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研究成果の概要（和文）：免疫学の発展によりウイルスや細菌に対する各種ワクチンが開発されているが、原虫
病に対するワクチン開発は困難を極めている。近年の遺伝子編集技術の開発・進歩により様々な生物種への遺伝
子導入や遺伝子破壊が容易となり、原虫の研究分野においても遺伝子を欠損させることでその病原性を弱めるこ
とが可能となってきた。そこで本研究では我々が確立した遺伝子編集技術を基盤として、原虫独自の感染伝搬能
力を欠損させた次世代のネオスポラのワクチン株を作出し、ネオスポラ感染に対する感染防御効果とがんに対す
る治療効果を確認した。作製した弱毒株を用いることで、難治性原虫病の制圧及び癌ワクチンへの開発につなが
ることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Although the progress in immunology has led to the development of various 
vaccines against viruses and bacteria, the development of vaccines against protozoan diseases has 
been extremely difficult. Recent advances in gene editing technology have facilitated the 
introduction and disruption of genes in various organisms, and in the field of parasite research, it
 has become possible to reduce the virulence of the parasites by gene disruption. In this study, 
based on our gene editing technology, we generated a next-generation Neospora vaccine strain that 
lacks the ability to transmit infection, and confirmed its protective effect against infection with 
Neospora and its therapeutic effect against cancer. It is expected that the attenuated strain will 
be used to control intractable parasitic diseases and to develop a cancer vaccine.

研究分野： 感染免疫学

キーワード： 原虫　ネオスポラ　ワクチン　ベクター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、様々なサブユニットワクチン開発が行われ、ウイルスベクターを中心にヒトでの臨床開発が進められてい
る。しかしながら、ウイルスベクターの安全性が懸念されている。一方、ネオスポラはヒトでの免疫誘導能は保
持するが病原性・感染性は極めて低く、細胞ゲノムへの組込みリスクや体外排出は認められない。従って、ネオ
スポラのベクター化の試みが癌などの難治性疾患の制圧戦略に向けた新たな研究分野の創出へ寄与する可能性が
期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
原虫を予防する戦略は大きく二つに分けられる。一つは標的抗原に対する特異抗体を誘導させ、
その原虫抗原の機能を不活化させることで原虫を殺傷する手法である。もう一つは原虫に特異
的な細胞性免疫を誘導させ、細胞傷害性 T 細胞、マクロファージや NK 細胞によって原虫やそ
の寄生細胞を死滅させる方法である。近年の研究により、原虫感染制御における抗体の作用は補
助的なものであり、効果的な細胞性免疫の誘導の必要性が示されている。細胞性免疫を誘導でき
る技術としては、原虫の不活化ワクチン、原虫抗原を使ったサブユニットワクチン、弱毒生ワク
チンが挙げられる。不活化ワクチンやサブユニットワクチンは安全性が高いが、十分な免疫を誘
導するために細菌毒素やアルミニウム塩などをアジュバンドとして加える必要がある。しかし、
これらアジュバントの副反応の問題が指摘されている。免疫誘導能では弱毒生ワクチンが最も
効果が高いが、原虫自体が寄生・潜伏感染する特徴からその安全性に問題が残る。 
以上のように従来型のワクチン開発戦略はすでにその限界を迎え、原虫病ワクチンの開発競争
はそれを打ち破る新たな技術の開発に集約されてきた。これまでの歴史から見てもワクチン開
発に携わる多くの研究者は、安全性の問題さえ解決されれば生ワクチンが最も予防効果が高い
と考えている。近年の遺伝子編集技術の開発・進歩により様々な生物種への遺伝子導入や遺伝子
破壊が容易となり、原虫研究の分野においても病原性に関与する遺伝子を欠損させることによ
る原虫の弱毒化が可能となってきた。また、原虫感染が他の病原体やがん細胞に対する交叉防御
効果を誘導できることが多数報告されている。この事実は、安全な原虫ワクチン株をベクター化
することで他の難治性疾患に対するワクチン開発へ応用できることを示唆している。そこで本
研究では、遺伝子編集技術により安全で有効な次世代ワクチン株を作出し、様々な難治性原虫病
の制圧及びがんワクチン開発に展開するという研究構想に至った。 
 
