様々な用途でのこれまでの利用から、人間に対して安全である

事が証明されている。さらに、この成人ボランティアでの安全性試験（第I相臨床試

験）の結果に続いて、2歳以下の幼児を対象としたALA/SFCによるミトコンドリア病

治療の第II相臨床試験が日本で開始された

(https://dbcentre3.jmacct.med.or.jp/JMACTR/App/JMACTRS06/JMACTRS06.aspx?seqno=4

904)。この試験で対象となる幼児は、ちょうどアフリカ等のマラリア流行地域におい

て多くの命を失っている幼児たちと同様の年齢層である。非常に高い容量の鉄の投与

は肝毒性や胃腸障害を引き起こす可能性も考えられるが、ラットにおいて1日1回1,000 

mg/kgの反復投与までが安全レベルである事が示されたため、米国Food and Drug 
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AdministrationのGenerally Recognized as Safe通知に掲載され、食品添加物として米国で

も承認されている(78)。加えて、栄養補助食品としてのALA/SFCの安全性に関する総

説も発表され(79)、また抗糖尿病薬による治療下のII型糖尿病患者に対してALA/SFC

の投与が安全である事も示されている(80)。つまり、これらの事実からALA/SFCは非

常に安全であると考えられる。 

 このALA/SFCの高い安全性という観点から、ALA/SFCを基盤にしてアルテミシニン

やクロロキンなど現在用いられている治療薬との併用療法を実施し、既存薬の投与量

を減少させて副作用を軽減する事が期待できる。例えば、現在主力の化学療法である

アルテミシニン併用療法は安全であるとされていたが、最近では、聴覚神経に対する

毒性、つまり聴覚障害の懸念が報告されている(81)。聴覚障害は発声、行動、言語の

理解や獲得に重度の悪影響を及ぼし、この結果身体障害を引き起こして死亡率を上昇

させるため、発育中の子供にとっては特に深刻な問題である。この点で、副作用を軽

減できるALA/SFCとアルテミシニンの併用戦略は、子供のマラリア患者にとって有益

であると考えられる。今後取り組む課題の1つとして、このALA/SFCとアルテミシニ

ンの併用戦略の実施を現在計画しているところである。 

 マラリア流行地域でヒトのマラリアに対してALA/SFCを実用化するためには、低コ

ストの医薬品の供給が不可欠である。ALAは発酵法による大量生産技術が既に確立さ
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れているため、流行地での要求を満たすさらなるコスト削減が可能になってきている

(82, 83)。これに加えて、これまで述べてきた通りALA/SFCはマラリア原虫に有効で

高い安全性を持つ特徴から有望な抗マラリア薬の候補である。 

 

4-2	 げっ歯類とヒトに感染するマラリア原虫の比較 

 今回用いた感染モデルでは、ALA/SFCによる治療はマラリア原虫P. yoelii 17XL（致

死株）に感染したマウスのすべてを治癒はさせなかったが、実際には独立したin vivo

実験を2回実施し、どちらの実験でも最大で3/5のマウスが治癒した事を観察している。

この薬効を制限する要因としてはいくつかの理由が考えられる。最も高い可能性の1

つとして、ALA/SFCの増殖抑制効果はマラリア原虫の各ステージに対して異なる活性

を有する事が考えられる。P. falciparumに対するALA/SFCによる増殖阻害は、非同調

培養よりも5％ソルビトール処理により同調培養した時の方がより効果的であった

(52)。さらに、5%ソルビトール処理を2回行って同調した後にALA/SFC 200/10 µMを

リング、トロフォゾイトおよびシゾント期に添加した場合、トロフォゾイトとシゾン

ト期に添加した場合には増殖阻害は起こらなかったが、リング型のマラリア原虫に添

加した時には80％の増殖阻害活性を示した（K. Komatsuya et al.、未発表データ）。こ

こで注目すべき点として、げっ歯類に感染するP. yoeliiはヒトに感染するP. falciparum
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より短いライフサイクル（リング型の期間はP. yoeliiの約12時間に対し、P. falciparum

