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研究成果の概要（和文）：アジアで流行する日本住血吸虫は、その宿主である哺乳類の門脈系の血管内に寄生し、赤血
球を摂取することで生殖活動を行っている。今回、住血吸虫の免疫回避と性成熟における寄生システムについて、細胞
外小胞に着目した。細胞外小胞とは、生物に広く見られる生体モバイル粒子である。今回、この細胞外小胞が日本住血
吸虫より分泌していることを明らかにした。さらに、この小胞は、雌雄がペアになった時、赤血球を摂取した時に分泌
が増加することも分かった。また小胞内には多量のmiRNAが含まれており、雌雄での相互遺伝子調整を行っていると考
えられた。また、この小胞は宿主のTh1サイトカインを抑制する働きを持つことも見出した。

研究成果の概要（英文）：Schistosoma japonicum, which is endemic in Asia, parasitizes in the blood 
vesicles of mammalian hosts. They takes erythrocytes for their reproductive activities. In present study, 
we focused the extracellular vesicles, which is widely observed in the organisms as vital mobile 
particles. As the results, the extra cellular vesicles secrete from adult worms, after male and female 
worms became to be paired, and after they took in the erythrocytes. Furthermore, we found abundant 
miRNAs, which regulate the targeting genes at the mRNA levels, in their vesicles. This means that the 
extracellular vesicles have roles on the male-female communications using gene-regulations by miRNAs. 
Finally, this vesicles also have roles on the suppression to Th1 cytokine productions. Taken together 
with our results, the extracellular vesicles secreted from S. japonicum, may be required in reproductive 
activities and immune evasions.

研究分野：寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）日本住血吸虫は、その宿主であるヒト
の体内で寄生生活を行う際に、血管内で雌雄
成虫は抱合し、産卵を行う。このような血管
内という環境下は、豊富な栄養源を摂取でき
るという反面、強い宿主防御免疫に暴露され
ることにもなる。そのため住血吸虫（特に成
虫）はその免疫を抑える様々なメカニズムを
有している。 
（２）近年、一般の生物の持つ細胞等が、二
重膜に囲まれた小胞を多数分泌することが、
知られてきた。特に、分泌される細胞外小胞
（Extracellular Vesicles; EVs）は、様々な
種類のものが報告されており、細胞内のオル
ガネラの一つ多胞体由来のエクソソーム
（exosome; Ex）と細胞膜由来のマイクロベ
シクル（microvesicle; MVs）に大別される。
特に Ex は研究が進んでおり、細胞と細胞の
間での情報伝達を行うという報告が多数な
されている。その内在している分子も特徴的
であり、セラミド等を多く含んだ脂質や、ヒ
ートショックタンパク質や、免疫関連タンパ
ク質を運ぶと同時に、遺伝子発現を負に制御
するmiRNAを大量に含んでいることも分か
ってきた。このようなmiRNAが他の細胞で
発言している mRNA を直接調整していると
考えられ、細胞間のモバイル調節因子として
機能していると報告されている。特に、腫瘍
細胞等においては、Ex は特異的な miRNA
を発現することが知られ、その内在する
miRNA の種類を把握することは、様々な疾
病のマーカーになると考えらえている。 
（３）すでに、日本住血吸虫の成虫より EVs
が培養上清から回収できることを当研究者
は見つけている。特に、大きさと形態から
Ex 様の小胞が雌雄成虫から分泌しているこ
とを確認してきた。 
 
２．研究の目的 
（１）日本住血吸虫から分泌される EVsを詳
細に観察することで、その性状を確かめる。
またその回収法を確立することで、様々なア
ッセイを効率的に行う方法を整備する。 
（２）大量に回収した EVsを用いて、宿主免
疫細胞への影響を観察する。特に住血吸虫感
染において、宿主の Th2細胞が誘導してくる
ことが知られているので、この影響について
詳細に観察する。 
（３）日本住血吸虫が血管内に寄生する段階
で、どのようなメカニズムで MVs が分泌さ
れてくるかについても同時に検討を行い、
MVs の寄生生活での意義について検討を行
う。特に、成虫では赤血球を摂取し始めてか
ら、性的な成熟が行われることから、赤血球
と EVsの関係について詳細に検討する 
（４）日本住血吸虫の分泌する EVsの中に含
まれているmiRNAを網羅的に解析すること
で、どのようなmiRNAが関わっているかに
つて、検討を行い標的遺伝子の検討を行う。 
 

