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研究成果の概要（和文）：人において重篤な疾病を引き起こす多包条虫に関して、この寄生虫の

幼虫(12,100 クローン)および成虫(9,500 クローン)の遺伝子(mRNA)を網羅的にコンピューター

解析した。診断・予防・治療などに利用可能と予想された分子(テトラスパニン、糖蛋白なと)

については、実験で調べ、有効であることを確認した。遺伝子の機能解析のために、RNA 干渉

法が様々な生物で利用されているが、我々は条虫の RNA 干渉法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：Echinococcus multilocularis causes a severe disease in humans. 
We produced full-length rich cDNA libraries of larval and adult E. multilocularis. 
About 9,500 clones and 12,100 clones (excluding host DNA) were curried out 5’ one-pass 
sequencing for the adult and the larva, respectively, and in silico analysis of the 
data were curried out. Several candidate molecules were examined in experiments, in 
the consequences, potency of tetraspanins and gycoproteins were suggested. RNA 
inference is a important method for the biological function analysis. We established 
this method in cestode parasite.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)エキノコックス症(多包虫症)は人におい
て致死的な経過をたどる人獣共通感染症で
あり、北半球に広く分布し、大きな脅威とな
っている。長年にわたる北海道内のキツネの
調査から、全道の流行地域の拡大と、キツネ
における感染率の増加（約 40%）が確認され、
今後の患者数の増加と本州への流行地域の

拡大が予想されている。 
(2)国内でも早急な対策が望まれており、駆
虫薬入りベイト散布が試みられているが、よ
り効果的なワクチン開発や診断法の改善が
望まれている。 
(3)最近、欧米において、熱帯熱マラリア原
虫を始めとする寄生原虫のゲノム解読が急
速に進行し、我々は、熱帯熱マラリア原虫、
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ネズミマラリア原虫、トキソプラズマ原虫を
対象に全長 cDNA ライブラリを作成してきた。
これまで、多包条虫については小規模のライ
ブラリは作製されてきたが、今回のような大
規模なライブラリはない。又、GeneBank に登
録されてきたものは少数であった。今後のワ
クチン開発や診断法の改善のためにはさら
なるライブラリ作成と解析が必要とされて
いる。 
 

２．研究の目的 

(1)我々は、多包条虫の幼虫の完全長 cDNA ラ

イブラリーを作成してきたが、より多くの解

析が必要であり、今後のワクチン開発や診断

法の改善のためには成虫の完全長 cDNA ライ

ブラリーを作成が不可欠で、幼虫のデータと

ともに解析することにより、今後有用と思わ

れる遺伝子の解析が､さらには、それら分子

の有用性を実験で検討することが可能とな

る。 

(2)特に、分泌抗原および膜関連分子とその

他の情報からワクチンおよび診断用抗原の

候補を選択し、候補分子の有用性を検討する

ことを目的とした。 

(3)それぞれの分子の機能を解析するために、

条虫における RNA 干渉法を確立する必要があ

る。この RNA 干渉法を確立し、多包虫の増殖・

文化に関連する遺伝子について調べること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)多包虫(幼虫)の cDNA ライブラリについて、

さらに 1万クローンについてワンパスシーク

エンスを行い、前回の結果と併せて in silico

解析した。 

(2) 多包条虫(成虫)の全長 cDNA ライブラリ
の作成し、ワンパスシークエンスを行い、こ

の結果を in silico 解析した。 

(1)および(2)の in silico解析では、相同

性検索だけでなく、Spliced leader、糖蛋

白、分泌/膜結合性、プロテアーゼ、等に

ついても詳細に検討した。 

(3) 多包虫原頭節および胚細胞を用いて、多
数発現見られた Antigen B、増殖に関連する

と考えられる 14-3-3、さらに人の診断用抗原

としてもっとも注目されている AntigenII/3

などの分子について条虫における RNA 干渉法

を確立するために、electroporation 法と

Soaking 法において様々な条件について比較

検討した。又、mRNA および蛋白の発現推移を

追った。 

(4) 寄生虫の体表に存在することが予想さ

れ、かつ住血吸虫でワクチン効果が知られて

いるテトラスパニン類については、その発現

部位とワクチン効果を調べた。ワクチン効果

はマウスに虫卵を経口投与し、その後の肝臓

に定着した寄生虫の数を比較して、判定した。 

(5) 多包虫成虫および幼虫のプロテオーム

解析(2 次元電気泳動)を行い、さらに糖蛋白

についてはカラムで分離し Emgp89 の重要性

と診断用抗原としての有用性を実験感染犬

の血清を用いて感染後経時的に調べた。 

(6) cDNAライブラリに含まれる宿主由来遺伝

子を in silico 解析し、宿主免疫応答を解析

した。 

 

