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研究成果の概要（和文）：　ネオスポラ症は、細胞内寄生原虫N. caninum感染に起因する疾患で、牛では母牛に
おける死・流産および先天感染新生牛の神経・筋疾患、犬では幼犬の後駆麻痔を主徴とする進行性の神経・筋疾
患である。本症伝播で問題となるのは、 ①非妊娠時の原虫感染による宿主体内での増殖と分布（水平感染）、
とそれに続く②妊娠時の原虫感染あるいは妊娠等の刺激が誘因となるシスト内原虫の再活性による垂直感染であ
る。①水平感染に対してはThl免疫が、②垂直感染に対してはTh2が有効で、①に対してはThl型アジュバントを
用いた注射型ワクチンが、②に対しては藻類経口投与型ワクチンに誘導されたTh2免疫が効果的で省力的であっ
た。

研究成果の概要（英文）：Neospora caninum is an apicompexan protozoan parasite closely related to 
Toxoplasma gondii. N. caninum causes repeated abortions, stillbirths, and transplancental 
transmission in cattle and neuromuscular progressive disease in dogs (neosporosis). There are two 
problems in this disease. One is horizontal transmission by tachyzoite stage of N. caninum. The 
other is vertical transmission via placenta of the reactivateted protozoan stage-converted from 
bradyzoite (tissue cyst) to tachyzoite.
For horizontal transmission, Th1 immunity is effective. The method to produce this immunity is 
effective inoculation of the injection type vaccine used to Th1 immune adjuvant. For vertical 
transmission, Th2 immunity is effective. Recombinant alga Chlamydomonas vaccine (NcSAG1) was 
effective to make Th2 immunity and might contribute the saving of labor.

研究分野： 獣医寄生虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の目的は、クラミドモナスを用いた藻類ワクチンの（a）粘膜アジュバントおよび発現抗原遺伝子のコ
ドンの最適化、（b）宿主藻類培養条件による蛋白発現の最適化、そして（C）経口投与型ワクチンとしての局所
免疫および全身免疫誘導におけるワクチンプログラムの最適化、をすることで更なるネオスポラ症に対する効果
的かつコストパフォーマンスに優れたワクチン開発の道を開き、他の感染症への応用性も明示することである。
本研究を進めることで注射剤ではなく経口投与型ワクチン開発をすることで、経費節減や開発途上国での使用に
向けて有意義なものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ネオスポラ症は、細胞内寄生原虫 Neospora caninum 感染に起因する疾患で、牛では母牛に

おける死・流産および先天感染新生牛の神経・筋疾患、犬では幼犬の後駆麻痔を主徴とする進
行性の神経・筋疾患である。本症伝播で問題となるのは、 ①非妊娠時の原虫感染による宿主体
内での増殖と分布（タキゾイトによる水平感染）、とそれに続く②妊娠時の原虫感染あるいは妊
娠等の刺激が誘因となるシスト内原虫（ブラディゾイト）の再活性による垂直感染である。 
以前の研究で①水平感染に対しては Thl 型免疫が、②垂直感染に対しては Th2 型が有効であ

ることを明らかにし、①に対しては Thl 型アジュバントを用いた注射型ワクチンが、②に対し
ては藻類経口投与型:試作ワクチンに誘導されたTh2型免疫が効果的であることを明らかにし、
経口投与型の藻類ワクチンの可能性を見いだした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、クラミドモナスを用いた藻類ワクチンの（a）粘膜アジュバントおよび発

現抗原遺伝子のコドンの最適化、（b）宿主藻類培養条件による蛋白発現の最適化、そして（C）
経口投与型ワクチンとしての局所免疫および全身免疫誘導におけるワクチンプログラムの最適
化、をすることで更なるネオスポラ症に対する効果的かつコストパフォーマンスに優れたワク
チン開発の道を開き、他の感染症への応用性も明示することである。 

 
３．研究の方法 
 本研究の方法は以下の項目について検討した。 
（1）大腸菌由来易熱性毒素（LT-B）アジュバントの検証 
毒素原性大腸菌の産生する易熱性毒素（LT）の Bサブユニット（LT-B）である。LT はコレラ

