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分担研究        （日本語） 分担研究を置かないため、上記と同じ 

開発課題名： （英 語） ditto 
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成果の概要（総括研究報告） 

和文 
１） マラリア研究 

三日熱マラリアの根治には抗マラリア薬プリマキンの内服が必要である。しかし生まれつき G6PD と呼ばれる酵

素活性が低い者（G6PD 欠損症）は、プリマキンの内服により急性溶血性貧血を起こす危険性があるため、プリマ

キンの処方が難しい。ラオス国民における G6PD 欠損症の割合は不明であるため、民族ごとに G6PD 欠損症に関

する調査が必要である。平成 28 年 2 月、チャンパサック県（コーン郡、ムラパモック郡、パトゥンポン郡それぞれ 2
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村、合計 6 村）で 690 人（男 332 人、女 358 人）の住民から採血し、Dojindo のキットおよび分光光度計 NanoDrop

を用いた G6PD 酵素活性の検査を行ったところ、65 名（9.4%）に欠損が認められた。この 65 名の血液検体から

DNA を抽出し G6PD 遺伝子のエクソン９領域を解析した結果、25 検体（3.6%）にビエンチャン型と呼ばれる変異が

観察され、17 検体（2.5%）にビエンチャン型と野生型のヘテロが観察された。G6PD 遺伝子は X 染色体（性染色体）

にコードされており、女性は X 染色体を２本もっているのでヘテロになる場合がある（詳細な村落別、性別なデー

タは、現在論文化して発表準備中）。なお、本調査にあたっては、改めて NIOPH のラオス倫理委員会に研究審

査を依頼し、承認が得られた後に行った。また、参加住民すべてからはインフォームドコンセント（ラオス語）を書

面で得ている。 

一方、マラリア検査の結果、694 名中、19 名（2.7%）の顕微鏡検査陽性者を検出した。マラリア迅速診断テストで

30 名（4.3%）陽性、Real-time PCR 法による遺伝子診断で 85 名（12.0%）陽性であった。無症候性キャリアーの問題

が再認識された。 

アルテミシニン耐性に関する論文の成果としては、世界パスツール研究所ネットワークの研究プロジェクト「K13 

Artemisinin Resistance Multicenter Assessment consortium (KARMA)」と共同研究を行うことができ、SATREPS プ

ロジェクトで得たラオスの熱帯熱マラリア原虫のアルテミシ耐性責任遺伝子（K13 propeller gene）の変異の分布を

示すと共に、下記論文として世界での同変異の拡散に関する報告を纏めることに貢献した。 

Didier Ménard, et al.: A Worldwide Map of Plasmodium falciparum Artemisinin Resistance. New England Journal of 

Medicine（Impact factor: 59.558）, 2016, 347:2453-2464. (注) Kano S の所属には“SATREPS project for Parasitic 

Diseases”と、また Acknowledgements の Financial support for sample collection においても“JST/AMED/JICA, 

