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研究成果の概要（和文）：単一寄生虫卵からDNAを調整するため、現行のミラシジウム孵化法を改良した。レイ
テ州の集落を対象に、2022年及び2023年に2回の調査を行った。患者及びスイギュウから寄生虫卵を採取し、マ
イクロサテライトマーカーによる多座位の遺伝子型解析を行ったところ、これら集落に分布する寄生虫間での遺
伝子流動が観察され、人獣間での生活環と人や家畜の移動が示唆された。アジア大陸部で流行するメコン住血吸
虫症の調査研究において必要になる血清診断法を検討した。組換体タンパク質（rSmekTPx-1）を抗原とする
ELISAを検証したところ、一部のタイ肝吸虫症患者血清との交差反応を示すも、良好な感度及び特異性が得られ
た。

研究成果の概要（英文）：To prepare DNA from single parasite egg for multi-locus genotyping using 
microsatellite markers (STR/MLG), the current protocol of Miracidium Hatching Test (MHT) was 
modified. Two surveys were conducted in 2022 and 2023 in near the city of Tacloban, Leyte province, 
where the parasite eggs were collected from patients and water buffaloes. STR/MLG with the 
single-egg DNA samples showed gene flow among parasites distributed in these villages, suggesting 
zoonotic lifecycle of the parasite and human and livestock migration in the area. Serodiagnostic 
means needed in surveillance for schistosomiasis mekongi, which is endemic in Mekong Delta (Lao PDR 
and Cambodia), were examined. An ELISA using a recombinant protein (rSmekTPx-1) as antigen was 
validated and showed satisfied sensitivity and specificity, although cross-reactivity with some sera
 of opisthorchiasis patients was observed.

研究分野：寄生虫病学

キーワード： 日本住血吸虫症　顧みられない熱帯病　人獣共通感染症　スイギュウ　マイクロサテライトマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本住血吸虫の集団構造解析に使用する単一寄生虫卵由来のDNAサンプルを調整するため、現行のミラシジウム
孵化法（MTA）に改良を加えたプロトコールを確立した。MHTの改良法を日本住血吸虫症の対策に導入すること
で、流行地での寄生虫の集団構造解析が可能になる。また、メコン住血吸虫症の調査研究において必要になる、
血清診断法（酵素抗体法：ELISA）のプロトコールを検討した。組換体抗原を用いるELISAは、抗原の大量供給と
品質管理が容易なことから、大規模調査への応用が期待できる。これらの手法の導入により、アジア型住血吸虫
症の監視と排除に向けた寄生虫病対策の更なる進展が期待できる。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
 
１．研究開始当初の背景 
【学術的背景】フィリピンでは国内 28 州に日本住血吸虫症の流行地があり 500 万人が感染の危
険に曝されている。日本住血吸虫症の制圧・排除には、寄生虫のライフサイクルを俯瞰的かつ正
確に把握する必要がある。人獣共通寄生虫病において寄生虫のライフサイクルを推定する手法
としては、糞便検査法による虫卵の検出と形態的観察による同定、血清診断法による寄生虫特異
抗体の検出、寄生虫感染動物の病理解剖による寄生虫体の検出と同定、などがこれまでに用いら
れてきた。一方、複数の動物（保虫宿主）がヒトへの寄生虫病の伝播に関与することが知られ、
また寄生虫病の流行地毎で寄生虫のライフサイクルが異なる日本住血吸虫症では、これら古典
的な手法のみでは、患者と保虫宿主動物さらには中間宿主となる淡水産巻貝に感染する寄生虫
の関係を正確に関連付けることが難しい。特に、気象や疫学的背景の異なる様々な島嶼において
この寄生虫病が流行するフィリピンでは、島嶼毎に異なる多様な寄生虫ライフサイクルが存在
すると考えられる。また、流行地毎に患者の症状に特徴が観察されることも、フィリピンのよう
な島嶼国において日本住血吸虫症の対策を行う上での、難しさの一つになっている。 
 
