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研究成果の概要（和文）：　本研究は、ネオスポラ症の成分ワクチン開発の基盤構築を行うものである。抗原候補５種
類のタンパク質をカイコで発現・精製に成功した。抗原性が著しく高い３種類の抗原タンパク質をバキュロウイルス表
面に提示し、ワクチンとして評価したところ、細胞性免疫が優位であった。さらに、抗原タンパク質を哺乳類細胞内で
発現させる改変バキュロウイルスを構築し、動物細胞に導入したところ、抗原タンパク質の発現が確認出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we build the foundation of component vaccine development of neospor
osis. Five candidate antigens were successfully expressed and purified in silkworm. Bombyx mori nucleopoly
hedrovirus (BmNPV) particles displaying Neospora caninum antigens (NcSAG1, NcSRS2 and NcMIC3) purified fro
m silkworm larvae were constructed to vaccinate mice against N. caninum. Antigen-specific IgG2a was predom
inantly produced in mice by immunization with NcSAG1-displaying BmNPV particles compared to IgG1, and indu
ction of IFN-gamma was dominant, indicating that antigen-displaying BmNPV particles can elicit a Th1 immun
e response in mice. Semi-quantitative PCR analysis revealed that immunization with each antigen-displaying
 BmNPV particle purified from silkworms partially protected mice from cerebral N. caninum infection. These
 results suggest that antigen-displaying BmNPV particles purified from silkworms can provide an alternativ
e method of a new generation of N. caninum vaccines.
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１．研究開始当初の背景 
 ポストゲノム時代において、ゲノムから
タンパク質を効率的に生産することは、ライ
フサイエンス全般における重要な基盤技術
である。申請者は、蚕で高次タンパク質を発
現するための、大腸菌と昆虫細胞で遺伝子の
複製が可能なバキュロウイルスシャトルベ
クター（バクミド）の開発を試み、世界で初
めて成功し、既に様々なタンパク質の発現に
用いられ、高い評価を得ている。一方、蚕の
優れたウイルス生産能力（体液ml当たり109

個ウイルス）は、ウイルス表面に機能性タン
パク質を提示したナノマテリアルの作製に
適していることが明らかになった。そこで、
これらの機能性ナノ粒子から将来ワクチン
製造の可能性を見出し、原虫の一種であるネ
オスポーラ感染症治療用ワクチンの基盤技
術を築こうとしている。 
ネオスポーラ症は、1984年、犬でトキソプ
ラズマとは異なる原虫による神経病として、
ノルウェーで最初に報告された。その後、ネ
オスポーラは新種の原虫として確認され、多
くの哺乳動物（牛、犬、山羊、羊、馬、鹿等）
において感染が確認されている。ネオスポー
ラに感染した犬は糞便内にオーシストを排
泄するため、これが他の動物への感染源とな
る。牛の場合、汚染された水や餌を摂取する
ことによりネオスポーラに感染する水平感
染と母牛から胎児へ経胎盤感染する垂直感
染が知られている。特に、妊娠牛が感染する
と季節を問わず流産、死産、ミイラ胎児の娩
出が起こり、新生子牛の神経症状等が認めら
れることもある。現時点では、ネオスポー
ラに感染した母動物の摘発や終宿主との接
触を断つこと以外に、有効な予防策はない状
態で、ネオスポーラ感染を予防するためのワ
クチンの開発が急務である。 
 
２．研究の目的 
 従来方法のワクチンを開発する場合、原虫
自体を使用する生ワクチン、不活化ワクチン
が有効であるが、急増虫体（tachyzoite）の
大量調製が必要である。本研究では急増虫体
を要しないコンポーネントワクチン（成分ワ
クチン）開発の基盤構築を目指す目的で、次
の３つの方法で研究を推進した。 
（１） 抗原タンパク質による基盤構築：抗
原タンパク質を蚕で発現させ、注射によって
投与し、ワクチンとしての機能を検証する。
また、発現した抗原タンパク質を用い抗体を
作成し、ネオスポラ原虫の検出を行った。 
（２） 抗原提示ウイルスによる基盤構築：
抗原をバキュロウイルスの表面に提示させ、
抗原提示ウイルスの注射によって投与し、ワ
クチンとしての機能を検証する。 
（３） 改変バキュロウイルスによる基盤構