SATREPS”と書き込んだ。 

2) メコン住血吸虫症／タイ肝吸虫症 

平成 28 年 4 月、チャンパサック県コーン郡コーン島（Don Khon）で、メコン住血吸虫症とタイ肝吸虫症の調査を

行い、村人 274 名から糞便検体を採取し顕微鏡検査を行った。その結果、173 名（63.1.%）の村人がタイ肝吸虫陽

性であった。 

一方 LAMP 法を用いたメコン住血吸虫の分布モニタリングを、住民の糞便サンプルと中間宿主貝サンプルの両

方向から検討した。糞便サンプルは島内の３つの村で 100 人／村程度で回収を行った。また、中間宿主貝である

Neotricular aperta は、島の北部で採取を行った。貝は６地点で採取し、合計で 3,115 個になった。これを地点ごと

200 個以下になるようにチューブに入れ、まとめて熱アルカリ法にて DNA 抽出を行い解析した。貝サンプルを用

いた LAMP 法の結果、6 箇所の内、3 箇所で陽性の場所が見つかった。特に陽性の 3 箇所は近接していた場所

であり、住民が洗濯、水浴びを行う場所であった。一方で、500mg の糞便サンプルを用いて同様に熱アルカリ法

にて DNA 抽出を行った。それぞれの糞便サンプルは、３つの村 3 で回収し、Kato-Katz（KK）法と LAMP 法により

比較検討を行った。結果、KK法では、それぞれの村で0/96、1/89、0/87の陽性者を検出する結果であったのに

対し、LAMP 法では、それぞれ 4/96, 3/89, 1/87 の陽性者を検出した。島全体の結果としては、KK 法では、0.4%、

LAMP法では、2.9%の検出率であった。これらの結果から、LAMP法は従来法であるKK法に比べて、高感度であ

ることが示された。 

また、陽性者の居住地を地図にプロットすると、陽性貝の検出された場所に近接していることが示された。一方

で、貝の採取を行っていない場所でも陽性者の居住地が発見されたことから、陽性者の近隣での貝の生息調査

の必要性が考えられた。以上の結果をまとめると、LAMP 法を用いた糞便、および、貝からの DNA 検出は、メコン

住血吸虫感染のリスクマップ作成において有効なツールになると考えられた。  
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英文 

1) Malaria 

 To prevent relapse from Plasmodium vivax malaria, to control its spread, and also to achieve malaria elimination 

in Lao PDR, primaquine is necessary. In order to ensure a safe therapy, the G6PD status of the patient needs to 

be clarified first. This is a cross-sectional study to determine the prevalence of G6PD deficiency among the 

population in Champasak. We selected three districts with the highest number of reported malaria cases in the 

first half of 2015 in Champasak. The three districts were Khong, Mounlapamok, and Pathoumpone. In each district, 

we requested the district health officers to select two villages with the highest number of malaria cases. In total, 

we collected blood sample from 690 villagers. 

 We measured the G6PD enzyme activity through the semiquantitative test using G6PD Assay Kit-WST 

Lyophilized (DOJINDO Laboratories, Japan). Sixty-one blood samples with less than 60.0% of the enzyme activity 

were selected for further genetic analysis. All 13 exons of the G6PD gene were sequenced to determine the G6PD 

variant. So far, we have sequenced exon 9 and found 42 villagers to have the G6PD Viangchan variant (871G>A). 

No mutations were detected in exon 12 and exon 13. All other exons are currently being sequenced.  

 To avoid complications such as acute hemolytic anemia, the G6PD status of a villager must be known first before 

prescribing primaquine. The findings from this study would contribute to the decision making on primaquine 

prescription among healthcare providers in this area in the future. 

On the other hand, 19 out of 694 (2.7%) were microscopically positive, but rapid diagnostic tests (RDTs) 

detected 30 (4.3%) positive results. To our surprise, Real-time PCR method revealed as much as 85 samples to be 

DNA positive（12.0%） which suggested that asymptomatic parasite carriers should be the target population for 

the elimination of malaria in Lao PDR.  

Output of the study on the distribution of K13 propeller gene mutation which means how widely the artemisinin 

resistance prevails in the area could be successfully reported in the following paper: Didier Ménard, et al. A 

worldwide map of Plasmodium falciparum artemisinin resistance. New England Journal of Medicine（Impact factor: 

59.558）, 2016, 347:2453-2464. This is a collaborative paper within the Institut Pasteur International Network, 

K13 Artemisinin Resistance Multicenter Assessment (KARMA) consortium. 

2) Opisthorchis viverrini and Schistosoma mekongi infections 

We compared the LAMP method with conventional Kato-Katz (KK) method using the stool samples from people 

living in the highly endemic area of Opisthorchis viverrini, Mounlapamok district. Total of 119 stool samples were 

investigated. The 500mg stool samples were picked up, and the heat-alkaline DNA extraction method was applied. 

The extracted DNA solution was diluted with distilled water, and directly applied to the LAMP method. The KK 

method showed 76.5% prevalent rate of O. viverrini, though the LAMP method showed only 47.6%. The sensitivity 

of the LAMP against the KK method was 61.5%. This may be because the conventional method may include the 

other intestinal trematode (e.g. Haplorchis taichui ) but not exactly O. viverrini. We need to further clarify this 

issue. 

We also applied the LAMP method to schistosmiasis mekongi for the infected snail survey in Khon island and for 

stool examination from people living in the same area. In Don Khon, the intermediate snails (Neotricular aperata) 

were collected at the east river side, and maximum 200 snails were used for DNA extraction together, and were 

directly applied to the LAMP method. Positive snails infected with S. mekongi were more than 0.5% at any of the 

3 collection points. The stool samples in the same areas are currently analyzed using the LAMP method. So far, it 
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is obvious that the LAMP method is useful for a large-scale screening of the snails infected with S. mekongi in 

order to detect the risk areas of the infection. 
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