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研究成果の概要（和文）：　多包虫症は、多包条虫の幼虫（包虫）が中間宿主の肝臓や肺およびその他の臓器で
増殖することにより引き起こされる感染症である。包虫は中間宿主の補体系による細胞傷害を回避しながら増殖
すると言われている。そのメカニズムを明らかにするため、補体経路の阻害に関与すると考えられるセリンプロ
テアーゼインヒビターを3つ同定し、その機能を解析した。その結果、これらは補体阻害能を示さなかったが、
多包虫の分裂が活発な胚細胞ならびに条虫において特有に見られる石灰小体に局在していることが明らかとな
り、幼虫の発育においてセリンプロテアーゼインヒビターとしての機能、あるいはそれ以外の機能を担っている
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Alveolar echinococcosis (AE) is a zoonotic infectious disease caused by the 
larval stage of the cestode Echinococcus multilocularis. In humans, metacestodes develop asexually 
like a tumor, mainly in the liver. I  identified new genes of the serpin family (serpin) in E. 
multilocularis using genome and gene data sets, and attempted to determine their functions as 
inhibitor of complement cascade. As a result, all of three serpins did not show the 
complement-inhibitory activity. However, I demonstrated the secretion of these gene products from 
larval stage of E. multilocularis and  protein expression in the germinal layer the parasite.

研究分野：寄生虫学
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１．研究開始当初の背景	
	 多包虫症はイヌ科動物を終宿主とする多包
条虫（Echinococcus multilocularis）の幼虫
（多包虫）がヒト肝臓に寄生することによっ
て引き起こされる感染症であり、現在も北海
道において発生が見られる。ヒト肝臓におい
ては多包虫の胚細胞が無限に増殖して多数の
小胞を形成する。感染後、成人では約10 年、
小児では進行が早く数年で悪性腫瘍様の病像
を呈する。外科手術以外の有効な治療法が無
く、新たな治療法の開発が求められているが、
宿主体内における寄生虫の動態とこれに対す
る宿主の免疫応答について情報が少なく困難
な状況にある。肝臓で浸潤増殖する多包虫は
宿主の免疫応答に絶えずさらされており、虫
体は抗体および補体活性化の最終産物である
膜侵襲複合体により傷害されるはずである。
しかしながら、多包虫は傷害を受けることな
く増殖可能である。このことから、多包虫は
補体による傷害から逃避するしくみを持つと
考えられるが、その機序については不明であ
る。 
	 補体活性化経路において、セリンプロテア
ーゼ活性を持つ分子が重要な働きを担うこと
が知られている。古典経路はC1r とC1s の活
性化により開始するが、これらはセリンプロ
テアーゼであり、C2 およびC4 を分解する。
代替経路ではセリンプロテアーゼであるD 
因子がC3b に結合したB 因子を切断し、B 
因子もまたセリンプロテアーゼとして活性化
する。レクチン経路ではマンノース結合レク
チンが病原体に結合するとマンノース関連セ
リンプロテアーゼ（MASP）1 および2 が活
性化し、古典経路と同様にC2 およびC4 を分
解する。全ての経路において、セリンプロテ
アーゼとしての機能を持つ分子がカスケード
の進行に重要な役割を果たし、最終産物であ
る膜侵襲複合体が形成される。 
	 補体による応答のバランスをとるため、宿
主にはC1 インヒビター（C1INH）による古
典経路の調節機構が存在している。C1INH 
はセリンプロテアーゼインヒビター（serpin）
ファミリーの一員であり、C1r およびC1s の
抑制因子として機能する。serpin ファミリー
遺伝子は脊椎動物以外の動物においても広く
保存されており、多包虫がこの機構を利用し
て宿主の補体活性を抑制している可能性があ
る。多包条虫のserpin ファミリー分子として
serpinEmu（Merckelbach and Ruppel 2007）
が知られているが、この分子の補体阻害活性
については明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
多包条虫の幼虫（多包虫）は中間宿主の肝臓
に寄生している間、抗体補体複合体による免
疫応答に常時さらされているにもかかわらず、
浸潤・増殖が可能である。しかしながら、多
包虫がどのような機構で補体による傷害から
逃避しているのかは不明である。脊椎動物の

セリンプロテアーゼインヒビター（serpin）
は補体活性化経路の調整に重要な役割を果た
している。本研究では、多包条虫がもつserpin 
ファミリー分子を探索し、その機能を解析す
ることで、宿主の免疫応答に対する逃避機構
のしくみの一端を解明する。これにより、未
だ治療法のない多包虫症対策につなげるとと
もに、serpin ファミリー分子の機能の変化と
多包虫の寄生への適応進化の関係を探る。	  
	 Echinococcus は他の条虫と異なり幼虫が
中間宿主の体内で無数の原頭節を形成するが、
宿主への適応機構や増殖能の詳細については
不明な点が多い。本研究により、多包条虫と
いう特殊な生態を持つ条虫が進化の過程で手
に入れた宿主への適応機構が明らかになる。
脊椎動物において過剰な免疫応答を抑制する
分子と起源を同じくする分子が、条虫では宿
主における増殖に有利に働いているとすれば、
『寄生に適応するための進化』という寄生虫
学における最大のテーマの解明に貢献するこ
とは間違いない。未だ有効な治療法がない本
感染症に対する新たな対策にもつながる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 多包虫セリンプロテアーゼインヒビター
ファミリー分子の同定 
	 多包条虫のゲノム解読が行われ、情報が公
開されている（Tsai et al. 2013）。 
多包条虫ゲノムならびにトランスクリプト
ームデータから、tBLASTn を用いて C1INH 
と相同な配列を検索した。 
 
