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研究成果の概要（和文）：家畜寄生原虫の運動性や宿主細胞侵入性はその生存にとって必須の機能であり、宿主
への病原性とも密接なつながりを持つ。本研究では、バベシア原虫メロゾイトの滑走運動の分子機序解析を行
い、Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP)関連遺伝子の一つが赤内期原虫の生存に重要な役割を果
たすことを明らかにした。また、バベシア原虫において初めて遺伝子ノックダウン法やゲノム編集法、蛍光共鳴
エネルギー移動(FRET)バイオセンサーを用いたイメージング法を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Babesia bovis is an apicomplexan intraerythrocytic protozoan parasite that 
induces babesiosis in cattle after transmission by ticks. During specific stages of the apicomplexan
 parasite lifecycle, host cells are targeted for invasion using a unique, active process termed "
gliding motility". We have reported gliding motility of B. bovis merozoites, however molecular 
mechanisms of gliding motility have not been elucidated. In this study, we have searched the genes 
related to the glideosome, and found 5 thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) genes. The 
single gene knockout experiment revealed that four of the TRAP genes were dispensable. On the 
contrary, we failed to disrupt one of the TRAP gene. The glmS gene knock down system was developed 
for Babesia parasites and adopted to the TRAP gene, and we found the gene has an important role for 
intraerythrocytic stage of the parasite.

研究分野： 獣医学

キーワード： バベシア　ウシ　滑走運動　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、バベシア原虫メロゾイト滑走運動の分子機序を明らかにするまでには至らなかったが、同原虫TRAP
関連遺伝子の一つが赤内期の生存に重要な役割を果たすことを明らかにした。また、技術的な面からはバベシア
原虫において初めて2種類の遺伝子ノックダウン法を確立したほか、CRISPR/Cas9法によるゲノム編集法を確立
し、さらにFRETバイオセンサーを用いたイメージングに成功するなど顕著な進捗が見られた。遺伝子ノックダウ
ン法やゲノム編集法は寄生体のゲノム機能解析に非常に有効なツールであるため、今後バベシア病研究の加速が
見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

家畜寄生原虫の運動性や宿主細胞侵入性はその生存にとって必須の機能であり、宿主への病原

性とも密接なつながりを持つ。バベシア症はアピコンプレクサ門バベシア属原虫による家畜の

寄生虫病であり、マダニによって媒介される。特にウシのバベシア症は熱帯地域から日本を含む

温帯地域に至るまで広く分布しており、畜産業に多大な経済的被害をもたらしている。バベシア

原虫はウシ体内では赤血球内に寄生し、発熱、貧血、黄疸や血色素尿等の症状を引き起し、時に

宿主を死に至らしめる。なかでもバベシア・ボビス（Babesia bovis）は病原性が高いことから、

ピロプラズマ病として家畜伝染病に指定されているが、その赤血球寄生メカニズムの解明は進

んでいない。研究代表者はこれまでにバベシア・ボビスの赤血球寄生ステージであるメロゾイト

が滑走運動を示すことを発見した。アピコンプレクサ門原虫の滑走運動は主にトキソプラズマ

原虫において研究が進められているが、バベシア原虫に近縁の赤血球寄生原虫であるマラリア

原虫のメロゾイトでは滑走運動は見られないとされている。 

 

２．研究の目的 

本研究は B. bovis を対象とし、バベシア原虫メロゾイトの滑走運動の分子機序を明らかにする

ことで、原虫の増殖を抑制する新たな作用機点を見出すことを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1)滑走運動関連遺伝子の探索 

トキソプラズマ原虫においては滑走運動に関連する分子が複数報告されている。そこで、滑走運

動関連遺伝子のバベシア原虫におけるオルソログや、滑走運動関連分子と同じドメイン構造を

持つタンパク質をコードする遺伝子について検索を行った。 

(2)TRAP 遺伝子ノックアウト原虫の作出 

Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP)関連遺伝子が 5種類見つかったため、それ

ぞれについてシングルノックアウト原虫の作出を試みた。 

(3)遺伝子ノックダウン法並びにゲノム編集法の確立 

TRAP 遺伝子の 1 つについてはノックアウト株が得られなかったため、誘導型遺伝子ノックダウ

ン法並びにゲノム編集法の確立を行った。誘導型遺伝子ノックダウン法として glmS リボザイム

法並びに、ProteoTuner Shield System の確立を行った。ゲノム編集法として CRISPR/Cas9 シス

テムの確立を行った。 

(4)TRAP5 遺伝子誘導型ノックダウン原虫の作出 

TRAP5 遺伝子について、glmS 法を用いた誘導型遺伝子ノックダウン原虫株の作製を行った。得ら

れた原虫株について表現型解析を行った。 

(5)HyPer 発現原虫の作出 

滑走運動中のメロゾイトにおける酸化ストレス状態をモニタリングするため、H2O2インディケー

タタンパク質 HyPer を発現する原虫を作出し、タイムラプスイメージングを行った。 

 