３．研究の方法 
（１）日本住血吸虫山梨株はマウスとミヤイ
リガイを用いて実験室内で維持しているも
のを用いた。ICR マウスへの感染後７週後に、
成虫を門脈・腸間静脈より回収した。同時に
肝臓・腸管を消化することで虫卵を回収し、
継代維持に用いた。回収した虫体は抗生物質
を添加した RPMI1640 内で培養を行い、１週
間後に上清を回収した。回収した上清は超遠
心機を用いて、10,0000g で２時間の遠心を行
った。また、RNA 抽出用に市販の分離試薬を
用いて、沈殿後遠心を行い回収した。回収し
た Ex 等の MVs は、電子顕微鏡にて観察を行
い、その存在を確認した。また、EVs より RNA
を抽出し、日本住血吸虫特異的な miRNA を検
出した。また RNA-seq を行うことで、網羅的
な miRNA の解析を行った。一方で、虫体から
のEVsの分泌を直接観察するために透過型電
子顕微鏡を用いた虫体表面の撮影を同時に
行った。 
（２）マウスの免疫細胞への影響を見るため
に、回収した MVs は培養液にて再懸濁し、マ
ウスの脾臓より回収した脾細胞と共培養行
った。脾細胞は抗 CD3 で刺激することでサイ
トカインの測定を行った。また、細胞から RNA
を抽出し、各種転写因子の発現の測定を行っ
た。 
（３）日本住血吸虫の EVs と赤血球摂取との
関係を観察するために、回収した虫体を雌雄
ペアのものと、それぞれ雄・雌に分けたサン
プルを用いて、マウスの赤血球との共培養を
行った。培養後上清から EVs を回収し、miRNA
を解析した。この時、すでに報告のある EVs
分泌阻害剤を同時に入れることで、分泌メカ
ニズムについての機能解析も行った。 
 
４．研究成果 
（１）日本住血吸虫より分泌された細胞外小
胞 雌雄ペアの成虫を培養し、回収した上清
から EVs を回収した結果、図１左のような
100nm 以下のサイズを持ったエクソソーム様
の小胞を確認した。また、RNA を抽出して、
バイオアナラーザーによって、どのような大
きさのRNAが梱包されているかを確認したと
ころ、図１右のような小分子 RNA が多数見ら
れた。これらは miRNA であると考えられた。 

 

図１日本住血吸虫より回収された EVs 



 
（２）日本住血吸虫が分泌する EVs による宿
主Th1細胞のサイトカイン産生抑制 回収し
た EVs を用いて、抗 CD3 抗体で処理したマウ
ス脾細胞に添加した結果、Th1 サイトカイン
である IFN-の産生を有意に低下させた（図
２）。しかし意外なことに、抑制性サイトカ
インであるIL-10の産生も同時に低下させた。
このことから、IFN-の産生抑制は IL-10 の誘
導によるものではなく、直接的な応答である
と考えられた。実際に Th1 細胞の誘導に関わ
る転写因子であるt-betの発現も抑制されて
いたことから、Th1 細胞への移行自体を抑制
している可能性が考えらえた。また IL-4 産
生については、全く影響を与えなかった。ま
た、CD4 細胞分離して、同様の実験を行った
結果、CD4 非発現細胞でも同様の結果が観察
された。これらのことから、IFN-の産生細胞
は TH 細胞ではなく、その他の細胞群がメイ
ンであると考えられた。 

 

