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研究成果の概要（和文）：ネオスポラの感染による家畜動物の流産対策のため、ネオスポラ誘発性異常産の発症
メカニズムを解析した。感染による異常産マウスモデルを作製し、子宮胎盤組織における炎症反応を確認した。
炎症反応のシグナル伝達系をもとに細胞スクリーニング系を構築し、原虫由来異常産誘発因子としてNcGRA7を見
出した。NcGRA7欠損原虫株を作出し、非妊娠および妊娠マウスモデルでその病原性を検証したところ、NcGRA7欠
損による原虫の病原性の低下および正常妊娠率の上昇が認められた。NcGRA7の発現はネオスポラ症のウシ由来組
織サンプルでも確認され、NcGAR7がネオスポラ流産に関与することが推測された。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of Neospora-induced abnormal births was analyzed to prevent
 abortions in domestic animals due to infection with Neospora caninum. A mouse model of abnormal 
birth due to infection was established and the inflammatory response in utero-placental tissue was 
observed. We constructed a cell screening system based on the signal transduction of inflammatory 
response and found NcGRA7 as a protozoan-derived factor inducing abnormal birth. NcGRA7-deficient 
strain was generated and their virulence was tested in non-pregnant and pregnant mouse models, 
showing that NcGRA7 deficiency reduced the parasite virulence and increased normal pregnancy rates. 
Host protein X, which binds to NcGRA7, was also identified by mass spectrometry. Expression of 
NcGRA7 was also observed in tissue samples from bovine neosporosis, suggesting that NcGAR7 will be 
involved in Neospora abortion.

研究分野：感染免疫学

キーワード： 原虫　ネオスポラ　流産　病原性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ネオスポラの感染は世界中に拡大しており、ウシに繁殖障害を引き起こすことから、地球規模での被害額は年間
約数十億USドルにのぼる。しかし、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
り、ネオスポラ感染によるウシの流産に対する予防法・治療法の開発は最重要課題である。本研究では、ネオス
ポラの異常産誘発因子NcGRA7を同定し、異常産発生のメカニズムの一端を明らかにしており、ワクチンを含めた
流産の予防法の開発において重要な研究成果を得ることができた。従って、本研究の成果によりネオスポラの防
疫対策に貢献できれば、食料の生産性の向上や人類の食の安全の向上に直結すると考える。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）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。本感染症は、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、ウシの流
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. 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。我々の国内調査では、約 30%のネオスポラ感染牛が存在し、その感染性流産の散発
的な発生を確認している。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. 2012）。しかし、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
のが現状であり、ネオスポラ感染によるウシの流産に対する予防法・治療法の開発は最重要課題
の一つである。 
 
（２）ネオスポラ感染による流産は母牛の妊娠初期に発症することが分かっているが、その詳細
なメカニズムは不明である。本病態には原虫と胎盤構成細胞群との相互作用が関与していると
想定され、「原虫由来の流産誘発因子の存在」が示唆される。従って、原虫因子を手掛かりに、
そこから派生する妊娠期の母体の変化を解析することが、本原虫感染による流産発症のメカニ
ズムを明らかにする鍵となる。 
 
（３）ネオスポラは独自の寄生戦略を持ち、分泌オルガネラから様々なエフェクター分子を宿主
細胞へ放出して原虫の生存に有利なように宿主細胞の機能改変を行うと推測されている。個々
のエフェクター分子の機能は免疫反応の抑制・増強、宿主細胞分裂の制御など多岐にわたるが、
それらの効果が合わさって寄生を成立させていると考えられる。しかし、宿主細胞の機能に影響
を与えるネオスポラ分子は未だに同定されていない。本研究では、我々が最近の研究で確立した
「ネオスポラの遺伝子編集技術」を導入することで流産誘発因子を同定することが可能となり、
学術的独自性が高い。さらに、本研究は流産の要因として原虫因子と宿主因子の相互作用に着眼
しているため、宿主因子の解析を基にした流産に関与する一般的なメカニズムの解明に貢献で
きる創造性の高い研究である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はネオスポラ感染による流産発生のメカニズムの解明である。流産の発生は原虫
と宿主の相互作用によって引き起こされると考えられるため、原虫因子とそれに相互作用する
宿主因子の同定を目指す。本研究では原虫因子の遺伝子破壊原虫株を作出し、培養細胞及び感染
マウスモデルにて解析を進め、流産誘発因子の特定とその作用機序を明らかにする。マウスとウ
シの胎盤構造の違いなどによりマウスの感染による流産発生率が低かった場合、異常妊娠（難産、
早産、垂直感染）まで解析対象を広げる。マウスモデルで同定された原虫因子の局在と宿主遺伝
子の発現をネオスポラ流産牛の組織サンプルを用いて確認する。以下の研究方法に示した研究
課題を実行し、流産発生（あるいは異常妊娠の誘導に関わる）のメカニズムの解明に迫る。 
 
