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研究成果の概要（和文）：Fasciola hepatica（Fh）および単為生殖型肝蛭（Fasciola gigantica系統の2倍体個体：Fs
p）の交雑実験によりTCBZ耐性の単為生殖型肝蛭3倍体作出を試みた。交雑子孫F1およびF2が作出され、これら子孫虫体
は精細胞に減数分裂異常が認められたため野外の単為生殖型肝蛭と同様の単為生殖能を持つと考えられた。しかし、TC
BZ投与による駆虫試験の結果から、F1およびF2はTCBZ感受性であることが判明し、TCBZ評価のための虫卵孵化試験法の
開発には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Experimental production of TCBZ-resistant parthenogenic Fasciola sp. was 
attempted due to hybridyzation between Fasciola hepatica and diploid parthenogenic Fasciola sp.(Fg 
lineage). Hybrid F1 and F2 descendants produced had aberrant meiotic division in their spermatogenesis as 
well as wild-type parthenogenic Fasciola sp. However, the descendants were proved to be TCBZ-susceptible 
due to TCBZ administration experiments, and the development of egg-hatching assay turn out not to be 
ture.

研究分野：寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 家畜の肝蛭症は世界的に広く蔓延する寄
生虫疾患であり、畜産産業に及ぼす経済的
被害は甚大で年間 20 億ドルと見積もられ
ている。その病原体である肝蛭（Fasciola
属）には F. hepatica および F. gigantica
の２種が知られている。しかし、近年、研
究代表者らは、この 2種とは別種と考えら
れる単為生殖型肝蛭（Fasciola sp.：新種記
載を予定している）が東〜東南アジア（日
本、韓国、中国東部、ベトナム、タイ、ミ
ャンマー）に分布し、同地域における肝蛭
症の原因種として極めて重要であることを
示した(Itagaki et al., 2005a; Itagaki et al., 
2005b; Peng et al., 2009; Itagaki et al., 
2009; Chaichanasak et al., 2011; 
Mohanta et al., 2014など）。一方、肝蛭症
の 治 療 は 、 Bithionol 、 Nitroxynil 、
Oxyclozanide、Closantel などの抗吸虫薬
を投与することで行われてきたが、これら
の薬剤は胆管寄生の肝蛭成虫に対しては駆
虫効果を認めるものの、肝臓実質移行中で
最も危害性の高い肝蛭幼虫に対しては駆虫
効果が低い。その後、肝蛭の成虫および幼
虫 に 対 し て 高 い 駆 虫 効 果 を 示 す
Triclabendazole（TCBZ）が開発され、現
在、肝蛭症治療の第１選択薬剤として世界
的に使用されている。しかし、最近になっ
て TCBZ耐性の肝蛭（F. hepatica分離株）
がヨーロッパ（アイルランド、オランダ、
スペイン）やオーストラリアで相次いで発
見され、肝蛭症に対する今後の治療・予防
に大きな問題点が示された（Fairweather, 
2011）。肝蛭の薬剤耐性を評価する方法と
しては、実験的に作出された感染動物に薬
剤を投与し、剖検により残存した虫体数か
ら評価する標準法が知られている。しかし、
本法は、中間宿主（ヒメモノアラガイ）を
用いた感染体（メタセルカリア）の作出な
ど、特殊な技術を必要とするのみならず、
評価までに長期間（少なくとも 6ヶ月間）
を要する。一方、野外感染動物を対象とし
た評価法としては、薬剤投与前後の糞便内
虫卵数または抗原物質量の減少程度を指標
した簡便法が知られているが、虫卵の胆嚢
内停滞や虫齢による抗原物質の変化など薬
剤耐性とは異なる要因で数値が変動し、評
価の標準法としては適してない。寄生線虫
類では、TCBZが虫卵の発育と孵化を阻害
することが知られている（Albonico et al. 
