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研究成果の概要（和文）：バベシアはアピコンプレクサ門の原虫であり、ウシを始めとする家畜の赤血球に寄生するこ
とでバベシア症を引き起こす。本研究ではバベシア原虫の赤血球遊出から赤血球侵入の分子メカニズムの解析を行った
。本研究により、①同原虫における複数遺伝子改変技術を開発 したほか、②滑走運動に関わるとされる原虫遺伝子の
ノッアウトによる表現型、 ③原虫遊出へのカルシウムイオンの関与 についてバイオイメージングを用い明らかとした
。

研究成果の概要（英文）：Babesia bovis is an intraerythrocytic apicomplexan parasite, which is transmitted 
by ticks and causes the disease bovine babesiosis in cattle. In this study, we developed transfection 
system on B. bovis by using double selection with WR99210 and blasticidin-S, which enables us to perform 
double transfection in the parasite. Then, we analyzed gliding motility of B. bovis merozoite by 
disrupting TRAP gene families. Moreover, we analyzed the egress mechanism of the parasite. We found 
egress was artificially induced in vitro using calcium ionophore A23187 and thapsigargin which increase 
Ca(2+) concentration in the cytosol of the parasite cells. These finding will contribute to develop new 
therapeutic strategies to bovine babesiosis.

研究分野： 原虫病学
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１．研究開始当初の背景 
バベシア症はアピコンプレクサ門バベシ

ア属原虫による家畜の寄生虫病であり、マダ
ニによって媒介される。特にウシのバベシア
症は熱帯地域から日本を含む温帯地域に至
るまで広く分布しており、畜産業に多大な経
済的被害をもたらしている。バベシア原虫は
ウシ体内では赤血球内に寄生し、分裂増殖し
ては赤血球を破壊し、遊出した原虫が新たな
赤血球に侵入するということを繰り返すが、
原虫の赤血球遊出から赤血球侵入の詳細な
メカニズムは不明であった。 
我々はこれまで同原虫における遺伝子ノ

ックアウト法を開発すると共に、緑色蛍光タ
ンパク質を発現する原虫を作出し、イメージ
ング解析を行った。その結果、赤血球から原
虫が遊出し、その後遊出した原虫(メロゾイ
ト)が滑走運動を行いながら、新たな赤血球へ
と侵入することが明らかとなった。そこで、
本研究ではメロゾイトの赤血球遊出及び滑
走運動の分子メカニズムをバイオイメージ
ングを用いて解析した。 
 
２．研究の目的 
 バベシア原虫メロゾイトの赤血球遊出及
び滑走運動の分子メカニズム解明を目的と
した。この目的を達するため、「①遺伝子改
変技術の開発」では遺伝子を複数回改変する
技術の確立を目的とした。「②メロゾイト滑
走運動の解析」では TRAP 遺伝子に着目し、
メロゾイト滑走運動に関わる分子の同定を
目的とした。「③メロゾイト遊出の解析」で
はカルシウムイオン(Ca2+)に着目し、メロゾ
イト遊出への Ca2+の関与を明らかとするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①遺伝子改変技術の開発 

B. bovis においては申請者らが開発した
hdhfr 遺伝子と選択薬剤 WR99210 を用いた
選択法と、bsd 遺伝子と選択薬剤ブラスチシ
ジン S を用いた選択法が報告されている。本
研究ではこれら両薬剤選択法を組み合わせ
た。まず、両選択法を使い、緑色蛍光タンパ
ク質、赤色蛍光タンパク質の双方を発現する
原虫を作製した。さらに、過去に作製した抗
酸化タンパク質である細胞質局在性チオレ
ドキシンぺルオキシダーゼ(Bbtpx-1)遺伝子
ノックアウト(KO)原虫を使い、遺伝子の相補
実験を行った。 

 
②メロゾイト滑走運動の解析 
バベシアと同じアピコンプレクサ門に属

するマラリア原虫のスポロゾイトやトキソ
プ ラ ズ マ の タ キ ゾ イ ト で は
Thrombospondin-related adhesive protein 
(TRAP)が原虫の滑走運動に関わるとされる。
そこで、B. bovis ゲノムにおける TRAP 遺伝
子を検索するとともに、そのシングルノック
アウト原虫を作出し、その表現型を解析した。 