２．研究の目的 
我が国の大規模農場経営においては、乳用牛と肉牛の飼養が大きな割合を占め、農場経営を進
める上で家畜生産に損害を与える疾病、特に病原性原虫ネオスポラ（Neospora caninum）の感
染による流産に注意する必要がある。しかしネオスポラに対するワクチンや治療薬は無く、現実
的な対応は感染個体を摘発し感染拡大を防ぐしか無い。そこで本研究では、ネオスポラに対する
次世代ワクチン株の作出を第一目標とした。本研究では、「宿主細胞内での増殖を抑制」、「宿主
動物体内の感染伝搬を抑制」、「潜伏感染を阻害」させることで、安全性を高めた次世代のネオス
ポラワクチン株を作出する。また、細胞内寄生原虫は強力な自然免疫を誘導することが可能であ
り、その潜在的な免疫活性化能に着目すればワクチン株のベクター化により様々な難治性疾患
へ応用することが可能である。従って本研究の第二目標として、がん移植マウスに対する治療効
果を検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）増殖能力が欠損した原虫株の作出（NeoUA 株）：細胞内寄生原虫が宿主細胞内で増殖する
ためにはピリミジン代謝経路が必須であり、RNAと DNAの合成に必要な uridine 5-monophosphate 
(UMP)を de novo 経路あるいは salvage 経路から合成する必要がある。ネオスポラには UMP 合成
経路に関わる一連の酵素群が保存され、uracil phosphoribosyltransferase (UPRT)を介してウ
ラシルを取り込む活性が確認されたため、de novo 経路と salvage 経路の存在が推測された。従
って、de novo 経路の律速酵素である orotidine-5’-monophosphate decarboxylase (OMPDC)遺
伝子を破壊することにより、salvage 経路に依存するウラシル要求性株（NeoUA株）の作出が可
能であると考えられる。哺乳動物ではウラシル濃度が極めて低いため、NeoUA株が増殖できず病
原性が低下することが想定される。ここでは、ネオスポラで使用するために独自に設計した
CRISPR-Cas9 システムにより OMPDC破壊株を作出した。 
（２）感染伝搬能力が欠損し潜伏感染できない原虫株の作出(NeoMD株)：ネオスポラは感染部位
（末梢）で単球などの免疫細胞に捕食され、循環血を経由して全身に伝搬し、最終的には脳組織
で原虫ステージをタキゾイトからブラディゾイトへ変換して潜伏感染を成立させる。ネオスポ
ラ感染単球が脳へ移動するためには、脳由来の誘引物質が原虫感染単球に反応することが想定
される。事実、我々の先行研究ではネオスポラ感染マウスの脳組織では免疫細胞の遊走に関与す
る各種ケモカイン（Cxcl9, Ccl8, Ccl5）の遺伝子発現が増加していた（doi: 10.1038/srep07936）。
従って、我々が保有するブラディゾイトへ変換しない原虫株を用いて、関連ケモカインやサイト
カインの活性化に関わる原虫因子あるいは宿主細胞への感染に関与する原虫因子を破壊した株
を作製した（NeoMD株）。 
（３）ネオスポラ感染に対するワクチン効果の検証：NeoUA株と NeoMD株を実験マウスへ感染さ
せ病原性を解析した。雄マウス及び妊娠・非妊娠雌マウスへ感染させ、マウスの生存率と組織の
病理組織学的解析を実施し、親株原虫の感染での結果と比較することで、遺伝子破壊による原虫
の病原性の変化を解析した。妊娠マウスについては、妊娠率、出産率、仔マウスの生存率も評価
した。次に病原性を示さなかった弱毒化株を雄マウス及び非妊娠雌マウスへ接種し、高病原性ネ



