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研究成果の概要（和文）：鶏に寄生する Eimeria 原虫は、下痢を主徴とする鶏コクシジウム症

を引き起こす。感染鶏は重症例では致死する等、本原虫による養鶏産業における被害は大きい。

我々は、E. tenella 原虫について、外界発育期と盲腸粘膜内での発育期において、網羅的遺伝

子発現解析を行った。その結果、E. tenella 新規遺伝子と考えられる多くの遺伝子配列情報を

得ることができた。また最も病原性が高い第 2 代無性生殖期でのマイクロアレイ解析では、増

殖および分化それぞれに関与すると考えられる遺伝子群を選定することができた。これらの結

果は、ワクチン抗原等、新規ターゲット遺伝子となる可能性があり、新規防除法の開発に繋が

る。 

  
研究成果の概要（英文）：Chicken coccidiosis is caused by protozoan parasites of Eimeria spp. 
and mainly characterized as diarrhea.  These parasites are responsible for significant 
economic losses to the worldwide poultry industry.  We performed comprehensive gene 
expression analyses on extracellular sporulation and intestinal developmental stages of E. 
tenella to understand their biology for the infection.  By sequencing of cDNA using the 
next generation sequencer, assembled contigs were found to contain novel genes of E. 
tenella.  The up- or down- regulated genes at proliferation and differentiation of the 
second generation schizonts in infected chicken ceca were identified by microarray analysis.  
These results suggested that the identified genes could be novel targets such as vaccine 
antigens to control the disease. 
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１．研究開始当初の背景 

鶏肉の需要は、この 10 年連続で増加して
いる。一方、養鶏現場では、集約による大規

模経営化が進み、種々の感染症予防の観点か
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らワクチン接種や薬剤投与が頻繁に行われ

ている。中でも制御が困難とされているのは

寄生虫（原虫）感染症の鶏コクシジウム症で

ある。本症は Eimeria 原虫によって引き起こ

されるが、鶏が本原虫に感染すると、肥育効

率の著しい低下や重篤例では致死するなど、

養鶏農家にとって経済的損失が大きい。対策

としては、安価で簡便な抗コクシジウム剤の

飼料添加が行われているが、本剤は発症予防

薬であり、感染を完全に抑止することはでき

ない。また、鶏肉への薬剤残留問題や薬剤耐

性原虫株を生み出す危険性がある。よって、

より防除効果があり、食品衛生的に安全な新

しい防除法の開発が強く望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、現行の防除法に代わり、

鶏宿主に副作用がなく、我々ヒトにとっても

安全な鶏肉の提供を可能とする、新規防除法

の開発を目指す。まずは本原虫の生物学にア

プローチし、宿主体内での原虫の分化・増殖

機構および感染機序の解明を試みる。そして、

原虫の生活環が完結するうえで必須となる

分子の選定を行い、これらをターゲットとす

る新しい防御法の開発を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 高病原性である E. tenella について、

以下の解析を行った。Eimeria 原虫は、ゲノ

ム解読が未完了であるため、まず精製が比較

的容易な外界発育期ステージにおいて、網羅

的に発現遺伝子情報を解析した。胞子形成期

虫体から経時的に mRNA を精製し、cDNA を作

製し、超高速シークエンサーにより塩基配列

を決定した。また、得られた塩基配列につい

て、assemble を行い、Blast 検索によりアノ

テーション付けを行った。 

(2) E. tenella の寄生部位は盲腸粘膜であ

るが、詳細な生活環は不明である。経時的に

感染盲腸を採取し、病理組織切片を作製して、

生活環を同定した。また、顕微鏡下で第 2 代

無性生殖期虫体を選別し、レーザーマイクロ

ダイセクション(LMD)を用いてこのステージ

の虫体のみを粘膜固有層から単離し、mRNA 

を精製した。そして、RT-PCR により原虫特

異遺伝子の増幅を行った。 

(3)第 2 代無性生殖期の分化・増殖機構を明

らかにするため、以下の解析を実施した。第

2代無性生殖期をさらに 4段階の発育期(未成

熟初期、同中期、同後期および成熟期)に分

けそれぞれ LMD により分取し、cDNA を合成

した。NCBI 等に登録されている E. tenella 

の遺伝子情報から E. tenella 特異マイクロ

アレイを構築し、発育段階における up、

down-regulate する遺伝子を選定した。 

(4) 組織内でのシゾントの発育に関与する

と考えられる遺伝子について、我々が保有す

る遺伝子配列データを基に RACE を行い、全

長を解読した。また、シグナルペプチドを除

いた配列を PCR にて増幅し、プラスミドベク

ターに組み込み、大腸菌によりリコンビナン

トタンパク質を発現させた。発現させたタン

パク質は精製後、酵素活性等の in vitro で

の解析を行った。また、得られたリコンビナ

ントタンパク質をウサギに免疫し、ポリクロ

ーナル抗体を作製し、以後の解析のためのマ

ーカーとした。本抗体を用い、虫体内での局

在、および発育期別の発現をタンパク質レベ

ルで解析した。 

 

４．研究成果 

(1) assemble を行った結果、25,000 を超え

る contig 配列が得られた。既知の Eimeria 

遺伝子と相同性の高かったものは 3割程度で

あった。これより、今回の解析結果には E. 

tenella の新規遺伝子が多く含まれている



可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 別 種

Apicomplexa の登録配列での Blast 相同性

検索を行ったところ、Toxoplasma の遺伝子

情報が有効利用でき、追加してこれら

Eimeria 新規遺伝子の annotation 付けを行

うことができた。この結果、胞子形成期にお

いて、解糖系および酸化的リン酸化等のエネ

ルギー代謝経路の存在が明らかとなった。 

(2) 病理組織学的観察により、同時期に複数

の発育期ステージの虫体が混在することが

分かった。また、発育期の中で、第 2 代無性

生殖期が最も病原性が高く、この時期におい

て、鶏は激しい血便を呈し、致死することが

確認できた。また、LMD により本ステージ虫

体を単離したところ、mRNA は分解はされて

おらず、高品質な状態で精製でき、RT-PCRに

よる遺伝子増幅も可能であることが分かっ

た。 

(3) マイクロアレイ解析の結果、第 2代無性

生殖期の増殖と分化のそれぞれのステージ

で、細胞骨格、細胞分裂関連遺伝子の他に、

いくつか原虫特異的と考えられる遺伝子が

強発現していることが分かった。現在、リア

ルタイム PCRによる up-regulate の確認を行

っている。 これらの発現上昇遺伝子は、病

態発現と密接に関連し、防除に向けた新規タ

ーゲット分子となる可能性が考えられた。 

(4)原虫の分化・増殖に関連すると考えられ

た 2遺伝子について、大腸菌により組換え体

タンパク質を発現させた結果、水溶性画分と

して回収することができた。本タンパク質に

対するマーカーとして、ポリクローナル抗体

を作製し、盲腸組織内発育虫体との反応性を

解析した。その結果、これらのタンパク質は

未成熟虫体で強発現しており、成熟後には反

応は消失していることが分かった。これらの

分子は、シゾントの成熟に関与する遺伝子で

ある可能性が示唆された。 
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