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研究成果の概要（和文）：日本住血吸虫は、血管内にて終生寄生生活を行える寄生蠕虫である。

その過程で、宿主からの免疫等を巧みに回避することができ、ワクチン開発の妨げとなってい

る。そこで、感染後に誘導される遺伝子を用いて RNAiスクリーニングを行い、免疫回避に関
係する遺伝子を検索した。1次スクリーニングにおいて、免疫回避としての指標である NOへ
の耐性に関係する機能未知を含む３つの遺伝子が見つかった。また、生存に関わる遺伝子とし

て、機能未知を含む８つの遺伝子が見つかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Schistosoma	
 japonicum	
 is	
 the	
 parasitic	
 platehelminth	
 living	
 in	
 
the	
 bloodstreem	
 of	
 host.	
 As	
 this	
 worm	
 have	
 the	
 evasion	
 systems	
 from	
 the	
 host	
 immune	
 systems,	
 
vaccine	
 development	
 is	
 not	
 achieved	
 in	
 this	
 field.	
 In	
 the	
 present	
 study,	
 we	
 screened	
 the	
 
genes	
 related	
 to	
 these	
 immune	
 evasions	
 using	
 RNAi	
 screening	
 method	
 targeting	
 the	
 specific	
 
genes	
 in	
 early	
 infectious	
 stage.	
 As	
 the	
 result	
 of	
 1st	
 screening,	
 we	
 found	
 3	
 genes	
 related	
 
to	
 the	
 resistance	
 against	
 nitric	
 oxide,	
 and	
 8	
 essential	
 genes	
 for	
 survive.	
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１．研究開始当初の背景 
(1).	
 日本住血吸虫は中国・フィリピンを含
むアジア地域の一部で流行する寄生蠕虫症
である。効果的な治療薬は存在するものの、
ワクチン等は存在しない。特に薬剤について
は、開発途中の薬剤は多数存在するものの、

今もなおプラジカンテル一つに頼っている
状態である。また、ワクチン候補分子につい
ての研究も行われているが、虫体が感染する
ことで獲得する免疫回避機構により、その効
果は低く、開発の成功に至っていない。特に、
宿主に感染したシストソミュラ幼虫は、細胞
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性免疫による、活性酸素種や、活性窒素種に
対し抵抗性を持つことが知られており、その
免疫効果を低下させていると考えられる。 
 
(2). 住血吸虫はその生活史の複雑さから、遺
伝子ノックダウン動物の作成は困難であり、
特定の遺伝子の解析をする手段が乏しかっ
た。しかし、最近のRNAi技術の発展により、
住血吸虫でも遺伝子発現を一過性に抑制す
ることが可能となり、遺伝子の機能解析に関
する報告が増加した。特に、dsRNA を虫体
の培養液に添加するだけでRNAiの効果のあ
る soaking法が有効であり、非常に容易に遺
伝子のノックダウンが可能である。我々も、
すでに抗酸化タンパク質の一つであるペル
オキシレドキシンを標的に RNAiを行い、特
異的な遺伝子ノックダウンと過酸化水素耐
性機構について研究を行った。 
 
２．研究の目的 
(1). 住血吸虫の新規薬剤開発、および、ワク
チン候補分子検索のために、シストソミュラ
期に特異的に発現上昇する遺伝子をサブト
ラクション法により検索する。 
 
(2). サブトラクション法により得られた遺
伝子から dsRNA を作成し、住血吸虫虫体に
対して RNAiスクリーニングを行い、生存に
必要な遺伝子、及び、免疫回避に必要な遺伝
子を網羅的に検索する。 
 
(3). 従来の in vitro RNAiだけでは、宿主寄
生環境内での住血吸虫遺伝子の機能はわか
らないの。スクリーニングで見つかってきた
遺伝子の機能を調べる時にその効果につい
ても検証の必要がある。そこで、in vivo RNAi
を用いた新たな方法を検証することも同時
に試みた。 
 
３．研究の方法 
(1).	
 研究に用いた材料として、日本住血吸
虫（山梨株）を用い、実験室内での維持を確
立した。感染幼虫であるセルカリアを中間宿
主貝から游出させ、全 RNA を抽出した。一方
で、セルカリアはマウスの皮膚に感染させた
後、24 時間後に皮膚から回収し、シストソミ
ュラとした。RPMI1640 中で１週間の培養を行
い虫体から全 RNA を抽出した。これらの２つ
の RNA から、それぞれ super	
 SMART	
 cDNA	
 PCR	
 
cDNA	
 synthesis	
 kit を用いて二本鎖 cDNA を
作製した。シストソミュラより作製した cDNA
をテスター、セルカリア cDNA をドライバー
とし、サブトラクションを２回行った。サブ
トラクションされた cDNA を増幅し、pGEM-T
ベクターにサブクローニングし、大腸菌への
形質転換を行った。192 個のコロニーを取り
出し、コロニーPCR による確認後シークエン

