
 

（報告様式４） 

【課題管理番号】 

平成 29 年 5 月 24 日 

平 成 ２ ８ 年 度 委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

I. 基本情報

事 業 名 ：  （日本語）医療機器開発推進研究事業 

 （英 語）Medical equipment Development Promotion Research Project 

研究開発課題名： （日本語）細胞チップを応用した超高感度マラリア診断装置の開発 

 （英 語）Development of high-sensitive malaria diagnostic device using cell 

chip 

研究開発担当者  （日本語）順天堂大学 医学部 教授 美田敏宏 

所属 役職 氏名： （英 語）School of Medicine, Juntendo University, Professor, Toshihiro Mita 

実 施 期 間： 平成 28 年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31 日 

分担研究  （日本語）超高感度マラリア診断装置開発に関わる医学的・疫学的研究 

開発課題名：  （英 語）Medical and epidemiological research for the development of high-

                           sensitive malaria diagnostic device 

研究開発分担者   （日本語）順天堂大学・医学部・熱帯医学寄生虫病学講座, 教授 美田 敏宏 

所属 役職 氏名：    （英 語）Department of Tropical Medicine and Parasitology, 

                                    Juntendo University School of Medicine, 

                          Professor, Toshihiro MITA 

1



 

II. 成果の概要（総括研究報告）

（和文） 

WHO はアジア地域におけるマラリア排除を 2030 年までに達成することを目標としている。そのために

は診断技術の向上、とりわけ顕微鏡では困難なレベルの超低感染率のマラリア原虫を診断する必要があ

る。本研究の目的は、超高感度かつ感染率の定量診断が可能なマラリア診断装置の開発である。本装置に

より誰でもワンタッチでマラリアの定量診断が可能となり、流行地におけるマラリア診断レベルを大き

く向上させるとともに、マラリア排除の達成に大きく貢献する。 

本装置の基本原理は、血球分離フィルターによる赤血球の分離→赤血球の単層配列→マラリア原虫の

染色→蛍光検出による原虫の定量計測である。各ステップはこれまで個別におこなっていたが、染色まで

のステップをワンタッチで実施すべく CD型診断デバイス及び CD型蛍光測定装置の開発がほぼ完了した。 

CD 型診断デバイスについては、9検体/ディスク同時検出構造の開発を完了した。流路ディスクに練り

こんだ蛍光体の濃度に関してフィールドでの検証を行い、最適濃度を決定した。さらに赤血球吸着率が

20%から 30%に改善され、1 検体当たり 200 万個以上の赤血球を測定できるようになった。これにより、

貧血患者における安定した測定感度を得ることが可能になった。保存環境が良好でない地域での使用が

前提となるため、長期保管性の向上に取り組んでいるが、凍結乾燥およびパッケージ技術により実現した

＞6 ヶ月の室温保管性能を、さらにアウトガス低減により延長が可能であることを確認した。上記に加え、

臨床研究における CD デバイス供給手段の確立を完了した。CD 型蛍光測定装置については、検査時間 10

分/検体、バッテリー駆動にて 5 時間以上の検査可能時間を実現した。さらに S/N 向上(2.5 倍)とヒート

パイプ等を用いた防水・防塵構造の策定を完了した。また、熱帯マラリア原虫の正確な検出ができるよう

に画像解析ソフトを最適化した。 

これら改良機を用いたフィールドテストを実施、実検体でも赤血球分離と良好な染色が可能であるこ

と、ギムザ染色顕微鏡観察と本検出装置による感染率は、R2=0.97 と良好な相関性があることを確認した。

また、算出された検出限界 0.0005%であった。さらに、三日熱マラリア原虫は末梢血中に成長したマラリ

アステージであるトロフォゾイド、シゾントが存在することを利用して、マラリア蛍光の大きさと輝度に

より、熱帯マラリアと三日熱マラリアとの識別可能性を得た。 

マイクロチャンバー中での一細胞 PCR 系も合わせて開発した。オンチップ PCR による薬剤耐性診断に

応用できる分子手法として、ごく少量の血液から解析可能となるマルチプレックスPCR手法を開発した。

さらに、我々が開発したミューテータマラリアを用いて、ピペラキンへの耐性候補遺伝子 X を同定した。

本遺伝子のフィールドでの意義、および診断デバイスでの遺伝マーカーとしての応用可能性について現

在検討中である。さらに、アルテミシニン耐性遺伝子Kelch13 の変異が出現する以前に、流行地では原虫

遺伝子 Y の変異頻度が増加することを突き止めた。これは、本遺伝子変異がアルテミシニン耐性の早期

分子マーカーとして利用できる可能性を示唆している。

 

（英文） 

World health Organization has targeted the malaria elimination in Asia by 2030. To achieve this, 
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although it is indispensable to detect very low-level parasite infection, current malaria-diagnostic 

tools have not yet reached to this level. The aims of this research are to develop a new malaria 

diagnostic system featuring a super-high sensitivity and quantitative evaluation of parasite-infection 

rate. This system will enable everyone to perform quantitative diagnosis of malaria in a single 

operation, which enhances the malaria diagnosis performance at local area in malaria-endemic 

regions, which greatly contributes to achievement of malaria elimination.  

This malaria-diagnosis system is comprised of three element devices: 1) a one-step filter device 

to separate erythrocytes, 2) a cell chip for quantifying Plasmodium parasites by monolayer formation 

of erythrocytes, and 3) a battery operated fluorescent detection device.  