毒素に類似した毒素で、毒素本体の Aサブユニットと粘膜への付着因子である Bサブユニット
から構成されている。LTは主にヒト由来株と豚由来株から産生され、Aサブユニットはヒト由
来株と豚由来株では塩基配列に相違が認められるが、Bサブユニットには相違は認められない。
従って、B サブユニットはヒト粘膜および豚粘膜で同様のリセプターを認識することを意味し
ている。LT-B も CT-B と同様に GM1 ガングリオシドを認識することが報告され、広い宿主領域
での使用の可能性が示唆される。LT-B の使用に当たってはまず、CT-B の時と同様にクラミドモ
ナスでの発現を考慮し、そのコドンの最適化を行う。最適化は“かずさ DNA 研究所”のホーム
ページ（www.kazusa.or.jp）を利用して設計し、DNA 合成の依頼によって確認と合成の委託を
行った。今回供試する発現ベクターは“クラミドモナス－大腸菌シャトルベクター”である
pChlamy_4（Invitrogen）である。まず LT-B の粘膜アジュバントとしての粘膜への付着能をオ
レンジ系蛍光蛋白 tdTomato と LT-B の共発現を行い基礎試験に供試した。これら蛍光色素につ
いてもコドンの最適化を行った後にベクターへ挿入を行った。 
粘膜細胞への付着性はヒト腸管粘膜上皮細胞である HT-29 細胞を用い、上記 LT-B 組換え体を

HT-25 細胞へ 37℃、60 分間接着させ、PBS(-)にて 3回洗浄後、蛍光顕微鏡下でその付着性を確
認した。 
 
（2）ワクチン用原虫抗原遺伝子のクローニング 
ワクチン用抗原としてはタキゾイト表面由来NcSAG1はすでにpChlamy_4へクローニングを行

っており、すでにクラミドモナス内での発現を確認している。本抗原も LT-B と同様にコドンの
最適化を行い、遺伝子合成、クローニング、および発現を行った。 
 
（3）遺伝子の形質転換クラミドモナスの培養条件の検討 
 クラミドモナスは緑藻類に属し、クロロフィル aおよび cを持つ。またクラミドモナスの蛋
白発現系には核内、葉緑体内、ミトコンドリア内の 3種類のゲノム内での相同組換えであるこ
とが分かっている。本研究に供試する pChlamy_4 は核内ゲノムにランダムに組換えが起こる。
クラミドモナス内での蛋白発現には光合成とのバランスが重要で、光合成を活発化させると蛋
白発現が抑制されることが知られている。最適な蛋白発現の条件設定には植物インキュベータ
ー（トミー；CLE-303）による光量、培養時間、ならびに溶存酸素量により行う。 
 
（4）クラミドモナス野外分離株の分離 
 本研究の当初用いる予定のクラミドモナスは実験室内株である C. reinhardtii 137c 株であ
る。本研究内ではさらに蛋白発現量等の好条件を満たす野外株の分離を行う。Chlamydomonas
属は単細胞の緑藻類で、2 本の鞭毛とその基部に 2 個の収縮胞を持ち、かつ葉緑体にピレノイ
ドを持つ。しかし本属には 500 以上の種類があり、種の同定は至難の技であるとされている。
従って、野外分離株では属レベルまでの同定とする予定である。すでに埼玉県の 2カ所の貯水
池（入間市、秩父市）から 4株の本属原虫を分離しているが、今後さらに多くのワクチン候補
株の分離を行い、より高い蛋白発現株の選択を行う。クラミドモナスの保存は通常の細胞株の
保存条件（セルバンカーやバンバンカー等の保存剤、－80℃）で保存可能である。 
 
（5）抗原発現クラミドモナスの免疫原性およびワクチンプログラムの作成 
ワクチン（50℃、15 分加熱した不活化藻類）としての免疫原性はマウスへの経口投与による



実験系で評価する。以前の研究から CT-B をアジュバントとしたワクチン候補クラミドモナスで
は 1mg/頭の 2週間（計 4回投与）で血中抗体が検出できることが判明している。本研究では（2）
での挿入遺伝子コドンの最適化、ならびに（3）における蛋白発現の最適化を行うことで、従来
よりも高い蛋白発現量を実現させ、抗原に対する抗体（血清と糞便内の IgA, IgM, IgG）産生、
Th1 および Th2 型のサイトカイン（主に IFN-γと IL-4）産生の動向を調べ、免疫原性の向上と
種々の最適なワクチンプラグラム設計を行う。さらにマウスあるいはスナネズミを用いたネオ
スポラ症に対する防御能を検証する。この過程に最も研究時間を要するものと思われる。 
 
