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はしがき

新興 ・再興感染症 として世界的規模で流行、汚染地域拡大が年々深刻化 して

きている寄生虫病にテニア科条虫の幼虫が人体ならびに家畜動物 に寄生するこ

とによって惹起され る包虫症(単 包虫症 、多包 虫症)と 嚢 虫症 とが ある。いず

れ も難 治性寄生虫疾患で、死の転帰を取ることが非常に多 く、早期鑑別診断法

の確立は緊急 を要する研究課題である。 申請者 らはこれ らの鑑別を要する寄生

虫病について血清学的鑑別診断法の確立を目的 とす る国際共同研究を推進 して

きて、基本的にはこれまでで最 も信頼性が高い と評価 されている多包虫症、単

包虫症、有鉤嚢虫症それぞれについて血清学的鑑別診断が可能である ことを見

いだ している。本研究では ①多包虫症、単包虫症、有鉤嚢虫症それぞれの鑑

別診断法を抗原精製法の検討、遺伝子組換え抗原作製 を試み、 これまで以上に

信頼性が高い血清診断法を確立 し、②流行地域での疫学調査研究 に供すること

を第一の目的とした。さ らに ③病巣か ら摘 出されるエキノコックス標本 ある

いは嚢虫標本、さらには人体か ら排出されるテニア科条虫受胎片節、虫卵な ど

を用いた遺伝子鑑別診断法の確立、④遺伝子解析に基づく分子疫学研究への展

開を第二の目的とした。

本研究と表裏一体の関係にある国際共同研究 「アジアにおける難治性寄生虫

病(エ キ ノコ ックス症等)に 関す る免疫 ・分子疫学研究」{基 盤研究 ・一般A(国

際)(平 成11年 度 ～12年 度)か ら得 られ た多包 虫症 、単包 虫症、有鉤嚢虫

症、その他 日本住血吸虫症、肺吸虫症、肝蛭症、肝アメ0バ 症な どの貴重 な多

数 の血清 、あるいは髄液サ ンプルを本研究の展開に利用できた ことが、本研究

において大きな成果を生む原動力であったと判断している。本研究で得 られた

旭1山 一 駈法 が鑑別 を要す

る これ らの難治性寄生虫疾患についての血清学的鑑別診断法として現在世界で

最 も信頼性が高 いという評価 を得ている。昨年9月 にアル ゼ ンチ ンで 開催 され

た第19回 国際エキ ノコ ックス症会議 に本研究代表者、伊藤亮が 「多包虫症に

ついての血清診断法」 と題す る招聰講演 を要請され、 「幼条虫症(多 包 虫 症、

単包虫症 、有鉤嚢虫症)の 鑑別血清診 断法」(ItoA(1999)Differentialserodiagnosis

forlarvalcestodeinfections:cysticechinococcosis,alveolarechinococcosisand

ncurocysticercosis)と 題す る講演 を行 い、 この発 表論文が会議における最優秀論

文賞に選ばれている。
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【研究成果の概要】

新興 ・再興感染症 として重要な包虫症 ・嚢虫症

に関する遺伝子 ・免疫迅速診断法の研究

本研究の成果を下記の1～6と してそ の概要 を簡 潔 にま とめてみる。

1.多 包 虫 症 、 単 包 虫 症 、 有 鉤 嚢 虫 症 に つ い て の 血 清 学 的 鑑 別 診 断 法

a)多 包 虫 症 の血 清 学 的 鑑 別 診 断 法 と してEm18一 イ ム ノ ブ ロ ッ トが 多 包 虫症 と確

定 診 断 が 付 け られ た症 例 の90%以 上 を確 実 に検 出 で き る こ と、 疑 陽 性 の症 例

が 全 くな い こ とが イ ギ リス 、 フ ラ ンス 、 中 国 と の共 同研 究 か ら判 明 して きて い

る(Craigetal.2000.Submitted)。 多 包 虫 症 と単包 虫 症 と の鑑 別 血 清 診 断 法 に つ

いて の論 文 はItoetal.1999.AmericanJournalofTropicalMedicineandHygiene60,

188-192;Itoetal.1998.ParasitologyInternational47,95-99に 発 表 した 。 ス イ ス の

チ ュー リ ッ ヒ大 学 グル ー プ は4,5種 類 の 血 清 学 的 検 査 法 を用 い て 多 包 虫 症 と

単 包 虫 症 との鑑 別 を 試 み て き て い る が 、Em18に 対 す る抗 体 応 答 の 有 無 に よ っ

て 出 さ れ る 結 論 の 方 が 常 に 若 干 感 度 が 高 い よ う で あ る(Itoetal.1998.

parasitologyIntemational47,g5.gg;Schantzetal.unpublished)。 そ れ 故 、 ポ ー ラ ン

ドのPawlowski教 授 はEm18を 市 販 す る方 向 に持 っ て行 くべ き で あ る と強 く助

言 し、Em2p帆ELISAを 市 販 して い るス イ ス の会 社 に も検 討 す べ き で あ る と助 言

して き て い る と聞 い て い る。

Em18一 イ ム ノブ ロ ッ トに用 い る精 製 抗 原 をELISAに も用 い(Em18-ELISA)、

特 異性 につ いて は 全 く問題 が な い が 、 感 度 が 若 干 低 い 現 状 で あ り、 プ レー トの

コ ー テ ィ ン グ に使 用 す る抗 原 量 そ の他 の検 討 を加 え 、 イ ム ノブ ロ ッ トを必 要 と

しな い11・ を確 立 す る必 要 が あ る 。

今 後 の 問題 は 、 上記 のEm18-ELISA法 の 改 良 と これ らの 方 法 が 多 包 虫 症 の早

期 診 断 に ど こま で役 立 つ か につ い て の検 討 で あ る 。 これ に つ いて は 今 後 旭 川 医

科 大 学病 院 を は じめ と し、道 内外 、 あ る い は 諸 外 国 の 医療 機 関 との 連 携 をは か

り、 早 期 症 例 に つ いて の検 討 を重 ね る必 要 が あ る 。 な お 、 ラ ッ トを用 い た 肝 、

肺 、脳 多 包 虫 症 作 出 を 目的 とす る 実験 感 染 か ら早 期 診 断 に役 立 つ と期 待 され る

Em18と は別 の 抗 原 が 見 つ か って お り、 現 在 、 経 過 観 察 中 の患 者 血 清 にお い て

も確 認 され つ つ あ る(?)成 分 で あ り、 この 新 しい 抗 原 に つ いて の 評価 研 究 展
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開 も必 要 で あ る。

b)単 包 虫 症 に つ い て の 血 清 診 断 法 は 多 包 虫 症 、 単 包 虫 症 が 共 通 に認 識 す る

AntienBサ ブ ユ ニ ・ ト8kDa。 、に ・ る ・、装 とEm18に 、 る ・、

幽 の 比 較 か ら結 論 を 出 す の が 確 実 で あ る(Itoctal.1999.AmericanJoumal

ofTropicalMedicineandHygicne60,188-192)。 こ れ らの 検 査 法 を 用 い た 症 例 報 告

と してKimuraetal.1999.JoumalofTravelMedicinc6,249-253;Itoetal.1998.

AmericanJournalofTropicalMedicineandHygiene58790-792に 発 表 し た 。Antigen

Bの 精 製 は 非 常 に 簡 単 で あ る(Itoctal.unpublishcd)。

c)嚢 虫 症 に つ い て の 血 清 診 断 法 と し て 分 離 用 等 電 点 電 気 泳 動 装 置 を 用 い た 簡

単 な 方 法 が こ れ ま で ア メ リ カ 国 立 疾 病 対 策 セ ン タ ー(CentersforDiseaseControl

andPrevention,Atlanta)のTsang博 士 が 開 発 した レ ク チ ン を 用 い る 特 異 抗 原 成 分

精 製 法 よ り も 格 段 に 簡 単 か つ 容 易 で あ る とす る成 績 をItoetal.1998.American

JournalofTropicalMedicineanHygiene59,59,291-294,Itoetal.1999.Journalof

Hclminthology73,363-365に 発 表 した 。 こ の 方 法 を用 い た 流 行 地 域 で の 疫 学 調 査

依 頼 が 世 界 各 国 か ら寄 せ られ て き て い る 。 これ らの 検 査 法 を 用 い た 有 鉤 嚢 虫 症

日本 人 症 例 報 告 と し てOhsakietal.1999.IntemalMedicinc38,67-70;Itoetal.1999.

