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遺伝子による寄生蠕虫の同定の試み
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ヒトに寄生する寄生虫の種の同定は,治療や疫学的解析

のために重要である.通常,線虫や吸虫などの寄生蠕虫の

種の同定についてはその形態観察によりなされるが,しば

しば虫体が破損して形態が失われていたり,エキノコック

ス(Echinococcusspp.)の虫卵のように,発育段階によっ

ては形態による同定が不可能な場合も多い.また,旋毛虫

(Trichinellaspp.)のように,形態的な区別がほとんど不

可能な寄生虫については,遺伝子工学的手法によって種を

分類することが一般に受け入れられつつある.我々はこれ

まで,破損したアニサキス類の種の判定,野生動物の蛔虫

の同定,多包条虫とその近縁の条虫類についての遺伝子に

よる区別の試み等を報告してきた1-3)今回,札幌市在住の

男性より摘出された頭節のない条虫の片節について,形態学

的な検討と遺伝子解析を行い,無鉤条虫Taenia saginataと

同定したので報告する.

方　　　　　法

1.材　料

検体は,札幌市在住の男性の糞便中に排出された約10 mm

の白色の片節数個であった.これら片節は70%アルコール

で固定され,密封した50mLプラスチックチューブ内に保

有されていた.実験室内でのヒトへの感染を防止するため,

片節内の虫卵を失活させる目的で開封前に70℃で12時間加

熱処理した.

2.形態学的検討

片節の一部を100%グリセリンに浸漬し実体鏡下でこれ

を観察した.形態の比較検討の資料としてFan4)の報告を

用いた.

3.遺伝子解析

DNAの抽出, PCRによる増幅,塩基配列の決定は八

木ら3)の報告にほぼ準じて行った.すなわちDNAの調整

は,片節の一部(約5 mm角)から市販のDNA抽出キッ

トEASY-DNATMisolation kit (Invitrogen)を用いて抽

出し,抽出したtotalDNAを用いてDinkelら5)が報告し

たプライマーP60FとP375Rにより,ミトコンドリア12S

rRNAgeneの部分DNA (約370bp)の増幅を試みた.

P60F及びP375Rの塩基配列は各々5-TTAAGATATAT

GTGGTACAGGATTAGATACCO3'及び5-AACCG

AGGGTGACGGGCGGTGTGTACC-3'である. PCR反応

混合液は, 10mM Tris-HCl, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2,

0.001% (w/v)ゼラチン, 0.2mMのdNTPの混合液,それ

ぞれ10p molのプライマー, 1.25単位のAmpliTaq GoldT

耐熱性Taqポリメラーゼ(Perkin Elmer)及び1 μLのDNA

試料液で合計50μLになるように調製した. PCRは, 95℃

で12分間インキュベートした後,熱変性:93℃, 1分,ア

ニーリング:55℃ 1.5分,伸長反応:73℃, 2分の条件

で50サイクル行った.増幅ステップ終了後は,増幅反応液

45μLを1.5%のアガロースゲルにマウントして電気泳動を

行い,確認された増幅産物についてはダイレクトシークエン

スによってその塩基配列を決定した.すなわち,それぞれの

DNA断片をアガロースゲルからEASYTRAPTM　Takara

DNA抽出キットを用いて抽出し,これらのDNA断片を

BigDyeサイクルシーケンシングキット(Perkin ElmerCo.)

とABI-PRISM 310 DNAシーケンサー(Perkin Elmer Co.)

により塩基配列を決定した.この手順で得られた塩基配列の

情報を,予めEMBL/GenBankRにNakao (1998)によって

登録されていたテニア科条虫の12S rRNA geneの塩基配列

(無鉤条虫Taenia saginata, accession number AB031355,

タイワンテニア(Taiwan taenia) T. asiatica同AB031356

及び有鉤条虫T. solium同AB031357)と比較しそのホモ

ロジー検索を行った.塩基配列の比較には遺伝子解析ソフ

トGeneWorksR ver. 2.5 (IntelliGenetics, Inc.)を用いた.

制限酵素による切断パターンの検討では,予め上記のアプ

リケーションソフトを用いて塩基配列を加工し,切断パタ

ーンを予測した.また,実際の増幅産物については, 5μL

に8 unitの制限酵素を加え,全量12mLで37℃ 1時間反

応させ,このうち6 mLを3%アガロースゲルで電気泳動

し,切断パターンを観察した.
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結果及び考察

1.形態学的検討

片節はやや肉厚で,生殖孔は体側の片側に開孔し,透視

により観察した子宮内には虫卵が多数形成されていた.良

卵は直径約30μmで,ブロック状の幼虫皮殻を有し,中に

六鉤幼虫の形成を認めるという典型的なテニア科条虫の虫

卵の形態を示していた.子宮の分岐は観察した片節では,

片側に23及び24本であった･虫卵の形態は,本虫がテニア

科条虫であることを示し,子宮の分岐数は無鉤条虫かタイ

ワンテニアのいずれかであることを示した　Fig.1).