は約24時間）を持っている事が挙げられる。一般的にin vivoアッセイは非同調の条件

である事を考慮に入れると、おそらく今回のマウスモデルではマラリア原虫のステー

ジがランダムであったと推測される。従って、このALA/SFCのステージ特異的な活性

のため、非リング型のP. yoeliiが増殖阻害を回避し、そして感受性が高いリング型が

P. falciparumに比べて短く十分な時間ALA/SFCに暴露されなかった事から、一部の感

染マウスを治療できなかったと考えられる。 

 一方、これまでの情報ではALA/SFCはヒトのマラリア原虫に対して実際に効果的で

あった。つまり、ALA/SFCの摂取はソロモン諸島の子供のマラリア患者の症状を改善

するには十分であり(52)、またin vitro培養したP. falciparumに対しても明確に増殖を阻

害した(35)。この事から、ALA/SFCによる治療が今回実施したマウスモデルよりも、

ヒトのマラリア症例でより有効である事が予想される。 

 

4-3	 鉄と薬効の関係 

 200 μMのALAがin vitroでP. falciparumに対して増殖阻害を示すためにはSFCなどの

二価鉄イオンの添加が不可欠である可能性が示されているが(35)、600 mg/kgのALA塩

酸塩単独を投与した感染マウス（グループC）は二価鉄イオンを併用投与しなくても
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一部が生存した。ALA単独の場合でも2 mMあればP. falciparumの増殖を阻害する事が

報告されており(54)、この事からALAは単独であっても高濃度であればマウス体内に

寄生しているマラリア原虫の増殖を阻害し得る事を示唆している。さらに、今回の実

験に用いたマウスは飼料から1日あたり60 mg/kg相当の元素鉄を摂取していると予想

され（方法2-4を参照）、これに対して併用投与に用いた300 mg/kgのSFCは約30 mg/kg

の二価鉄イオンに相当する。一方、鉄調節ホルモンであるヘプシジンは食事に含まれ

る鉄の小腸での吸収を減少させるが(84)、このホルモンはマラリア原虫に感染した宿

主での発現が上昇する事が知られている(85)。確かに、このヘプシジンによる吸収抑

制がどれだけ作用しているかは不明ではあるが、グループCのマウス（ALA単独投与）

はSFCの投与がなくても、マラリア原虫の感染から回復するには十分な量の二価鉄イ

オンを飼料中から吸収したと考えられる。我々のグループでは、in vitro培養のP. 

falciparumに対してALA単独またはSFC単独を添加した場合と比べ、ALA/SFCを添加

した条件では著しく活性酸素種のシグナルが増強し、また活性酸素種スカベンジャー

であるNアセチルシステインを添加するとALA/SFCによる増殖抑制が低下した事か

ら、活性酸素種により増殖抑制が起こる現象を見出している（文献(35)、supplemental 

data）。マウスモデルにおいても同様のメカニズムがこの役割を果たしていると推測

され、飼料由来の鉄が関与していると考えられる。 
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4-4	 ALA/SFC投与で治癒したマウスが獲得した再感染防御の重要性 

