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研究成果の概要（和文）：本研究では、Caenorhabditis属線虫、Strongyloides属線虫、そしてSpirometra属条
虫の精密な系統関係の決定をゲノムシーケンスにより確定させることを目的とした。Caenorhabditis属線虫では
リボソームDNAの塩基配列を用いた系統解析と97個のシングルコピー遺伝子を用いた系統解析の結果はよく一致
し、Strongyloides属線虫でも大きく3つの亜種群をタンパク質コード配列により同定することができた。ただし
Spirometra属条虫では解析対象数が十分でなく、Spirometra属全体と芽殖孤虫との関係も不明なままであった。

研究成果の概要（英文）：In the present research project, we determined intra-genetic phylogenetic 
relationships with sets of coding genes in Caenorhabditis, Strongyloides, and Spirometra worms. In 
Caenorhabditis nematodes, a phylogenetic tree generated with ribosomal DNA matched well with that 
generated with 97 single copy genes, covering 49 nominal species. In Strongyloides parasites, we 
partially sequenced nearly 20 species to find three large clades in the genus. They were identified 
with a set of coding gene sequences as well as ribosomal DNA sequences. In Spirometra tapeworm, 
however, we could not clarify the intra-genus phylogeny and the phylogenetic position of a bizarre 
species, Sparganum proliferum, because of the small number of samples we could analyze. Based on the
 nematode data, we are going to select sets of genes for the evaluation of species/subspecies 
identification.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： 系統分類　寄生虫　ゲノム情報　糞線虫　マンソン孤虫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAシーケンサの発達により、現在では少量のサンプルから大量の塩基配列情報を比較的容易に得ることができ
る。これまで、配列情報に基づいた種の同定にはPCRベースでリボソームITS領域やミトコンドリアcox-1等の数
百塩基対程度を用いていたが、未知配列を新種とすべきか亜種とすべきか、あるいは系統的位置づけを決めるに
は十分なデータ量ではなかった。われわれの研究では未だ後生動物全体に適用できる遺伝子セットを決定するに
至っていないが、少なくとも線虫類においては一定数のシングルコピー遺伝子によって正確な系統的位置を決定
できる見通しがついた。フィールド研究・希少種の研究に応用できるものと考えられる。

※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 

近年、寄生虫の系統分類・同定にはゲノムの塩基配列が重視される。塩基配列は客観的であり、
系統的に遠ければ塩基配列の違いが大きくなるので、隔離の程度を定量的に表すことができる。
上位分類単位の系統解析には 18S リボソーム遺伝子が用いられ、例えば動物界では脱皮動物と
冠輪動物という前口動物を二分する分類群が認識された。線虫類でも、かつての双器綱と双腺綱
という形態的な分類に代わって、現在はクレードⅠ～クレードⅤに大きく再編されている。 

ところが、属や種のレベルでは塩基配列が却って混乱を招いていることがある。例えば、孤虫
症の原因である Spirometra 属条虫では、S. erinaceieuropaei から S. decipiens を独立させるべきだ
という意見と S. decipiens は種として無効とする意見が並立している。また、人体内で増殖し致
命的な転帰をもたらす芽殖孤虫 Sparganum proliferum が、Spirometra とは明らかに別種であるに
も関わらず Spirometra のグループ内に入ってしまっている解析も存在する。細菌では 16S リボ
ソームの塩基配列が 1.5%以上が異なればほぼ別種とされるが、寄生虫は真核生物であり、全体
的な相補性やリボソーム配列の違いで機械的に種を定義することは現実的ではない。 

以上より、より正確な同定分類のためには現在の方法とは異なったアプローチが必要である。
現在は、18Sリボソーム遺伝、リボソーム ITS 領域、ミトコンドリア cox-1 等が用いられている
が、解析長はせいぜい数百塩基対程度であり、線虫で 42~700Mb、吸虫・条虫で 104~1,259Mb に
達する寄生虫ゲノムからすると短い。さらに、種内・種間系統を議論する場合に、「こういう遺
伝子のこれだけの塩基配列を解析すれば十分である」というコンセンサスが存在していないた
め、それぞれの研究グループによる解析結果を一定の視点から評価することができず、豊富に存
在する塩基配列データを十分有効に活用し切れていない。 