We completed the integration of a few components of the erythrocyte filter device into one compact 

disc, which can analyze nine samples simultaneously. We also optimized the concentration of 

fluorescent dye on the chip surface for stable operation. Improvement of erythrocyte pick-up rate from 

20% to 30% makes it possible to measure more than two million erythrocytes per sample, which 

expand this machine’s availability to anemia patients. We achieved a prolonged storage of disc more 

than six months by the introduction of dry-freeze technique and package with the reduction of outgas 

inside disc. Furthermore, we completed the disc-supply system for forthcoming clinical evaluation 

study. We have improved the fluorescence detector system, which realized the 10 minute per sample 

for diagnosis, battery operation more than 5 hours and increase in 2.5 times S/N. We completed the 

water- and dust-protective system by using a heat-pipe.  

Field test in several malaria-endemic countries revealed that the latest equipment showed an 

excellent performance of erythrocyte recovery and enough staining for fluorescent diagnosis. We also 

confirmed the nealy complete concordance (R2=0.97) of parasite-infection rate determined by our 

developing system and Giemsa-staining. Detection limit of 0.0005% was obtained. In vivax malaria, 

developed parasite stages such as trohpzoite and schizont can be observed in peripheral blood. By 

using this phenomenon, we successfully obtained the clue for the differentiation between falciparum 

and vivax malaria through size and brightness of fluorescence.  

We successfully developed a one-cell on-chip PCR system, which is performed inside micro-

chamber. We also developed novel molecular detection methods for drug-resistant parasites that can 

be applied to by the developed on-chip PCR system. One is a multiplex PCR which can easily and 

quickly detect the artemisinin-resistant related genetic changes from a tiny amount of blood. Second 

is the identification of potential piperaquine-resistant marker X by the mutator-malaria system that 

we developed. We are now verifying the potential field applicability of this genetic change for the 

detection of piperaquine-resistance in our developing malaria-diagnosis system. Our large-scale 

analysis revealed that prevalence of particular allele in Y gene is likely to increase before the 

emergence of P. falciparum parasites harboring Kelch13 mutations in the field. This suggests that the 

allelic change in X gene may be used as useful molecular marker for the early discovery of the 

emergence of artemisinin resistance. 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
1. 細胞チップを用いたマラリア原虫検出系の構築 

 超高感度・迅速なマラリア原虫検出デバイス開発を目指して、細胞チップを基盤技術とする赤

血球単層配列と蛍光核染色によるマラリア原虫定量検出法のウガンダ共和国における実証試験

を行った。細胞チップはポリスチレン製で、直径 105 μm、深さ 50 μm のマイクロチャンバーを
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20,944 個アレイ状に配列している（図１）。 
アフリカなどマラリア流行地域で

のインフラ事情を考慮して、遠心分

離に依存しない SiO2 ナノファイバ

ーを用いたプッシュカラム式の赤

血球回収システムによる赤血球回

収と白血球の除去（図２）、さらに市 
販で高価な DNA マイクロアレイスキ

ャナーを用いた蛍光検出に代わり

CCD カメラによる蛍光陽性マラリア

原虫核の検出と解析ソフトをパナソ

ニック株式会社が開発し、患者血液を

用いてプロトタイプとしての診断シ

ステムを構築した（図３）。患者血液の

解析結果から、既存マラリア診断法の

ゴールドスタンダードである赤血球

ギムザ染色の光学顕微鏡観察法と比較して、正確かつ高感度なマラリア原虫の定量検出が可能と

なった（図４）。マラリア診断法として、赤血球単層配列とマラリア原虫核を標的とする蛍光検

出法の有用性を確認した(Sci Rep 6:30136)。 
2. フィールド使用に適したマラリア診断デバイス開発 

 上記で有用性が確認された赤血球単層配列と蛍光核染色によるマラリア原虫の検出技術を基

盤として、パナソニック社が CD 型診断デバイスと蛍光検出機と解析ソフトの開発による製品化

を進めた。フィールド使用を考慮して、赤血球分離用 SiO2 ナノファイバーの CD 型デバイスへ

の埋め込みなど、全血 2.0 μl を CD 型デバイスへ添加以降は全自動での解析が可能になった。

CD 型デバイスでの解析と同時に、同一血液を用いて赤血球ギムザ染色の光学顕微鏡観察による

マラリア原虫感染率を算出し比較検討したところ正確かつ高感度な検出が確認された

(Y=0.9226X－0.0012, R2=0.97)。 
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3. 種の同定など遺伝子解析可能なマラリア診断デバイス開発 
 感染マラリア原虫種の同定などを診断ディスクで同時に判定するため、マイクロチャンバーを

用いたマイクロ空間での遺伝子解析系の構築を行った。そのため、まず一個のマラリア原虫感染

赤血球から目的の遺伝子増幅が可能かについて検討した。培養マラリア系を用いて、直径 105 µm、

深さ 50 µm のマイクロチャンバーに単層配列した 130 個の赤血球中に存在する熱帯熱マラリア

原虫感染赤血球を蛍光核染色液に染色後、蛍光顕微鏡にて位置特定化を行いマイクロキャピラリ

ーで回収した。赤血球回収後、既存 Nested PCR 法で熱帯熱マラリア原虫遺伝子の増幅を行った

ところ、同原虫遺伝子の増幅を確認され一細胞からのマラリア同定が可能になり、診断ディスク

での超高感度マラリア原虫検出と一細胞からの遺伝子解析への応用性の高さが示された（論文投

稿準備中）。 
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