２．研究の目的 
【学術的「問い」】そこで本研究では、日本住血吸虫の多様なライフサイクルを俯瞰的かつ正確
に把握する手法として、それぞれの宿主に感染する寄生虫の遺伝的背景についてより詳細な情
報を入手することができる、マイクロサテライト（STR）マーカーによる多座位の遺伝子型
（multi-locus genotype: MLG）解析を応用する。MLG 解析から得られた STR マーカーの型別
情報を寄生虫ライフサイクルあるいは患者の症状と関連付けて解釈する手法が確立できれば、
島嶼国での寄生虫病の多様性に即した対策の立案と施行に大いに役立つツールになる。即ち、近
年その感染症疫学研究での有用性が認識され始めた集団遺伝学の解析手法を、寄生虫病の対策
の現場に導入するための技術開発が、この国際共同研究の核心をなす【学術的「問い」】になる。 
【本研究の目的】私達は、フィリピンの日本住血吸虫症流行地において、患者、保虫宿主及び中
間宿主貝に感染する寄生虫を対象として、STR マーカーの MLG 解析を進めてきた。これまで
の研究から、フィリピンにおいては、(1)スイギュウおよびイヌが保虫宿主として重要であるこ
と、(2)ヒトを含む各哺乳類宿主に感染する寄生虫集団には、ヒトと動物の間を行き来する集団
と患者あるいは各哺乳類宿主内で維持されている集団が存在すること、(3)このような寄生虫の
宿主嗜好性は流行地の島嶼毎に異なり、それぞれで、異なる寄生虫ライフサイクルが推測できる
こと、(4)患者が数年間確認されていない ”低度-近排除レベル”流行地においても保虫宿主内では
寄生虫の感染が維持されていること、及び、(5) ”高度” 流行地において”脳住血吸虫症”（虫卵が
脳に栓塞することで「てんかん」様の神経症状を示す日本住血吸虫症）の有病率が高いこと、を
示唆する成績が得られている。そこで本研究では、寄生虫のライフサイクル全体を対象とした
STR/MGL 解析から、各宿主に適応した寄生虫集団の遺伝的特性（マーカー型別）を類型して、
島嶼毎に異なる寄生虫ライフサイクルを把握する手法を開発することを第一の目的とする。同
時に、寄生虫症の患者での病態に関係した寄生虫 STR マーカー型別を同定して新興流行地での
患者の診断や治療などの寄生虫病対策に利用することを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
平成 31（2019）年度に採択された本国際共同研究は、2020 年の初頭から顕在化した新型コロナ
ウイルス感染症（COVID-19）の世界的流行の影響を、研究開始の当初から受けることになった。
その結果、同年 3月に予定していた現地での合同予備調査が中止になり、その後も、日本側チー
ムの渡航はもとより、フィリピン側チームの国内移動も大きく制限されることになった。研究期
間を当初の予定から 1 年間延長して令和 5（2023）年度までとしたが、この間に実施できた現地
調査は、令和 4（2022）年 6月と令和 5（2023）年 6月の 2回に留まった。結果として、本国際
共同研究では、その核心をなす【学術的「問い」】である「集団遺伝学の解析手法をアジア型住
血吸虫症の対策の現場に導入するための技術開発」への取り組みとして、以下の課題を実施した。 
（１） 寄生虫の集団構造解析に使用する単一虫卵由来のシングルゲノム DNA の調整を目的
としたミラシジウムふ化法（MHT）の改良 
（２） レイテ州タクロバン市近郊の集落に分布する日本住血吸虫の集団構造解析（予備調査） 
（３） アジア大陸部のメコンデルタ地域（ラオスおよびカンボジアのメコン川流域に位置す
る一部地域）で流行するメコン住血吸虫症の調査研究において必要になる血清診断法の開発 
 
４．研究成果 
（１）シングルゲノム DNAの調整を目的とした MHTの改良：寄生虫の遺伝団的多様性に関する情
報は、住血吸虫症の疫学及び保虫宿主嗜好性など寄生虫のライフサイクルを理解するのに不可
欠な情報になる。寄生虫の遺伝的多様性を正確に調べるには単一のゲノムから調整した DNA（シ
ングルゲノム DNA）を準備する必要があり、虫卵内に形成される幼虫ミラシジウムが有用な材
料になる。そこで、シングルゲノム DNA調製用のミラシジウムを効率的に収集するため、大型
の専用フラスコを用いる既存のミラシジウムふ化法を 96 穴プラスチック ELISA プレートでの
簡易法に改良した。更に、ミラシジウムのふ化率に与える光照射の影響についても検討を加えた
[1]。その結果，日光（太陽光）下でミラシジウムのふ化を誘導した時に最も高い孵化率（92.4%）