ス解析を行い、ホモロジー検索を行った。	
 
	
 
(2).	
 RNAi スクリーニングのための dsRNA 作
製法としては、コロニーPCR により得られた
遺伝子産物から T7,SP6 のプロモーターを認
識する転写酵素により直接 in	
 vitro	
 
transcription を行った。それぞれの ssRNA
を合成した後、アニーリングさせることで
dsRNA を作製した。dsRNA はすべて、50µg/ml
の濃度に調整し RNAi スクリーニングを行っ
た。RNAi スクリーニングには皮膚から回収し
たシストソミュラを用いた。血清無添加の
RPMI1640 培地に虫体を入れた後、dsRNA を添
加し、６日間の培養を行った。その時点での
生存率を確認し、生存虫体には、さらに NO
産生剤である DETA/NO を加えて、さらに 48
時間培養し、その生存率を確認した。	
 
	
 
(3).	
 in	
 vivo	
 RNi 実験を行うために、BALB/c
マウスに日本住血吸虫セルカリアを感染さ
せ、感染 4週後に３日おきに４回、日本住血
吸虫のペルオキシレドキシンである Prx-1 と
Prx-2 の long-dsRNA を 20µg 尾静脈から投与
した。感染マウスは感染 40 日後に屠殺し、
灌流法により虫体を取り出した。また、肝臓、
腸管を取り出し、消化することで虫卵を回収
した。虫体はさらに RNA を抽出し、定量リア
ルタイム PCR を行い、それぞれの mRNA レベ
ルを比較した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1).	
 シストソミュラ cDNA をテスター、セル
カリア cDNA をドライバーとしたサブトラク
ションを行い、得られた遺伝子産物をサブク
ローニングした後、シークエンス解析を行っ
た。その結果、192 コロニーから 130 遺伝子
をクローニングし、ホモロジー検索によりそ
の遺伝子を決定した。図１にその機能から分
類された遺伝子の分布について示す。	
 

	
 

図１.サブトラクションにより検索されたシストソミュ

ラ特異遺伝子	
 

最もヒット数の多かった遺伝子としては、
proteolysis に属するカテプシン B が検出さ
れた。カテプシン Bは、主に赤血球を代謝す



ることで必要とされる酵素であり、哺乳類宿
主への感染を契機に上昇することが知られ
ている。このことからも、今回のサブトラク
ションがシストソミュラ特異遺伝子を選別
していることが確認された。	
 
	
 また、カルシウムイオンの移動や、細胞内
シグナルに関わる遺伝子についても、同様に
検出され、宿主感染の情報が新たなシグナル
となり、様々な情報を伝える必要があること
がわかる。それに伴い、膜形成に関わる遺伝
子も多数見つかっている。住血吸虫の場合、
セルカリアの宿主への侵入後、シストソミュ
ラになる際、急激な膜構造の変化を伴うこと
は知られている。このような分子の上昇が宿
主への適応に関連していると考えられ、ワク
チン候補や、宿主免疫回避等に関与している
可能性が考えられる。	
 
	
 興味深いことに、レトロトランスポゾン遺
伝子の発現の上昇も確認された。住血吸虫は
宿主の遺伝子を取り込むことが報告されて
おり、それにより宿主環境への適応や、好適
宿主の認識を行っていると考えられる。この
ようなモバイルエレメントがその役割を担
い、遺伝子の移動を行っていると推測するこ
とができ、今後の研究の足がかりになると思
われる。また、実際に宿主自体の遺伝子も少
数見つかった。これがコンタミネーションに
よるものかは、議論のあるところであるが、
もしかすると宿主の遺伝情報がそのまま、住
血吸虫に入っている可能性も考える必要が
ある。	
 
	
 一方で、未だに機能未知の遺伝子が全体の
25%以上を占めた。このことからも、住血吸
虫のシストソミュラには、未知な部分が多く、
その宿主適応や、免疫回避に関わる薬剤・ワ
クチンの標的となりそうな遺伝子が多く眠
っていると考えられた。	
 
	
 