ParasitologyIntemational48,95-99に 発 表 した 。 治 療 後 の 経 過 観 察 中 の 国 内 症 例

も 幾 つ か あ り 、 適 当 な 時 期 に ま と め た い と 考 え て い る 。

2.旭 川 医 大 方 式 の血 清 診 断 法 を用 い た疫学調査 への協 力

a)中 国 にお け る多包 虫症 、単包 虫症 の鑑別調査研究として①イギ リス、フラン

ス、中国、旭川医大 との協力(Craigetal.2000)、 ② アメ リカ、 中国、旭川 医大

との協 力(Schantzetal.inpreparation;Qiuetal.1999)が ある。なお平成12年 度

か らニ ュー ジー ラ ン ド政府 によ る中国におけるエキ ノコックス症対策協力事業

が始 まるが、地域住民の血清学的鑑別診断法としてEm18一 イム ノブ ロッ ト法 を

使 う ことにな っている(ニ ュー ジー ラ ン ドー 中国覚 え書 き)。 この2国 間協定

にItoが 血清診 断 について の技術 顧 問 として参加を要請され、伊藤だけではな

く同じ地域で これまでエキノコックス症 の調査研究 を推進 してきた欧米の責任

者Craig教 授 、Schantz博 士 をも技術顧 問に加 えるよ うニ ュージー ラン ドに要請

し、Ito,Craig,Schantzを 国際専 門技術顧 問団 として参 加要請する形の最終協定

書の作成に入っている。

b)旧 ソ ビエ ト連 邦 にお ける軍需 産 業か らの平和産業への技術移転計画(INTAS)
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(ヨ ー ロ ッパ 連 合 、 ア メ リカ 、 日本 政 府 に よ る 援 助)が あ り、 現 在 カ ザ フ ス タ

ン 、キ ル ギ ス タ ンに お け る多 包 虫 症 、 単 包 虫 症 対 策 に ア イ ル ラ ン ドの 研 究 者 が

代 表 とな り取 り組 ん で き て お り、イ ギ リス(Craig)、 ア メ リカ(Schantz)、 日本(旭

川 医大)も 参 加 を要 請 され て い る 。旭 川 の協 力 は血 清 診 断 疫 学 、 ミ トコ ン ド リ

アDNA解 析 で あ る 。

c)有 鉤 嚢 虫 症 に つ い て の協 力 と して 、① イ ン ドネ シア 、 パ プ ア ニ ュー ギ ニ ア に

お け る有 鉤 嚢 虫症 調 査(ltoetal.submitted;Wandraetal.2000.TransRoySocTrop

MedHyg74,1-5)、 ② 中 国 に お け る嚢 虫 症 疫 学 調 査(Piaoetal.unpublishcd)、 ③

タ イ にお け る血 清 診 断 法 の改 良(Dekmyoyetal.inpreparation)、 ④ エ ク ア ドル 、

メ キ シ コ に お け る嚢 虫 症 疫 学 研 究(ItoetaLinpreparation,Benitez-Ortizetal.in

preparation)、 ⑤ 南 ア フ リ カ に お け る 嚢 虫 症 と 結 核 と の 鑑 別 研 究(Itoetal.

unpublished)が あ る。 現 在 、そ の 他 モ ザ ン ビー ク、 タ ンザ ニ ア 、 ザ ン ビア 、 あ る

いは ペ ル ー 、 エ ク ア ドル 、 メキ シ コな どの研 究 者 か ら血 清 診 断 法 の技 術 指 導 の

要 請 を受 け て い る。 この 件 につ い て は大 学 にお け る文 部 省 科 学 研 究 費 で 対 応 す

べ き性 質 で は な く、 む しろJICA事 業 と して推 進 して い た だ く方 向 が妥 当か と

思 い描 いて い る。

3.血 清 診 断 法 の抗 原 精 製

多 包 虫 特 異診 断抗原(Em18)、 エ キ ノ コ ッ クス 属 共 通 診 断抗 原(AntigenB

subunit8kDa)、 有鉤嚢 虫症診断抗原(Glycoproteins)そ れぞれ の抗原精製 につ

いて も大 きな進展があり、モノクロナル抗体 によるアフィニティ精製抗原、遺

伝子組換え抗原作製も中尾稔、迫康仁が中心になって順調 に進展 してきている。

a)Em18に ついて、イギ リス、中国 のグループが①10%以 上の単包虫症 がEm18

と交差応答 を示す こと、② それ で もなおかつ現在世界で最 も特異性が高い多包

虫症診断抗原であることを報告 してきているが、③ この交差反応性は抗原作製

上の問題であり、④'Em18、 を い こEm18一 ム ノブ ロ・ 、Em18-EHSA

で は5ル 爵ア1ビ ア 、 ヨル"ン で 狙 られ こ"と は 一1も 六 し元

い こ と 、6
'と 鴇'と が 百一 で1た し て い る か ら相 られ こ

'の な か の ご く0の 血'が 六 を示 こと7)L上 か ら にお彰る

六 、匁 を示 'は にも されている 重 感 か 、

を"
'と ・口診 し こr,で る と'ら れ め て い る(Ito

,Craig,Wanget

al.inpreparation)。 な お 、 多包 虫 症 と確 定 診 断 が 付 け られ た 血 清 そ の他 を用 い
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た ブ ー ン ドース トか らEm18一 ム ノ ブ ロ ・・ に よ る.1診 は90%i上 の

'1を に して い る こ と 日 は一 も鉦いことが
、共同研究者

の1人 イギ リス のCraig教 授か ら報 告 され 、世界各国で 開発された血清診断法

の比較成績 につ いて の論文 が現 在投稿 されて いる段階で ある(Craigetal.

submitted)o

外国 の研 究 グル ー プか ら、多包 虫症鑑別 に非常に有用という高い評価 を得て

きているが、Em18が に に る 、で るか ・か につ いての

解析には遺伝子レベルの研究が必要であると考えている。旭川医大グループと

しては
'と" 'と の'態 の'に つ く

性 として考えている。いずれにせよ、

'・匁 の'い を も 可

'と の 六

'を 応 に で き 一 の"

・生が++一 ・日 に カ る 血'愚 査 去で る とf塾 さ る 。

b)単 包 虫診 断 に有 用 なAntigenBサ ブ ユ ニ ッ ト(8kDa)を 精 製 し、 日常 の検 査 診

断 に利 用 して い る(Kimuraetal.1999.JournalofTravelMedicine6,249-253;Itoetal.

