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研究成果の概要（和文）：吸虫の一つであるタイ肝吸虫Ovは、その生活史において、２つの中間宿主を必要と
し、その間、水中で過ごす。終宿主から糞便と共に排出された虫卵が水中に入り、第一中間宿主の貝に入り成長
したのち遊出し、第二中間宿主のコイ科の魚の中で感染型に成長し、ヒトはその魚を生で食べる事でOvに感染す
る。環境中（水中）でOvを検出することができれば、今までにない新しいOv感染リスク評価ができるようにな
る。本研究では、我々が開発したOvのDNAを環境DNA手法を改良し、Ov蔓延地域においてリスクのある水域の評価
を行うことにより、現地の人々が実施可能な具体的な感染症対策を提言することを目標とした。

研究成果の概要（英文）：The liver fluke Opisthorchis viverrini (Ov) requires two intermediate hosts 
in its life cycle, during which time OV spends time in water body. Eggs excreted in feces from the 
definitive host enter the water, enter the first intermediate host; Bithynia snails, and then 
cercariae will be released. Cercriae goes into  second intermediate host; cyprinid fishes, and 
becamoes infectious stages; metacercariae. People can be infected with Ov by eating raw sedonc 
intermidiate fishes with OV metacericariae. If Ov DNA can be detected in the environment (water), we
 will be able to conduct a new type of Ov infection risk assessment. In this study, we improved the 
Ov eDNA detection system which were developed previously by our team, and apply it at Ov prevalent 
areas. Thereby the local people can implement new countermeasures to prevent OV infection.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
環境DNA手法は、遺伝子学的手法を用い生物の多様性と分布を調べることのできる、応用範囲の広い手法であ
る。環境DNA手法を用いてタイ肝吸虫、住血吸虫などの蠕虫類またその中間宿主を水試料中にて検出することは
公衆衛生学上でも新しい取り組みであり、画期的な領域である。環境DNA法は汚染されたまたは安全な水源を特
定するためにも有用で、エコ疫学研究において非常に重要なツールである。医学を中心とした感染症の取り組み
ではヒトが対象とされる場合が多い。しかし、感染症への取り組は多面的なアプローチが必要なことが多く、環
境DNA手法を用いた感染リスク評価は今後の感染症対策の一つとなりえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タイ肝吸虫症はタイ肝吸虫 Opisthirchis viverrini; Ov によって引き起こされる蠕虫感染症で

あり、タイ、ラオス、ヴェトナムなどの東南アジア諸国でおよそ 2000 万人の感染者がいると推
定されている。Ov の寿命は 20 年以上と長く、細胆管に長期間寄生し、胆管の周囲に慢性的な
炎症を引き起こすなどして、最終的に胆管癌へと進行することもある。Ov は国際がん研究機関
International Agency for Research on Cancer (IARC) によって、タバコやアスベストなども含
まれる「ヒトに発癌性を有する物質」であるグループ 1 に分類されている。Ov は食物媒介性感
染症であり、Ov の感染型であるメタセルカリアに汚染されているコイ科の淡水魚を生食するこ
とで感染をおこす。Ov 感染症は WHO が定義する NTDs の食物媒介吸虫類感染症に数えられる
世界的に問題な感染症の一つでもある。タイの東北部やラオスにおいては、この感染を引きおこ
す原因となっている生魚の料理はとてもポピュラーであり、感染率を下げることが難しい。その
ため、これらの地域において重要な感染症として位置づけられている。通常、その地域で用いら
れている Ov への対策は検便を実施し、Ov の卵が糞便中に見つけられた Ov 感染陽性者に対し
て治療を行うというものである。しかしながら Ov はヒトのみに感染をおこすわけではなく、他
の動物宿主（犬やネコなど）にも感染をおこす人獣共通感染症であるため、そういったヒト以外
の宿主への対策なしでは、地域における Ov の生活史を完全に断つことは出来ない。環境中に Ov
が残ることで、ヒトへの再感染は容易におこることになる。Ov 蔓延地域の人々は Ov 感染を防
ぐためには Ov に感染した生魚を食べなければいいと知ってはいるが、Ov のメタセルカリアは
肉眼で見えるものではないので、それを実行することは難しいと報告されている。食生活の変容
は、その土地で得られる食べ物の流通や文化などもあるので、簡単に変えられるものではない。
そういった地域で、Ov 感染、またそれに続く胆管癌の発生を防ぐためには、安全な食物（Ov 感
染のない魚）を得るためのサーベイランスシステムが必要である。我々のチームはこれまでにラ
オスの環境水を用いて Ov を検出できるシステムを確立した（Hashizume et al, 2017）。しかし、
この方法論を用いて現地で Ov 感染リスク地域を評価するためには、古典手法（形態学的観察）
との比較などの評価と、方法の高感度化などの手法の改良を必要とし、これを本研究での主テー
マとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Ov 感染症蔓延地域の環境水に Ov そしてその中間宿主となる貝や魚の存在の有