(2).	
 これらのサブトラクションで見つかっ
た遺伝子を用いて、RNAi スクリーニングを行
った。すべての遺伝子を行うことはできなか
ったが、50 の遺伝子を用いて RNAi スクリー
ニングを行い、虫体の生存に必要な遺伝子、
及び、NO 耐性に関係する遺伝子を検索した。	
 
図２に示すように、虫体の生存率が 50%以下
となる効果をもたらした遺伝子が、8/50 見つ
かった。見つかった遺伝子は主に、核内の転
写因子に働くものや、核タンパク質、カルモ
ジュリン等のカルシウム結合タンパク質等
も見つかってきた。それ以外にも機能のわか
らないタンパク質も見つかってきた。これら
の遺伝子をさらに２次スクリーニング等す
ることで、標的を絞り、薬剤ターゲットとな
るか検証することが必要であると考えられ
た。	
 
	
 

	
 

図 2	
 RNAi スクリーニングにより検出された
遺伝子	
 
	
 
	
 次に、NO 耐性に関わる遺伝子についても
RNAi スクリーニングしたところ、DETA/NO 処
理に対し 50%以下の生存率を示した遺伝子は、
3/35 であった。検出された遺伝子はトランス
ジェリンと機能未知のタンパク質であった。
トランスジェリンは筋タンパク質の一つで
あり、この分子がなぜ NO の耐性に関与する
かはわからないが、この分子は非常に多くの
役割を持つタンパク質であることも知られ
ており、住血吸虫における NO耐性に関わり、
免疫回避に繋がる機能を持つ可能性はある
と考えられる。他の機能未知の分子とともに、
更なる解析を進めるべきであると考えられ
た。	
 
	
 今回、部分的なスクリーニングしか行えな
かったが、全ての遺伝子に対してスクリーニ
ングを行うことで、多くの候補遺伝子を検出
し、解析を重ねることで、薬剤・ワクチンの
標的となる遺伝子を見つけることができる
と確信している。	
 
	
 
(3).	
 今後の遺伝子解析のために、宿主内に
寄生している住血吸虫での遺伝子機能解析
は必要になってくると考えられる。そのため
にも、in	
 vivo	
 RNAi の手法も役立つと考え、
その可能性についても検証を行った。	
 
	
 すでに我々の実験で RNAi を行い実績のあ
る抗酸化タンパク質の２つのペルオキシレ
ドキシン（Prx-1,Prx-2）遺伝子を標的とし
た。日本住血吸虫感染４週目のマウスの尾静
脈に dsRNA を投与し、その RNAi の効果を調
べた。結果、mRNA の発現レベルは投与後３日
目には、40%ほどの減少が見られた。さらに、
虫体への効果を観察したところ、虫体数の減
少は確認されなかったが、どちらの Prx を投
与した場合でも産卵数が有意に減少してい
た（図３）	
 



	
 

図３	
 in	
 vivo	
 RNAi の投与スケジュールと虫
体数、産卵数への効果	
 
	
 
これらのことより、in	
 vivo	
 RNAi は in	
 vitro	
 
RNAi と比べて、その遺伝子ノックダウンの効
果は低いが（in	
 vitro	
 RNAi では 90%近く遺
伝子発現減少）、その表現型となる影響を部
分的に観察できると考えられた。しかし、遺
伝子の発現を抑制する更なる工夫が必要で
あると考えられ、コレステロール結合や、そ
の導入剤等を検証していく必要があると考
えられる。	
 
	
 
(4).	
 本研究では、サブトラクション法によ
り、日本住血吸虫シストソミュラで発現が上
昇する特異遺伝子の検索を行った。この実験
についての従来の報告はなく、新規の知見で
あると言える。この情報から、シストソミュ
ラでの新たな遺伝子を調べるための基礎情
報となると思われる。また、これらの遺伝子
を用いた大規模な RNAi スクリーニングにつ
いても新たな試みであり、住血吸虫での報告
は未だ無い。今回、いくつかの遺伝子がスク
リーニングにより検出され、新規薬剤開発や、
ワクチン候補分子を検索する上での、新しい
方法であり、その遺伝子を直接評価するため
の手法となった。発見された遺伝子について
は、今後さらに研究を進めていく予定である。
また、従来住血吸虫研究での報告が無い新し
い遺伝子機能解析のための in	
 vivo	
 RNAi 法
についても評価を行った。今回の結果では、
部分的な遺伝子の発現抑制は見られたもの
の、まだその効果は低く、今後は、更なる工
夫が必要であると考えられる。しかし、その
方法としてのポテンシャルと有用性は高く、
今回の結果が、今後の研究の足がかりになる
と考えられた。	
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