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研究成果の概要（和文）：ウシのバベシア症は畜産業に多大な経済的被害をもたらしている原虫病であるが、特
にバベシア・ボビス(Babesia bovis)は最も病原性が高く、宿主に致死的な「脳性バベシア症」という神経症状
を引き起こすことが知られている。本研究では脳性バベシア症の分子機序について解析を進め、原虫感染赤血球
のウシ脳毛細血管内皮細胞接着に関与する分子としてVEAPを発見したほか、MTMをはじめとする感染赤血球修飾
分子を複数同定した。さらに細胞接着のリガンドとされる原虫分子VESA-1の配列と接着性についても解析を進め
た。

研究成果の概要（英文）：Bovine babesiosis is a protozoan disease that causes significant economic 
loss to the livestock industry. Babesia bovis is the most virulent Babesia species and is known to 
cause a nervous symptom called “cerebral babesiosis” that is fatal to the host. In this study, we 
analyzed the molecular mechanism of cerebral babesiosis and identified VEAP as a molecule involved 
in infected erythrocytes’ adhesion to the bovine brain capillary endothelial cells, as well as 
several exported proteins including MTM. We also analyzed the sequence and adhesive properties of 
VESA-1, a molecule that is considered to be a ligand for adhesion.

研究分野： 獣医寄生虫学

キーワード： バベシア　脳バベシア　ウシ　赤血球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では脳性バベシア症における赤血球の細胞接着に関わる分子が新たに同定され、同症の分子機序の一端が
明らかとなった。さらに、今回新たに同定されたVEAPやMTMは今後バベシア症に対する薬剤開発を行う上での標
的分子となり得ると考えられる。さらに、今回得られた宿主細胞修飾分子やVESA-1の配列変化に関する新たな知
見は、バベシア原虫にとどまらず、アピコンプレクサ門原虫の研究にも貢献するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

(1)本研究の学術的背景 

ウシのバベシア症は、バベシア属の原虫によるダニ媒介性の寄生虫病であり、熱帯地域から日
本を含む温帯地域に至るまで世界中に広く分布する。また、バベシア原虫はウシの赤血球内に寄
生するため、宿主は発熱、貧血、黄疸や血色素尿等の症状を示し、家畜の生産性低下をもたらす
ことで、畜産農家に多大な経済的被害を及ぼしている。このウシバベシア症を引き起こす原虫の
中でも、特にバベシア・ボビス(Babesia bovis)は最も病原性が高く、宿主に致死的な「脳性バベ
シア症」という神経症状を引き起こすことが知られている。脳性バベシア症は原虫感染赤血球が
脳血管内皮細胞に接着し、脳毛細血管を栓塞することによって起こる。しかし、その分子機序は、
原虫タンパク質 VESA-1 に対する抗体が感染赤血球の血管内皮細胞への接着を阻害したという
知見があるのみである(O'Connor and Allred, 2000)。VESA-1 は多重遺伝子によってコードされ
ており、約 60 の遺伝子からなる ves-1α遺伝子群と約 30 の遺伝子からなる ves-1β遺伝子群が
存在し、原虫内でそれぞれ１つの ves-1α及び ves-1β遺伝子が選択的に発現し、VESA-1α, β
タンパク質として感染赤血球表面でヘテロダイマーを形成しているとされる。また、ves-1α, β
はそれぞれ互いの遺伝子配列が組み変わることで変異を起こすことが知られているため、原虫
間において発現している ves-1α, βがたとえ同じ遺伝子座であっても、発現する配列は異なる。
そのため、2007 年に B. bovis のゲノムが解読された後も、どの ves-1 遺伝子座にコードされた
どのような配列が細胞接着に関わるのか不明である。そこで、申請者らは比較解析のため、ウシ
脳毛細血管内皮細胞に接着性の原虫集団を選抜し、血管内皮細胞に高接着性・低接着性の原虫株
を得た。また、これらの原虫株を用いた RNA-seq による解析から発現している ves-1 配列を推
定し、接着性の異なる株間で発現する ves-1α配列に違いがあることを明らかにした(Asada et 
al., ICOPA2018)。さらに、RNA-seq から得られた比較トランスクリプトーム解析から、株間で
の ves-1 遺伝子以外の発現差は低く、ves-1 が主要な接着因子であることを示唆する結果を得て
いる。 

 

２．研究の目的 

ウシバベシア症を引き起こす原虫の中で、B. bovis のみが宿主に高い致死率をもたらす脳性バ
ベシア症を引き起こす。しかし、なぜ B. bovis において感染赤血球が血管内皮細胞に接着性を
示すのかは不明である。脳性バベシア症は宿主に致死的な上、末梢血中に感染赤血球が出現しな
いため、マダニによる伝搬にも不利である。それにも拘わらず同症が存在するということは、B. 
bovis にとって感染赤血球の接着がその生存に重要であることを示唆している。本研究では B. 
bovis の寄生戦略の一端を解明するため、感染赤血球の接着現象について、その分子機序を明ら
かとしたい。 

