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研究成果の概要（和文）：本研究は、家畜の繁殖障害を引き起こす病原性原虫ネオスポラの病原性因子を同定
し、それを用いたワクチン開発への応用を目的とした。感染による過剰な炎症反応が病原性に関与すると想定
し、宿主免疫反応に関与するシグナル伝達を活性化する原虫因子のスクリーニングを実施した。これら活性化因
子を欠損させた原虫株は、マウスにおける病原性の低下が確認された。さらに、活性化因子を基に作製したワク
チンは、感染防御免疫を誘導することが明らかとなった。ネオスポラに対する治療薬やワクチンが実用化されて
いない現状を鑑みると、本研究の成果はワクチンの実用化につながる重要な研究成果である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at identifying virulence factors of Neoospora 
caninum, which induces reproductive disorders in livestock, and its application for the vaccine 
development. Because excess inflammatory response may be involved in pathogenicity, screening of 
Neospora molecules activating host signaling of immune responses was performed. The activating 
factor-deficient parasites lost the virulence in mice. Furthermore, vaccines based on the activating
 factor induced protective immune responses. With no effective drugs or vaccines available to 
control neosporosis, our results will be valuable for the future vaccine development.

研究分野：感染免疫学

キーワード： 感染症　ワクチン　免疫　畜産　ネオスポラ
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 ネオスポラ（Neospora	caninum）は犬科動
物を終宿主とし、ウシ、ヒツジ、ヤギ、シカ
などを中間宿主とする細胞内寄生性原虫で
ある。終宿主の糞便中に排出されるオーシス
トによる水平感染や中間宿主における垂直
感染により伝搬される。特にウシには流産、
死産或いは子牛の神経症状を主徴とする異
常産を高率に引き起こす。欧米諸国の報告で
は、牛の流産の約 40％の原因はネオスポラ感
染によるものとされている（Anderson	et	al.,	
J	Am	Vet	Med	Assoc,	1995）。ネオスポラの
垂直感染は何世代にも渡り成立し、このこと
が本原虫の感染拡大の最大の原因として挙
げられる。実際、ネオスポラの感染例が世界
中で報告されており、日本においてもその発
生が深刻である。我々が独自に調査した過去
５年の結果では、現在も日本の畜産農家でネ
オスポラの感染が蔓延していることが明ら
かとなっている（2−3 割の抗体陽性率）。さら
に 2010 年の独自調査で、1 ヶ月に 47 件の流
産が発生した１農家では、そのうち 45 検体
にネオスポラ感染が認められている。ネオス
ポラの感染した母牛を搾乳に供することが
できない場合が多く、子牛と搾乳量の損耗な
どにより，その発生による経済的損失は極め
て大きい。地球規模での被害額は年間約数十
億 USドルにのぼるとの試算もある（Reichel	
et	al.,	Int	J	Parasitol,	2012）。ネオスポ
ラ感染による流産は、母牛の免疫機能が低下
する妊娠 4〜6 ヶ月での胎盤感染の成立が原
因で発生するため、本原虫の感染をコントロ
ールすることは極めて難しい。さらに、原虫
に対する移行抗体は感染防御に関与しない。
以前に不活化ワクチン（Havlogen-	adju-
vanted	killed	vaccine	;	NeoGuardTM）が海
外で市販されていたが、現在は市場から撤退
している。このような背景から、いまだにネ
オスポラ感染症に対する有効な治療法は開
発されていないのが現状である。	
我々はこれまでに、ネオスポラ感染に対す
る制御方法と診断方法の開発を目指した基
礎研究を展開してきた。ネオスポラ感染の制
御には原虫抗原タンパク質に特異的なTh1応
答（T 細胞が関与する細胞性免疫）と Th2 応
答（抗体が関与する液性免疫）をバランスよ
く誘導することが必要である。マウスモデル
を用いた免疫学的解析により、ネオスポラ感
染症の制御にはインターフェロンガンマ
（IFN-g）が誘導するマクロファージの活性化、
CD4 陽性 T 細胞および NKT 細胞の重要性を明
らかにしている。これらの研究成果により、
ワクチン接種により誘導すべき免疫反応が
明らかとなった。その成果を基にした我々の
応用研究で、NcSRS2 や NcGRA7 等の抗原性の
強いワクチン抗原を複数同定し、マウス実験
感染モデルにてワクチン効果を確認した（日
本獣医学会・第 31号	獣医学奨励賞）。NcGRA7
については、ウシ実験感染モデルにて一定の
感染防御効果を得ることに成功したが、大型