1998.AmericanJoumalofTropicalMedicineandHygicnc58,790-792)。 現 在 、 輸 入

症 例 を一 年 間経 過 観 察 して い る。 外 国 グル ー プ がAntigcnBに 対 す る モ ノク ロ

ナ ル 抗 体 を作 出 し、 遺 伝 子 組 換 え 抗原 を作 出 して い る ので 、 これ らの 後 追 い を

す る研 究 に は 関 心 が な い が 、 輸 入 症 例 が 増 え る と予 測 され る こ とか ら 日常 的 検

査 に必 要 な精 製 抗 原 を常 備 して お きた い とは考 え て い る。

c)嚢 虫 症 につ い て は 迫 康 仁 が 中心 に な り既 に 遺 伝 子 組 み換 え 抗 原 と して 特 異 性

が 高 い抗 原 を作 製 して い る。 糖 鎖 の修 飾 が な い蛋 白質 抗 原 で あ る た め 、感 度 は

これ まで の ア フ ィ ニ テ ィー 精 製 抗 原 あ る い は 等 電 点 分 画 精 製 抗 原 と比 べ 若 干 低

くな り、 約80%で あ る(Sakoetal.unpublished)。

4.遺 伝 子 診 断 法 の研 究

遺伝子診 断法 の研究の基礎 として、中尾稔が中心になってタホウジ ョウチュ

ウ(Echinococcus〃iultilocularis)、 ユ ウコウジ ョウチュウ(Taeniasolium)そ れぞ

れ の ミ トコ ン ドリアDNA全 塩基 配列 を世界 に先駆 けて解 読 し、分子生物学的

基本命題の一つである遺伝子暗号の読み始 め(ArGとGTG)と 読 み終 え(TAG

と..)に 利用 され るコ ドンにつ いて も条虫で初めて発見 されたユニークなコ

ドン利用が判明 している(Nakaoetal.inpreparations)。 世界で最初 に これ らエキ

ノコ ックス症、有鉤嚢虫症を惹起する寄生虫のミ トコン ドリアDNA全 塩 基配

列 の解読 を完 成 させ た旭川 医大グループに対 し、世界各地で採取 された多包虫
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(ア ラス カ、 日本(北 海道 各地)、 中国 、オー ス トリア、 ドイ ツ、フランス、

ベルギー、デンマーク、 トルコ)、 有 鉤嚢虫(エ クア ドル、 メキシ コ、ペルー 、

中国、イン ドネシア、タイ、イ ン ド、タンザニア、モザンビーク、カメルーン)

が遺伝子研究 材料 として送付 され 、中尾稔な らびに岡本宗裕、迫康仁が精力的

に幾つかの遺伝子について解読 を進め、世界 におけるこれ らの条虫の拡散、進

化について遺伝子 レベルで初めて論ずることが可能にな りつつある。

5.遺 伝子診断法の研究

ミトコンドリアDNAに ついての基礎研究を中心とし、各種条虫の地理的変異

を含めた研究がかなり進展した。この課程で全塩基配列解読に必要として多数

の遺伝子プライマーを作成 しているので、これらの遺伝子解析技術とプライマ

ーを人体から排出されるテニア科条虫片節、虫卵に対 して応用することは容易

であり、この方向の仕事への展開をこれからの課題の一つとしている。

6.今 後の展開と提言

基本的には人畜共通のテニア科条虫幼虫寄生によって惹起される難治性の疾

患、エキノコックス症(多 包虫症、単包虫症)、 有鉤嚢虫症それぞれについて

の血清学的鑑別診断法を確立できたと判断している。今後はより簡便な方法で

特別な経験が無くてもどこでも誰でもできる方向への検査法の改良が求められ

ると考えている。そのためにも精製抗原、モノクロナル抗体を用いたアフィニ

ティー精製抗原、遺伝子組換え抗原を実用に使える方向の努力が必要である。

遺伝子診断法については[テニア科条虫の片節を観察すれば、有鉤条虫か無

鉤条虫科の鑑別はプロなら容易につ く!]と いう意見が あ り、そ の通 りであ るが、

現在、上記の2種 類 として簡 単に片づ け られな いTaeniaasiaticaの 問題 もあ り、

遺伝子診 断法 の開発 も無意味ではないと考えている。またエキノコックス症 に

ついて も患者がどの地域で感染 したか、危険因子はなんであるかといった疫学

研究 に患者か ら摘 出された病巣 を用 いた遺伝子診断が役立つ と期待 され る。

多包虫症、単包虫症あるいはその他の非常にminorな エキ ノコ ックス条 虫2種

(E.vogeli,E.oligarthrus)を も視 野 に入れた世 界 レベルで の研究に発展させるべ

きであると考 えている。その意味か らもタホウジョウチュウのミ トコン ドリア

DNA全 塩基配列 の解読 に成功 し、タ ンホウジョウチュウDNAに つ いて の解読

へ の協 力 を要請 され ていることか ら、研究 と国際協力とが大きく発展するもの
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と期待される。

最後にこれまでの研究実践に基づき、以下の幾つかの提言を記してみたい。

① これまでの研究協力内容は去回班究プラス技盤 であり、JICAが 積極的

にサポー トすべき内容も多く含まれていると推測している。JICAに よる技術

指導も単なる技術指導に終わらせないで、各国の直接的なニーズに応えられる

ような共同研究を含む形の トレーニングに展開させていく必要があると提言 し

たい。そのためにも、しばしば指摘されることがある国際的評価に耐えない、

国内での既得権だけが一人歩きする形のJICA事 業から外部評価、客観評価に

基づくJICA事 業 の決定、実績評価法 の導入 が不可欠である。

②国内での多包虫症、単包虫症、有鉤嚢虫症についての血清学的鑑別診 断相談

にも積極的に取 り組んできている。エキ ノコックス症が感染症新法において届

け出が義務づけられる第4類 感染症 に含 まれた ことか ら、エキノコックス症(多

'
、罰'の 血'当 慌1診 につ いて の レフェ レンスセ ン ーを

立する必要がある。エキノコックス症(特 に多包虫症)を 国民病として認識せ

ざるを得ない今日、客観評価、外部評価を導入し、誤診を減らす努力が要求さ

れる時期あると判断している。これまで北海道立衛生研究所が多包虫症につい

ての唯一の行政サイ ドのレフェレンスセンターとして機能してきて、かなりし

っかりした成果を上げてきている。また、旭川医科大学も輸入症例である単包

虫症ならびに諸外国からの相談を含む多包虫症についての国際的レファレンス

センターとして機能してきている。上記の時代背景とこれまでの実績を踏まえ、

北海道立衛生研究所と旭川医盤 あるいはその他の複数研究機関における検

査精度の向上を目的とする、より正確な検査体制を構築すべき時代であると考

えている。
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添付資料(未 発表)

1.多 包条虫 のミ トコ ン ドリアゲ ノム(中 尾稔)pp.9～24

2.有 鉤嚢虫症血清 診断用遺伝子 の クローニ ングー一組 換 え蛋 白質 を用

いた血清診断法 の開発一一(迫 康仁)pp.25～26



多包条虫のミ トコン ドリアゲ ノム

多包条虫ミ トコン ドリアゲ ノムの全塩基配列を解読 した(DDBJdatabase

accessionno.ABO18440)。 図1に 要約 したように、ゲ ノムは全長13,738

bp(A;2825,C:1044,G:3209,T:6660)で 、H鎖 のみに12種 類の蛋 白遺伝

子、2種 類のrRNA遺 伝子、22種 類のtRNA遺 伝子が存在 した。

図2に はその詳細な地図を示 した。ND5遺 伝子の上流 と下流 には複数の リ

ピー ト領域が存在 し、 これ らは複製や転写に関連する領域 と考 え られた。 ま

た、遺伝暗号表には、扁形動物 に当てはめ られているTheflatworm

mitochondrialcodeを 用いたが、若干変更を加え、ATGとGTGを 開始コ ド

ンとし、TAAとTAGを 終止コ ドンとした。遺伝子 の種類 は、ATP8遺 伝子

を欠く点が線形動物 ミ トコン ドリアゲ ノム と同様であったが、その配置様式

は全 く新規であった。なお、rRNA遺 伝子の全長はLSUrRNA遺 伝子が983

bp、SSUrRNA遺 伝子が704bpと 推定され、 これ らは今まで知 られている

生物の中で最短のものであった。

表1に は、蛋白遺伝子の相同性検索の結果をまとめた。CO1、Cytb、

ND1、ND5遺 伝子は他生物 との相 同性が高かったが、CO3、ATP6、ND2、

ND3、ND4L、ND6遺 伝子では相同性が低かった。表2に はコ ドンの使用頻

度をまとめた。多包条虫ミ トコン ドリアゲノムは極端 にATリ ッチなため、

これ らの塩基が関連す るコ ドンの使用頻度が高く、この傾向は、線形動物 ミ

トコン ドリアゲノム と同様であった。

図3に は推定 されるtRNAの 二次構造 を示 した。tRNA-Ser(TCN)、

tRNA-Arg(CGN)、tRNA-Ser(AGN)、tRNA‐Cys(TGY)はDル ープを欠 く

変則的な構造 となった。現在 までに他種生物でtRNA-Ser(AGN)の 変則構造

は知 られているが、他は全 く報告が無 く、扁形動物に特有なtRNAな のかも

しれない。

以上が多包条虫ミトコンドリアゲノムの概要である。全塩基配列が解読さ

れたため、今後、遺伝子診断や疫学調査のためのPCRプ ライマーを設計する

ことが容易となり、今後、エキノコックス属条虫の分類や地理的変異の解析

に多大な貢献をするであろう。
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ACTGATTTAGCATATATTTAATGTGGTGGGTTGTAAACCCTTTGAAATCTCTGTAGTTAATCAGGAAATTATTTGGTTTTTTGGTGAAAATTTATCCGGTTTGATGTGCCTCATTGTTGATAAAATTTTAAAT