図２住血吸虫EVsによる各種サイトカイン産
生への影響 
 
（３）日本住血吸虫成虫からの EVs における
ペアリング・赤血球の影響 日本住血吸虫の
EVs の分泌メカニズムと発育段階の関係を調
べるために、性成熟に必要な赤血球の必要性
について実験を行った。回収した雌雄成虫を
培養する際に、マウス赤血球を添加した群と
無添加の群で回収できた EVs を比較した。特
に、日本住血吸虫特異的な miRNA（miR-Bantam, 
miR-3479）を指標として、その含有量を比較
した。まず、図３にあるように、それぞれの
単性での培養で回収されるEVsよりも雌雄ペ
アの成虫の方多くのmiRNAを分泌しているこ
とがわかった。次に、赤血球を添加した実験
において、ペア成虫においては、有意に EVs
の産生が上昇していた（図４）。また、単性
での実験の場合、雌でのみ分泌する EVs の上
昇が見られた。このことから、赤血球の摂取
は雌虫体にEVsの産生を誘導していると考え
られる。このことは、赤血球の摂取により開
始する性成熟は特に、雌虫体から分泌される
EVs が雄に作用することで引き起こされるの
ではないかと考察された。実際に、雌虫体の
表面を透過型電子顕微鏡で観察した結果、赤
血球を添加した場合のみ、外被内に小胞が多

数観察された（図５）。これらのことから、
雌が雄にEVsを介した生殖シグナルを送って
いるのではと推測された。 

 
図３雌雄ペア成虫で分泌する EVs 中の miRNA 
 

 

図４赤血球添加による EVs の分泌誘導 

 

 

図５赤血球添加した雌虫体表面の微細構造
（矢印；分泌型小胞と考えられる） 
 
（４）阻害剤を用いた EVs 分泌メカニズムに
ついての検討 成虫より分泌されるEVsの詳
細なメカニズムを検証するために、これまで
に報告のあった EVs 分泌阻害剤を用いて、検
討を行った。中性スフィンゴミエリナーゼ阻
害剤である GW4869 は主に、Ex 形成に必要な
セラミド合成を阻害することで、小胞の分泌
を抑制する。培養下での住血吸虫成虫にこの
阻害剤を加えたところ、その分泌に全く影響
を与えなかった。また、カルシウムイオンは
膜分泌の様々な局面で必要であることが知
られているが、このカルシウムイオンのキレ
ート剤である BAPTA-AM も Exの分泌を抑制す
ることが知られている。このキレート剤の添



加も住血吸虫からのEVsの分泌を抑制するこ
とは無かった。これらのことから、日本住血
吸虫における EVs の分泌メカニズムは、他の
生物とかなり異なっていると考えられた。実
際、先の透過型電子顕微鏡による解析でも、
他の生物で分泌に関わる多胞体は観察され
無かったことからも、住血吸虫は独自のシス
テムで EVs を分泌していると推測された。 
 
（５）miRNA-seqによる日本住血吸虫由来EVs
内の網羅的なmiRNA解析 ペア成虫の培養上
清から回収した EVs を大量に集めて、
miRNA-seq の受託解析を行った。その結果、
すでに測定していた miR-Bantam、及び、
miR-3479以外にも多くのmiRNAが検出された。
今回新しく見つかった miRNA として、
miR-125b、miR-10、miR-277、miR-61 などが
見つかった。また同時に宿主由来の miRNA も
見つかり、これらが虫体に影響を与えている
のか、または、宿主に影響を与えているのか
は不明だが、寄生環境への適応に関係すると
考えられた。一方で、この miRNA の分泌が生
存虫体から出ているかを確認するために、複
数のサンプルを用いて、リアルタイム PCR を
行った。その結果、miR-125b は死亡虫体でも
多く含まれており、厳密な生存虫体からの分
泌は、やはり miR-3479 や miR-Bantam が多い
事が確認された。今後は、これらの miRNA の
標的となる遺伝子を調べるとともに、その
miRNA の発現を抑制する事で、どのような表
現型を示すかについて研究を進める必要が
あると考えられた。 
 
（６）総括 本研究の結果、日本住血吸虫は
細胞外小胞（EVs）を分泌する事が明らかに
なった。特に、この分泌には赤血球の摂取が
関係しており、住血吸虫自体の性成熟や、宿
主への免疫抑制に影響を与えていると考え
られた。また、日本住血吸虫由来のEVsには、
miRNAが大量に含まれており、その内在miRNA
についても網羅的な解析を行った。実際に
miR-Bantam や miR-3479 等の miRNA が多く含
まれていたので、このような miRNA がどのよ
うな機能を果たすかを解析する事で、日本住
血吸虫の性成熟や宿主免疫抑制のメカニズ
ムを明らかにすることができると考えられ
た、これらの発見は、新規薬剤開発や、ワク
チン開発での新知見として貢献すると考え
られる。 
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