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研究成果の概要（和文）：住血吸虫は生活史に中間宿主を要求するため、一般的な遺伝子改変個体作製技術を応用する
ことが困難である。その解決のために住血吸虫に感染するレンチウイルスを用いてゲノムに遺伝子を導入する方法を検
討した。その結果、GFP遺伝子はゲノムに導入されたことは確認できたが、mRNAからタンパク質の発現において阻害が
かかる可能性が考えられた。しかし、mRNAへの転写は起こっているので、遺伝子導入効果よりも転写阻害を起こして遺
伝子ノックダウンの方法としての応用性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Since schistosome parasites use intermediate snail hosts for their life cycle, 
gene manipulation techniques is not easy to use for schistosome parasites. To overcome the difficulty, an 
approach using Letivirus was considered. In our trial, it was tested to insert GFP gene into the parasite 
genome together with Lentivirus. After then, it was possible to detect mRNA of GFP gene, and it was also 
confirmed that GFP gene was inserted into schistosome genome. There was no flame-shift of the inserted 
gene. However, we could not detect expression of GFP in the parasite, suggesting the presence of 
inhibition mechanism for protein expression from mRNA. ALthough protein expression was not available in 
our new system, it might have been possible to construct gene-knockdown system by inducing mRNA with 
inhibitory functions.

研究分野：寄生虫学、熱帯医学

キーワード： 日本住血吸虫　遺伝子改変　レンチウイルス　GFPタンパク質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 住血吸虫は生活史に中間宿主貝を要求し、
その中間宿主貝の中で幼性生殖を行って個
体数を増やすため、通常行われるような受精
卵に遺伝子を導入して遺伝子導入個体を選
別することによる遺伝子改変個体をその発
生段階から選別する方法をとることが殆ど
不可能である。住血吸虫の寄生適応メカニズ
ムの解析には遺伝子改変住血吸虫を用いて
研究することが重要であるが、技術的な困難
が大きな障害であった。遺伝子改変住血吸虫
を製作することはインパクトが大きいこと
であり、住血吸虫研究の今後のためにも高い
応用性が期待される。その結果として、住血
吸虫症のワクチン開発や新規薬剤開発など
に関するブレイクスルーが期待されると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
 住血吸虫ゲノムに外来遺伝子を導入して
発現させる系として、レンチウイルスを用い
た方法の開発を目指した。当面の目的は住血
吸虫ゲノムに何らかのマーカー遺伝子を導
入して発現させる方法を確立して、新しい遺
伝子改変住血吸虫作製方法の標準化を目指
した。 
 これまでマンソン住血吸虫において、応用
可能な遺伝子導入ウイルスベクターとして
は、レトロウイルスベクターシステムとして
Pseudotyped murine leukemia virusを利用
する方法が検討されていた。しかし、レトロ
ウイルスベクターでは、非分裂細胞での発現
が見られない問題があることから、安定した
発現系を目指す上でレンチウイルスベクタ
ーによる遺伝子導入についての検討を行う
こととした。今回、日本住血吸虫にて、レン
チウイルスベクターによる遺伝子導入とい
う初めての試みを行ない、安定的な発現株作
製を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 日本住血吸虫特異的プロモーターの検
討 
日本住血吸虫ゲノムでの安定した発現を可
能にするために、日本住血吸虫特異的なプロ
モーター配列の検討を行った。すべての発育
ステージで発現されて、かつ発現量が高いこ
とを選択の条件とした。これまでの報告によ
り、発現ステージによらず安定した遺伝子発
現の見られる２つの遺伝子をピックアップ
した。今回の研究では Actin-2と EF-1αにつ
いての検討を行った。 
（2）レンチウイルスベクター作製 
レンチウイルスベクターとして Clontec社の
pLVSIN ベクターに蛍光タンパク質遺伝子
gfp が組み込んであるものを採用した。この
GFP遺伝子の上流に、それぞれの選択した遺
伝子の上流 1500bpの領域を組換えにより挿
入し、大腸菌にてクローニングを行った。 
(3)日本住血吸虫プロモーター領域を含んだ