が、蛍光灯下で誘導した時に次に高いふ化率（88.0%）が、また、虫卵を暗所に置いた時に最も
低いふ化率（4.7%）が得られた（図１）。これらのことから、通常は蛍光灯下で行う MHT を日
光下で行っても効率的にミラシジウムのふ化が誘導できることが初めて明らかになった。また、
虫卵を 0.85% NaCl溶液中で暗所に置くとミラシジウムのふ化が抑えられることも確認され、こ
の条件が虫卵の保存に有用なことも分かった（図１）。この手法で調整したシングルゲノム DNA
を鋳型にした PCR では、18S rRNA 遺伝子及びマイクロサテライトメーカー遺伝子が増幅され、
MHTの改良法が寄生虫の集団構造解析の研究にも十分応用可能であることが確認できた（図2）。 
（２）レイテ州タクロバン市近郊の集落に分布する日本住血吸虫の集団構造解析（予備調査）：
調査地をタクロバン市近郊の 10 行政区（Municipality）に設定して、各行政区に位置する集落の
住民及びスイギュウからの糞便の採取を行った。住民（合計 101名）からの採材は地域保健所の
協力を得て行った。また、スイギュウ（合計 55頭）からの採材は農業省の地域事務所の協力を
得て行った。Kato-Katz 法での虫卵検査の結果、9 カ所の行政区の住民、それぞれ、1-5名（合計
32名）が日本住血吸虫症陽性と診断された。また、Formalin Ether Concentration Technique（FECT
法）での虫卵検査の結果、3 カ所の行政区で飼育されていたスイギュウ、それぞれ、1-2 頭（合
計 4 頭）が日本住血吸虫症陽性と診断された。患者あたり 1-94 個及び患畜あたり 1-6 個の虫卵
を 70%エタノールあるいは核酸保存試薬（DNA Shield）に保存して日本に持ち帰り、単一寄生虫
卵からシングルゲノム DNA を調整した。これまでに 4 行政区の患者及び 1 行政区のスイギュウ
を対象に行った STR/MLG 解析では、これら行政区に分布する寄生虫間での gene flow（遺伝子
流動）が観察され、この地域での人や家畜の移動を示唆する結果が得られている（図 4及び 5）。 
（３）メコン住血吸虫症の調査研究において必要になる血清診断法の開発：数十年に及ぶ抗寄生
虫病薬（プラジカンテル）を用いた地域住民への集団投薬（MDA）により、メコン住血吸虫症
流行地では、有病率が減少すると同時に感染の強度も低下し、Kato-Katz 法の感度が低下してい
る。一方、メコン住血吸虫症では、未だ組換体抗原を応用した ELISA が開発出来ていない[2]。
そこで，Kato-Katz 法に替わる高感度及び高特異性の血清診断法を開発する目的で、これまでに
開発された日本住血吸虫由来の組換体抗原及び虫卵由来の可溶性粗抗原（SEA）の ELISA にお
ける有用性を評価した[3]。カンボジア人患者から採取した血清（28 検体）及び Kato-Katz 法で陰
性のカンボジア人から採取した血清（31 検体）のパネルを用いて検討した結果、低濃度 SEA を
抗原とする ELISA に組換体抗原を用いる ELISA を上回る優れた診断性能が認められた（表 1）。
一方、組換体抗原を用いる ELISA は、抗原の大量供給と品質管理が容易で大規模調査への応用
が可能になる。そこで、メコン住血吸虫（Schistosoma mekongi）のドラフトゲノムを取得して、
この寄生虫種のチオレドキシンペルオキシダーゼ-1 組換体タンパク質（rSmekTPx-1）を抗原と
して応用する ELISA の有用性を検証した[4]。カンボジア人患者から採取した血清（28 検体）及
び Kato-Katz 法で陰性のカンボジア人から採取した血清（30 検体）のパネルを用いて検討したと
ころ、感度 89.3%及び特異性 93.3%の好成績が得られた（表 2）。一方、rSmekTPx-1 を抗原とし
て用いる ELISA では、タイ肝吸虫症の患者血清とも交差反応を示すことも指摘され、組換体抗
原を改良して対応する必要性も示唆された。組換体抗原を用いる ELISA は、寄生虫病の排除達
成時ならびにその後も継続して実施することが必要になる、大規模調査への応用が期待できる。 
 