４．研究成果 
（1）大腸菌由来易熱性毒素（LT-B）アジュバントの検証 
 毒素原性大腸菌の易熱性毒素（LT）の塩基配
列をクラミドモナスでの発現させるために、“か
ず さ DNA 研 究 所 ” の ホ ー ム ペ ー ジ
（www.kazusa.or.jp）を利用して設計し、コ
ドンの最適化を行った。さらにその配列を基
に人工遺伝子をファスマック社に依頼する
ことで作製した。本遺伝子を“クラミドモナ
ス－大腸菌シャトルベクター”である
pChlamy_4（Invitrogen）へ挿入組換えを行
った。さらに発現蛋白の付着性を確認するた
めに蛍光遺伝子である tdTomato 遺伝子をも
組換え挿入した。GFP 遺伝子はさらにこのプ
ラスミドを Chlamydomonas reinhardtii 137c
株（Invitrogen）へ、Gene Pulser II（Bio-Rad）
を用いて 500V, 50μF, 800Ωの条件下で遺伝子導入を行
い、形質転換を行った。導入遺伝子体の選択は抗生物質
である Zeocin を含む TAP 寒天培地にて 10～14 日、26℃
での培養で行った。その結果、右図のような組換え体を
得ることができた。 
 本組換え体は培養後、HT-25細胞への付着試験の結果、
細胞への付着性が確認された。 
 
（2）ワクチン用原虫抗原遺伝子の発現 
 上記作製したクラミドモナスベクターにコドンの最適
化を行った抗原遺伝子 NcSAG1 を挿入させた。上記方法で
形質転換を行い、SDS-PAGEにて蛋白発現の確認を行った。
しかし蛋白発現は抗原遺伝子 NcSAG1 もしくは LT-B の偏
った発現を示した。次にこの問題を解消するためにLT-BおよびNcSAG1の融合遺伝子を合成し、
再度 pChlamy_4 へ導入することでベクターを作製し直した。その結果、癒合蛋白として発現し
ていることが確認できた。 
 
（3）遺伝子の形質転換クラミドモナスの培養条件の検討 
遺伝子の形質転換クラミドモナスの培養条件の検討を行った。 
①CO2 濃度依存性：予備実験の結果から CO2 濃度依存性は確認できなかった。 
②照度：培養用植物インキュベーター内の照度を 0ルクス（lx）、1,500 lx、6,000 lx、15,000 

lx の 4段階で検討を行った。その結果、0 lx では 14日以上培養してもクラミドモナスは発現
しなかった。1,500 lx では 14 日間、6,000 lx では 10 日間、15,000 lx では 7日間の培養でほ
ぼ最大の培養数を計測した。それぞれの発現体について SDS-PAGE を行った結果、発現量には差
は認めなかった。今後の検討を 15,000 lx で 7日間の培養で行うこととした。 
③液相：気相関係：液相：気相関係を 1：10、1：5、1：3、1：2、および 1：1で上記条件に

て検討した。その結果、1：10、1：5、および 1：3ではほとんど差を認めなかった。一方、1：
2および 1：1では良好な発育は得られなかった。この結果、液相と気相の関係では概ね液層：
気相＝1：3が良好な成育を示した。 
 
（4）ワクチン剤型の検討 
 ワクチン剤型については市販の飼料（CE-2、日本クレア）をベースに下記のように検討した。
①クラミドモナス乾燥パウダー、②クラミドモナス乾燥ペレッット、③CE-2 パウダー＋クラミ
ドモナス乾燥パウダー、④CE-2＋クラミドモナス混合ペレット、⑤CE-2 のみの 5種類について
検討した。その結果、①および②ではマウスは殆ど食しなかった。また③では食餌の定量が不
可能であった。最後に④のみが食餌の定量が可能であり、さらにマウスの食餌量が⑤の市販餌
とほぼ同量の食餌量であった。 
 



（5）ワクチンプログラムの設定 
 ワクチンプログラムの設定には以下の投与群を設定した。①経口投与のみ（1回／週）、②経
口投与のみ（2回／週）、③注射（1回）＋経口投与（1回／週）、④注射（1回）＋経口投与（2
回／週）、⑤注射（1 回）の方法で各群マウス 10 匹（ddy、5 週齢、♀）に投与し、投与後 10
週間まで各週に各群 5匹ずつの採血を尾静脈より行い、その血中抗体価を ELISA にて抗 NcSAG1
抗体価を測定した。結果は下記に示す様に④および⑤が良好な抗体価を示した。従って、経口
投与法のみでなく、最初に注射剤を投与し、その後経口投与を行うことで良好な抗体が持続す
ることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（6）野外クラミドモナス株の分離 
 北海道、東京都、埼玉県の湖沼より右図のようなクラミドモナ
ス分離株を分離し、分散媒を利用し-150℃で保存することが出来
た。合計 20株の分離を行ったが、残念ながら、これら分離株を今
回の実験で使用する機会はなかった。 
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