４．研究成果 

 (1)および(2)についてはまとめて記載する。   

 成虫からは 9,500 クローン、幼虫からは

12,500 クローン得られ、両者で約 6,500 遺伝

子が検出された。 

  現在まで、1種とされていたエキノコック

スの Spliced leader が、5種発見され、これ

らは様々な mRNA に含まれていた。 

 様々な主要抗原、熱ショック蛋白(18 種)、

ミトコンドリア large subunit ribosomal RNA 

(16S)、成虫特異的に発現する Solute Carrier 



Family および成虫の様々な不明蛋白など、そ

の他の遺伝子も含めて多包条虫の発育段階に

より顕著な差が有ることが示された。幼虫か

らは主要抗原である AntigenB 類が高頻度に

認められ、AntigenB/3 については 2 種含まれ

ることを発見した。その他の遺伝子も含めて

多包条虫の発育段階により顕著な差が認めら

れた。 

 プロテアーとしては Ag5 precursor like 

Trypsin-like serine protease、serine 

protease、Cathepsin L-like cysteine 

proteinase (EmCLP 1および 2)、Cathepsin A、

Cathepsin B、Cathepsin D-like aspartic 

protease、methionine aminopeptidase、

Membrane-associated metalloproteinase、

Proteasome (様々なサブユニット)、さらに

Serine Protease Inhibitor (serpin)などが

見つけられた。 

 成虫および幼虫に特異的な主要診断用抗原

である糖蛋白(特に TSES33/38 と Em2)にも多

く見られた。 

 

3)条虫の遺伝子(分子)の機能を解析するた

め、RNA 干渉法を確立するための条件設定の

ため、ターゲット分子として幼虫で最も高頻

度に認められた AntigenB/1 に注目し、原頭

節を用いて RNA 干渉を試みた。リアルタイム

RT-PCR により mRNA を測定し、electro- 

poration法とSoaking法について様々な条件

設定を行なった。electroporation だけでも

AntigenB/1 の mRNA は顕著に減少したが、RNA

干渉の効果は確認された。 

 さらに、幼虫の増殖に関連すると考えられ

る 14-3-3 に注目し、RNA 干渉を試みた。リア

ルタイム RT-PCR により mRNA を測定し、

14-3-3 の mRNA は顕著に減少していることを

示し、さらに、抗血清用いてこれらのタンパ

ク量においても減少していることを確認し

た。Antigen II/3 についても同様の結果を得

た。また、これらの分子について多包虫の胚

芽細胞を用いた RNAi も行い、成功した。 

 

4)ワクチン候補として膜関連蛋白を解析し、

特に住血吸虫でワクチン候補として知られて

いる Tetraspanin 類について調べ、ワクチン

候補として Tetraspanin 類(TSP1-12)につい

て解析し、TPS1-7 について幼虫に対するワク



チン効果(マウスへの虫卵感染に対する防御

率)を比較し、TSP1 と 3 に効果が認められた。

TSP5は有鉤嚢虫診断用抗原との相同性から今

後診断用抗原としての有効性が示唆された。 

 

5) 多包条虫幼虫および成虫のプロテオーム

解析を行い、2次元電気泳動では熱ショク蛋

白 20 が免疫学的に主要な抗原であることが

明かとなり、さらに糖蛋白 Emgp89 の診断用

抗原としての有用性を調べた。 

 

6) 幼虫(宿主組織を含む)の cDNA ライブラ

リー中の約 9,870 クローンについてネズミ類

と相同性の高いものが含まれていた。リボソ

ーム蛋白類は 1,160 クローン以上含まれてい

たが、その他、多数認められたクローンとし

ては、免疫グロブリン(軽鎖および重鎖)、オ

ステオポンチン、フェリチン重鎖、リゾチー

ム C、アルブミン、アポリポプロテイン E、

β2 ミクログロブリン、チモシンβ4、トラン

スフェリン、ハプトグロビン、ビメチン、デ

コリンなどであった。 

 免疫関連の cDNA として、CD 抗原では CD63、

CD74，CD147、CD81 および CD14、MHC 関連で

は MHC class I H-2Dr protein、MHC class II 

antigen E-K α、MHC class II antigen RT1 

class II、MHC class II antigen A aαおよ

び Eβ等が多く見られた。 

 

 以上のことはほとんど新知見である。 
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