------------------------------------tRNA-Tyr•inverted inverted •••104 

                                                           direct  

ATGTCTTGTATATATAAGACAAAATTAAAATTTTATCAACAATTAGGCACATCAAACCGGATAAATTTTTTTAATTTATCCGGTTTGATGTGCCTAATTGTTAAAAAATTTTTTTTGTAAAGATGCCAGAAAA

folmo inverted ammo= 11^^• inverted i•^^•• (directtRNA-Leu 
                    invertedinverted 

AAATTTATAATATGGGGTTAATTTAGGATTAATTTATGATTAGTTGTCTCTTTACTATTTGGTTAATTATTTTGTTTTGGTTGGTAATAGGTTACCCGTGTTTATATTTGATTTGAAATCATTTCGGTTGTTT

-------------------------------tRNA-Leu•tRNA-Ser 

TAGTTAACAAGATGGGTTGTGAATGGATGTTGTAGCTATGTCAGAAGTTATATGAGTTAGTTTTAAGCATTAATTATGGATGTTTCCTAGCTATTATGGTGTTAGTTGTTGACATATACGTTGACTTATGTTA

immix tRNA-Ser•4-----------------------------I tRNA-Leu••^^^ tRNA-Arg• 

CGGCCATAAGATGGATACTAATGTATCGTATGTTTAATGGTTGGTGTTTTTTTTTGTAGTGTAGGTTTGTGTGTGTTGCTATATTGCTTGTTTATTAGTGGTGTTAGTTATTTGGTTAGGTTTAGGTTTTTAT

133

266

399

532

------------------------------------------------------ ND5-------------------------------------------------- 
         tRNA-ArgM V G V F F CS V GL C V L L YCLF I SGVS Y L V SF SFL 

CAATACTGGGTTGTTATTGGTTGGTTAAATTTGATTTTGATTATGTGACGTTTGGTGTGGTAGTTATGCTTTTGATATGTTTTTTTTATGTTTATTACTATACTAGACATTATTTTGGTGGTTCTTTTTATAC

665

ND5------------------------------------------------------------------------------- 
S ILGCYWL VNFDFD YVT F G V V VMLL I CFF Y V Y Y Y TSHYFGGSF Y T 

TAGGTGTATGTTGTTAAAGTTGGTTGTTTTGTTTGTTAGTGTTATGGGTATTTTGGTGTGTACTGGTGATTATTTGTGTACATTGATTTTTTGAGAGTATTTGGGTGTTGTTAGATTTTTTTTGATTTTGTTT

798

CMLLKLVVLFND5----------------------------------------------------------------------------  S L F VSVMG IL VC TGDYLC TL IFWE YL GVV SF F L ILF 

TATGATAGTTTTTTGAGTTTGCGTTCTTCTGTTATTACGTTAGTATCGTCTCGATTTGGGGATGTGTGCTTGTTTTTATTGATTGGTATAAGTTATTATGTGGATAGTGGGGTATTTCCTTGACTTGTATGTT

931

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 
YDSF LSLPSS V I TL V SSR F GDVCL FL L I G IS Y Y V DSGVF PWL VC 

TTTTTATGATTGTTTTTTCAAAGAGTGCTGGATTTCCTTTCATTAGTTGATTATTGGAGGCTATGCGGGCCCCTACTCCAGTTAGTTCTTTGGTGCATTCTTCAACATTAGTTGCTGCTGGTGTTTGGTTTGT

1064

---------------------------------------------------------------------- ND5------------------------------------------------------------------------- 
F FM! VF SK S AGFPF I S WI _ LEAMRAP TP VSSL VHSS TL V A A G VWF V

1197
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TATGCGTTATGATTATTTGTTGCATTTTAGTAGGTCAATAATTATTTTTAGTGTTATGCTTTTGTTGACTGTGTTTGTAACTGGATTTAGGAGGTTGTTTTTTTATGATTTGAAGAAGATTGTAGCTCTGTCA

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 
MR VD YLLHF SSSill F S VMLL L TVF V TGESSLFF YOLK K I V ALS 

ACATGTAATAATGTTTCTTGATGTGTTCTGTACTTGATTTTTGGTGATGTTATGTTGTCGTTGTTTCAATTAATAAGTCATGGTGTATCTAAGTGTATTTTATTTATGTTAGTTGGTGACGTAATGAGTGGTA

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 

TCNNVSWCVL YL IF GD V ML SLFQL I SHGV SKC IL FML V GDVMSG 

GTGGTGGTTCTCAAGCTAGAAATTGTGTATTTAGATCTCCTTTATATGGATCATGGAATATTTTTGGGTTGTTTGCTGTGGTCCTTGGTTTAGCTGGAGCTCCATTTATTGGAGTGTTTTTTACTAAGCATTT

ND5
SGGSOASNCVF SSPL YGSWN IFGLFAV VLGL AGAPF IGVF F TK HF 

TTTATTAAGTAGTTTTATTGGTGTGGTTAGTAATGTTGTGGTTAGTTTGGTTGTTGGAATATGTGTTTTTTTATCGTACTTGTATTCATTTCGGTTGTGTATTATTTTTTGTACTATAAAGAGTAGATTGTCT

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 
LLSSF IGV V SNVVV SLVVG ICVFLS YL YSFRLC I IFCTI K SSLS 

TCTGGTGTATTTTTTTATTTTAGTTCAGGGTTAATGGTGTATTGTTGATTATTTGTTAATTTTTATATATTTTTGCTGTTGAATGAAGTTAATTATTTAGTTGTGGTTTATAGAGTATTATTAGTTATTTGTC

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 

SGVFF YESSGLMV YCVLF VNF Y IF LL LNE VNYL V VVYSV LLVI C 

AATTTTTAGCTTTATTATTATCTATTGTATTTTATGATAGTTGTGTGTTTAGAATATGAAGTAGTAGGTTATTTGGGTGTGATAATTTAGTTGAATGGTTTTATGAGCTATTTTATAAGATTTTATTTGTTGT

---------------------------------------------------------------------- ND5------------------------------------------------------------------------- 

Q F L ALL L S I VF YDSCVF S I WSSSLFGCDNL VEWF YELF YK ILF V V 

TAATTTTTTTTTTGTTCGGTGGGATTACTTAATGGTTACGTTGTTTTGTGGTGTTGGTCGTGTTGGTAGAGTAGTTTATGGGTGGATGATGCTTAAAATTTTTTTATTTAGTACGTTCGGTTTATTTATATAT

---------------------------------------------------------------------- ND5---------------------------------------------------------------------------- 
NFFFVRWD YLMVTLF CGVGR V GSVV YG WMMLN IFLFS IF GLF I 

ACATTAGTAGTGTAAATAAATTTAAATGTTTATATATTATATAAACAAATATAAATATAGAACGAAAGTAAATATGTATAGTCTCAATTAATACTATACATATATGGGGAAGGGGCCCCATATATGTATAGTA