 本研究の重要な発見の一つは、ALA/SFCの投与が治癒したマウスに再感染に対す

る抵抗性をもたらした事である。以下に示す既存の化合物による治療も程度に差はあ

るが再感染に対する抵抗性を示し、初感染における治療でマラリア原虫の増殖を緩や

かに抑制した点が ALA/SFCと共通する。最近、搾取後のオリーブ残渣から単離され

たトリテルペン類の化合物であるマスリン酸がP. falciparumの増殖を抑制する事が in 

vitroで示された(86)。また、本研究でのマウスモデルで観察されたように、マスリン

酸の腹腔内投与は P. yoelii 17XLに感染した多くのマウスを治癒し、そして治癒マウ

スは再感染に対する抵抗性を有しており再感染後に原虫は検出されなかった(56)。ま

た、Moutらは放線菌から単離された大環状ポリケチドであるゲルダナマイシンの誘

導体とクロロキンの腹腔内投与により、P. yoelii 17XLに感染した Swissマウスが完治

した 1ヶ月後に再感染を行っているが、ゲルダナマイシン誘導体により治癒したマウ

スは 3％程度、クロロキンで治癒したマウスは 13％程度まで再感染後も感染率が上昇

し、原虫の排除に 21日間を要している(87)。さらに、Maらが弱毒株の P. yoelii 17XNL

に感染した BALB/cマウス、あるいは強毒株の P. yoelii 17XLに感染した DBA/2マウ

スをクロロキンやアルテミシニンの経口投与で治療した約6週間後に再感染を実施し
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た例では、2/7から 4/8の再感染マウスで感染率が 1％程度（初感染の最大感染率は約

40％）まで上昇する事が認められた(88)。初感染の治療における穏和な増殖抑制は一

見好ましくない結果のように思えるかもしれないが、短時間でマラリア原虫を排除す

る速効性の治療法と比べて、慢性感染を維持する程度の低容量の薬剤による治療の方

が、優れた防御免疫を獲得する事が報告されており(89)、緩やかな増殖抑制が獲得免

疫のために重要である事を示している。このため、上述の治療法の適度な増殖阻害効

果により、マラリア原虫特異的な抗体の産生を増加させたと考えられる。従って、こ

の様に感染マウスを薬剤で治療して生存すれば防御免疫が獲得される事は一般的で

はあるが、ALA/SFCは経口投与で有効である点や、完治 6週間後の再感染では PCR

においても原虫が検出出来ない程の強い防御効果を示した点は、これら既存の化合物

を上回る利点を有していると考えられる。 

 さらに、ALA/SFC治癒マウスと同様に、P. yoelii 17XNLに感染した BALB/cマウス

をマクロライド系抗生物質であるボレリディンの腹腔内投与による治療後に再感染

を行った Azcárateらの研究では、長期的な防御免疫として初感染から 340日後の抵抗

性を示している(58)。しかし、この報告では初感染 75日後にブースト免疫として再感

染を行って抗体産生を促進した後の、3回目の感染における抵抗性である。これに対

し、本研究ではブースト免疫を施す事なく 33週間（231日）の感染間隔（文献(58)の
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2回目と 3回目の感染間隔である 265日と同程度）をおいての防御効果を示している。

長期間の防御免疫を付与するためには記憶 T細胞が重要な役割を果たす事が知られ

ている(90)。そして、再感染により樹状細胞が抗原提示細胞として働き、ナイーブ T

細胞や記憶 T細胞を活性化することによりこれらがサイトカインを産生して抗体産

生を促進する(65)。ALA/SFCの免疫系に対する影響は明らかではないが、本研究で示

した長期的な抵抗性もこの免疫記憶によるものであると推測される。長期の抵抗性に

ついて議論する際、加齢による免疫系への影響について触れる事も重要である。イム

ノブロットの結果では初感染 30日後と再感染 1日前（35週の間隔）で抗体の反応性

にほとんど差が見られない事が示されたが、診断 PCRの結果は時間経過と共に防御

免疫が弱くなる事を示唆しているが、これには抗体とは別の因子も関係していると考

えられる。免疫システムは加齢と共に二次免疫応答が低下する、いわゆる免疫老化が

起こり、液性免疫応答の減少やCD4陽性T細胞の変質等を伴うという報告がある(91)。

また、自然免疫系を担うナチュラルキラー細胞やマクロファージ等の機能も加齢によ

り低下すると考えられている(92, 93)。そのため、44週齢の治癒マウスも免疫老化に

より自然免疫・獲得免疫系の機能が低下している事が予想され、これらの影響により

再感染に対する応答が低下したと推察される。 

 RTS,S/AS01はマラリアワクチンとしては唯一第 III相臨床試験で評価されて承認を
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得たが、その試験結果は幼児と乳児の被験者に対してそれぞれ約 36％および 26％の