 

２．研究の目的 

多細胞性の寄生虫が門や綱、あるいはもっと高位の分類単位で共通して保有している相同遺
伝子の中から、全ゲノム情報を用いた精密な系統解析と同等の結果が得らる遺伝子セットを抽
出し、18Sリボソーム遺伝子では解析できない属から亜種のレベルでの系統関係を幅広い寄生虫
に対して高い信頼性で明らかにできる標準法を確立する。 

 

３．研究の方法 

出発点の全ゲノム系統解析は概要ゲノムが存在する Strongyloides 属線虫と Spirometra 属条虫
で実施する。最初に 200個程度の相同遺伝子を用いてそれぞれで信頼できる系統樹を作製し、次
いで同様の解析結果が得られるような、線虫または条虫に共通する遺伝子セット、さらに蠕虫全
てが共通して持つセットと、より高次の分類群に対象を広げていく。 

1) 材料 

［Caenorhabditis 属線虫］ 

もっともゲノム情報が充実している本属の線虫を用い、シングルコピー遺伝子による系統解
析の有効性を検討する。 

［Strongyloides 属線虫］ 

これまに、ヒト、イヌ、ネコ、その他の肉食獣から、糞便培養によって得られた多数のサンプ
ルを用い、ニホンザルに由来する S. fuelleborniなどを必要に応じて追加する。 

［Spirometra属条虫］ 

アジア産と新大陸産でそれぞれグループを形成する可能性が指摘されていることから、当初
は日本、ミャンマー、ペルーで虫体を採取して用いる予定であったが、新規に得られた虫体は日
本国内の人体寄生例から得られたもののみであった。 

 

2) DNAシーケンスとリファレンスゲノムへのマッピング 

糞線虫類では単一虫体から得られる DNA量が少ないので、線虫溶解液から全ゲノム増幅を実
施しシーケンスに用いる。マンソン孤虫では虫体から得られた DNAを増幅せずにそのまま用い
る。DNA からは定法にしたがってライブラリを作製し、ショートリードとロングリードを併用
する。取得データ量は 2Gb/サンプル、~40xの depthでゲノム全体をカバーする。 

リードのマッピングには Smalt を用いる。ミトコンドリア配列についてはシーケンスデータか
らミトコンドリアリードを抽出し、作製済み de novoミトコンドリアゲノムアセンブリパイプラ
インでゲノム配列を再構築してミトコンドリア遺伝子すべて（12 protein coding と 2 rRNA）の塩
基配列を決定する。 

 

3) 相同遺伝子群を用いた系統解析 

［Caenorhabditis 属線虫］ 

モデル生物 Caenorhabditis elegans を含む Caenorhabditis 属はこれまでに 49 種が記載されてお
り、仮記載種を含めると総種数は 90以上になる。近年全ゲノム配列の解読が進み、約 60種につ
いてはゲノム情報が利用可能である。本研究では、これら全ゲノム配列が利用可能なもののうち



35 種の塩基配列を用いて、様々な遺伝子配列セット（代謝、構造、細胞機能等）による系統解析
をおこない、その結果を形態学的分類、生物学的分類と比較する。 

［Strongyloides 属線虫］ 

われわれはこれまでに、ミトコンドリア cox-1 遺伝子や 18S リボソーム遺伝子等の解析によ
り、糞線虫 S. stercoralisの中にいくつかのサブグループがあること、肉食獣由来の Strongyloides

属線虫には未記載種の可能性のある糞線虫グループがあることを明らかにしてきた。本研究で
は、全ゲノム情報が明らかになっている糞線虫属 4種と近縁種 2種の配列情報核から、比較的保
存された 13 個のシングルコピー遺伝子を選択した。最尤法、ベイズ推定法を導入した分子系統
樹推定、集団間の関係の推定をおこなう（RAxML、MrBayes、SplitsTree4）。 

［Spirometra属条虫］ 

Spirometra 属条虫に関しては、これまでに日本（岡山）産 S. erinaceieuropaeiと、その近縁種で
あるベネズエラ産芽殖孤虫 S. proliferum の概要ゲノムを決定している。そこで、新規のマンソン
孤虫サンプルを加えて、上記線虫類と同様にリボソーム DNAとシングルコピー遺伝子を用いて
系統解析を実施する。 