 

３．研究の方法 

① 新規エクスポトームの同定 

感染赤血球の血管内皮細胞への接着性に関与する分子として、研究開始当初 VESA-1 のみが知
られていた。また、バベシア原虫感染赤血球表面には Ridge と呼ばれる突起状構造が形成される
ことが知られており、同じく赤血球感染性原虫であり、脳性バベシアに似た症状を引き起こす熱
帯熱マラリア原虫では数百もの分子が感染赤血球側に輸送され、そのいくつかは脳性マラリア
に関わっていることが明らかになっている。従って、脳性バベシア症においても数多くの未知分
子が関与していることが想定されるが、既知の脳性マラリアに関わる分子のオルソログはバベ
シア原虫では見出されていない。そこで、バベシア原虫感染赤血球表面に局在するバベシア原虫
分子を質量分析により同定することにした。B. bovis 感染赤血球を濃縮し、赤血球表面をビオ
チン化した。その後、ビオチン化したタンパク質を精製し、LC-MS/MS にてタンパク質の同定を
行った。得られたバベシア原虫分子ついて、Myc タグ配列を付加したタンパク質を発現する組換
え原虫を作製し、その局在を解析した。原虫タンパク質が赤血球側に確認された場合は、それら
の機能解析を進めた。 

本研究では、MTM(multiple trans-membrane)並びに VEAP(VESA export-associated protein)
と名付けることとなる分子を同定した。MTM については複数膜貫通領域を持つ多重遺伝子にコー



ドされた分子であったため、チャネルないしトランスポーター様の機能を持つのではないかと
いう仮説に基づき、局在や輸送される分子の解析を行った。一方、VEAP は単一遺伝子にコード
された分子であったため、遺伝子ノックダウン原虫を作製した。得られた原虫について、遺伝子
ノックダウン時の原虫増殖率、原虫感染赤血球のウシ脳毛細血管内皮細胞への接着能、VESA-1 の
発現と局在について解析を行った。 

 

② 複数膜貫通領域を持つ多重遺伝子の局在解析 

①において同定された MTM について解析を進めるにあたり、バベシア原虫間における複数膜
貫通領域を持つ多重遺伝子のクラスター解析を行ったところ、MTM 以外にも複数膜貫通領域を持
つタンパク質をコードする多重遺伝子が存在し、バベシア原虫種間での違いがある事が明らか
となった。そこで、新たに見出した MFS 並びに TPR 関連タンパク質に着目し、Myc タグ配列を付
加したタンパク質を発現する組換え原虫を作製し、その局在を解析した。 

 

③ 高接着/低接着原虫株間での VESA-1 配列の比較解析 

本研究開始時に、血管内皮細胞に高接着性・低接着性原虫株の RNA-seq 解析から発現している
ves-1 配列を推定されていたが、得られていた RNA-seq 解析が正しいか検証は行われていなかっ
た。そこで、解析精度をあげるため、高接着性の原虫株 C1 株のゲノムについて、次世代シーク
エンス解析を行った。また、高接着株・低接着株それぞれで発現している ves-1α推定配列を基
に特異プライマーを設計し、qRT-PCR により発現確認を行った。さらに、高接着株で発現してい
る ves-1α配列を低接着株に過発現することにより、原虫感染赤血球のウシ脳毛細血管内皮細胞
への接着能が向上するか検証を行った。 

 

４．研究成果 

① 新規エクスポトームの同定 

ビオチン化した原虫感染赤血球表面タンパク質の質量分析を 3 回行い、それぞれ 77 種、163
種、130 種の原虫タンパク質が同定された。その中から 2回以上同定されたものについて、シグ
ナル配列、膜貫通領域、GPI アンカー配列などを調べることで、候補分子を 38 種まで絞り込ん
だ。ここで同定された分子には既知の赤血球局在原虫タンパク質である VESA-1 や SmORF が含ま
れていた。候補分子 38
種のうち 10 種につい
て、Myc タグ配列を付加
したタンパク質を発現
させるプラスミドを作
製し、原虫にトランス
フェクションを行っ
た。抗 Myc タグ抗体を
用いた間接蛍光抗体法
を行ったところ、3種類
の分子が赤血球側に局
在を示した(図 1)。 

 

