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研究成果の概要（和文）：宿主の血液・尿・唾液等の体液中に存在する住血吸虫の分泌・代謝物由来のDNA断片「遊離
型DNA」について、住血吸虫の活動性感染の診断マーカーとしての有用性を検討した。フィリピンで集団駆虫が実施さ
れている日本住血吸虫症有病地の調査では、遊離型DNAは従来のゴールドスタンダード（糞便検査）の3.5-10倍の検出
率であった。難治性輸入ビルハルツ住血吸虫症例では、駆虫後の虫卵消失に反して遊離型DNAは検出され続け、膀胱組
織中からは虫卵が確認された。虫卵に依存しない遊離型DNAの検出は活動性感染をより正確に評価できることが期待さ
れ、治療効果判定や有病国の感染状況の把握に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cell-free schistosome DNA is fragments of parasite-derived DNA exists in the 
host’s bodily fluids (blood, urine, and saliva). We evaluated the usefulness of cell-free schistosome 
DNA as a diagnostic marker for active schistosomiases. In schiatoomiasis-endemic areas in the 
Philippines, where the annual mass deworming program has been implemented, the active schistosomiasis 
detected by cell-free schistosome DNA was 3.5 to 10 times higher than that by stool examination (gold 
standard). In the case of refractory imported schistosomiasis haematobia, parasite egg rapidly 
disappeared after anthelmintic administration, whereas, cell-free schistosome DNA remained persistent. 
This was consistent with the presence of morphologically intact ova in bladder biopsy samples and with 
the corresponding symptoms. These results suggest that cell-free schistosome DNA, independent for 
parasite egg, is a promising diagnostic marker for active schistosomiases.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 住血吸虫症はわが国では 1977 年の新規患

者を最後に流行が終息したことで、過去の疾

患と考える人が多い。しかしながら、海外で

は未だにおよそ 2 億人が罹患し、さらに地球

上の人口の約 12%にあたる 8 億人が感染の危

機に脅かされている状態であり、国際化の昨

今では輸入感染症として重要視する必要が

ある。 

住血吸虫症の従来の診断法は、糞便（尿、

組織）中からの虫卵の検出がゴールドスタン

ダードであり、その他、血清中の特異抗体の

検出（ELISA、COPT 等）と超音波検査等に

よる病変の検出がある。図 1 に示すように、

従来法は宿主中に生きた虫や虫卵が存在す

る活動性感染期を必ずしも正確に反映する

わけではない。また、本症の重篤な病原性は

組織内に栓塞した虫卵に対する過剰な免疫

応答に起因することから、従来法では不可能

な虫卵産生前の早期診断・治療を実現させる

ことによって重症化を防止することが望ま

れる。 

図 1．住血吸虫症の検査と治療（発表論文③） 

 

住血吸虫症の有病国での対策は、フィリピ

ンを例に挙げると、有病地住民全員を対象に

プラジカンテルを投与する集団駆虫（Mass 

Drug Administration: MDA）が年に 1 度実施さ

れている。MDA によって発育遅延などの重

篤な患者が激減したものの、保虫宿主や中間

宿主に対する対策、衛生対策（トイレ・上下

水道の整備・普及）などが不十分なため、撲

滅には至っていない。さらに MDA によって、

糞便検査では虫卵が検出困難な低感染の地

域が増加し、真の感染状況が把握できない状

態となっている。 

このような背景から、活動性感染を正確に

把握し、虫卵産生前の早期診断が可能な新し

い診断マーカーが望まれる。 

 
２．研究の目的 
本研究では宿主の血液・尿・唾液等の体液

中に存在する住血吸虫（虫体・虫卵）の分泌・

代謝物由来の DNA 断片、Cell-free circulating 

DNA（以下、遊離型 DNA）に着目し、新規

の診断マーカーとしての有用性を検討する。 

さらに、有病地で普及可能な実現性・コス

トに考慮した方法についても検討する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 遊離型 DNA 検出による住血吸虫活動性