 

４．研究成果 

［Caenorhabditis 属線虫］ 

これまでの分子的および形態学的研究により、Caenorhabditis 属線虫にはふたつのスーパーグ
ループ（elegansスーパーグループと drosophila スーパーグループ）があり、その他これらに属さ
ず両スーパーグループの形態学的特徴を併せ持ついくつかの種は、仮に基部グループとされて
きた。今回、愛知県で採集、再記載された基部グループに属する C. auriculariaeの全ゲノムシー
ケンスを実施し、系統的位置を確定させた。 

最初に 28種の Caenorhabditis属線虫の 18S rRNAの全長と 28S rRNA D2-D3領域を用いて系統
樹そ作成したところ、従来報告されていた系統樹とよく一致することを確認した（図 1A）。次に
全ゲノム配列が利用可能な種のうち 35 種について 97 のシングルコピー遺伝子を用いて系統樹
を作成した（図 1B）。基本的なトポロジーはリボソーム DNAと一致しており、ふたつのスーパ
ーグループと基部グループをみとめた。これにより、少なくとも線虫においては、種の識別はリ
ボソーム DNAとシングルコピー遺伝子で安定した結果を得られることがわかった。 

［Strongyloides 属線虫］ 

糞線虫属線虫においては、主にネコ目の宿主腸管から得られた虫体をから得られた 18S rRNA、
28S rRNA、ミトコンドリア cox1遺伝子（一部はミトコンドリア全長）の塩基配列から、ヒトに
感染する S. stercoralisを含む stercoralis/procyonis グループと、planiceps グループのふたつが存在
することを明らかにしていた。本研究では宿主動物の幅を広げ、非哺乳類では両生類と爬虫類、
哺乳類では霊長類から虫体を得て配列解析を実施した。系統樹の作成には、イルミナシーケンサ
で得られたショートリードを用い、ミトコンドリアゲノムと 13 個の核ゲノムシングルコピー遺
伝子により解析した。 

その結果、これまで知られていた stercoralis/procyonisグループと planicepsグループに加えて、
あらたに爬虫類・両生類グループの存在を明らかにすることができた（図 2）。過去に報告され
ている 18S rRNA 遺伝子配列を用いた解析は解像度が低く、結果の不安性が指摘されてきたが、
この手法により信頼性の高い系統解析を実施することが可能になった。 

さらに、霊長由来の糞線虫に関して、ガボンのガラゴ Galagoides thomasi から分離された糞線
虫はこれまで記載されたことがなく、stercoralis/procyonis グループに属するものの S. stercoralis

とは系統的に別であることがわかった。すなわち、stercoralis/procyonis グループの糞線虫は基本
的には食肉目動物の寄生虫として種分化をとげているところ、ヒトおよび、ガラゴの祖先におい
て、霊長目動物への寄生性を独立して獲得したことが示唆された。今後は、本研究で用いた遺伝
子セットが他の分類群においても有効であるかの検討をすすめる。 



 

［Spirometra属条虫］ 

Spirometra 属条虫ではミャンマーの政情不安等が影響して海外でのサンプル採取を進めるこ
とができなかった。しかしながら、国内において臨床的に通常と異なるヒトの症例があり、虫体
を得ることができた。 

症例は 70 代男性で、腹部の皮下硬結を触れる紅斑で発症した。生検を繰り返すが再発し、腹
部・腰背部・両大腿に多数の紅斑があり、腹部・腰背部・大腿部から虫体が採取された。通常の
マンソン孤虫症との違いは、再発を繰り返すことと摘出された虫体が小さく形態的に芽殖孤虫
に近似していたことであった。しかしながらミトコンドリア cox1 の部分配列 441 塩基の配列に
よる分子系統解析では、本患者から得られた虫体は S. mansoni 内のクレードに入った（図 3）。 

Spirometra 属条虫の cox1 系統解析では、図 3 のように明らかに Spirometra 属ではない芽殖孤
虫も Spirometra 属内に入ってしまう。上記線虫類と同様に核ゲノムのシングルコピー遺伝子を
用いてさらなる解析を予定している。 
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