このうち 2種はいずれも 10 回の膜貫通領域を持ち、B. bovis ゲノムに 44 個の遺伝子が存在
する遺伝子ファミリーにコードされる分子であることが明らかとなり、MTM と命名した。MTM は
間接蛍光抗体法による観察から、原虫細胞質内と原虫感染赤血球細胞膜近傍に局在し、免疫電子
顕微鏡法による解析から、原虫のスフェリカルボディー並びに原虫感染赤血球細胞膜に局在す
ることが確認された。スフェリカルボディーはピロプラズマ原虫特有のオルガネラであり、これ
まで知られているスフェリカルボディータンパク質 4 種はいずれも赤血球側に分泌されること
が知られている。また、MTM は 10 個の膜貫通領域を持つことからトランスポーター様の機能が
推定されたため、ブラスチシジン S(BS)を用いた各種試験を実施した。熱帯熱マラリア原虫では
CLAG3 を始めとするタンパク質が PSAC(plasmodial surface anion channel)と呼ばれるチャネ
ルを感染赤血球表面に形成し、糖など原虫に必要な栄養を輸送していることが知られている。一
方、マラリア原虫に毒性を示す BS を培養原虫の培地中に添加すると、原虫は PSAC からの BS取



り込みを抑制するため、CLAG3 の発現量を低下させることが知られている。そこで、BS耐性バベ
シア原虫を作製し、RNA-seq による解析を行ったところ、予想通り BS 耐性原虫では MTM の発現
量低下が見られた。また、BS 耐性株と親株を用いたソルビトール溶血試験を行ったところ、BS
耐性株では赤血球溶血時間の遅延が見られ、MTM が BS 並びにソルビトールを輸送する(通過させ
る)ことが示唆された。さらに、BS耐性株に MTM を過発現させることにより、過発現原虫におけ
る BS 感受性が回復することからも、MTM が BS を輸送していることが裏付けられた。 

一方、本研究において同定されたもう一つの分子 VEAP(VESA export-associated protein)に
ついては間接蛍光抗体法による観察から、原虫細胞質内と原虫感染赤血球細胞質に局在が観察
された。免疫電子顕微鏡法による解析では、原虫感染赤血球における局在は観察できなかったが、
原虫内ではスフェリカルボディーへの局在が確認された。VEAP をコードする遺伝子は単一であ
ったため、その機能解析は遺伝子ノックダウン法により行った。最初に CRISPR/Cas9 法を用いて
VEAP 遺伝子のノックアウトを試みたが、組換え原虫が得られなかったため、遺伝子ノックダウ
ン法として glmS リボザイム配列を用いた遺伝子ノックダウン法を確立した。VEAP 遺伝子の 3’
側に Myc タグ配列と glmS 配列を組み込んだ組換え原虫を作出し、グルコサミンを培地に添加す
ることで、遺伝子の誘導型ノックダウン(iKD)を行った。グルコサミン 10 mM 添加 24 時間後の
サンプルを用いたウエスタンブロット解析により、VEAP の iKD が確認された。また、VEAP iKD
による原虫増殖率への影響を解析したところ、iKD 原虫では有意な赤血球感染率の低下が見られ、
VEAP が赤内期のバベシア原虫にとって生存に重要な分子であることが示唆された(図 2)。さら
に、iKD 原虫感染赤血球の電子顕微鏡観察を行ったところ、興味深いことに感染赤血球表面の
Ridge 数が減少していることが明らかとなった(図 3)。B. bovis 感染赤血球表面の突起状構造で
ある Ridge はウシ脳毛細血管内皮細胞との接着部位であり、VESA-1 の局在部位でもある。Ridge
の減少は VESA-1 の局在や内皮細胞への接着に影響することが想定されたため、iKD 原虫につい
て間接蛍光抗体法を用いた VESA-1 の発現・局在観察を行ったところ、VESA-1 は原虫細胞質内に
のみ局在し、感染赤血球側への局在が観察されなかった。さらに、ウシ脳毛細血管内皮細胞を用
いた感染赤血球の接着試験を行ったところ、iKD 原虫では内皮細胞への接着能がほとんど消失し
ていることが判明した(図 4)。以上の結果から、VEAP は Ridge 形成や VESA-1 の赤血球側局在に
重要な役割を果たす分子であることが初めて明らかとなった。 

② 複数膜貫通領域を持つ多重遺伝子の局在解析 

①において MTM が同定され、B. bovis では 44個の遺伝子が MTM をコードしていることが判明
したが、B. bovis において MTM 以外にもいくつかの複数膜貫通領域を持つタンパク質をコード
する遺伝子が明らかになった。それらはTPR(Theileria parva repeat)や MFS(major facilitator 
superfamily)といった名称が付与されていたが、局在や機能については解析されていなかった。