動物での免疫誘導能が不十分であるという
課題が残された。これらの成果は、適切なワ
クチン抗原を使用すれば、大型動物でもネオ
スポラの感染制御が可能であることを意味
している。ワクチンの実用化を視野に入れた
場合には、複数の候補抗原を同定しておくこ
とが必須であり、その抗原と相性の良い抗原
デリバリーシステムの選択が重要である。従
って、ネオスポラのワクチン開発の鍵は、『新
しい発想によるワクチン抗原の発掘』と『ワ
クチン抗原の特性に適合した抗原デリバリ
ーシステムの開発』に集約される。 
 
２．研究の目的 
	 我々の最近の研究成果で、ネオスポラ感染
による重篤な病態発症には、感染により誘導
される過剰な炎症反応が引き金になること
を示している。これらの結果は、ネオスポラ
が産生する特定の分子が免疫細胞を過剰に
刺激し、宿主免疫を撹乱する病原性因子とし
て機能することを強く示唆している。従って、
ネオスポラの病原性因子を同定し、それを標
的にした予防方法・治療方法の開発こそが感
染を制御できるという発想に至った。免疫細
胞の活性化は病原体を認識する Toll 様受容
体（TLR）やレクチン受容体等を介したシグ
ナル伝達系が必須である。現在これら受容体
に反応するネオスポラ由来分子は同定され
ていないが、我々はネオスポラ可溶性成分が
TLR2/4 依存的にマクロファージを活性化さ
せる証拠を得ている。TLR2/4 の下流に NF-kB
シグナルが存在しているため、ネオスポラの
未知の分子が本シグナルを刺激する可能性
が示唆される。免疫活性化能を有する分子が
生体内に多量に存在すれば、組織傷害につな
がる過剰な炎症反応を誘導する。一方、適度
な反応の場合はアジュバントとしての作用
を期待することができる。すなわち、ネオス
ポラの病原性因子をワクチン抗原として適
切に利用すれば、効果的に感染を制御できる。
病原性因子を用いたワクチンは、誘導される
細胞傷害性 T細胞が感染細胞を破壊し、特異
抗体が病原性因子の機能を阻害するため、感
染制御および病態制御が可能となる。	
	 本研究ではネスポラの病原性因子に着目
し、その機能の解明と当該因子を標的にした
ワクチン開発を目指す。まず、NF-kB シグナ
ルを活性化するネオスポラ分子をスクリー
ニングする。選定した分子について免疫活性
化能を検証し、当該因子を欠損させた組換え
原虫を作製して病原性因子としての確証を
得る。さらに病原性因子を利用したモデルワ
クチンを作製し、マウスを用いて感染防御効
果を検証する。	
 
３．研究の方法 
（１）宿主シグナルを活性化するネオスポラ
分子のスクリーニング	
	 ネオスポラのデンスグラニュルタンパク
質１８種類（NcGRAs）、サイクロフィリン



（NcCyp）及びプロフィリン（NcPF）を対象
に遺伝子の配列情報をデータベース
（toxoDB.org）より入手し、遺伝子増幅用の
プライマーを設計した。原虫株（Nc1）の cDNA
から PCR を行い、哺乳類発現用ベクター
p3xFLAG にクローニングした（図１）。	
	 宿 主 シ グ ナ ル と し て cAMP/PKA 、
calcium/calcineurin、NF-kB、RhoA 及び核内
受容体の刺激に関連するシグナルに着目し、
それぞれのシグナルの活性化を検出できる
プロモータ領域を導入したレポータープラ
スミドを導入した（ Promega 社製）。
cAMP/PKA： cyclic	 AMP	 response（ CRE）、
calcium/calcineurin： Nuclear	 factor	 of	
activated	T-cells	response	element（NFAT）、
NF-kB：Nuclear	factor	kB	response	element
（ NF-kB）、RhoA： Serum	 response	 factor	
response	element（SRF）、核内受容体：Murine	
mouse	mammary	virus	long	terminal	repeat
（MMTV-LTR）（図１）。上記レポータープラス
ミドを細胞へ導入し、当該シグナルが活性化
されるとルシフェラーゼ遺伝子が発現する。	
	 FuGENE®	 HD	 Transfection	 Reagent	
（Promega 社製）を用いて、ヒト胎児由来腎
臓上皮細胞（293T 細胞）へネオスポラ cDNA、
レポータープラスミド、内部補正用 Renilla
ルシフェラーゼ発現用プラスミドをトラン
スフェクションし、その 20 時間後に細胞を
回収した。ルシフェラーゼの発現は
Dual-Glo®	Luciferase	Assay	System（Promega
社製）を用いて測定し、活性化の度合いはネ
オスポラ cDNA を導入していないサンプルに
対する活性比で表した。	
	