Fig. 1 AGravid Proglottid ofTaeniid Cestodefrom

Human Patient

Fig. 2　Alignment ofthe Partial Mitochondrial 12S rRNA Gene Sequences of a Taeniid

Cestode from a Human and 3 Species of Taeniid Cestodes

2･遺伝子解析

増幅したPCR産物のサイズは,塩基配列を決定したと

ころ375bpであった.決定した塩基配列とGenBankRに

登録された無鉤条虫,タイワンテニア及び有鉤条虫と比較

検討した結果をFig. 2に示す.今回決定した条虫の塩基
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配列は無鉤条虫と100%,タイワンテニアと98%,有鉤条

虫と92%の相同性を示した.登録された遺伝子配列を用い

て, 3種のテニア科条虫を切断パターンで区別することを

目的に制限酵素の探索を行ったところ, SspⅠにより無鉤

条虫は200bp, 125bp及び50bp,有鉤条虫は322bpと50bp,

タイワンテニアは199bpと174bpに消化され,区別可能

であることが予測された(Fig･3, 4).また,今回のサ

ンプルを使ってPCRとSspⅠによる消化を行ったところ,

Fig. 5に示すように無鉤条虫の切断パターンを示した.

Fig. 3　Restriction Maps of the Partial Mitochondrial 12S rRNA Gene of Taenia saginata,

T. solium and T. asiatica for Endonucleases Ssp Ⅰ

Fig.4　An ExpectedViewofGel Electrophoresisof

Digested PCR Products Amplified by60F and

p375 Primers for Endonuclease Ssp Ⅰ; Taenia

saginata (lane 1), T. solium (lane 2), T. asiatica

(lane 3), Size marker λ/Hind Ⅲ

Fig. 5　Agarose Gel Electrophoresis for Undigested and

Digested PCR Products of Present Specimen

with Endonuclease Ssp Ⅰ

テニア科条虫には,ヒトの小腸に寄生する代表的な種と

して,無鉤条虫T. saginata,有鉤条虫T. soliumが古く

から知られている.無鉤条虫はウシが中間宿主で,筋肉内

に幼虫シストを形成し,このシストをヒトが経口的に取り

込むことで感染が成立,小腸で成虫となる条虫で,顕著な
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病原性を持たない.一方,有鉤条虫はブタが中間宿主で,

同様に筋肉内で幼虫シストを形成し,ヒトがそのシストを

取り込むことで感染が成立する.この有鉤条虫は虫卵から

もヒトへの感染が成立し,特に中枢神経系にシストを形成

し神経症状を引き起こすことから,危険な寄生虫の一つと

して知られている(中枢神経嚢虫症).この寄生虫は,成

虫を持った患者が感染源となるため,消化管から排出され

た片節の同定は迅速かつ確実であることが求められる.ヒ

トの小腸に寄生するテニア科条虫としては,これまではこ

の2種の区別がつけば診断上問題はなかったが, 1990年代

になって,アジアの一部における無鉤条虫に類似の条虫に

ついては,別種もしくは別亜種として扱うことが一般的に認

められてきた(タイワンテニアT. asiaticaもしくはT.sagi-

nataasiatica)6,7)このタイワンテニアは台湾,韓国,イ

ンドネシア及びタイに存在することが報告されており,ブ

タの肝臓に幼虫が寄生し,生食することにより感染するが,

虫卵のヒトへの感染性については明らかではない8).さら

に,成虫の片節の形態では無鉤条虫との判別は困難である.

この条虫の日本での存在は明らかにされていないが,近隣

国に分布しているため,将来日本への持ち込みが起こり得

ると予測される.疫学的な情報を解析する上で,また,病

原性を明らかにする上で,本種の正確な同定は重要と考え

られる.

今回の検討の結果,形態的には無鉤条虫かタイワンテニ

アか区別できなかった検体を,ミトコンドリア12SrRNA

遺伝子の部分塩基配列の解析により無鉤条虫であると同定

でき,この領域のPCR及び塩基配列の決定が種の同定に

有用であることを示した.さらに, GenBankRに登録され

ている塩基配列を検討した結果,そのPCR産物の制限酵

素SspⅠによる切断パターンの差でこれら3種を区別でき

ることも明らかになった.種内変異について充分な検討は

必要であるが,このことはシークエンサーなしに種を判断

できる可能性を示したと考え,特に有鉤条虫のように迅速

な種の判定を要求されるものに対する適用は,本種の2次

的な感染を防御する上で重要であると考えられた.また,

今回の結果は,これまで不可能であったこれらの条虫の虫

卵による同定の可能性を示唆したといえる.このことにつ

いては,実際に虫卵を用いた検討で明らかにすることがで

きると考えられた.

本調査研究は平成12年度遺伝子工学の基礎技術導入に関

する特別研究｢寄生虫や衛生動物等の種の同定のための遺

伝子技術の開発｣の一環として行われたことを付記し,ご

協力いただいた関係諸氏に深謝します.
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