築：抗原タンパク質を動物の体内で発現でき
る遺伝子組換えバキュロウイルスを作製し、
これを動物の体内に注射することによって
体内で抗原タンパク質が合成されるため、ワ
クチンとしての機能を果たす。さらに、本方
法は、抗原を提示したバキュロウイルスと兼
用することによってワクチンとしての効果
を高めることができる。 
 
３．研究の方法 
（１） 抗原タンパク質による基盤構築：抗
原候補である 8 種類のタンパク質を Bombyx 
mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV)バクミド
―カイコ発現系を用いて発現させるため、8
種類の各候補遺伝子は Neospora caninumn の
ゲノム DNAから PCR法により増幅した。増
幅した遺伝子（SRS2、SAG1、DG1、DG2、
MIC3、GRA2、MAG1、BAG1）をカイコで発
現させるために 38 シグナルペプチド配列、
FLAG タグ配列を付加し、BmNPV バクミド
に挿入し発現用組換えバクミドを構築した。 
 また、ネオスポラ原虫タンパク質 NcSAG1
の遺伝子を原虫ゲノム DNA から増幅した後、
pENTR/D にクローニングし、さらに Gateway 
Technology 及び Bac-to-Bac システムを用い
て組換え Bacmid を作製し、カイコ幼虫に注
射して組換え体 NcSAG1(rNcSAG1)を発現した。
rNcSAG1 は Anti-FLAG M2 Affinity Gel を用
いて精製した。さらに BALB/C マウスに精製
rNcSAG1 を免疫した。免疫されたマウスの脾
臓から total RNA（tRNA）を抽出し、抗体可
変領域遺伝子の増幅に成功した。制限酵素で
処理した後、ファージミド pDong1/Fab に組
込み、抗体 Fab 断片を提示したファージライ
ブラリを作製した。得られた陽性クローンの
遺伝子を解析、また抗体の抗原特異性を確認
し、それらを用いた新規原虫検出方法を開発
した。 
（２）抗原提示ウイルスによる基盤構築：陽
性血清を用いた酵素結合吸着法（ELISA）に
より8種類の抗原候補タンパク質（SRS2、
SAG1、DG1、DG2、MIC3、GRA2、MAG1，
BAG1）の抗原性を調べSRS2、SAG1、及び
MIC3は陰性血清に比べ著しく抗原性が高い
ことが分かった。この3種類の抗原タンパク質
をバキュロウイルス表面に提示するために、
ポリへドリンプロモーター下流に分泌シグナ
ルペプチド、抗原遺伝子、FLAGタグ、及びウ
イルス由来のエンベロープタンパク質GP64
遺伝子を含む組換えバクミドを構築した。 
 免疫賦活活性を有するバキュロウイルス上
にN. caninum抗原タンパク質を提示すること
により免疫賦活剤を添加しないより効果的な
ワクチン候補として抗原タンパク質(NcSAG1、
NcSRS2、NcMIC3)をBmNPVの表面に提示し
た。これをカイコ幼虫で組換え抗原タンパク