３．研究の方法 
（１）流産（異常産）モデルの確立およびその病態解析 
 流産（異常産）発生のメカニズムを解明するためには、原虫感染に対しどのような免疫応答や
組織病変が流産の発生に関与しているかを明らかにする必要がある。本来であればウシの実験
感染流産（異常産）モデルを用いるべきであるが、研究資源等の制約があり現実的ではない。そ
こで本研究では、第一にネオスポラ感染マウスの流産（異常産）モデルを確立し、そこで得られ
た結果をネオスポラ流産牛の組織サンプルを用いて検証する。確立した流産（異常産）マウスモ
デルを用いて流産（異常産）発症時における免疫応答および組織学的変化を分子生物学的、病理
組織学的に解析する。また、流産（異常産）マウスの組織を病理組織学的、免疫組織化学的に解
析し、母子境界領域を中心とした原虫の感染状況、病変形成、サイトカインの発現状況を明らか
にすることで、流産（異常産）の発生に関与する免疫応答および組織病変を特定する。 
 
（２）原虫由来流産（異常産）誘発因子のスクリーニング 
 （１）の解析結果を統合することで、流産（異常産）を引き起こしている経路が明らかとなる
ため、その原因となる宿主遺伝子群を絞り込む。例えば、過剰な炎症反応の惹起や炎症性細胞の
遊走に影響を与える宿主遺伝子群が挙った場合は、それらの反応に関与する原虫因子の同定を
実施する。上記の解析結果で選定した経路について、それら遺伝子発現に対応したプロモーター
制御下でルシフェラーゼを発現するプラスミドを構築する。ネオスポラ由来 cDNAとともに 293T



 

 

細胞へ遺伝子導入し、ルシフェラーゼ発現を上昇させるネオスポラ遺伝子を同定する。 
 
（３）流産（異常産）誘発因子破壊原虫の作製と in vitroでの性状解析 
 （２）において活性が認められた原虫因子を流産（異常産）誘発因子の候補とし、「CRISPR-Cas9
によるネオスポラの遺伝子編集技術」を用いて当該遺伝子を破壊した原虫を作製する。樹立した
原虫因子破壊株は、細胞侵入能・脱出活性能、増殖率の性状解析を行い、免疫細胞へ感染させ、
サイトカイン産生の有無を検証する。これらの解析により、原虫因子破壊株で宿主細胞の活性が
低下することを確認する。 
 
（４）流産誘発因子破壊原虫を用いたマウス感染実験による妊娠期の病態解析 
 （３）で活性が確認された原虫因子について、その原虫因子破壊株を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、免疫組織化学的解析を実施し、野生型原虫の感染で
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する。ここまでの研究で
得られるデータを基にして、原虫因子破壊株を妊娠初期にマウスへ感染させ、候補分子の流産
（異常産）誘発因子としての機能を検証する。これらの解析により、原虫因子破壊株で流産（異
常産）率が低下することを確認する。 
 
（５）流産誘発因子と相互作用する宿主因子の同定 
 FLAG タグ融合原虫因子を遺伝子欠損原虫へ導入した原虫株を作製する。この原虫株を動物細
胞株へ感染させ、そのライセートを FLAG タグ抗体で免疫沈降し、質量分析（MALDI-TOF-MS）に
より結合タンパク質を同定する。同定された宿主側タンパク質を siRNA 法等により宿主細胞か
らノックダウンし、ネオスポラ感染によるサイトカイン・ケモカイン産生の有無、（宿主遺伝子
発現の変化を検証する。これらの解析により、ノックダウンで活性が低下することを確認する。 
 
（６）ネオスポラ症のウシ組織サンプルを用いた流産誘発因子および宿主因子の同定 
 以上より同定された原虫由来流産（異常産）誘発因子について、ネオスポラ症の組織サンプル
（胎盤、流産胎児、筋組織、脳組織等）における発現・局在を確認する。また、原虫由来流産（異
常産）誘発因子が分泌タンパク質の場合、特異抗体検出酵素免疫測定法（ELISA）の開発に加え、
流産母牛の血清と流産胎児の体液中に含まれる流産（異常産）誘発因子を定量できるサンドイッ
チ ELISAを確立する。 
 
４．研究成果 
（１）流産（異常産）モデルの確立およびその病態解析（文献１） 
C57BL/6 マウスを用いて、ネオスポラの妊娠期感染による妊娠・出産の影響を解析した。原虫
の感染数と感染させる妊娠期を検討したところ、C57BL/6 マウスの妊娠 3日目に 106個および 105

個原虫を感染させると妊娠不成立（流産や胚吸収によると推測）の割合は 20%と 16.7%であった。
非感染群の妊娠不成立の割合は 25%であったことから、ネオスポラ感染による顕著な流産の誘導
は認められなかった。しかしながら、ネオスポラの妊娠期感染により、新生マウスの生存率が顕
著に低下することが明らかとなった（出生 30日後の新生マウス生存率：非感染群（73.5％）、106