2005）。そこで、TCBZ 抵抗性肝蛭を評価
する虫卵孵化試験法の確立を目的として本
研究を企画した。 
２．研究の目的 
 研究代表者が実施しているアジア地域の
肝蛭症調査・研究において、肝蛭症の重度
蔓延地域は単為生殖型肝蛭の分布地域と密
接に関連し、単為生殖型肝蛭においても
TCBZ耐性株の出現が強く示唆される。本
研究の目的は、TCBZ抵抗性肝蛭を評価す

る虫卵孵化試験法の確立、さらに開発した
虫卵孵化試験法を用いてアジアの単為生殖
型肝蛭のTCBZ耐性について評価すること
を目的とする。 
３．研究の方法 
 「Triclabendazole(TCBZ)抵抗性肝蛭を
評価するための虫卵孵化試験法の開発」に
は、実験室内経代の TCBZ感受性肝蛭株を
用いて虫卵孵化を 100％阻害する TCBZ濃
度を決定し（実験 1）、次に、TCBZ感受性
肝蛭株および抵抗性肝蛭株を用いて虫卵孵
化試験法を評価する（実験 2）。 
「南・東南アジアの単為生殖型肝蛭におけ
る TCBZ感受性・抵抗性評価」には、海外
学術調査において南・東南アジア諸国の屠
畜場で肝蛭虫体を回収し、虫体から分離し
た虫卵を日本に持ち帰り、虫卵孵化試験法
を実施する。 
（１）実験１：TCBZ 感受性の肝蛭分離株を用
いて虫卵孵化を 100%阻害する TCBZ 濃度を決
定する。 
① CBZ感受性株の虫卵200個を１群として、
それを低濃度〜高濃度の Triclabendazole 
sulphoxide (TCBZ.SO)を含む、または含まな
い（対照）蒸留水に入れ、25℃遮光環境下に
14 日間放置する。 
② 各群の虫卵に太陽光を 3 時間暴露させ、
光刺激による虫卵内幼虫（ミラシジウム）の
孵化を促す。 
③ 顕微鏡で孵化した虫卵数、孵化しなかっ
た虫卵数を計数する。また、孵化しなかった
虫卵は、虫卵内の状況によって死滅卵、胚未
形成卵、胚形成卵に細分類して、それぞれを
計数する。 
④ 虫卵孵化率０％を示した最高濃度の
TCBZ 量を決定し、TCBZ 感受性肝蛭株の虫卵
に対する発育阻害 TCBZ 量として実験 2 以降
に用いる。 
（２）実験２：TCBZ 感受性株、TCBZ 抵抗性
株を用いて虫卵孵化試験法を評価する。 
① 実験 1と同様に、各肝蛭分離株の虫卵 200
個を１群として、実験 1で決定した発育阻害
TCBZ量に虫卵を暴露させる（25℃で14日間）。 
② 各群の虫卵に太陽光を 3 時間暴露させ、
光刺激による虫卵内ミラシジウムの孵化を
促す。 
③ 顕微鏡で孵化した虫卵数、孵化しなかっ
た虫卵数を計数する。また、孵化しなかった
虫卵は、虫卵内の状況によって死滅卵、胚未
形成卵、胚形成卵に細分類して、それぞれを
計数する。 
 各分離株の虫卵孵化率を算出し、TCBZ
感受性株の孵化率と統計学的有意差検定を
行うことで、本虫卵孵化試験法の有用性を
評価する。なお、TCBZ感受性株と TCBZ
抵抗性株との間に有意差が認めらなかった
場合には、各分離株の TCBZ感受性を再評
価するために感染動物を用いた残存虫体数
法を実施するとともに、野外より新たな
TCBZ感受性株とTCBZ抵抗性株を分離し、



それらを含めて再検討する。 
４．研究成果 
（１）Fasciola hepatica および単為生殖型
肝蛭の実験的交雑による TCBZ 抵抗性肝蛭の
作出：実験室継代肝蛭株を感染させたラット
に TCBZ を経口投与し、虫体の駆虫率を算出
したところ、当初 TCBZ 抵抗性株と考えられ