質を提示したウイルスの生産を行った。組換
え抗原タンパク質の発現はウェスタンブロ 
ットにより確認し、N. caninum陽性ウシ血清に
対して抗原性の有無をELISA法で調べた。ウ
イルスの形状は透過型電子顕微鏡で形状を 
調べた。また、抗原を提示したバキュロウイ
ルスをBALB/cマウスに注射することで免疫
化を行い、抗原特異的抗体の生産について調
査した。 
（３）改変バキュロウイルスによる基盤構
築：抗原タンパク質を動物の体内で発現させ
抗原タンパク質の分解を最低限に止めワクチ
ン効果を最大にする革新的手法として抗原タ
ンパク質をバキュロウイルスに提示すると同
時に動物体内で発現できる改変バキュロウイ
ルスを構築する。哺乳類細胞発現 ベクターと
してpcDNA3.1(+)にそれぞれネオスポラ抗原
遺伝子NcSRS2, NcSAG1及びNcMIC3の完全長
のものをCMVプロモーターの下流に繋いだ
発現ベクターを構築した。同時にp10プロモー
ターの下流に抗原タンパク質の遺伝子をgp64
遺伝子と融合させ抗原タンパク質を バキュ
ロウイルスの表面に提示させる。本改変バキ
ュロウイルスをVero細胞に導入し、遺伝子の
発現を確認した。 
 
４．研究成果 
（１） 抗原タンパク質による基盤構築：カ
イコで発現させるために 38 シグナルペプチ
ド配列、FLAG タグ配列、8 種類の抗原遺伝
子（SRS2、SAG1、DG1、DG2、MIC3、GRA2、
MAG1、BAG1）を付加した組換え BmNPVバ
クミドを構築した（図１）。 
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図１．抗原発現用バクミド構築 
 
 各組換えバクミドを 5齢カイコ幼虫へ注射、
7日間の飼育後、発現させたタンパク質を回
収しウェスタンブロッティング法により目
的タンパク質の発現の確認を行ったところ、
8種類のタンパク質のうち、5種類（SRS2、
DG1、MIC3、GRA2、BAG1）で発現が確認さ

れた（図２）。 
 

 
図２．ウエスタンブロットによる組換え抗原
の発現確認 
 
 ネオスポラタンパク質rNcSAG1はカイコで
発現させ、精製を行った。rNcSAG1 を用いて
マウスを免疫し、血清中に抗 NcSAG1 抗体を
有することが確認した。免疫したマウスの脾
臓 tRNA から抗体可変領域遺伝子を増幅し、
ファージミドに組込み、ファージ提示抗体ラ
イブラリを作製した。抗体ライブラリから２
株の陽性クリーン A10 と H3 を得た（図３）。 
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図３．ファージライブラリーのスクリーニン
グ 
 
 両クローン共に特異的にrNcSAG1に結合し、
免疫染色によってネオスポラ原虫に結合し
た。A10 抗体を固定化して、ファージ提示 H3
抗体を用いたサンドイッチ ELISA 法では、溶
液中に存在する原虫を定量することができ
た（図４）。 
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図４．H3 抗体を用いたネオスポラの検出。農
場のウシ血清を検体としてネオスポラ原虫
を検出した。 



 本法は農場で原虫をモニターリングする
ことで、ネオスポラ症の予防に有用であるこ
とが示唆された。 
（２） 抗原提示ウイルスによる基盤構築：
得られたバクミドをカイコに注射し、発現を
行い、カイコ体液を回収し、発現確認を行っ
た。抗 FLAG抗体及び抗 GP64抗体を用いた
ウエスタンブロットの結果、3 種類の抗原タ
ンパク質と GP64の存在が確認できた（図５）。 
 

図５．ウエスタンブロットによる精製ウイル
スの確認  
 
原虫の表面抗原タンパク質である NcSAG1、
NcSRS2、宿主細胞への感染の際に分泌され
るタンパク質であるNcMIC3において抗原性
を確認した（図６）。バキュロウイルス上へ
の3種類の抗原タンパク質の提示はELISAに
よって確認し、提示量はバキュロウイルス
1×108 pfuあたり最大 48.6 ngであった。 
 

図６．ELISAによる抗 N. caninum抗血清に対
する抗原性の確認 
 
 抗原タンパク質とフロイント不完全アジ
ュバントによる免疫化のマウスと比較した
ところ、IgG1の生産比率が低く、IgG2aの生
産比率が高いことが明らかになった（図７）。 
 