（２）候補分子の遺伝子欠損原虫株の作出と
表現型の解析による病原性因子の特定	
	 ネオスポラの遺伝子欠損原虫株の作製は、
CRISPR/Cas9 系を応用して実施した。トキソ
プラズマの UPRT 遺伝子を標的としたシング
ルガイド RNA（sgRNA）と CAS9 を発現するプ
ラスミドを Addgene 社から入手し、基本プラ
スミドとした。標的遺伝子のsgRNAの設計は、
EuPaGDT	(http://grna.ctegd.uga.edu)上で
行い、標的 sgRNA と CAS9 を発現する
CRISPR/Cas9 プラスミドを作製した。次に、
標的遺伝子の挿入部位前後の配列を含む形
でピリメタミン耐性遺伝子をPCRにより増幅
した。原虫株（Nc1）に CRISPR/Cas9 プラス
ミドとピリメタミン耐性遺伝子をエレクト
ロポレーション法により導入した。ピリメタ
ミン存在下で 10-14 日間培養し、生存した原
虫を限界希釈法によりクローニングした。原
虫株のゲノム DNA を用いた PCR により標的部
位へのピリメタミン耐性遺伝子の挿入を確
認し、特異抗体を用いたウェスタンブロット
法と間接抗体蛍光法により対象タンパク質
の発現が無いことを確認した。	
	 作出した対象遺伝子欠損原虫について、in	
vitro と in	vivo での表現型解析を行った。
アフリカミドリザル腎臓上皮細胞（Vero 細

胞）を用いた in	vitro 系にて、感染率、増
殖率、宿主細胞からの脱出率を親株原虫と比
較した。次に、対象遺伝子欠損原虫株及び親
株原虫（Nc1）をマウス（C57BL6及び BALB/c）
に感染（1x106原虫/マウス）させ、マウスの
生存、臨床症状（虚脱、神経症状、毛の逆立
ち）を 60 日間観察し、病原性の違いを解析
した。	
	
（３）モデルワクチンの感染防御効果の評価	
	 対象遺伝子について、原虫株（Nc-1）の cDNA
から PCR を行い、大腸菌発現用ベクター
pGEX4T-1 にクローニングした。本ベクターを
大腸菌（DH5a株）へ導入し、glutathione	
S-transferase（GST）融合タンパク質として
発現させ、グルタチオン樹脂を用いて組換え
タンパク質を精製した。精製タンパク質はエ
ンドトキシンを除去し、フィルターによる濾
過滅菌を行った。次に、マンノース糖鎖被覆
リポソーム（OML）内へ組換えタンパク質を
封入したモデルワクチンを作製した。	
感染モデルは非妊娠マウスと妊娠マウスを
用いた。非妊娠マウスを用いる場合、ワクチ
ン接種後（10	pmol 組換えタンパク質、２週
間隔、計 3回）、ネオスポラ 1x106個をマウス
に腹腔内感染させた。感染後経時的にマウス
の生存、臨床症状（虚脱、神経症状、毛の逆
立ち）を観察し、感染後 30-32 日めに脳組織
を採材した。脳組織から DNA を抽出し、原虫
数を定量するPCRによりワクチン効果を評価
した。	
	 妊娠マウスを用いる場合、BALB/c マウスに
ワクチン接種後（10	pmol組換えタンパク質、
２週間隔、計 3 回）交配させ、妊娠 10 日目
にネオスポラ 1x105 個を腹腔内感染させた。
妊娠率、出生数、生後 30 日間の新生マウス
生存率を計測し、ネオスポラの垂直感染に対
する阻止効果を検証した。	
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CRE NFAT NFKB SRF MMTV-
LTR