無を確認し、Ov 感染蔓延地域において実際に環境における Ov 感染リスクを評価することで Ov
感染を防ぐための新しいアプローチを作成することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
我々が開発したリアルタイム PCR による Ov の環境 DNA 検出系(Hashizume et al., 2017)、ま

た開発予定の中間宿主の検出系を用いて、Ov 蔓延地域における環境中の Ov と中間宿主の動向を
探り、地域における Ov の感染リスク評価を行った。 

（１）実験室においての Ov 環境 DNA 手法の感度と精度の再確認 
研究協力機関であるマヒドン大学は中間宿主である貝を扱う軟体動物部門を有している。そこ
では Ov の生活史を、実験感染系で維持しているため、その水を用いて、すでに確立している Ov
の検出系の感度と精度の確認を行った。すなわち既知の数の Ov で感染させた、貝（B. siamensis）
や魚（Cyprinidae）を水槽で飼い、時系列で採水をした検体を用いて Ov 環境 DNA 検出系の感度・
精度の再確認を行った。感度の改善のため、環境 DNA 分析における水サンプルの濾過方法の検討
を実施し、一番効率が良い重力濾過へ変更を行った。また、今まで単一遺伝子にて Ov の検出を
実施していたが、それを multi-gene 検出へ変更した。 

（２）第一中間宿主である貝のデータベースの充実化 
Ov の第一中間宿主は Bithynia 属の巻き貝（B. funiculata/ B. siamensis）であるが、その遺
伝子情報はほとんどデータベースに登録されておらず、また実際に Ov の感染地域に行くと、他
にも形態学的に紛らわしい貝が多数存在する。そのため Bithynia も含め、Ov 蔓延地域で見られ
る貝においては形態学的分類を行い、それに対応した遺伝子データを揃える。貝はその地域によ
って分布種が大きくことなるため、現地の専門家が必要であるが、マヒドン大学軟体動物部門に
は貝の専門家がおり、長年メコン地域で貝を収集して分類をしている。この専門家の協力が得な
がら第一中間宿主の検出系の開発を試みた。 

（３）中間宿主の環境 DNA 検出系の作成 
第一中間宿主（B. funiculata/ B. siamensis）の検出系は２の結果を用いて作成する。また、
メコン流域の第二中間宿主のデータはすでに存在するものを用いて行う。なお、魚類の環境 DNA
分析に関しては分担者の源らによってすでに優れた検出系が構築済みであるため（Miya et al. 
2015）、それを熱帯域に適用するための調整を行った。第一間宿主の検出系のラボにおける感度・
精度確認は１のマヒドン大学軟体動物部門において実施した。 