(2) 組み換えタンパク質の発現と試験管内に
おける補体活性阻害能評価 
多包条虫 serpin ファミリー分子の組み換え
タンパク質を作成し、試験管内における各種
セリンプロテアーゼ活性阻害能ならびに補
体活性阻害能を評価した。 
 
(3) 虫体における発現の確認とターゲット分
子の探索 
それぞれの分子に対する抗血清を作成し、多
包虫における発現ならびに局在を観察した。
また、虫体において serpin ファミリー分子
が実際にターゲットとしている分子を探索
した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 多包虫セリンプロテアーゼインヒビター
ファミリー分子の同定	 	  
	 多包条虫ゲノムならびにトランスクリプ
トームデータから、 tBLASTn を用いて
C1INH と相同な配列を検索した。その結果、
既知の serpinEmu（EmuJ-1193100）を含む
3 つの配列を見出した（ SerpimEmu、
Serpin2Emu、ならびに Serpin3Emu）。こ
れらの配列について、多包虫 cDNA から
RACE 法を用いてコード領域の塩基配列完



全長を明らかにした。いずれの分子も serpin 
スーパーファミリーに共通する配列を有し
ていた（Pfam ID: PF00079）。なお、同様
にして種々の動物の serpin ファミリー分子
と相同な配列を検索したところ、上記 3 つの
配列以外は検出できなかったことから、多包
条虫が持つ serpin ファミリー分子はこれら
3 つのみと考えられた。 
	
(2) 組み換えタンパク質の発現 
	 同定した 3つの多包条虫セリンプロテアー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 分 子 （ SerpimEmu, 
Serpin2Emu, Serpin3Emu）について、大腸
菌発現系を用いて組換えタンパク質を作成
した。 このうち組み換え SerpinEmuのみが
可溶性となり、他の 2 つは不溶性となった。
しかしながら、コムギ胚を用いた無細胞系で
の発現により可溶性のタンパク質が得られ
た。大腸菌を用いて作成した組み換えタンパ
ク質をポリクローナル抗体作成に、コムギ胚
を用いて作成した組み換えタンパク質を補
体活性阻害試験に用いることとした。 
 
(3) 虫体における発現の確認とターゲット分
子の探索 
	 多包虫セリンプロテアーゼインヒビター
ファミリー分子に宿主補体活性阻害能は認
められなかったが、他の機能を持つ可能性が
考えられた。大腸菌発現系を用いて作成した
組換えタンパク質をもとに 3 つの Serpin 分
子に対するポリクローナル抗体を作成し、こ
れを用いたウエスタンブロットにより多包
虫虫体抗原ならび Excretory-secretory（ES）
タンパク質における局在を調べた。その結果、
全ての Serpin 分子が虫体内のみならず ES
タンパク質中に含まれ、虫体外に分泌されて
いることがわかった（図）。 

 
さらに、免疫染色により幼虫ステージでの局
在を観察した。その結果、SerpinEmu およ
び Serpin3Emu は胚細胞層および原頭節に
発現が見られたが、Serpin2Emuについては
石灰小体に強く発現していた（図）。石灰小
体は補体活性抑制作用を示すことが知られ
ている（Kassis and Tanner 1976）。3種類

のポリクローナル抗体を用いた免疫沈降法
により、虫体あるいは宿主タンパク質から
Serpin のターゲットとなる分子の同定を試
みたが、目的のタンパク質は得られなかった
ため、さらなる条件検討が必要である。 

	  
(4)試験管内における補体活性阻害能評価 
	 補体活性測定キットを用いて可溶性の組
換えタンパク質の補体活性阻害能を調べた。
しかしながら、いずれのタンパク質において
も宿主補体活性の阻害効果は認められなか
った。これらは宿主の補体経路を阻害しない
ことが分かった。一方で、多包虫 ES タンパ
ク質（分泌抗原）は代替経路とレクチン経路、
細胞内可溶性タンパク質は古典経路とレク
チン経路を阻害することを見出した。今後は、
とくに虫体外に分泌される ES タンパク質中
の補体活性阻害分子の同定を目標にする。 
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3 つの Serpin 分子の局在を示す免疫染色像。
A. ネガティブコントロール、B. SerpinEmu、
C. Serpin2Emu、D. Serpin3Emu 
 

 
ES タンパク質（左）および虫体内可溶性タン
パク質中に見られる SerpinEmu（レーン 2）、
Serpin2Emu（レーン４）、Serpin3Emu（レー
ン 6） 
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