感染の診断の有用性 

 輸入住血吸虫症患者またはフィリピンの

日本住血吸虫症有病地住民より採取した臨

床検体（血清、尿、唾液）から DNA を抽出

し、PCR でミトコンドリア CO1 領域の遊離

型 DNA の増幅（Kato-Hayashi et al., Exp 

Parasitol 2010）を試みた。結果は従来法（糞

便中の虫卵・血清中の特異抗体・病変の検出）

と比較した。 

(2) 臨床検体からの遊離型 DNA の検出 

 臨床検体からの遊離型 DNA の検出率を向

上させる目的で、DNA の精製・濃縮（シーク

エンスキャプチャー法：図 2）、PCR 反応試薬

の組成（マグネシウム・dNTPs 濃度など）を

検討した。 

(3) 有病地での応用のための改良 

① 検体の保存法の検討 

 電気やコールドチェーンなどの設備が整

っていない有病地においても検体中の DNA

の失活を抑える保存方法について検討した。



アザイド添加（終濃度~0.02%）、または検体

の 2 倍量の 70%エタノールを添加（終濃度

46.7%）して常温保存した尿検体から DNA を

抽出し、PCRで遊離型DNAの検出を試みた。 

② 有病地での多検体解析実施のための改良 

有病地での多検体解析に対応する目的で

PCR-ELISA の系を作成した。ジゴキシゲニン

付加プライマーを用いて PCR で増幅後、PCR

産物をビオチン化プローブでハイブリダイ

ゼーションしたものを酵素抗体法（ELISA）

で検出した（図 3）。 

尚、本研究は獨協医科大学の動物実験施設

管理委員会（承認番号：0624）、組み換え DNA

実験安全委員会（承認番号：E10345）、およ

び生命倫理委員会（承認番号：1969）から承

認を得ている。人への検査はインフォームド

コンセントが得られた場合のみ遂行された。 

 

図 2．シークエンスキャプチャー法による検

体中の標的 DNA 分子の精製と濃縮 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．PCR-ELISA の原理 
 
４． 研究成果 
(1) 遊離型 DNA 検出による住血吸虫活動性

感染の診断の有用性 

輸入ビルハルツ住血吸虫症の例では、プラ

ジカンテル治療によって尿中の虫卵が陰転

したが検体中の遊離型DNAは検出され続け、

生検で膀胱組織中に石灰化していない虫卵

の残存を確認した（発表論文①）。フィリピ

ン・ソルソゴン州の日本住血吸虫症高度浸淫

地の調査では、遊離型 DNA の陽性率は糞便

検査陽性率の 3.5-10倍であった（発表論文③）。

以上より、駆虫によって虫卵が検出困難な状

態でも遊離型 DNA による活動性感染の診断

は可能であることが証明された。虫卵に依存

しない住血吸虫活動性感染の診断は、駆虫後

の治療効果判定や、集団駆虫後の真の有病率

の評価に有用と考えられた。 

(2) 臨床検体からの遊離型 DNA の検出 

① DNA 検体中の標的 DNA の濃縮と精製 

フィリピン・カガヤン州の日本住血吸虫症

有病地で、肝線維化病変を有する慢性日本住

血吸虫症患者（糞便中の虫卵は陰性）の唾液

中の遊離型 DNA は、粗抽出 DNA を鋳型とし

た PCR（PCR 定法）では検出できなかったの

に対し、シークエンスキャプチャー法（図 2）

で精製・濃縮した DNA を鋳型に PCR を行う

（sc-PCR 法）と 26.7%の陽性率に上昇した。

また、治療後の輸入ビルハルツ住血吸虫症の

例で PCR 定法では検出できない場合でも

sc-PCR 法で遊離型 DNA が検出された（発表

論文①）。以上より、臨床検体中に存在する微

量な住血吸虫由来の遊離型 DNA は圧倒的な

量の宿主由来 DNA や検体中に含まれる PCR

阻害物質の影響によって増幅が阻害されるこ

とが示唆された。 

② PCR定法における遊離型DNA検出の向上 

PCR 反応試薬中のマグネシウム濃度と

dNTP 濃度の上昇（タカラバイオ・TaKaRa Ex 

Taq® Hot Start Version 使用の場合：MgCl2 

3-5mM、dNTPs 各 0.4-0.6μM）や、PCR 阻害

物質を抑制する増幅試薬（島津製作所・

Ampdirect® Plus）の使用によって、PCR 定法

での遊離型 DNA の検出率を最大 45%向上す



ることが出来た。 

(3) 有病地での応用のための改良 

① 検体の保存法の検討 

アザイドまたはエタノール添加して常温

保存した尿検体から DNA を抽出し PCR を実

施した結果、それぞれ 15.3%（9/59）、48.3%

（29/60）の遊離型 DNA が検出され、後者で

有意な検出率の上昇がみられた（p<0.01）。ま

た、室温保存 6 年経過後のエタノール処理尿

からも遊離型 DNA の検出を確認した。 

② 有病地での多検体解析実施のための改良 

日本住血吸虫虫体 DNA の希釈系列を用い

た例では、PCR-ELISA の結果は PCR 定法（電

気泳動）と同等の検出限界（0.02pg）で、電

気泳動の代替として使用可能であることが

確認できた。本法は多検体のスクリーニング

に適し、また、吸光度の値から半定量的解析

も可能である（図 4）。 

 

図 4．PCR-ELISA 

電気泳動と同等の結果が得られた 

 

以上より、電気等の生活インフラが整って

いない有病地においても実現可能な、ハイテ

クすぎないコストを抑えた方法で、有病地に

おける住血吸虫の活動性感染状況をより正

確に把握できることが見込まれた。本法の応

用によって、将来的に住血吸虫症有病地の対

策への貢献が期待される。 
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