（４）ヒトの Ov 感染状況の確認 



ヒトの Ov 感染率、感染強度を確認し、住んでいる地域、食料を手に入れる場所（特に生魚）な
どの社会的情報を入手する。現地の人々は割と近隣で食料品を手に入れる傾向があるため（早朝
のマーケットなど）、調査場所はラオス側の協力者である現地の保健局と相談し、これまでの検
便で Ov の感染率が高い場所を選択した。現地の保健省によって近年、検便が実施されている地
域はそのデータを使用した。 
（５） Ov そして第一、第二中間宿主環境 DNA 手法を用いた調査と古典的手法との比較、また、
その地域におけるそれぞれの分布状況の確認 
（４）で選択した地域の様々な水源において、環境水を採取し、環境 DNA 分析手法を用いて、Ov
および第一、第二中間宿主それぞれの DNA の検出を行う。環境 DNA 検出では必ずしも検出率が
100%ではないため、同一地点で３サンプルを得た。同時に環境 DNA 検体を採取した同じ水域にお
いて、第一、第二中間宿主の貝および魚を入手し（可能な場合、魚は市場において入手）、古典
的寄生虫学手法（形態学）を用い、貝のセルカリア、魚のメタセルカリアを検査した。環境 DNA
手法と寄生虫学手法の結果を比較し、一致度を確認した。 
（６） 結果の統合と検討 
（３）～（５）の結果を統合し、Ov の実際の蔓延地において Ov 感染リスクの差があるのかなど
を、統計解析を行い OV の分布要因の推定を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究においては方法論
の改良により、Oｖの環境
DNA の検出率が増加した。
改良をした部分は水検体の
濾過をポンプによるものか
ら、重力濾過へ、それに伴
いフィルターを硝子ファイ
バーからステリベクスへ変
更を行った。研究室内での
方法論の感度・精度確認は
日本人学生をマヒドン大学
へ数か月派遣し、実施した。
COVID-19 蔓延の影響によ
り、現地調査が合計で 2023
年 3月と2023年 6月の2回
となってしまったが、3 月
には従来法（手動ポンプ）、
6 月には両方法論を実施出来、結果比較を行うことができた（図１）。重力濾過は従来法に比較
し、手動による労力や、電気を使用しない、など飛躍的な省力化が実現でき、野外調査における
検体処理能力が飛躍的に向上することができた。また、従来法では Ov DNA を単一遺伝子で検出
を行っていたが、そこも multi-gene 検出とし、感度を向上させることに成功した。2015 年のデ
ータは以前論文化しているデータであるが(Hashizume et al., 2017)、比較のために同じ地点
において採水を実施している。図 1の採水ポイント１と 34 に関しては複数回の時期において Ov
が検出されており Ov 感染に関して需要な地点であることが確認された。 
環境 DNA 手法と古典的寄生虫検査法による Ov の検出状況を図 2に示す。環境 DNA 手法により

Ov・DNA が検出された地点で採取された第二中間宿主の魚から Ov の感染型であるメタセルカリ
アが検出された。両方法論での結果は完全に一致をしている。通常の調査で、第二中間宿主から
のメタセルカリアの
検出は高くても数パ
ーセントであること
から、環境 DNA 手法
によるOvの検出感度
はかなり高く、環境
DNA が古典的手法と
比較して遜色がない
ことが確認された。
寄生虫感染のダイナ
ミクスを知るために
環境 DNA 手法が非常
に優れていると言え
る。統計学処理を用
いて、Ov/DNA の分布
要因を探ったとこ
ろ、①採水地点から
500ｍ圏内の建物数



が増加する、②電気伝導度が増加する、③第一中間宿主の貝の捕獲数が増加する、状況で Ov・
DNA 検出が上がる、という結果が出た。②の電気伝導度は下水が混入した水源で、高くなること
が知られており、電気伝導度が高く Ov・DNA が陽性の地点はヒトを含む Ov 感染終宿主からの糞
便による汚染が想定される。要因③が、中間宿主の存在の点からも感染がアクティブにおこって
いることが推察される。今後は Ov の成長段階に応じた特異的検出法を開発し、上述の推察の検
証を行う予定である。また中間宿主の検出系はさらなる改良が必要である。 
本研究結果により、実際に Ov 感染リスクの高い地域に対する、実行可能性の高いアプローチ

を講ずることが出来ると考えている。本研究で得られた成果は、現在論文化を進めており、研究
協力者である現地の保健局ともデータを共有している。そのデータをどのように利用し、どうい
った対策法を講じるのか、実際的にどの程度の社会還元性を果たせるのか、今後の検案事項であ
る。 
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