 
③メロゾイト遊出の解析 
アピコンプレクサ門原虫では原虫の遊出

に Ca2+が関与するという報告があることか
ら、バベシア原虫細胞内のカルシウム濃度上
昇が原虫の遊出(エグレス)を誘発するか明ら
かとするため、カルシウムイオノフォア
A23187 を培養感染血に投与し、原虫遊出を
解析した。また、Ca2+-ATPase 阻害剤として
知られるタプシガルギンについてもバベシ
ア感染血に投与して原虫遊出を解析した。 
 
４．研究成果 
①遺伝子改変技術の開発 
まず bsd と赤色蛍光タンパク質(RFP)を融

合タンパク質としてエピソーマルに発現さ
せるプラスミドを構築し、WR99210 の薬剤
選択で作出した GFP 発現原虫に遺伝子導入
し、ブラスチシジン S、WR99210 による選
択を行った結果、GFP と RFP の同時発現原
虫の作出に成功した(図 1)。さらに、BSD-RFP
融合タンパク質発現プラスミドを基に
Bbtpx-1 補完プラスミドを作製し、エピソー
マル発現ないしBbtpx-1遺伝子座に入れ戻す
形で Bbtpx-1 KO 原虫に遺伝子導入した。そ
の結果得られた RFP 発現原虫では、双方と
もゲノム、mRNA、タンパク質レベルで
Bbtpx-1 の発現が確認され、活性窒素種負荷
に対する感受性の復帰も確認された。よって、
バベシア原虫におけるダブルトランスフェ
クション法を確立することができた。 

 
②メロゾイト滑走運動の解析 

TRAP ファミリータンパク質として、マラ
リア原虫の TRAP, MTRAP, CSP など数種類
が、トキソプラズマにおいても MIC-2 など
が知られており、これらのタンパク質は TSR
ドメインを含む。B. bovis ゲノムにおいて
TRAP 遺伝子を検索したところ、５つの
TRAP 遺伝子が同定された(5 つ目の TRAP5
は最終年度に同定)。そこで、TRAP3 の TSR
ドメインを含む領域の組み換えタンパク質



を作製し、ウサギ抗血清を作製するとともに、
TRAP1-4 についてそのシングルノックアウ
ト原虫を作出した。抗 TRAP 抗体を使用した
間接蛍光抗体法にて、TRAP タンパク質の原
虫先端部(宿主細胞侵入関連タンパク質の貯
蔵を担う細胞小器官近傍)における発現を確
認した。また、TRAP1-4 のシングルノック
アウト原虫を作製したところ、興味深いこと
に TRAP1-4 のシングルノックアウト原虫を
得ることができ、メロゾイトの滑走運動も確
認された。他のアピコンプレクサ門原虫にお
いて、TRAP 遺伝子の多くは宿主細胞侵入に
必須のため、遺伝子ノックアウト原虫が得ら
れないという報告が多い。よって、バベシア
の TRAP 遺伝子は各 TRAP 遺伝子が重複的
に機能しているか、他の原虫とは異なる滑走
運動機構を備えていることが示唆された。 
 
③メロゾイト遊出の解析 
バベシア原虫細胞内のカルシウム濃度上

昇が原虫の遊出(エグレス)を誘発するか明ら
かとするため、カルシウムイオノフォア
A23187 を培養感染血に投与し、投与後 10
分ごとに薄層塗抹標本を作製し、原虫感染率
を測定した。その結果、A23187 10nM 投与
群において投与 10 分後に感染率の有意な低
下が見られ、その後、投与 20 分、30 分後に
おいては有意な感染率の上昇が見られた。こ
のことから、A23187 による同原虫内のカル
シウムイオン濃度上昇がバベシア原虫のエ
グレスを誘発したことが強く示唆された。同
様の現象は培養感染血にエタノールを添加
した際にも起こったため、現在知られている
トキソプラズマ原虫のエグレス同様カルシ
ウム濃度上昇に関わるシグナル伝達系がこ
の機構に関わっていることが推測された。ま
た、Ca2+-ATPase 阻害剤として知られるタ
プシガルギンをバベシア感染赤血球に投与
しても投与直後から原虫感染率の有意な低
下とその後の上昇が観察されたため、タプシ
ガルギン感受性のオルガネラからのカルシ
ウム放出がバベシア原虫のエグレスに関与
していることが示唆された。 
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