マラリア感染症例を防ぐに留まった(94)。これらの値はワクチンとしては不十分であ

り、ワクチンによる予防接種と併せてこれとは別の免疫戦略が必要だと考えられる。

抗マラリア薬を用いた、chemoprophylaxis、intermittent preventive treatment、および

controlled human malaria infectionと言った、chemopreventionによって自然免疫を獲得

する事が有益であると期待されている(95-97)。ALA/SFCの安全性および防御効果を

考慮すると、この併用療法は以下の理由から chemopreventionによるアプローチにも

適用できると判断できる。（ⅰ）ALA/SFCによる治療中に感染マウスへ誘導された抗

体は、代表的なワクチン抗原候補MSP1や防御免疫に関連する複数の分子を抗原とす

る可能性が示唆された。（ⅱ）マラリアに対する防御効果の予備調査では、ALAリン

酸塩 25 mgと SFC 28.68 mgのカプセルを 1日 1個継続的に摂取した結果、マラリア

重度汚染地域で活動する人々が1ヶ月間マラリアへの感染を未然に防いだ事が報告さ

れている(52)。一方、低用量の薬剤による慢性感染を維持するような治癒により薬剤

耐性の出現が促進されるとの議論もあるが、最近の研究では薬剤感受性または薬剤耐

性マラリア原虫、あるいは両方をマウスに感染させたモデルにおいて、根治療法より

持続感染を起こす治療の方が薬剤耐性マラリア原虫の拡散が遅いという結果が示さ

れている(98)。従って、本研究の結果は、穏和な抑制効果をもたらす化学療法は防御
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免疫を獲得すると言う点では明らかにメリットがある事を実証したと考えられる。今

後は、マラリアに対する chemopreventionの戦略をより現実的にするため、ALA/SFC

の投与が宿主免疫を調節するメカニズムを解明する予定である。 

 

4-5	 今後の展望 

 本研究の動物モデルはげっ歯類に感染するマラリア原虫を使用したため、ヒト体内

のP. falciparumに対して実際に有効かどうかの疑問は残る。P. falciparumはげっ歯類に

は感染しないがリスザルなどの非ヒト霊長類には感染が可能で、かつヒトと同様に発

熱などの症状を呈するなど、ヒトの臨床例に近い病態を再現できるため非常に有益な

モデルである(28)。そのため、リスザルを用いたP. falciparumのin vivo感染モデルにお

いてALA/SFCの有効性を評価する予定である。そしてこのサルマラリアモデルによる

証明に続き、ビクトリア湖内の島およびその周辺地域で大阪市立大学の金子明教授ら

が実施予定の抗マラリア薬の集団投与に参加し、流行地でのALA/SFCの安全性や薬効

評価を行う事を計画中である。さらに、医薬品開発の次のステップとしてヒトの患者

を対象とした第II相臨床試験を予定している。これまでに三日熱マラリアを引き起こ

すP. vivaxに対するALA/SFCの効果は評価されていないが、P. vivaxも分布する地域で

臨床試験を行う機会があればP. falciparumと並行して試験を行いたいと考えている。 
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 ALAは発酵法による大量生産法が確立されているが、マラリア流行地の要求を満

たすほどのコストにはまだ到達していないため、更なるコストダウンを目指す必要が

ある。また、予防薬として展開するためには ALAの免疫系に対する影響を調べる必

要もあり、そして学校給食に添加するなど、子供達が継続的に摂取可能な配布方法に

関する工夫も必要である。今後はこれらの課題を 1つずつ解決して実用化を目指して

いく予定である。  



 53 

5	 結論 

 

 ALA/SFCはサプリメントや化粧品として市販されており、また薬剤としての第I相

臨床試験が完了した事からその非常に高い安全性と経口吸収率が確認されている。ま

た、ALA/SFCへの曝露は光照射を行う事なくヒトに感染する熱帯熱マラリア原虫P. 

