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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ウエステルマン肺吸虫における核DNAである、Pkイントロンの塩基配
列を調べた。その結果、インド産とスリランカ産は、かなり古い時期に祖先種から分岐すること、またマレーシ
アとフィリピンの集団が東アジアの系統内にクラスターする系統樹が得られ、これまでのミトコンドリアDNAの
系統樹とかなり異なる系統樹となった。また、Pkイントロン部位における多くの変異は、アリル間に起こる組換
えによるものであることが考えられた。これは、二倍体では、減数分裂時、三倍体では、体細胞分裂時に生じる
ものと思われた。核DNA（Pkイントロン）のデータからもインド産とスリランカ産は、別種であると結論され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, nucleotide sequences of Pk intron (nuclear DNA) in 
Paragonimus westermani were used to construct phylogenetic trees. As a result, it was discovered 
that the India and Sri Lankan clades have been diverged from the other Asian clades of P. westermani
 considerably long time ago. In addition, it became clear that two clades from Malaysia and 
Philippines was included in the East Asia clade.  Phylogenetic tree obtained from this intron region
 became quite different from the tree using mitochondrial DNA (cox1). Furthermore, it was considered
 that a lot of mutation of the Pk intron position has been created by the recombination events 
between different alleles, indicating a single event of triploid origin. Both of the India and Sri 
Lankan clades could be separate species from P. westermani.

研究分野： 医動物学
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１．研究開始当初の背景 
 肺吸虫症は、Neglected Tropical 
Diseases の中の一つで、グローバルには、
現在でもなお数百万以上もの人々が感染し
ている（Keiser & Utzinger, 2005）。肺吸
虫症は、一方、肺結核と誤診され易く、イ
ンド北東部では、不必要な治療投薬による
副作用、入院生活の精神的負担、医療経済
的負担等など、無視できない問題となって
いる（Narain et al.,2009）。同地区では、
さらに近年急増の、エイズ患者の肺結核は、
免疫力低下により、命の危険に曝されるこ
とに伴い、流行地での肺吸虫症の確定診断
はさらに急務を要する。さて、肺吸虫症の
病原体の中で、世界で初めて(1877 年)記載
された肺吸虫は、インドベンガル産トラか
らのウエステルマン肺吸虫Paragonimus 
westermani（以後、ウ肺吸虫）である。イ
ンドにおける、その後の調査でもウ肺吸虫
によるヒト症例報告は少なく、Singh らに
よるインド初のヒト症例も、あまり確定的
証拠のないものである(Singh et al., 1982, 
1986)。本申請者らは、最近、インド北東部
の３つの州（アッサム州、アランナッチャ
ル州、メガラヤ州）で、本症流行地を認め、
喀痰虫卵のDNA 分析を行ったところ、ヒロ
クチ肺吸虫P. heterotremus感染によるも
のであることを見出した（Rekha et al., 
2007）。ところが、この侵淫地で採集した
メタセルカリアは、DNA 分析で、すべて、
ウ肺吸虫であった。これらのことから、イ
ンド産のウ肺吸虫はヒト感染性がないもの
と考えられる（本申請者らNarain et al., 
2009）。さらに、スリランカ、タイ、マレ
ーシアなどの東南アジアにおいても、メタ
セルカリアでのウ肺吸虫の存在は確認され
ているにもかかわらず、その肺吸虫症の症
例は、驚くべきことにこれまで全く報告さ
れていない。このことは、南アジアのウ肺
吸虫は、ヒトに罹らず、東アジアのウ肺吸
虫とは、遺伝的に異なることを示している。
これは、“全てのウ肺吸虫はヒトの病原体
である”というこれまでの考えを改め、病
原体の遺伝的背景を詳細に調べることの重
要性を示している。ウ肺吸虫による肺吸虫
症の症例の大部分は、日本、中国、韓国な
どの東アジアに限局されている。ちなみに
本邦においては、毎年50-100 例の症例が報
告されている(Nawa, Intern Med, 39, 353, 
2000)。これまで申請者らは、東アジア、東
南アジア、南アジアの３系統のウ肺吸虫に
ついて、アロザイム(15 遺伝子座)の各座位