５．結論 
本研究の目的である「集団遺伝学の解析手法をアジア型住血吸虫症の対策の現場に導入するた
めの技術開発」に関して、改良型 MHT をシングルゲノム DNA の調整に応用することで、寄生
虫のライフサイクル解明に有用な遺伝団的多様性の情報を、野外材料からも入手可能になった。
一方、本国際共同研究の広義の目的となる「アジア型住血吸虫症の排除に向けた疾病流行状況の
監視と MDA効率的な運用に有用な手法の開発」に関しても、メコン住血吸虫症の診断法として、
rSmekTPx-1 抗原を用いた ELISA を提案することが出来た。これらの手法の導入によって、アジ
ア型住血吸虫症の監視と排除に向けた寄生虫病対策が更に進展することが予想される。 
 

６. 図 表： 

図１：異なる照明条件下における日本住血吸虫ミラシ

ジウムの 24時間ふ化率の比較 
ふ化は平均値±標準偏差（SD）で示した。データセット

の解析には One-way ANOVA を用いた。条件間の平均

値の post-hoc比較は Dunnett’s test を用いて行い、P値
<0.05 を統計的に有意と見做した。*P<0.05、**P<0.01、
***P<0.001 を示す。A は室内光条件（既存のミラシジ

ウムふ化法での条件）、B はハロゲン光条件、C は太陽

光条件、D は蛍光灯条件、E は暗黒条件、F は太陽光に

曝露する前に 5 日間 0.85% NaCl溶液（生理食塩水）中

で暗黒条件下に保存した虫卵のふ化率を示す。 
 
 



図２：MHT改良法で調整したシングルゲノ

ム DNA を鋳型にした PCR の成績 
1-4 はシングルゲノム DNA（n = 4）を鋳型

にして各プライマー[5]で増幅した PCR 産

物のアガロースゲル電気泳動像を示す。M
は 100 bp マーカーの電気泳動像を示す。A
はプライマー2AAA で増幅した STR（449-
456 bp）、B はプライマーM5A で増幅した

STR（312-344 bp）、C はプライマーSjP1 で

増幅した STR（233-284 bp）、D はプライマ

ーMPA で増幅した STR（524-548 bp）、E は

プライマーSjP9 で増幅した STR（258-327 
bp）、F はプライマーSjP5 で増幅した STR

（224-272 bp）、G はプライマーJ5 で増幅した STR（501-517 bp）及び、I はプライマーTS2 で増

幅した STR（360-385 bp）の電気泳動像を示す。各 PCR 産物の塩基配列は DNAシーケンシング

で確認した。 
 

図３：予備的な STR/MLG 解析の対象とした５行政区の

位置関係 
①、②、③、④及び⑤は、それぞれ、行政区１（TabonTabon）、
行政区２（Palo）、行政区３（Dulag）、行政区４（Dagami）
及び行政区５（Carigara）のレイテ州における位置を示す。 
 
図４：５行政区で得られた虫卵（寄生虫）の各クラスタ

ーへの帰属確率 

各行政区に在籍する日本住血吸虫

症の患者（P）及びスイギュウ（WB）
から得られた虫卵に由来するシン

グルゲノム DNA（患者・患畜に寄生

する寄生虫個体の情報を代表する）

について STR/MLG 解析を行った。STRUCUTRE 解析において、ΔK 値が K=4 で最大値を示し

たことから、これら 5 つの行政区に分布する日本住血吸虫には、青色、緑色、黄色及び赤色で示

す 4 つの遺伝的グループ（クラスター）の存在が推定された。各棒グラフは、各寄生虫個体が帰

属するクラスターについて、それぞれに割り当てられる確率を積み重ねて表している。例えば、

患者 1（P1）に寄生する虫体は青色のクラスターに帰属する確率が高く、また、患者 3（P3）に

寄生する虫体は緑色もしくは赤色のクラスターに帰属すると推定できる。患者（P2、P3、P6、P9
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図５：主座標分析（PCoA）の個体配置図 
PCoA では、二次元空間上に各寄生虫個体

を配置してある。この解析では、遺伝的距
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寄生虫間での遺伝子流動が示唆され、ヒトとスイギュウ間での寄生虫のライフサイクルや、この

地域での人や家畜の移動を推測できることになる。（第一軸の寄与率 11.0%、第二軸の寄与率 7.4%） 
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表１：日本住血吸虫抗原（Sj）のメコン住血吸虫症患者検出における感度（sensitivity）と特異性
(specificity) 

 
* NPV は陰性的中率、PPV は陽性的中率 
 
表２：rSmekTPx-1ELISA と rSjTPx-1ELISA における感度（sensitivity）と特異性(specificity)の比較 

 
*: Kappa値（K）は Kato-Katz に対して推定した 
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