falciparumの増殖を阻害する事がin vitroで示されている(35)。本研究では、ALA/SFCの

経口投与がマラリア原虫に感染したマウスを治癒するだけでなく、再感染を防ぐ持続

的な感染防御を誘導する事をin vivoの実験によって示した。これらの知見は、

ALA/SFCは有望な抗マラリア薬の候補である事を示している。 
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図 1	 マラリア原虫の生活環 
 マラリア原虫に感染したハマダラカがヒトなどのほ乳類宿主に吸血する際、唾液中
の sporozoite（スポロゾイト）が宿主の血流中に侵入する。スポロゾイトは肝細胞内
に侵入して発達・増殖して merozoite（メロゾイト）を血流中に放出する（Human liver 
stages: 肝臓ステージ）。次にメロゾイトは赤血球に侵入し、ring form（リング型: 輪
状体）、trophozoite（トロフォゾイト: 栄養体）、schizont（シゾント: 分裂体）とステ
ージが進行し、赤血球を破裂させてシゾントより形成されたメロゾイトが血流に再び
放出され、これが別の赤血球に侵入して同じサイクルを繰り返す（Human blood stages: 
赤内期）。そして、赤内期の一部の原虫が gametocyte（ガメトサイト: 生殖母体）とな
り、ハマダラカの吸血時に蚊の体内に移行し、ここで有性生殖を行って成熟後にスポ
ロゾイトを形成する（Mosquito stages: 蚊ステージ）。スポロゾイトを保有するハマダ
ラカが宿主への吸血時に再びスポロゾイトを注入する事で生活環が成立する。
(http://www.cdc.gov/malaria/about/biologyより引用)  
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図 2	 アルテミシニン耐性熱帯熱マラリア原虫の拡散 
 アルテミシニン投与における治療遅延（原虫排除の半減期が 5時間以上）を示し、
耐性マーカーである kelch13タンパク質のプロペラ領域 441番目以降のアミノ酸に変
異がある場合にアルテミシニン耐性と定義される（円グラフ中の赤）。また、治療遅
延は起こるがマーカーに変異が見られない場合は円グラフ中の黒で示され、これらは
アフリカでも発見されている（Ashley EA et al. N Engl J Med, 2014より許可を得て転載、
著作権はMassachusetts Medical Societyにある）。  
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図 3	 マラリア原虫のヘム生合成経路 
 ヘム生合成を担う酵素群はmitochondrion（ミトコンドリア）、apicoplast（アピコプ
ラスト）、およびcytosol（細胞質）に局在している。ALAS: ALA synthase、ALAD: ALA 
dehydratase（またはPBGS: porphobilinogen synthase）、PBGD: porphobilinogen deaminase、
UROD: uroporphyrinogen III decarboxylase、CPO: coproporphyrinogen oxidase、PPO: 

protoporphyrinogen oxidase、FC: ferrochelatase、灰色の長方形: 推定上のヘム中間体ト
ランスポーター、黒雷: 光増感剤、白雷: 光増感剤前駆体（uroporphyrinogen III、
coproporphyrinogen IIIおよびprotoporphyrinogen IXは酸化により、それぞれ光増感剤の
uroporphyrin III、coproporphyrin IIIおよびprotoporphyrin IXへ変化）。マラリア原虫で
はPBGDがuroporphyrinogen III synthase（UROS）活性も有していると考えられている。 
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図 4	 マラリア原虫の種とマウスの系統の組合せによる感染率への影響 

 メスの BALB/cマウスまたは C57BL/6Jマウスに強毒株の P. berghei NK65および P. 
yoelii 17XLの感染赤血球を 1×104個を腹腔内接種して感染を行った。コントロール群
には PBSを、治療群には ALA塩酸塩と SFCを組み合わせて 1日 1回の経口投与で感
染後 1日目から開始した。（A）BALB/cマウスと P. berghei NK65: 治療群には ALA
塩酸塩/SFCを 300/100 mg/kgを投与（n=5）。各群 5匹のマウスのうち 3匹を代表例
として感染率算出を行った。全ての感染マウスが死亡。（B）C57BL6/Jマウスと P. 