オスポラ株の攻撃試験を行いマウスの生存率を評価した。さらに雌マウスへ弱毒化株を接種し、
交配後妊娠中期（妊娠 7-9日）に高病原性ネオスポラ株の攻撃試験を行い母親マウスと仔マウス
の生存率を評価した。 
（４）ネスポラ感染が誘導する抗腫瘍効果の検証：BALB/cマウスの背側皮下に CT26マウス大腸
がん細胞を接種し、1日おきに腫瘍の体積を測定した。がん細胞接種後 14 日目に約直径 5㎜に
達した腫瘍近傍にネオスポラを皮下投与した。がん細胞接種後 45日目（感染 31日目）にマウス
の腫瘍を採材した。また追加実験でがん細胞接種後 24 日目（感染 10日目）において同様に採材
した。採材した腫瘍の半分はホルマリン固定し、病理解析を行った。また腫瘍から RNA を抽出
し、Gasdermin-D (GSDMD)などパイロトーシスに関連するｍRNAの発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ネオスポラに対する次世代ワクチン株の作出 
①増殖能力が欠損した原虫株の作出（NeoUA株） 
細胞内寄生原虫が宿主細胞内で増殖するためにはピリミジン代謝経路が必須であり、RNAと DNA
の合成に必要な uridine 5-monophosphate (UMP)を de novo 経路あるいは salvage 経路から合成
する必要がある。ネオスポラには UMP 合成経路に関わる一連の酵素群が保存され、uracil 
phosphoribosyltransferase (UPRT)を介してウラシルを取り込む活性が確認されたため、de 
novo経路とsalvage経路の存在が推測された。従って、de novo経路の律速酵素であるorotidine-
5’-monophosphate decarboxylase (OMPDC)遺伝子を破壊することにより、salvage 経路に依存
するウラシル要求性株（NeoUA株）の作出を試みた。哺乳動物ではウラシル濃度が極めて低いた
め、NeoUA株が増殖できず病原性が低下することが想定される。ネオスポラで使用するために独
自に設計した CRISPR-Cas9 システムにより OMPDC 破壊株を作出し、ウラシル非存在下では培養
細胞内で増殖が顕著に抑制されることを確認した。OMPDC破壊株を用いてマウスモデルにて病原
性の解析を実施したが、親株（Nc1株）と比較して OMPDC破壊株の病原性の低下を確認すること
ができなかった。そこで、NeoUA株の in vitroでの増殖を再検証した。理論上 UMP 合成経路に
関わる orotidine-5’-monophosphate decarboxylase (OMPDC)遺伝子を欠損させた NeoUA株はウ
ラシル非存在下で増殖できないが、作製した NeoUA 株では増殖を完全に止めることはできなか
った。 
 
②感染伝搬能力が欠損し潜伏感染できない原虫株の作出(NeoMD株) 
ネオスポラは感染部位（末梢）で単球などの免疫
細胞に捕食され、循環血を経由して全身に伝搬し、
最終的には脳組織で原虫ステージをタキゾイトか
らブラディゾイトへ変換して潜伏感染を成立させ
る。ネオスポラ感染単球が脳へ移動するためには、
脳由来の誘引物質が原虫感染単球に反応すること
が想定される。今回、単球の活性化に関与する原
虫分子を同定し、当該分子欠損株（NeoMD株）の正
常解析を行った。その結果、NcGRAKO-2の感染は単
球の IL-1β産生レベルが低下しており、当該因子
が炎症反応に関与するインフラマソームの活性化
に関与することが明らかとなった（図１）。
NcGRAKO-2（NeoMD）株は原虫の脳組織への移動が
減少し（図２）、妊娠期の感染に伴う垂直感染の能
力も低下している（図３）ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図１】 各種遺伝子欠損原虫感染ヒト単球（THP1）の
IL-1β産生＊P < 0.05, one-way ANOVA plus 
Tukey-Kramer hoc test
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【図２】 感染３０日後のマウス脳内原虫数
＊P < 0.05, one-way ANOVA plus Tukey-
Kramer hoc test
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【図３】 妊娠期感染後、生後３０日以
内新生マウスの脳内原虫数
＊P < 0.05, Mann–Whitney U test