ND5 

 L V Vsimmows inverted4 inverted 

TTAATAACATTATTGATTTATGTGTGTTGTTTTGTTAAATCAATAATGGTATATTTGTAATGTTGCTAGTATAAATGTTTGTATTATGTTTTTTTTCCAAAAAAATGATCTAGAGTTAGGCGATATAGATATG

• inveP inverted ••0 +2 inverted om
IC-

tRNA-GIyM

1330 

1463 

1596 

1729 

1862 

1995 

2128 

2261 

2394
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TCTGTGGTTCCTGTGTTTGGTGCTTCTTTTGTTGGCTTAGGTTTGGTTGGGTTATTTATGTGGAAGGTTAGCTTTGTGTTTGTTGTTTTAATTTGTGTTGGGTTGTTGATAGTTATTTTTTTGTATGATGGGT

-------------------------------------------------------------- CO3---------------------------------------------------------------------- 

SVVPVFGASFVGLGLVGLFMWKVSFVFVVL IC V G L. L I V I FLYDG 

TGAGTTTTATGATTCATCATTATGAATCGGCTTTTTGGTTGTTTGTTTTGAGTGAAGTAGCGATTTTTGGTAGGTTTTTGACTTGTTGTCTGTTTTTTGATTGTTGATGTTATAGAAGTTTGTCTAGTTCCTT

---------------------------------------------------------------- CO3---------------------------------------------------------------------- 
L SFM I HHY E SAFL F V L SEVA IFGSFL TCCLFFD C WCYSS LSSSL 

GGAGATTCCTTTTGTTGGGTGTTTTGTTTTGTTAGGTTCTAGGGTTACTGTTACTGGTTTTCATCATTTGTTGGGTTGGCGTTTTTGTGATTTGTTTTTATTTATGACTATAGTTTTAGGTTTGAGTTTTGTT

-------------------------------------------------------------- CO3---------------------------------------------------------------------- 

E I P FVGCFV LLGSSVTVTGFHHLL GWR FCDLFLFMT I VL GLSFV 

GTGTTACAAATTTTAGAAATGGAGGAGATTGGGTTTAAAGTAGTTGATGGTAGATTTTATTCTAGTAGGTTTTGTACAGTCGGTTTGCATTTTAGTCATGTGGTGTTAGGTGTTATTGGATTAGTGACGTTGT

-------------------------------------------------------------- CO3------------------------------------------------------------------- 

V L Q I LEMEE I G F NV V DGSF YSS SF C T V GL H F SHV V L G V I GL V IL 

TTTTCGTTGGTAGTAGTAATTTTGATGTTTATAGTTGTACTGTGTTGACGTGATATTGACATTTTGTTGATTATATTTGGCTTCTTGTATACACTGTTGTTTATGTATGTTAGATTACTAATAGGTTAGTTTA

--------------------------------------------------- CO3------------------------------------------------------- 

F F VGSSNF DV YSCIVLIWYWHF VD Y I WLL V Y T V V Y V C . 1Im••••tRNA-His•^••• 

AACTGGTAGATTGTGGTTCTATTGAGTACTGTTTAGTTGTATTAGTAATGGATGATTGTTTTGTTTCGACGTAATTTAATAGATTTACCAATTAATTATTCTTTGAATTATTATTGAAGTAGTGGGTTTGTAT

---------------------------tRNA-His•MI VLF R RNL I DLP IN YSLNY Y WSSGF V 

TGTCTATGTTTATGATTCTTCAAATTTTTACTGGAGTATTGTTGTCTTTTTTGTATGTAGCTGATTTTATGTGTAGATTTTTTATGGTTATGAATTTATCTAATGATTCTTTTTTTACTTGATGTTTGCGTTA

-------------------------- Cb------------------------------------ 
L SMFM I L Q .I FTGVLLSFL VVADFMCSFFMVMNLSNDSFFTCLRW Y 

TTGGCATATGGTAGGTGTAAATGTACTGTTTATTTTGTTATTCTTTCATATGGGTATGGCTTTGTATTATGGTAGTTATGTTAAGAAGGGTGTTTGGAATGTTGGTTTTGTGTTATATTTGTTAGTTATGGGT

WHMVGVNVL F I L L F F HMGMAL  -------------------------------------------------------------------------------CYtb-------------------------------------------------------------------------------  Y YGS Y V K K G V W N V GF V L Y L L VMG 

GAGGCATTTACTGGTTATATTTTACCTTGGCGTCAGATGTCTTATTGGGCTGCCACTGTCCTTACTTCAATTGTTGATAGTTTGCCGTTGGTTGGTTCTATGGTCTATAAGTATGTGGTTGGTGGATTTTCGG

------------------------------- Cb----------------------------------- 
EAF T G Y I L P WROMS YWAATVLTS I VDSLPLVGSMV YK Y V VGGF S

2527 

2660 

2793 

2926 

3059 

3192 

3325 

3458 

3591
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TGTCGGGTGTAACATTGATTCGTGTGTTATCGGTTCATATTTGTTTGGGGTTTGTTATATTAGGATTAATGTTTGTTCATTTATTTTATCTTCATAAGAGTGGTAACAGTAATCCGTTGTTTTCATTTAATTT

--------------------------- Cb-------------------------------- 
V S GVTL I R VL S V H I CL GF V IL GL MF VHLF Y L HK SGNSNPL F SF NL 

GTTTAATGATTTGGTGTATTTTCATTCATATTTTTCTGTTAAGGATTTAGTCTTGTTTATGTTTACTTGTAGATTGGTAGTTTTTTGGTTGTTTTTTGCTCCTGATTTATTGGTAGATATAGAGGCATATTTA

FNDLV YFHS VFSVKDL VLF MF  -------------------------------------------------------------------------------CYtb-----------------------------------------------------------------------------------  TCSLVV F WLF FAPDLLVD I EAYL 

GAGGCTGATTATCTGAAAACTCCTGTTAGTATTAAGCCTGAGTGATATTTTTTAGCCTTTTATGCTATTCTTCGGTGTATTAATTCTAAGGTTGGGGGGTTGTTGTTGATTTTATCTTTTATTTTTTTCTTAT

EAD YLNTPVS I KPE WYFL A F Y A IL RC INSKVGGLLL IL S F I F F L 

GAGTACCAACTGAGGGTGGCACTAGTGTTTATAGAGTTTGGCGTCAGGTTAATTTTTGGTTAGTTGTTAGTTTGTTTTTGTCATTGACTTATTTAGGTGGGTGTCACCCAGAGTATCCTTATTTGGTTATTTG

-------------------------------- Cb---------------------------------------- 
WVPTEGGTSV YSVWRQVNFWL VVSLFL SLTYLGGCHPE VP YLV I C 

TCAGTTGTTTAGGGTAGTAATGGTGTTTATGATGTTTGTTTTTAAGTTATATTAATTTTTTTGGTGTGGTTACTTTGTTTTTATTATTTTGTTCTGTAATTATGGTTAGTTATTTTTTGGTTGTTGGGCGTTT

------------------------------------ Cytb-----------------------------------------1 I-------------------------------------------ND4L--------------------------------------- 
QLF SVVMVFMMFVFKL V.VVTLFLL FCSV I MVS VFLVVGRF 

TTTGAATAGCTTGATTATTTTGGAGAATTTTAATGTGTTAGTTCTTTTGTTTTGTTTGTTGTTTTCTTCATTTGATAGTCATGTTATTTTTATAGTGTTGATGGTGATTTCTACTGTGGAGATTATTATTAGG

------------------------------------------------------------------ ND4L--------------------------------------------------------------------------- 

LNSL I ILENFNVL V L LFC L LF SSFDSH V IF I VL MV IS T V E I I I S 

TTAACTGTATTGACTCGAGTATGGGAATGTTCATCTTGTTTGGAATTGGTTGATTTTTAGTTGTTATGTCAGTCTTGTTGTTGTGTTTATTGTATAGGTGTGGGATTGGTTGTTGTTGATTAGTATGTGGTAA

---------------------------- ND4L--------------------------------------------------------------ND4------------------------------------ 