berghei NK65: 治療群には ALA塩酸塩/SFCを 300/300 mg/kgを投与（n=3）。全ての
感染マウスが死亡。（C）C57BL6/Jマウスと P. yoelii 17XL: 治療群には ALA塩酸塩
/SFCを 300/300 mg/kgを投与（n=3）。治療群マウス 3匹のうち 2匹が生存。点線お
よび白抜きの印: コントロール群、実線および黒の印: 治療群、Days post-infection: 感
染後日数、†: 感染マウスの死亡。  
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図 7	 ALA塩酸塩/SFC投与の P. yoelii 17XL感染マウスへの影響 

 メスのC57BL/6Jマウス（1群あたりn=10）にP. yoelii 17XL感染赤血球を1×104個を腹
腔内に接種し、ALA塩酸塩、SFC、またはそれらの組み合わせを1日1回の経口投与で
感染後1日目から開始した。感染マウスが治癒した投与群の代表例としてグループE
（ALA/SFC 300/300 mg/kg）、およびコントロール群のデータを示している。それぞ
れのグループのデータは独立した実験2回の結果を合わせている。（A）各投与群の生
存曲線。結果はsurvival %（生存率）として掲示している。Kaplan-Meier法によって分
析した後にLog-rank検定を実行して統計解析を行った結果、両群間に統計的有意差が
認められた（p < 0.05）。（B）各投与群マウスのparasitemia（感染率）の推移。各算
出日における全ての生存マウスの感染率を平均 + 標準偏差としてプロットしている
（個々のマウスの感染率は図8を参照）。各タイムポイントの値をStudent’s t検定によ
り両群間で比較し、感染後11日目で統計的有意差が見られた（*、p < 0.05）。Days 
post-infection: 感染後日数、†: すべての感染マウスが死亡。  

1 

Figure 1. Effects of ALA/SFC treatments on mice infected with Plasmodium yoelii 17XL. �
Female C57BL/6J mice (n=10/group) were inoculated intraperitoneally with 1 × 104 P. yoelii 17XL-
infected RBCs and treated once daily from 1 day post-infection (dpi) with ALA, SFC, or the 
combination. The data provided for Group E (ALA-HCl/SFC 300/300 mg/kg) are representative of 
the treated groups in which mice were cured. Data were combined from two independent experiments. 
(A) Survival curves of treated animals. Results are presented as the survival percent. Log-rank test 
was carried out after analysis by the Kaplan-Meier method. The statistical analysis indicated a 
significant difference (p < 0.05) between the two groups. (B) The course of infection of treated 
animals; parasitemia of each group is plotted as mean+SD. (Data for individual animals are provided 
in Fig. S2 in the Supplemental Materials). Values at each time point were compared between groups 
by Student’s t test; the difference was significant at 11 dpi (*, p < 0.05). † indicates all of the 
remaining Group A mice died. �
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図 8	 各投与群における個々のマウスごとの parasitemia（感染率）の推移 
 メスの C57BL/6Jマウス（1群あたり n=5または 10）に P. yoelii 17XL感染赤血球を
1×104個を腹腔内に接種し、ALA塩酸塩、SFC、またはそれらの組み合わせを 1日 1
回の経口投与で感染後 1日目から開始した。各グループへの投与は次の通りである。
グループ A: 滅菌済み 0.5%メチルセルロース（vehicle）投与、グループ B: SFC 300 
mg/kg単独投与、グループ C: ALA塩酸塩 600 mg/kg単独投与、グループ D: ALA塩酸
塩 100 mg/kgおよび SFC 300 mg/kg併用投与、グループ E: ALA塩酸塩 300 mg/kgおよ
び SFC 300 mg/kg併用投与、グループ F: ALA塩酸塩 600 mg/kgおよび SFC 300 mg/kg
併用投与。グループ Aおよび Eのデータは独立した実験 2回の結果を合わせた。Days 
post-infection: 感染後日数、†: 感染マウスの死亡。 
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Figure S2. Course of infection about individual infected mice.  

Female C57BL/6J mice were inoculated intraperitoneally with 1 × 104 P. yoelii 17XL-infected RBCs and 

treated once daily from 1 day post-infection with ALA, SFC, or the combination. Treatments were as follows. 