における頻度やミトコンドリアDNA（以後
mtDNA）cox1 領域、核リボソームRNA 遺伝
子（以後ｒRNA）ITS2、28S の３領域におけ
るDNA 解析を行なってきた。解析の結果、
それぞれの系統は極めて異なり多様性に富
んでいること、中でもインドやスリランカ
のウ肺吸虫がかなり古い時代に分岐するこ
とが分かった（Iwagami et al., 2008, 
2009；Devi et al., 2012）。これは、ウ肺
吸虫が南アジアの付近で生じ、もともと動
物寄生であったが、アジアにおける分布の
拡大にともない、ヒト感染能を獲得して行
ったことを暗示する。一方、さらにインド
では、申請者らは、ごく最近になって、新
規のウ肺吸虫を発見し、ヒト感染性のある
東アジアのタイプと類似することを見出し
た（Devi et al., 2012）。この発見は、こ
れまで、インドの当地方において、ウ肺吸
虫による肺吸虫症例を見逃してきた可能性
を暗示し、当地方でのヒト肺吸虫症例を始
めから見直す必要性を促すものである。 
 
２．研究の目的 
 まず、研究期間内に、インド北東部の3 つ
の州の肺吸虫症流行地において住民の尿
(一部血液)を用いた疫学調査を行ない、感
染者の特定を行なう。次に感染を疑われた
住民から、虫卵陽性喀痰を採集し、虫卵の
DNA 検査による病原体の種の同定を行なう。
さらに流行地の中間宿主カニを採集し、メ
タセルカリアを単離して、一部は直接DNA 
分析に、一部は成虫を得るため、動物感染
実験に供する。得られた成虫は種の同定の
ための形態並びにDNA 分析に用いる。次に、
本研究で調査する遺伝子は、ｒRNA 遺伝子
の28S とITS2、mtDNA のcox1、さらに新規
に、核遺伝子であるフォスファーゲンキナ
ーゼ（以降PK）遺伝子のイントロン領域を
用いる。 
 スリランカでは、上述したようにウ肺吸
虫症例の報告がないため、住民を対象とし
た疫学調査は行なわず、中間宿主カニを採
集し、感染メタセルカリアを単離して同様
に動物感染実験に供する。得られた成虫は
種の同定のための形態分析並びにDNA 分析
に用いる。本研究で調査する核遺伝子(rRNA 
遺伝子及びPK 遺伝子)およびmtDNA 遺伝子
(cox1)は、インド調査と同様の遺伝子であ
る。なお、東アジア、東南アジアの各地の
DNA は、すでに採集済みである。 
 
 



３．研究の方法 
 インド及びスリランカにおいて肺吸虫症
とその病原体に関するフィールドワークと
ラボワークを以下のように行う。まずイン
ドでは肺吸虫症の侵淫地において住民から
尿、喀痰、血液の採取を行う。感染陽性者
の喀痰より得られた虫卵からDNA を抽出し
塩基配列を決定後、種の鑑別を行う。また
尿と血液についてはELISA 法により本症感
染陽性率を調べる。各流行地の中間宿主カ
ニからメタセルカリアを採取し、動物感染
後、成虫を回収する。得られたメタセルカ
リア及び成虫は、形態観察並びに塩基配列
決定に供する。症例報告のないスリランカ
においては、住民調査は、行なわない。第
二中間宿主カニからメタセルカリアを採取
し実験動物感染後、成虫を回収する。ラボ
ワークはインドと同様に行う。 
 