L T V L T R V WECSSCL EL V DF MSVLL L C L L YSCG I GCCWL VCGN 

AGTGTATAATAGTATGTTTGTGTTTGATTCTGTGTCATTTTATTTGGTAATATTGGTGTTAATTTTAGGGTTTTGTAGGCAGGTTATGTTTTTTGGTTTGTTGACTAATCGAGTTCGGTTTTTTTTGATTTCT

---------------------------------------------------------------------- ND4---------------------------------------------------------------------------- 

 V YNSMF V F D SVSF YL V IL V L I LGFCSQ VMFFGL LTNR V R F F L I S 

AGGTTGGTGTTTGCTGTTGTGTGCTTTTGTATTAATCATTCGGTAGTTTTTTGATGTGTTTATGAATTATCGATGTTTCCATTATTATACTTGATTTTTAGAGAGTCTCCGTATTCTGAGCGGTTTTTGGCTG

---------------------------------------------------------------------- ND4---------------------------------------------------------------------------- 
SL VFAVVCFC INNSVVFC V YELSMFPLL YL I F S ESP Y S ERFLA 

GGTGGTATTTTTCTGGTTATTTGTTAAGTACTAGTCTTCCGTTAATTTTGATTCTGTTATATTTATCATATGTGAAAGGGTCATTCTTTTTTAGTGAGTGGTGTTATAAAGGTTATGTTTCTTTAAGAATTTT

---------------------------------------------------------------------- ND4---------------------------------------------------------------------------- 

G WYFSG YL LS TSLP L ILILLY L S YVNGSF FF SEWC YNG Y V SLS IF

372 4 

3857 

3990 

4123 

4256 

4389 

4522 

4655 

4788 

4921
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TTATGTTTTGTCATTTATATTTTTTACTAAGGTTCCTTTAGTTCCTTTTCATACGTGATTGCCTATAGTTCATGCTGAGGCTACTAGAGTAGTATCAATTTTTTTAAGTGGGTATATTATGAAGTTAGGTTTG

------------------------------------------------------------------------ ND4---------------------------------------------------------------------------- 
YVL SF IFF TKVPLVPFHTWLP I VHAE A TSVVS IF L SG Y I MKLGL 

TTGGGTGTTTATCGTACTGTGTTTTTTATTTTTGATTTGACTTTTGTTAGTTATTTGTTTGTGTGTTGTTTGATTGCCGTTGGTTTTTTGGTTACTGCTTGTGTGGAGTTAGATGGTAAGCGTTGATTGGCGT

------------------------------------------------------------------------ ND4---------------------------------------------------------------------------- 

LGV YR TVFF IFDLTF VS YLF VCCL 1 AVGF L VTAC VELDGK R W L A 

TTTTAAGTTTGTCACATATAGTAGTTCCGTTTTTAGGTTTTTTTGTTGGTGATTGGGTAAGGTTGGGTTTTAGGTTTTTTTACTGTTTAGGTCATGGGCTGAGTGCAGGTTTGGTTTTTGGTTTGTTGTGGTG

------------------------------------------------------------------- ND4------------------------------------------------------------------------- 

F LSLSH I VVPFLGFFVGDWV SLGFSFF YCLGHGL SAGLVF GLLWC 

TTTTTATGATGTTTCGAATACTCGTAATTGAGTTTTATTAAAGTCTGGTGTTGGTGGTATTGTTAGAATGGTTATTTTAGTGTTTAGTATGTTGAGGTTATGTTCATTTCCGACTACTATACAGTTTTTTTGT

------------------------------------------------------------------- ND4------------------------------------------------------------------------- 
 F YDVSNTRNWVLLK SGVGG I VSMV IL V FSMLSLCSFPTT IOFFC 

GAGGTGTTTTTAGTAAGTCAGTGTTCTGGTGTGTTATTTTACTTATTGTTCTGGTTATGTTATTTATTTTTTGGAGGGTTGGTTCCTTTAATTTTATGTGGTCATTTGTTAATTCGAAGTGAGTACTACGAAT

--------------------------------------------------------------------- ND4------------------------------------------------------------------------- 

EVFLVSOCSGVLF YLLFWLC YLFF GGLVPL ILCGHLL I R SEY YE 

TTTCTAGTGTTTCTTATTACTGTTATTATTTTTTTTTATGCTTCTTAATTTTCTGGTGTTATTTTGCTATAATTTTGTTATAGTGATGGTTTAATGAGGTGTTTTGCATTTTATGTTTTGGTCATAAAGGTGA

------------------------------------------------ ND4-------------------------------------------------I 
F SSVSY VCV YFFLCFL IF WC Y F A I ILL•tRNA-Gin 

TTAGTTGTCCGTTAAATTTCTTTTAGCTTAATTTAAAGCATCAATTTGAAGAGTTGGGGATAACTTATGTTAGGGAGACTGGTAAGTTAATTAAACTGTGGGGTTCATGTCTCCATTTTACACTTTTTGTGTC

tRNA-Gln^a+-----------------------------l tRNA-Met------------------------------- 
-----------------------------------tRNA-Phe 

TGGTTGAGTTTAATGGTTATTGTGAATGATTTTGGTTCTTTAATAGGTCGGGTTTATGCGTTAATCTTTAATAGTAGTGTGTCATATTATTATTTTGTTTTATTGGTATTTGTTCTTGGGTGGTTTTTGGTTT

---------------------------------------------------------- ATP6------------------------------------------------------------------ 
9tRNA-,^MV I V NDF GSL I G R V VAL IF NSSVS Y V YFULL VF V LGWF L V 

ATCGTTTACCTTACTGTTATAGATTTTATTTGTTTTCTGTATTTTTGTTTGGTGTAGTTTTTGTAATGTTTGTGTCACTATTTTTGTGTCGTGTTTTTAGGGGGATTAATAATTTCTTTGCTAGTTTTGTTCC

ATP6

5054 

5187 

5320 

5453 

5586 

5719 

5852 

5985 

6118

YR LPVC YSF YLF SVFLF GVVF VMF V SL FLCR VF SG INNFF ASF VP
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CGGTTTGTCTTGTTGATGGTGATTTTTTATCAGGTTACTTTAATGGTGGTTTTTGGTTTGGTTTCTGGTGTTTTTGGCTTATTGCTTAGTTTGTTAATAGTTGCTTTTTTTGTTTTAGGTGAACGTAAGGTTT

----------------------------------------------------------- ND1--------------------------------------------------- 
          tRNA-Asp^0MV V F G L V SG V F GL L L SL L I V AF F V L GER K V 

TAGGTTATTCTCAGTTTCGTAAGGGTCCTAATAAGGTTGGTTTTGCTGGTTTGTTGCAGAGATTTGCTGATTTGTTAAAGTTAGTGATCAAGTTTAAGAATTTT TAT TTTCAAAGTCGTAGGTA TAT TGGTTT

7581

   ND1------------------------------------------------------------------------------- 
L G YSQFRK GPNK VG F A GL L Q S FADL L K L V I K FKN F YFQSR S Y I GL 

GTTGGGCGTTTTTTTGTTAATAATTTTGGTTATTATATATTCTTTTATTTATGGTAGATATTATAGTGTTAGTTATAATAGTCTTTCAGTATTGTGGTTTTTAGCTGTTGCTAGTATTTCTAGGTATTCTTTG

7714

   ND1---------------------------------------------------------------------------- 
L G V FLL I IL V I I YSF I YGS Y Y S V S YNSL S V L WFL A V A S I S S YSL 

TTGTGTGCTGGTTGGGGTAGTTACAATAAATATTCGTTTTTAAGTTCTGTTCGATGTGCTTTTGGGTCTGTTAGGTTTGAAGCTTGTTTTATGTGTGTGGTAATTTTTTGTTCTTTGTGTTACTGTAGGTATA

7847

   ND1---------------------------------------------------------------------------- 
L C AGWGS YNN YSFL S S V R C AFGSVSFEAC FMCVV IFCSL C YCS Y 