Group A, 0.5% MC as vehicle (control); Group B, 300 mg/kg SFC only; Group C, 600 mg/kg ALA·HCl 

only; Group D, 100/300 mg/kg ALA·HCl/SFC; Group E, 300/300 mg/kg ALA·HCl/SFC; Group F, 

600/300 mg/kg ALA·HCl/SFC. Data were combined from two independent experiments. †, death of mouse. 
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図 9	 各投与群における個々のマウスの体温および体重の推移 
 メスの C57BL/6Jマウス（1群あたり n=5または 10）は P. yoelii 17XL感染赤血球を
1×104個を腹腔内に接種し、ALA塩酸塩、SFC、またはそれらの組み合わせを 1日 1
回の経口投与で感染後 1日目から開始した。個々のマウスの体温（左パネル）および
体重（右パネル）を、感染前および感染後に毎週測定してプロットし、感染後の推移
として表示している。グループ Aおよび Eのデータは独立した実験 2回の結果を合
算した。Weeks post-infection: 感染後週数、点線および破線:それぞれ感染前の平均体
温および体重、x軸上のゼロ: 感染前に対応。  
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図 10	 初感染および再感染から生存したマウスに対する診断 PCR 
 感染マウスの血液から全 DNAを抽出し、P. yoelii 17XLのミトコンドリアゲノムに
コードされている cob遺伝子の断片（426 bp）を PCRにより増幅した。PCR産物は
1.2％アガロースゲル上で電気泳動した。（A）初感染 28日後、38日後および 44日後
の結果。グループ Eのデータは独立した実験 2回の結果を合わせた。顕微鏡観察では
初感染 28日後に生存しているマウス 10匹中 3匹でのみマラリア原虫が検出されたが
（図 8を参照）、マラリア原虫の DNAは生存マウス 10匹中 9匹で検出された。（B）
17週齢（初感染回復から 6週間後）の治癒マウスに対する再感染 3日後、7日後、9
日後、14日後、20日後および 27日後の結果。（C）44週齢（初感染回復から 33週
間後）の治癒マウスに対する再感染 3日後、5日後、14日後、20日後および 28日後
の結果。ポジティブコントロール（PC）として、P. yoelii 17XLへの感染後何も治療
を施していないマウスの血液から単離した全DNAを用いた。 N.D.: Not determined（未
検）。  
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図 11	 治癒マウスに対する再感染の影響 
 17週齢の未感染マウス（コントロール、n=5）、17週齢（n=4）および 44週齢（n=6）
の治癒マウスの腹腔内に 1×104個の P. yoelii 17XL感染赤血球を接種した。（A）各群
の生存曲線。結果は survival %（生存率）として示している。Kaplan-Meier法によっ
て分析した後に Log-rank検定を実行して統計解析を行った結果、3群間に統計的有意
差が認められた（p < 0.001）。（B）各群マウスの parasitemia（感染率）の推移。値
は平均+標準偏差としてプロットしている。点線: 未感染マウス、黒の実線: 17週齢の
治癒マウス、灰色の実線: 44週齢の治癒マウス、†: すべてのコントロールマウスの死
亡。  
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Figure 3. Resistance of cured mice to homologous rechallenge. �
Naïve and 17-week- and 44-week-old cured C57BL/6J mice were intraperitoneally inoculated with 1 × 
104 P. yoelii 17XL-infected RBCs. Naïve (n=5), 17-week- (n=4), and 44-week-old (n=6) animals were 
used in each group. (A) Survival curves of the three groups. Results are presented as the percent 
survival. Log-rank test was carried out after analysis by the Kaplan-Meier method. The statistical 
analysis indicated a significant difference (p < 0.001) among the three groups. (B) The course of 