ていた株を含めて、全ての実験室株は高い駆
虫率を示し、これらは TCBZ 感受性であるこ
とが判明した。そのため、当初の計画にはな
かった TCBZ 抵抗性株の実験的作出を目的と
した Fasciola hepatica（Fh）および単為生
殖型肝蛭（Fasciola gigantica 系統の 2倍体
個体：Fsp）の交雑実験を実施した。すなわ
ち、Fh および Fsp 成虫の子宮内より回収した
虫卵を 25℃で培養し、ミラシジウムを孵化さ
せ、実験室継代の中間宿主貝（ヒメモノアラ
ガイ）に暴露・感染させた。40 日後に感染貝
より遊出したメタセルカリア 20 個ずつをラ
ット（Wistar 系雄 6 週齢）に経口投与した。
6 ヶ月後に感染ラットを剖検して肝蛭虫体
（F1）を回収した。回収虫体の精巣組織をカ
ルノア液で固定し、定法に従って押しつぶし
法による染色体観察を行い、全ての F1 虫体
は 3倍体であることが確認され、両親肝蛭（Fh, 
Fsp）による交雑が確認された。さらに核リ
ボソーム ITS1 解析において F1成虫はヘテロ
型を示したこと、F1 虫体の精巣では減数分裂
異常が確認されたことから F1 は遺伝学的に
も両親肝蛭（Fh, Fsp）の雑種であることが
確認された。この F1 成虫の子宮内虫卵を培
養して得られたミラシジウムから中間宿主
を介して回収したメタセルカリアをラット
に感染させて F2 虫体を得た。F2 も染色体観
察により 3 倍体であることが確認されたが、
ITS1 型は Fh/Fg 型を示す虫体と Fg 型を示す
虫体がみられた。さらに F2 は子宮内虫卵の
孵化率が高い個体群と低い個体群が区別さ
れた。これらから、F1 および F2 の高孵化率
群では野外の単為生殖型肝蛭3倍体と同様に
精子形成異常で卵の発生は正常であると考
えられた。F1 および F2 感染ラットに通常量
の TCBZ を投与し、2週間後に剖検して胆管寄
生の虫体有無を観察した。その結果、F1およ
び F2 虫体は全く回収させず、これら雑種虫
体は TCBZ 感受性であることが判明した。 
（２）野外からの TCBZ 抵抗性肝蛭の分離： 
 （１）より実験的 TCBZ 抵抗性肝蛭の作出
が不成功であったことから、野外感染ウシか
ら TCBZ 抵抗性肝蛭の分離・実験室継代化を
試みた。すなわち、日本および中国の感染ウ
シから肝蛭虫体を回収し、その子宮内虫卵か
らミラシジウム孵化、中間宿主貝感染を経て
メタセルカリアを回収、ラット感染を経て
TCBZ 投与による TCBZ 感受性を評価した。し
かし、評価した肝蛭株はすべて TCBZ 感受性
であることが判明した。結果的に本研究では
TCBZ 抵抗性肝蛭を得ることが出来ず、当初予
定していた虫卵孵化試験法の開発には至ら
なかった。今後は、肝蛭流行地域で TCBZ が

繰り返し投与されている感染家畜の屠殺・剖
検により、その胆管から回収された虫体を
TCBZ 抵抗性候補虫体として回収し、その子宮
内虫卵の回収、虫卵培養、ミラシジウム孵化
と中間宿主貝への感染によりメタセルカリ
アを作出し、それを終宿主へ感染させて TCBZ
投与により、TCBZ 抵抗性肝蛭虫体を得ること
が必要であると考えられた。これらの教訓を
糧に将来的には単為生殖型肝蛭の TCBZ 耐性
を評価する虫卵孵化試験法の開発を実現し
たいと考えている。 
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