NcGRA1 0.99 0.86 0.87 0.57 0.89 
NcGRA2 1.35 1.20 1.16 0.71 1.00 
NcGRA3 0.91 0.93 0.84 0.60 1.01 
NcGRA4 1.02 1.09 0.94 0.82 0.95 
NcGRA5 1.22 1.18 1.21 0.89 1.50 
NcGRA6 5.45 7.24 17.70 0.86 1.51 
NcGRA7 1.49 4.17 1.25 1.15 1.06 
NcGRA8 0.73 1.08 1.30 0.72 1.52 
NcGRA9 1.19 1.37 1.29 1.25 1.03 
NcGRA10 1.18 1.19 1.28 1.20 0.89 
NcGRA12 1.08 1.59 1.11 1.11 1.67 
NcGRA14 11.15 7.48 0.89 0.74 1.51 
NcGRA16 1.19 1.00 1.22 1.31 1.13 
NcGRA17 1.45 2.40 1.04 1.99 0.67 
NcGRA21 1.53 1.50 1.30 1.12 0.73 
NcGRA22 1.24 1.35 1.04 1.28 0.71 
NcGRA23 1.24 1.23 1.08 0.96 0.69 
NcGRA25 1.46 2.75 1.04 0.86 0.81 
NcCyp 1.18 1.09 1.23 0.92 0.98 
NcPF 1.16 1.09 1.23 0.92 0.98 



４．研究成果	
（１）宿主シグナルを活性化するネオスポラ
分子のスクリーニング	
	 ネオスポラのデンスグラニュルタンパク
質１８種類（NcGRAs）、NcCyp 及び NcPF の宿
主シグナル活性化を解析したところ、NcGRA6
は CRE、NFAT、NF-kBの活性化、NcGRA7 は NFAT
の活性化、NcGRA14 は CRE と NFAT の活性化に
関与していることが示された（図１）。	
	
（２）候補分子の遺伝子欠損原虫株の作出と
表現型の解析による病原性因子の特定	
	 宿主シグナルの活性化に関与する NcGRA6,	
NcGRA7,	NcGRA14 ついて、CRISPR/Cas9 系を
用いて遺伝子欠損原虫株を作出した。我々の
先行研究ではNcCypの免疫活性化能が示され
ていたため（Kameyama	et	al.,	Parasitology.	
2012）、NcCyp欠損原虫株も作製した。In	vitro
における原虫株の表現型解析を行ったとこ
ろ、親株原虫に比べて増殖率に違いは見られ
なかったが、NcGRA14 欠損原虫株と NcCyp 欠
損原虫株の感染率の増加が認められた。	
	 次に、遺伝子欠損原虫株及び親株原虫
（Nc1）を C57BL6 マウスに感染させ、マウス
の生存、臨床症状（虚脱、神経症状、毛の逆
立ち）を 60 日間観察した。マウスの生存率
は、Nc1:	1/6（16.7%）;	NcGRA6KO:	3/6（50.0%）;	
NcGRA7KO:	 6/6（ 100%） ;	 NcGRA14KO:	 1/6
（16.7%）;	NcCypKO:	1/6（16.7%）となり、
NcGRA7 欠損原虫株で最も病原性が低下し、
NcGRA6 欠損原虫株でも一定の病原性の低下
が認められた（図２）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
BALB/c マウスでも同様に病原性比較試験を
実施したところ、マウスの生存率は Nc1:	2/6
（33.3%）;	NcGRA6KO:	2/6（33.3%）;	NcGRA7KO:	
5/6（83.3%）;	NcGRA14KO:	4/6（66.7%）;	
NcCYPKO:	1/6（16.7%）であり、NcGRA7 欠損
原虫株にて最も病原性が低下し、NcGRA14 欠
損原虫株でも一定の病原性の低下が認めら
れた。以上の結果より、ネオスポラ感染の病
原性における NcGRA7 の関与が強く示唆され
た。	
	