reinfection with P. yoelii 17XL. Parasitemia in each group is plotted as the mean+SD. Dotted line, naïve 
mice; black solid line, 17-week-old cured mice; gray solid line, 44-week-old cured mice; † indicates the 
all of the remaining naive mice died. �
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図 12	 感染マウスの血清中に含まれるマラリア原虫に対する抗体の時間変化 
 P. yoelii 17XLライセートおよび非感染赤血球のライセート（ネガティブコントロー
ル）各3 µgを、5-20％のグラジエントゲル上で分離した後、クマシー染色によりバン
ドを検出し（A）、または泳動後のゲルをPVDF膜上に転写した。転写膜は非感染マ
ウス、初感染マウスおよび再感染マウスから調製した血清を1次抗体として用いてプ
ローブした。抗原に結合した抗体をanti-mouse IgG-horseradish peroxidaseにより検出し
た。非感染赤血球およびP. yoelii 17XLライセートに対して非感染マウス（B）、初感
染マウス30日後（C）、または44週齢の治癒マウス（再感染1日前: D左パネル、5日後: 
D中央パネル、および14日後: D右パネル）から採取した血清を使用したイムノブロッ
ト分析の結果。この実験で使用した血清の希釈率は、再感染14日後のマウス血清のみ
1/1,000で使用し（D右パネル）、それ以外は1/250で使用した。図中の矢印はnano 
LC-MS/MS解析により推定された抗原を示す（抗原の推定の詳細はそれぞれ図14およ
び表2を参照）。n.i.: 非感染赤血球ライセート、Py: P. yoelii 17XLライセート。 
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図 13	 感染マウスの血清中に含まれるマラリア原虫に対する抗体の種特異性 
 各種マラリア原虫のライセートおよび非感染赤血球のライセート（ネガティブコン
トロール）各3 µgを、5-20％のグラジエントゲル上で分離した後、クマシー染色によ
りバンドを検出し（A）、または泳動後のゲルをPVDF膜上に転写した。転写膜は44
週齢の治癒マウスの再感染14日後に採取した血清を1次抗体として用いて反応させ、
抗原に結合した抗体をanti-mouse IgG-horseradish peroxidaseにより検出した（B）。こ
の実験で使用した血清は1/1,000に希釈して使用した。n.i.: 非感染赤血球ライセート、
Py: P. yoelii 17XLライセート、Pb: P. berghei NK65ライセート、Pf: P. falciparum 3D7ラ
イセート。 
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図 14	 治癒マウスの血清と特異的に反応するタンパク質の検出 
 P. yoelii 17XLライセートはそれぞれ次の条件で分離および検出した。（A、D）10％
ゲル上での SDS-PAGE、（B、E）二次元電気泳動、pH 3-10の範囲の等電点電気泳動
の後、10％ゲル上での SDS-PAGE、（C、F）二次元電気泳動、pH 4-7の範囲の等電
点電気泳動後、7.5％ゲル上での SDS-PAGE。電気泳動の際、各ゲルにロードしたサ
ンプル量は（A）0.3 µg、（B）60 µg、（C、E、F）20 µg、（D）3 µg、である。（A-C）
銀染色、（D-F）イムノブロット、44週齢の治癒マウスの再感染 14日後に採取した
血清で反応させ anti-mouse IgG-horseradish peroxidaseによって検出した（血清の希釈
率は 1/1,000）。円でマークしたバンドおよびスポットを血清中の抗体へ特異的に結
合する抗原であると判断し、それらを同定するために nano LC-MS/MS解析用のサン
プルとして選択した（抗原の推定の詳細については表 2を参照）。  
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表1. ALA塩酸塩、SFCまたはその併用投与がP. yoelii 17XL感染C57BL/6Jマウス
の生存率に与える影響 

Group 
Dose (mg/kg)  Survival rateb 

(living/infectedc) ALA･HCl SFC  

 Aa - -  0/10d 

 B - 300  0/5 

 C 600 -  2/5 

 D 100 300  0/5 

 E 300 300  5/10d 

 F 600 300  3/5 
a Vehicleとして滅菌済み 0.5%メチルセルロースを投与 
b 初感染 30日後の survival rate（生存率） 
c 使用したマウスすべてが感染した 
d 独立した実験 2回の結果を合わせた 
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