４．研究成果 
 Paragonimus westermani の PkD1Int3 の
塩基配列を調べた。Pw には、二倍体と三倍
体があり、ヘテロの場合は、クローニング
を行ない、配列を決定した。まず、二倍体
では、中国大陸からは、北東部（２集団）
の Guifanzi から９個体（18 シーケンス）
及び Xigutai から４個体（５シーケンス）、
南部（２集団）の LuiSui から３個体（５シ
ーケンス）及び Minchin から５個体（７シ
ーケンス）、台湾から２集団、８個体（10
シーケンス）、日本から４集団、18 個体（24
シーケンス）、韓国から４個体（７シーケン
ス）、フィリピンから２集団、10 個体（11
シーケンス）、マレーシアから１個体（２シ
ーケンス）、スリランカ３集団、10 個体（10
シーケンス）、インド４個体（５シーケンス）
について、系統樹解析を行なった。その結
果、インド及びスリランカの集団は、比較
的個体変異が低いが、系統的にかなり初期
に分岐した系統であることが分かった。こ
の２つの系統以外をまとめると、大きく２
つのクラスターに分かれ、一方のクラスタ
ーには、マレーシアとフィリピンの集団と
ともに、中国、日本、台湾、が含まれ、も
う１つのクラスターには、中国、日本、台
湾、韓国の集団が含まれた。ミトコンドリ
ア DNA では、スリランカとインドの系統が、
PkD1Int3 同様に Pw 進化の初期に分岐し、
次にマレーシアとフィリピンの系統が分岐
し、決して、中国など東アジアの系統のク
ラスターに含まれない。今回、核 DNA であ
る PkD1Int3 では、上述したようにマレーシ

アとフィリピンの集団が、東アジアの系統
内にクラスターし、これまでの系統樹と異
なる系統樹が得られた。マレーシアとフィ
リピンの集団を除く、２つのクラスターは、
遺伝的にかなり異なっていることも明らか
となった。また、ハプロタイプ（アリル）
の分析を行なったところ、同一のハプロタ
イプが、中国の南部と日本の集団に共存す
ることも明らかとなった。これらのことは、
以下のことを暗示している。Pw の進化の中
で、スリランカとインドの集団が始めに分
岐して独自の進化過程を歩んだ。おそらく、
これらの地域の周辺で、Pw が起源したこと
を示している。次に、マレーシアとフィリ
ピンの系統が分岐し、同様に独自の進化過
程に入って行く。しかし、氷河期には、陸
の沈下と島間の陸橋の形成によって、中間
宿主や終宿主の移動が容易となり、特に終
宿主である肉食哺乳類の移動が可能となっ
た。この宿主の移動により、Pw の系統間の
交流が可能になり、マレーシアとフィリピ
ンの系統が、東アジアの系統と交雑を行な
った結果、核遺伝子がヘテロになったと考
えることができる。一方、三倍体について
は、多くの変異が認められたが、大きく２
つに分かれた。この２つクラスターは、そ
れぞれ数回のイントロン内組換えによって、
生じた変異からなることが分かった。これ
は、極めて異なった２つの系統間の交雑に
よって生じたものと推定される。この２つ
の系統は、上述した二倍体の２つのクラス
ターの塩基配列とほぼ一致し、三倍体の起
源の配列であることが明らかとなった。し
かし、この大きく異なる２つの配列が、い
つ、どこで、生じ、保存されて来たのかは、
いまだ、不明である。 
 第 二 中 間 宿 主 で あ る サ ワ ガ ニ
Geothelphusa dehaaniの集団をミトコンド
リア DNA（cox1、16S）と核 DNA（AkInt）を
用いて分析した。分析した集団は、九州地
方９集団（cox1 計 45 匹、45 シ-ケンス、
AkInt：90 シ-ケンス）、四国地方 12 集団
（cox1 計 60 匹、60 シ-ケンス、AkInt：120
シ-ケンス）、本州５集団（cox1 計 20 匹、
20 シ-ケンス、AkInt：45 シ-ケンス）であ
った。まず cox1 の ML 法による系統樹解析
の結果、四国地方が極めて多型であったこ
と、九州地方には、古い分岐の系統がある
こと、本州には、全体的に多型の小さい集
団が多いことなどが、明らかとなった。
AkInt では、大きく２つの集団に分かれ、
cox1 の配列が大きく異なった個体間の交



雑を示す遺伝子型が数多く見られた。これ
は、一旦隔離され分化した集団が、再び移
動により遭遇し、交雑したものと考えられ
る。以上をまとめると、サワガニは、沖縄
諸島の近郊で起源し、徐徐に日本本土に北
上したものが日本サワガニとなり、台湾に
移行し隔離され、多くの speciation により、
台湾産サワガニに種分化したものと推定さ
れた。そして、これらの集団は、更新世
（Pleistocene）における、氷河期のはじま
りから、幾度となく繰り返されて来た、島
嶼と大陸間の陸橋の消失にともない、集団
個体の離合集散の結果であるものと考えら
れた。 
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