また、TPR であればタイレリア原虫で遺伝子が多重化し、MFS は B. ovata で遺伝子の多重化が進
むなど原虫種によって多重化する遺伝子の傾向が異なっていた。そこで、これら複数膜貫通領域
を持つ多重遺伝子のクラスター解析を行うと共に、B. bovis TPR(-related)並びに B. ovata MFS
について局在解析を行った。現在公開されているピロプラズマ原虫のゲノムデータベースから 8
回以上膜貫通領域を持つと推定されるタンパク質をコードする遺伝子を選びクラスター解析を
行った。その結果、MTM 遺伝子は B. bovis においてのみ多重化が進んでおり、2つのクラスター
を形成していた。また、他の主要なバベシア原虫では MFS 遺伝子が多重化しており、1つの大き
なクラスターを形成した。一方、タイレリア原虫では T. parva、 T. annulata の TPR 遺伝子が
クラスターを形成し、それに関連する形で C. felis の multi-tm 遺伝子がクラスターを形成し
ていた。一方、T. orientalis の TPR 遺伝子は別のクラスターとなった。また、これらの遺伝子
は他のアピコンプレクサ原虫では見られないピロプラズマ原虫特有の遺伝子群であることが示
唆された。TPR 並びに MFS の局在を解析するため、Myc タグ配列を付加した TPR、MFS をそれぞれ
B. bovis、B. ovata に
発現させ、間接蛍光抗
体法による解析を行
ったところ、TPR、MFS
共に原虫細胞質並び
に感染赤血球膜近傍
に局在が観察された
(図 5)。以上の結果か
ら TPR、MFS もバベシア原虫感染赤血球に局在する分子である事が明らかとなった。 

 

③ 高接着/低接着原虫株間での VESA-1 配列の比較解析 

本研究開始前にウシ脳毛細血管内皮細胞と B. bovis 感染赤血球を用いて細胞接着試験を行い、
内皮細胞に高い接着能を持つ感染赤血球が選抜された。得られた感染赤血球を元にクローニン
グを行う事で、4クローンの原虫が得られた。これら原虫を用いて再度接着試験を行ったところ、
血管内皮細胞に高接着性の原虫が２株・低接着性の原虫が 2株となり、それらのの RNA-seq 解析
から、発現している ves-1α配列に違いがあることが明らかとなていた。そこで、本研究ではこ
れら RNA-seq の結果が正しいのか検証するため、それぞれの ves-1α配列に特異的な配列を選ん
でプライマーを設計し、リアルタイム qRT-PCR を行った。その結果、RNA-seq の結果とほぼ一致
した、各クローンで発現する ves-1α配列の違いが検出された。また、発現する VESA-1 配列の
遺伝子座を探るため、高接着性の原虫株 C1 株のゲノムについて、次世代シークエンス解析を行
った。こちらについては現在解析継続中であるが、ゲノム解読株である T2Bo 株と本研究で用い
た原虫の間では第 1、第 2染色体間で染色体の乗り換えが見られ、原虫株間で遺伝子の並びに違
いがある事が判明した。また、高接着株で発現している VESA-1αタンパク質を低接着株に過発
現させた。当初の実験ではエピソーム上での発現を行ったが、発現が安定せず、ゲノムに組み込
む形での過発現に切り替えた。過発現原虫を用いた細胞接着試験では、親株に比べ接着した感染
赤血球の増加が見られ、発現する VESA-1αタンパク質の配列が細胞接着性に関与することが示
された。 

 

５．結論 

本研究では脳性バベシア症における接着因子とされる VESA-1 の配列とそれに対するウシ脳毛
細血管内皮細胞側レセプターの同定、さらに VESA-1 の赤血球表面局在や Ridge 形成に関わる分
子の同定を目標としていた。このうち、VESA-1 の配列解析は研究が進んだものの、ウシ側のレ
セプター同定には至らなかった。その一方で、赤血球側に局在する分子の同定では VEAP、MTM、
TPR、MFS が赤血球側に局在する分子として同定され、想定以上の結果がもたらされた。このう
ち、VEAP は iKD により VESA-1 の局在や Ridge 形成に対する表現型が観察され、VESA-1 や Ridge
分子の赤血球表面への輸送に関わっているものと考えられた。他方で、MTM、TPR、MFS は赤血球
表面に局在する複数膜貫通タンパク質であり、脳性バベシア症ではなく原虫の栄養取り込みに
関わるものと考えられた。MTM などこれらの分子は多重遺伝子にコードされているため、遺伝子
ノックアウト/ノックダウンによる解析は出来なかったが、原虫の赤血球内での生存のため多重
化したものと推測され、VEAP と共にバベシア症に対する薬剤開発を行う上で、有効な標的分子
となると考えられる。 
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