レンチウイルスの作製 
作製したベクターは、パッケージング細胞で
ある 293T細胞にトランスフェクションし、
目的とするレンチウイルスを作製した。ウイ
ルス力価はリアルタイムPCRにて測定を行な
った。 
(4) レンチウイルスベクターによる遺伝子
導入 
研究室で維持している日本住血吸虫山梨株
を用いた。発育ステージとしてシストソミュ
ーラ期を選択することにして、感染ミヤイリ
ガイから遊出するセルカリアを集めて、その
尾部を人工的に離断した”mechanical 
schistosomula”を作製した。 
 ウイルスベクター内のプロモーターが機
能しているかを確認するために、ベクター単
独での発現チェックを行った。導入にはエレ
クトロポレーションを用いて、幼虫への遺伝
子導入を行った。次に、作製したレンチウイ
ルスを培養上澄に添加することで、幼虫への
ウイルス感染を行った。感染には 1.0 x 108 
copy/ml の条件下で行った。感染させた幼虫
は培養下で１週間後に RNAと DNA を抽出した。
同時に共焦点レーザー顕微鏡で発光を観察
した。さらに、感染させた幼虫をマウス体内
に移入することで、住血吸虫の感染を行った。
感染後、７週後に成虫と虫卵の回収を行ない、
同様の解析を行った。 
 また、虫卵への遺伝子導入を確認するため
に、同様の操作を虫卵にて行った。具体的に
は、レンチウイルスを虫卵の培養液に添加し、
４日後に回収した。虫卵から中の幼虫を孵化
させて、培養液中でスポロシストへと転換し
た。９日後に RNA を回収して gfp遺伝子の発
現解析を行った。 
(5) アンカーPCR によるゲノムへの遺伝子
導入確認 
遺伝子導入がゲノム中に行われているかの
確認法としてアンカーPCR法を採用した。こ
の方法は、導入された遺伝子内に１つのプラ
イマーを作製し、もう一つのプライマーを住
血吸虫特異的なレトロトランスポゾンの配
列内にプライマーを作製するものであり、そ
の二つのプライマーで PCR が起こるかを確
認する方法である。用いたレトロトランスポ
ゾン配列は SjR２でありゲノム中に最も多く
存在する配列の一つである。この PCR を２
段階 PCR で行うことで、遺伝子導入のチェ
ックを行う。 
(6)gfp遺伝子の発現確認 
導入されたgfp遺伝子の発現解析はリアルタ
イム PCR法にて行った。また、GFPタンパ
ク質の発現は共焦点レーザー顕微鏡にて行
った。 
 
４．研究成果 
(1) GFP 発現レンチウイルスベクターの構
築と導入 
GFP タンパク質を発現することを目指した
レンチウイルスベクターを作製し、クローニ
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を確認したことから、gfp 遺伝子はゲノムに
挿入され、転写されていると考えられた。従
って、翻訳の段階での阻害が起こっているこ
とが考えられたが、その詳細については不明
のままである。 
 今回の方法ではタンパク質への翻訳阻害
が克服できない可能性も考えられるが、
mRNA への転写は起きていることから、
RNA 干渉による遺伝子ノックダウンへの応
用は可能であると考えられる。特に、ベクタ
ー誘導型のRNAiをコンデンショナルにおこ
うことの可能性を示唆するデータであり、解
決すべき課題は残ったが、今後の応用性につ
いては十分な期待が出来る成果を挙げるこ
とが出来た。また、ウイルス感染させた幼虫
をマウスに感染させた場合、遺伝子導入を受
けなかった成虫だけが回収された。このこと
から、住血吸虫への遺伝子導入は寄生現象を
阻害する要因がふくまれていると考えられ
た。これらの原因を追求することで、ウイル
ス感染が関与する寄生現象への影響につい
て新知見が得られる可能性もあり、今後の研
究の方向性を示していると考えられた。 
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