（３）モデルワクチンの感染防御効果の評価	
	 我々の先行研究で、NcGRA7 を封入した OML

モデルワクチンはマウスとウシにおいてネ
オスポラに対する感染防御効果を誘導する
ことが明らかにされている（Nishikawa	et	
al.,	Clin	Vaccine	Immunol.	2009；Nishimura	
et	al.,	Vaccine.	2013）。本研究コンセプト
は病原性因子を利用したモデルワクチンの
作製であり、NcGRA7 で得られた結果によりそ
の妥当性を証明することができた。	
	 次に別の候補因子である NcGRA6 に関する
感染防御効果を検証した。NcGRA6 精製タンパ
ク質をマクロファージに作用させたところ、
炎症性サイトカインIL-12の産生を誘導する
ことが明らかとなり、NcGRA6 の免疫刺激活性
が推測された。NcGRA6 単独、NcGRA6 封入 OML
のマウスにおける免疫活性化能を比較した
ところ、NcGRA6単独の免疫でも十分な特異抗
体の産生及び脾臓細胞の活性化を誘導でき
ることが確認された。非妊娠 BALB/c マウス
を用いてワクチン評価試験を実施したとこ
ろ、マウスの生存率は PBS:	2/12	(16.7%)、
GST 封入 OML:	3/12	(25%)、NcGRA6:	11/12	
(91.7%)、NcGRA6 封入 OML:	10/12	(83.3%)で
あった（図３）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
体重変動を含めた臨床症状の観察では、
NcGRA6 単独免疫で最も良好な結果が認めら
れた。本結果を受けて妊娠マウスにおける
NcGRA6 単独免疫のワクチン評価試験を実施
した。マウスの妊娠率は、PBS:	2/5	(40%)、
GST:	2/6	(33.3%)、NcGRA6:	4/5	(80%)であ
り、新生マウスの生存率は、PBS:	0/14	(0%)、
GST:	0/12	(0%)、NcGRA6:	8/22	(36.4%)であ
った。従って、NcGRA6 単独免疫はネオスポラ
の垂直感染の防御に一定の効果を示すこと
が明らかとなった（特願 2017-252032）。	
	 NcCyp についても OML ワクチンを作製し、
感染防御効果を検証した。NcCyp 単独では免
疫刺激活性は認められなかったが、NcCyp 封
入 OML はマクロファージの NF-kB シグナルを
活性化し、IL-12 産生を誘導することが明ら
かとなった。この結果と連動して、NcCyp 封
入 OMLの免疫はマウスにおける特異抗体の産
生及び脾臓細胞の活性化を誘導した。非妊娠
BALB/c マウスを用いてワクチン評価試験を
実施したところ、マウスの生存率はPBS;	2/12	
(16.7%)、NcCyp 封入 OML;	10/12	(83.3%)、
NcCyp;	8/12	(66.7%)であった（図４）。NcCyp
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封入 OMLの効果は C57BL/6 マウスでも確認で
き、マウスの生存率は PBS;	3/7	(42.9%)、
NcCyp-封入 ML;	5/7	(71.4%)、NcCyp;	4/7	
(57.7%)	であった。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 本研究期間では非妊娠マウスを用いた急
性感染モデルと妊娠期感染モデルでワクチ
ン効果を検証したが、ネポスポラ症の重要な
病態として神経症状が挙げられる（1,2）。
我々はネオスポラ感染による神経症状発症
モデルをマウス感染系で確立し、その病態に
関与する神経伝達物質の異常な産生パター
ンと神経機能に関連した遺伝子の発現減少
を見出した（7）。今後は神経症状発症モデル
におけるワクチン効果を検証することも、重
要な研究課題となる。	
	 また、ネオスポラのワクチン開発を進める
際に、その近縁原虫であるトキソプラズマの
抗原情報は大いに活用できる。トキソプラズ
マのペルオキシレドキシン（TgPrx1、TgPrx2）
は免疫細胞を活性化させ、トキソプラズマに
対する防御免疫を誘導することが明らかと
なった（3,5）。ペルオキシレドキシンの相同
遺伝子はネオスポラのゲノム上にも存在し
ており、ネオスポラ由来ペルオキシレドキシ
ンの研究により新規ワクチン抗原としての
可能性を検証する必要がある。	
ワクチン効果を増強する方法として治療薬
との併用も考えられる。治療薬の探索手段と
しては、天然生物資源あるいは化合物からの
スクリーニングが挙げられる。今回、タイの
コショウ科植物の抽出物がネオスポラの治
療効果を有することが明らかとなった（4）。
また、ネオスポラは植物ホルモンのアブシジ
ン酸を産生することが示され、その合成阻害
剤フルリドンは抗ネオスポラ作用を持つこ
とが明らかとなった（6）。以上より、将来的
にはネオスポラ治療薬とワクチンの併用療
法を検討することにより、より効果的なネオ
スポラ感染に対する制圧方法の開発が期待
される。	
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