４．研究成果 

(1)滑走運動関連遺伝子の探索 

アピコンプレクサ門原虫の滑走運動に関わる構造はグライデオソームと呼ばれ、トキソプラズ

マ原虫の研究などから、細胞内膜複合体とアクトミオシン複合体の分子、さらには細胞膜上に存

在する TRAP ファミリータンパク質などが知られている。そこで、バベシア原虫においても同様

のタンパク質をコードする遺伝子が存在するか検索を行った。その結果、5 つの TRAP ファミリ

ー遺伝子のほか、Coronin タンパク質遺伝子、GAP45 遺伝子などが存在することが明らかになっ



た。 

(2)TRAP 遺伝子ノックアウト原虫の作出 

5 つの TRAP ファミリー遺伝子についてそれぞれシングルノックアウト原虫の作出を試みた。そ

の結果、TRAP1-4 遺伝子については、それぞれノックアウト原虫が得られたのに対し、TRAP5 遺

伝子は 3 回ノックアウト実験を試みたが、いずれも目的とする原虫は得られなかった。 

(3)遺伝子ノックダウン法並びにゲノム編集法の確立 

遺伝子ノックダウン法として、最初に ProteoTuner Shield System を使用した GFP-DD 発現原虫

を作製した。GFP-DD 発現原虫は緑色蛍光タンパク質(GFP)に degradation domain(DD)を融合し

たタンパク質を過発現する B. bovis である。得られた原虫は Shield の添加により緑色蛍光が

観察され、一方で Shield を培地から抜くことで緑色蛍光が消失し、ProteoTuner Shield System

が機能していることが確認された。しかしながら、同システムはプロテアソーム系を介したタン

パク質発現制御法の為、原虫の細胞膜上に分泌されるタンパク質の制御には向かないと判断し、

リボザイムを使用した glms 法の確立を行った。特別研究員奨励費 16F16105 により同定され、そ

の後遺伝子ノックアウト原虫が得られなかったバベシア原虫遺伝子について、glms 配列を導入

し、得られた組換え原虫に対し、グルコサミンを投与した。すると、タンパク質発現量の減少と、

原虫寄生率の低下がみられ、glms 法についてもバベシア原虫において機能することが確認され

た。さらに、バベシア原虫について CRISPR/Cas9 法を用いたゲノム編集法についても確立を行っ

た。バベシア原虫のプロモータにより制御される cas9 遺伝子やガイド RNA を含むプラスミドを

構築し、標的遺伝子へのタグ配列の挿入、突然変異の導入、遺伝子のノックアウトを行った

(Hakimi et al., 2019)。タグ配列の挿入のためゲノム編集法を用い sbp-3 遺伝子に myc タグを

導入し、間接蛍光抗体法にて SBP3 タンパク質が原虫感染赤血球に局在することを確認した。ま

た、抗酸化タンパク質である TPx-1 タンパク質の酵素活性部位に存在するシステインをアルギ

ニンに置換するような変異を導入した原虫株及び tpx-1 遺伝子をノックアウトした原虫株をゲ

ノム編集法にて作出した。得られた原虫株については、tpx-1 遺伝子座への変異導入や、遺伝子

の破壊を確認した上で、NOドナーであるニトロプルシドナトリウム(SNP)に対する感受性試験を

行った。その結果、tpx-1 遺伝子ノックアウト株では SNP に対する有意な感受性上昇がみられ、

一方、変異導入株では親株とノックアウト株の中間となる表現型が得られた。 

(4)TRAP5 遺伝子誘導型ノックダウン原虫の作出 

glmS 法を用いた遺伝子ノックダウン法を確立できたため、TRAP5 遺伝子について glmS 配列を導

入した遺伝子組換え株を作製した。得られた株についてグルコサミンを投与した結果、有意な原

虫感染率の低下がみられ、TRAP5 が原虫の赤血球寄生に重要な役割を果たすことが明らかになっ

た。得られた原虫株については詳細な表現型解析を継続中であり、TRAP5 がバベシア原虫の滑走

運動や赤血球侵入のいずれの段階で機能しているのか明らかにする予定である。 

(5)HyPer 発現原虫の作出 

本研究課題の一環として、滑走運動中のメロゾイトにおける酸化ストレス状態をモニタリング

するため、蛍光 H2O2インディケータタンパク質 HyPer を発現する原虫を作出した(Asada et al., 

2018)。得られた原虫の発する蛍光を観察した所、細胞質内においてその局在が均一ではなかっ

たため、オルガネラ染色を行い、その局在解析を行ったところ、蛍光はミトコンドリア染色とほ

ぼ一致し、活性酸素種の発生が主にミトコンドリア近傍であることが判明した。また、滑走運動

中のメロゾイトにおいても一貫して HyPer の蛍光が観察され、原虫細胞内で恒常的に活性酸素

種が発生していることが明らかになった。 
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