 
図７．各抗原で免疫化した際の抗原特異的
IgGのサブクラスの分布 
 
このことから抗原タンパク質提示ウイルス
を用いた場合、IgG2a の生産比率が高くなる

1型のヘルパーT細胞が関与する(Th1型)細胞
性免疫が優位になっていることが示 唆 さ れ
た。この成果は、原虫感染を防御するために
はTh1型の免疫が効果的であるため、本研究
で得られた抗原タンパク質提示バキュロウ
イルスは原虫感染に対して有効なワクチン
候補となることを示唆する。 
 IFN- γ や IL-4 の 分 泌 に つ い て 、
BmNPV/MIC3-GP64TM 或いは PBS で免疫
化したサンプルより、BmNPV/SAG1-GP64TM
或いは BmNPV/SRS2-GP64TM 粒子 で免役
した方が IFN-γレベルが明らかに高い（図
８）。しかし、IL-4 レベルはほぼ同等であっ
た。これは、 BmNPV/SAG1-GP64TM や
BmNPV/SRS2-GP64TM で免役したマウスの
Th1免疫性が Th2より優位であった。 
  マウスを BmNPV/SAG1-GP64TM または
BmNPV/SRS2-GP64TMで免疫した後、2×106

ネオスポラ原虫に感染させた。ワクチン接種
またはチャレンジ感染後のマウスは、明らか
な臨床的兆候を示さなかった（図９）。５週
間後、脳のネオスポラ原虫数は、抗原表示
BmNPVの粒子（特に SAG1）の場合、FIA及
び PBSより明らかに少なかった。これは、抗
原提示 BmNPV粒子によりネオスポラ原虫感
染を抑制することができることを示す。しか
し、抗原を提示していない BmNPV粒子は、
抗原を提示した BmNPV粒子ほど N. caninum
の感染防御が可能であった。 
 

 
図８．組換え BmNPVの粒子で免疫化したマ
ウス脾臓細胞の培養液に分泌した IFN-γ（A）
および IL-4（B）。脾臓細胞を各抗原表示
BmNPVの粒子で免疫し、48時間後各抗原で
刺激した。分泌された IFN-γおよび IL-4は、
それぞれ、それぞれマウス IFN-γ及びマウス
IL-4 ELISAキットで測定した。 * P <0.05、
** P <0.01。 



 

 
図９．組換え BmNPV粒子で免疫したマウス
（n=5–7）脳内 N. caninum数。マウス脳から
抽出した DNAを用い、半定量 PCRで定量を
行った。BV SAG: BmNPV/SAG1-GP64TM, BV 
SRS2: BmNPV/SRS2-GP64TM, BV MIC3: 
BmNPV/MIC3-GP64TM, no display: BmNPV.  
* P < 0.05, ** P < 0.01。 
 

（３） 改変バキュロウイルスによる基盤構

築：pcDNA3.1-AntigenをコロニーPCRにより
インサートの確認を行ったところ、SAG1 は
1020 bp、SRS2は 1210 bp、MIC3は 1090 bp、
GFP は 790 bp の目的の位置にバンドが確認
できた。このことより、哺乳類細胞内で N. 
caninum 抗原を発現するためのベクター
pcDNA3.1-Antigenが構築の確認ができた。ま
た、Vero細胞に構築したベクターを形質転換
し細胞中の抗原を免疫蛍光染色することで、

抗原遺伝子の発現を確認した。ポジティブコ

ントロールとして用いた GFP の蛍光、DAPI
で染色した核を観察できた（図１０）。 
 

 
図１０．間接蛍光法による Vero 細胞内抗原
遺伝子の発現確認 
 

このことより構築した pcDNA3.1-GFPがVero
細胞内に遺伝子導入し、GFPを発現できたこ
とが確認できた。引き続き、動物体内での抗

原の発現を確認する必要がある。 
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