感染伝搬能力が欠損し潜伏感染できない原虫株 (NeoMD株)について、ワクチン株としての有効

性の検証を行った。非妊娠マウスモデルを使用し、親株（Nc1株）と NeoMD株接種（105原虫）に

よるマウスの体重変動と臨床スコアを比較したところ、NeoMD 株の病原性の低下が確認された。

原虫株接種後 45 日目に攻撃試験を行いマウスの生存率を比較したところ、NeoMD 株接種マウス

の生存率の上昇と脳内における攻撃原虫株の虫体数の減少が認められた（図４）。 

 

 
 

非妊娠雌マウスと雄マウスで NeoMD 株の接種量（104原虫と 105原虫）を検討したところ、病原

性を考慮すると 104原虫接種でより効果的なワクチン効果を確認できた。妊娠マウスモデルで

NeoMD 株のワクチン効果を検証したところ、105原虫接種では攻撃試験による垂直感染を防御で

きなかったが、104原虫接種では有意に垂直感染を防御することができた（生後３０日の新生マ

ウス生存率、ワクチン非接種群：6.9%、NeoMD株接種群：75.0%）。以上の結果より、NeoMD株の

生ワクチンとしての有効性が示された。 

NeoMD株について、上述の株とは別の原虫株を作製し感染伝搬能力を解析した（NcSAG1KO株）。

NcSAG1KO 株は、親株原虫と比較してマウスに対する病原性が低下し（マウス生存率の上昇、脳

内原虫数の減少、臨床症状の低下）、マウス妊娠期感染による垂直感染率の低下も確認された（図

２、図５）。今後は、NeoMD株と NcSAG1KO株を基盤としたベクター開発への可能性が期待される。 
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【図４】 （A) BALB/c（メス）に105原虫を感染させ、45日後にGFP発現ネオスポラで攻撃試験を行った。
実験７６日までマウスの生存を観察し、生存率を算出した。＊P < 0.05, Log-lank test (B) 実験７６日
まで生存したマウスの脳とそれ以前に死亡したマウスの脳（黒色）における原虫数。＊P < 0.05, one-
way ANOVA plus Tukey-Kramer hoc test
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【図5】 （A) BALB/c（オス）に106原虫を感染させ、60日ま
でマウスの生存を観察し、生存率を算出した。 (B) 妊娠８
日のBALB/c（メス） に105原虫を感染させ、新生マウスの
生存を生後30日観察し、生存率を算出した。 ＊P < 0.05, 
Log-lank test
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（２）ネオスポラ接種による抗腫瘍効果の検証 

ネオスポラ接種による抗腫瘍効果の誘導を確認するために、マウスを用いたがん細胞移植モデ

ルを構築した。CT26 細胞移植マウスの腫瘍近傍に親株原虫を接種したところ、有意に腫瘍の成

長が抑制された（図６）。腫瘍組織の mRNA発現解析と免疫組織科学的解析により、ネオスポラの

感染初期にガスダーミン Dが関与するパイロトーシスが起こり、強い免疫反応が引き起こされ、

抗腫瘍免疫が誘導された可能性が示唆された。 

 

 

 
 

本研究により、遺伝子編集技術を用いたネオスポラの弱毒化に成功し、ネオスポラ感染による抗

腫瘍効果を確認した。今後は作製した弱毒株を用いて、難治性原虫病の制圧及びがんワクチンへ

の検証を進める。 

 

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
0

5000

10000

15000

腫瘍サイズ

がん細胞移植後日数

腫
瘍
サ
イ
ズ
　
(m
m
3 )

Control (n=5/5)

104 (n=4/5)

105 (n=5/5)

106 (n=3/5)

106×2 (n=5/5)
NC1

p=0.0001>

✱✱✱✱

【図6】 BALB/c（メス）の背側皮下にCT26がん細胞を移植し、各原虫数
を腫瘍近傍に接種した。がん細胞接種後４４日まで腫瘍容積を計測し
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