ATTTGATTGATTTTTATTATAGTTGTTGATGAAGCTTGTTGTTGTTTCCATTGATTTATGGATTGTTTTTGGTGTGTGTGCTATGTGAGACTAATCGTATACCATTTGATTATGGGGAGTCTGAAAGGGAGTT

7980

   ND1---------------------------------------------------------------------------- 
N L I DF Y YSCWWSL L L FPL I Y GLF L V C V L CE TNR I PF DYGE SESEL 

AGTTAGTGGGTTTAATGTTGAGTATAGCGGTATATACTTTACGTGTTTGTTTGCTTGTGAGTATATAGTTGTATATGTGTTTTCATGGTTGATTGTTGTAATGATGGTTGGTGGTGGTTTTGTTGGTTTGTTT

8113

   ND1---------------------------------------------------------------------------- 
V S G F N V E VS G I YF TCL FACE Y I V V Y V F SWL I V V MMV GGGF V GL F 

ATGTTGTTGTTTAATTTATTATTTTTTATGTGAGCTCGGGCAACGTTACCTCGTGTTCGTTATGATTTATTTGTGAAATTTTTCTGAGAGGTTTGTTTATGTTTACTGATTTTAGGATTTTTTGTTATTGTTA

8246

   ND1-------------------------------------------------------------------------------- 
ML L F NLLFF MWAR A TL PR V R Y DL F VNF F WE V CL CLL IL G F F V I V 

ATTAGATTTTATGGTAATCAATGTCTGTATAGATTATTTAAATCGTGATGCTGTTAACTTCAAGAAATGGTTATTTCCATTATGGTCGGTTATGCTTACTTTAGTTTAATTGTAGAATGTGGGTTTTGGGGAT

8379

- ND1 1 

N .-----------------------------------------tRNA-AsntRNA-Pro 

CCTTGGTCTCGTTGAGAGGTTTGATTAATAGGGCTGCATGGCAGGTTACTTTGATATAGTAAATTGTGAATTTATTTTCCGTTAATATTTTGACTCATATATCTAATGTTGCGAAGAGCTGAGTTCTTACCTC

8512

I^Imm^NtRNA-Prom^mm 0'-----------------------------tRNA -IletRNA-Lys 

AGTAATGTGGTTATCACTGTGGGTTATGGTTGTTTTGTTTTTTGTTTTTTTTGTTTTTTTTTTGTTGGGTTTTGTTATTTATTTTTTTAATTCTGGGTTATTGAATAAGTTTGGTGATTTTGGGTTTCAGTGG

8645

------------------------------------------------------------- ND3---------------------------------------------------------- 
  tRNA-Lys M V V L F F VF F VF FLL GE VI VF ENS GLLNKF GDF GF OW

8778
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TGTAGTTCTTATGAGTGTGGCTTTTTTTCTGCTATGGTTAATTTAAATTGTTTTAGGTTTACTTATTTTTCATTGTTGGTGGTGTTTGTTATTTTTGACTTGGAGATATCTCTGTTGTTAAATATGCCTTCTC

--------------------------------------------------------------------- ND3---------------------------------------------------------------------------- 
CS S YECGF F S AMVNLNCF S F T YF SL L VVF V IF DL E I SL L LNMPS 

AAGGGGTTTTGTTTGGTAATTTTTGGTATTATTATTTTTTTTTGTTTGTTATGTTTTTTGGGTTTGTTGTGGAGTTGTTTAGTGGATATGTGCGTTGAGTTTATTAATAGGTGTGGTTAGAGAAAATTGTGGA

-------------------------------------------------------- ND3---------------------------------------------------------- 

Q G V L F GNF W Y Y YFF L F V M F F G F V V E L F SG Y V R W V Y tRNA-Sersmo• 

GTTACTGCTAATAATTTTGTGTCATTTAGGTTTGACTTTCTCTTTGGTTGGTGTAAGATTAAGTTATTTTTGACTGTATGTTTTCAAAACATTTAGGGGCTGGTTGGTCATCTTATGGATATGAGAGTGGTGT

r--- C01 
        tRNA-Ser•tRNA_TipMS V V 

GATTAGGTAGTTGGGTATTGACTTTGGATCATAAGCGTATTGGAGTGATTTATAGATTATTAGGTATATGGTCTGGTTTTGTTGGTTTAAGTTTTAGTTTGTTGATTCGTGTTAATTTTTTGGAGCCTTATTA

------------------------------------------------------------------- C01------------------------------------------------------------------------- 
WLGSWVLTLDHKR I GV I YSLL G I WSGF VGLSFSL L IRVNF LEP Y Y 

TAATGTTATACCTTTGGATTGTTATAATTTTTTGGTGACTAATCATGGTATAATAATGATCTTTTTTTTTTTGATGCCTATATTAATTGGTGGGTTTGGTAATTATTTATTGCCTTTGTTGGGTGGTTTGTCT

------------------------------------------------------------------- C01---------------------------------------------------------------------------- 

NV IPLOC YNFLVTNHG I I M IF FFLMP I L I GGFGN YLLPL LGGLS 

GATTTGAATTTGCCACGTTTGAATGCTTTGAGTGCGTGGCTTTTGATTCCTTCATTAGTTTTGTTGTTGATTAGTATGTGTTTGGGTGCTGGTGTTGGTTGGACTTTTTATCCTCCATTGTCTTCTTCATATT

---------------------------------------------------------------------- C01---------------------------------------------------------------------------- 

DLNLPRLNALSAWLL I PSLVLLL I SMCLGAGVGWTFYPPLSSSY 

TTTCTAGGAGTAGTGGTGTTGATTTTTTGATGTTTTCTTTGCATTTAGCAGGTGTTTCTAGAGTTTTTAGTTCTATAAATTTTATTTGTACTTTGTATAGTGTTTTTATGACTAATGTATTTTCTCGGACTTC

---------------------------------------------------------------------- C01---------------------------------------------------------------------------- 

F SSSSG V D FL MF SL HL A G V S S VFS SINE I C TL Y S V F MTNV FSR TS 

TATTGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTATTTTATTGTTAGTGACGTTGCCTGTTTTGGCTGCTGCTATTACTATGCTTTTGTTTGATCGTAAATTTTGTTCTGCTTTTTTTGATCCGTTAGGTGGTGGT

------------------------------------------------------------------------------- C01------------------------------------------------------------------------------- 

 I V L W S YLF T S .I L L L V TLP V L A A A I TML L F DR NF CS AF F DPLGGG 

GATCCTATTCTATTTCAGCATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATCCGGAGGTTTATGTTTTGATTCTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTAAGTATAAGTGGTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTT

-------------------------------------------------------------------- C01----------------------------------------------------------------------------- 

DPI L F QHMF WFF GHPE V Y V L I LPG F G I I S H ICL S I SGNF D AF GE

8911 

9044 

9177 

9310 

9443 

9576 

9709 

9842 

9975
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TTATAGTTGGTAGTACCTGCCCAATGTTGGTTTATTAATGGCCGCAGTATATTGACTGTGCAAAGGTAGCATAATTAATTGCCTTTTAATTGGAGGCTTGTTTGAATGGTTTGACGTGATAGGTATGAATATT

------------------------------------------------------------------------- LSU rRNA'------------------------------------------------------------------------------------ 

TGGCATTTGATTGAAATTGATTTTGAGGGTTTAGAATCCTTTATGTTTAATAAGACGGAAAGACCCTAGGATCTTTTATTTTTTTGTTTGGGGCAAATTGTGATATTTTATGGATATTGTGACCCTGAGATGT

----------------------------------------------------------------------------------------

' LSU rRNA1------------------------------------------------------------------------------------ 

ATTGGTTTGTTGAGTTAAGTTACCCTAGGGATAACAGTGTGATGATTAATTAGAGGTCTTATCGAATTAATTGTTTGCCACCTCGATGTTGACTTAGGCTGTGATCTTGGTGTAGTAGTTGAGATTTTTGGTC

------------------------------------------------------------------------- LSU rRNA'------------------------------------------------------------------------------------ 

TGTTCGACCTTTTTAGCCTCCATGAGTTGAGTTAAGACCGGCGTAAGCCAGGTCGGTTCTTATCTATTGTAGAAGTTTATCAGTACGAAAGGACAGTAGACTTTTTTGTTGAATGCGAGTAATGGTTGGTTTT

------------------------------------------------------------ LSU rRNA'-----------------------------------------i^11111 tRNA-Cysse^ 

GCAAAAGCTGATTAGGGTTGTTGTGATTGACCCCGTGTTTTATTTGTTTAACTGTGGCAATAAGAAGTTTTGCTTCATTGGCTGCATGAAGTTTGTTTATTAGTTTATTGGATTATGTTTTCTGATTGATTTT

tRNA-CysSSU rRNA1------------------------------------------------------ 

ATCAGCAGTTGATTTTTTGTTTGAACGAGAGTTCTATAAGGATGATGCAATTAAAGGGGATAGGACACAGTGCCAGCATCTGCGGTTAGTCTGTTTTCTTTGCTTTTATGTGGATTATTGGTGTTTATTTATG

------------------------------------------------------------------- SSU rRNA'------------------------------------------------------------------------------------ 

TGCAATGTTAGGTTAAATTTTTTTGTTATGGTGTTGTATAAATAAATTTTGTTAAGATATATGTGGTGACAGGGATTAGATACCCCATTAATATATTTTGTAAGGTTGTTCTAGTTTTGTAACTAAAATGGTT

------------------------------------------------------------------- SSU rRNA'------------------------------------------------------------------------------------ 

TGGCAGTGAGTGATTCTTGTTAGGGGAAGATGCATAGTAAAGGATGGTCCACCTATTAATTTACTCTTTTTATGTTGGTGTATGTCTGGTTTAATATTATTGTTTAGTAATGTAAGTTTGTGTAGTTTTAGTT

------------------------------------------------------------------- SSU rRNA 1------------------------------------------------------------------------------------ 

AAGCTAAGTCTATGTGCTGCTTATAAGAGTTTTTGTGTGTTACATTGATAGGAATATTGTTGTAATATGGTATTGTTTAGGACTTAATAGTAATGTTTGAATTAGTTTGTTGATGTGAATTGAGTTTAGCTCA

------------------------------------------------------------------------------------

' SSU rRNA1------------------------------------------------------------------------------------ 

GGTACACACCGCCCGTCACCCTCGGTTATTACTGAGGTAAGTCGTAACAAGGTAACTTTAAATGAATTTGAAGTTAATTATTAGGTTGTGCTAATTAGAGTGAAATTGTCATTATTGTATTATGATATTGTGT

------------------ CO2----------------- ----------------------------------------
' SSU rRNA•V N L SL L Y YD I V 

GTTATATTGTGGCTGTCTGTGTGTTTATTATATGTTTTGTGTATGTTTTGTTGTGTTGGAATGTTGTGGTTGGTGTAGGTAGTGTTAAATTTGGTGGGGAAAATCAGGCGGTTGAGTTGATATGAACTATAGT

11438 

11571 

11704 

11837 

11970 

12103 

12236 

12369 

12502 

12635

CO2

12 768

C Y I VAV C V F I I CF V Y V L L CWN VVVGV GS V NF GGE NO AVE L I WT I V
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Similarity of predicted genes of E.  multilocularis mtDNA to other sequences in protein database

BLAST homology search*

Protein genes 

(size)

Localization 

of the gene Score Description (Phylum) Accession no.

N 
W

CO1 (535 aa) 

CO2 (194 aa) 

CO3 (215 aa) 

Cytb (355 aa) 

ATP6 (171 aa) 

ND 1 (297 aa) 

ND2 (293 aa) 

ND3 (115 aa) 

ND4 (404 aa) 

ND4L (86 aa) 

ND5 (524 aa) 

ND6 (151 aa)

9165-10772 

12602-13183 

2392-3039 

3111-4178 

5865-6380 

7491-8384 

6389-7270 

8671-9018 

4455-5669 

4189-4449 

569-2143 

13271-13726

522 

132 

94 

287 

53 

187 

53 

63 

122 

35 

194 

50

Drosophila yakuba (Arothropoda), CO1 

Lumbricus terrestris (Annelida), CO2 

Mus musculus (Vertebrata), CO3 

Equus grevyi (Vertebrata), Cytb 

Katharinatunicata (Mollusca), ATP6 

Katharinatunicata (Mollusca), ND 1 

Ascaris suum (Nematoda), ND2 

Caenorhabditis elegans (Nematoda), ND3 

Ascaris suum (Nematoda), ND4 

Albinaria coerulea (Mullusca), ND4L 

Caenorhabditis elegans (Nematoda), ND5 

Artemia franciscana (Arthropoda), ND6

PIR, ODFF1Y 

PIR, S58986 

PIR, OTMS3 

PIR, S17410 

PIR, S50330 

PIR, S50336 

PIR, S26018 

PIR, S26036 

PIR, S26021 

PIR, S59145 

PIR, S26037 

PIR, S60647

* PIR protein sequence database release 61 was used . 

each query sequence were described.

The metazoan sequences showing the highest BLAST score to
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有 鉤嚢 虫症血清 診断用抗原遺伝 子 の クローニ ング
ー組換 え蛋 白質 を用 いた血清診 断法 の開発.._._._

1)組 換え蛋白質の発現およびイムノブロット解析

ム

(kDa)

66

Ml234
s1

り

窒1=
29
24

20.1

む 贈 一 ・・

...

匂

14.2鱒

塾

(kDa)
105
82

49

α
」

く
U

つ
J

Q
O

α
」

(
∠

19.4

C

M1234M1234

A:ク マ シ0染 色

B:AE患 者 血 清

・●C:NCC患 者 血 清

1,TRX

2.TRX-Ag1

3.TRX-AglV1

4.TRX-Ag2

有鉤嚢虫cDNAラ イ ブ ラ リー よ り得 られ た診 断用抗原候補遺伝子 を大腸菌 により発現

させ、患者血清を用いたイムノブロッ ト解析 を行った。抗原遺伝子はThioredoxin(TRX)

融合蛋 白質 として発現 させた。

組換 え蛋白質はNCC患 者血清 に特 異的 に認識 され 、診 断用抗原 としての有用性が示

された。 しか し、抗原Ag1は 患者血清 に認識 され るものの、その抗原性は他の2種 の抗

原 に比較 して極 めて低 い ことが明 らか となった(結 果上)。 そ こで 、血清診 断用抗原 と し

てAg1V1お よびAg2を 使用す る ことと し、Ag1V1とAg2の 融合蛋 白質 を発現 させイム ノブ

ロ ッ ト解析を行った(結 果下)。 この組 換え蛋 白質 はTRXを 含んで いな い。

△

(kDa)M12

66軸 ●

45

〈
U

O
/
4

つ
」

(
∠

(
∠

ter.

=

20.1「 隔

14.2..

B

(kDa)M12

105
82

49

33.3

28.6

19.4

鱒

一

A:ク マ シー染色

B:NCC患 者血清

1.TRX

2.AglVl/Ag2
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1
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Ag1V1/Ag2キ メ ラ抗原

被 検血清1:100

e

▲

圃

十

NCC

AE

CE

Other

Control

0

200ng/well

伽 重㎝(0.171)

NCC:neurocysticercosis(40)
AE:alveolarechinococcosis(35)
CE:cysticechinococcosis(10)
Other:otherparasiticdiseases(70):clonochiasis(10)sparganosis(10)

fascioliasis(8)paragonimiasis(32)

schistosomiasis(10)C
ontrol:healthyhuman(10)

陽性数1被検数 %

NCC患 者血清:

AE患 者 血清:

CE患 者血清:

他寄 生虫症 患者:

Healthy

35/40

0/35

0/10

0170

0/15

57

0

0

0

0

8
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