個感染（19.4％）、105個感染（50.0％））。感染群の新生マウスの脳からはネオスポラの遺伝子が
検出されたため（106個感染（95.2％）、105個感染（100％））、垂直感染による先天性ネオスポラ
症の影響によることが示唆された。以後、本感染モデルをもとに、異常産誘発因子の同定と解析
を進めた。 
妊娠 13日目に前述の感染マウス及び非感染マウスの胎盤及び脾臓を採材し、リアルタイム PCR
による mRNA発現の相対比較を行った。胎盤組織ではネオスポラの感染により炎症性サイトカイ
ンの IFN- g及び各種ケモカイン(CCL2, CCL8, 
CXCL9)の発現が増加していた。一方脾臓組織で
は、原虫の感染により炎症性サイトカイン TNF-
α の発現が現象し、ケモカイン CCL9 の発現が
増加していた。  
 
（２）原虫由来異常産誘発因子のスクリーニン
グ（文献３） 
過剰な炎症反応の惹起や炎症性細胞の遊走に影

響を与える宿主遺伝子の発現を増強させるネオ

スポラ分子をルシフェラーゼアッセイ法により

スクリーニングし、候補分子として NcGRA7を同

定した（図１）。NcGRA7の 293T細胞への遺伝子

導入により、免疫応答に重要な NFAT（Nuclear 

factor of activated T-cells）の活性化が認め

られた。 

図１ NcGRA7による宿主シグナルの活性化
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（３）異常産誘発因子破壊原虫の作製と in 
vitroでの性状解析（文献３） 
NcGRA7 を異常産誘発因子の候補とし、

「CRISPR-Cas9 によるネオスポラの遺伝子

編集技術」を用いて NcGRA7 遺伝子を破壊し

た原虫と NcGRA7-FLAG タグ融合タンパク質

発現原虫（NcGRA7 コンプリメント株、

NcGRA7Comp）を作製した（図２）。NcGRA7 抗

体を用いたウェスタンブロットで、親株原

虫（Nc1）では 33、26、18 kDaのバンドが確

認されたが、NcGRA7 欠損原虫株（NcGRA7KO）

で は バ ン ド が 確 認 さ れ な か っ た 。

NcGRA7Compでは、FLAG タグ融合分の分子量

が増加した 39、34、25 kDaのバンドが確認

された。 

樹立した各種原虫株は、細胞侵入能・脱出活性能、増殖率の性状解析を行い、NcGRA7KOは Nc1

に比べて感染後 72 時間での細胞からの脱出が減少していた。 

腹腔マクロファージを用い

て免疫反応を解析した（図

３）。Nc1の感染では IL-12p40

と IL-6 の産生が誘導された

が、NcGRA7KO 感染ではそれら

の産生が有意に減少した。ま

た、NcGRA7Comp 感染では、

NcGRA7KO感染よりも IL-12p40

と IL-6の産生が多く誘導され

た。さらに、NcGRA7KO では細

胞毒性(アポトーシス誘導)の

低下が認められた。以上の結

果より、NcGRA7 は炎症反応の

誘導に伴う組織障害に関与し

ていることが推測された。 

 
（４）異常産誘発因子破壊原虫を用いたマウス感染実験による妊娠期の病態解析 
NcGRA7KOを非妊娠雌マウスへ感染させ、マウスの生存率、原虫 の体内分布、組織を調べたとこ
ろ、Nc1 感染と比較してマウスの生存率が有意に上昇していたことから NcGRA7KO の病原性の低
下が明らかとなった。（文献３） 
次に妊娠期感染マウスモデルにて NcGRA7KOの病原性を解析した（図４）。妊娠期の Nc1感染（106

原虫の感染）により、新生マウスの 7.7%のみが生存した。一方、NcGRA7KO感染群では新生マウ

スの生存率が 28%で有意に増加した。生存マウスおよび死亡マウスの脳組織では、Nc1に比べて

NcGRA7KOの原虫数が有意に低下していた。また、105原虫の感染でも同様の結果を確認した（新

生 マ ウ ス の 生 存 率 ： Nc1

（ 19.4 ％ ）、 NcGRA7KO

（50.0％）。これら実験におけ

る垂直感染率は、106原虫（Nc1：

95.2％、NcGRA7KO：66.7％）お

よび 105 原虫（Nc1：100％、

NcGRA7KO：70.0％）の感染で共

に NcGRA7KOで減少していた。

以上の結果より、NcGRA7 は垂

直感染を誘導する異常産誘発

因子の可能性が示された。（文

献１） 

 次に、106 原虫感染で妊娠

13.5 日に胎盤を中心とした組

織学的検索を実施した（図

図2 NcGRA7⽋損原⾍株の
ウェスタンブロット

M: 分⼦量マーカー (kDa)
Nc1: 親株原⾍
KO: NcGRA7⽋損原⾍株
Comp: NcGRA7コンプリメント株

NcSRS2: 内在性原⾍マーカー
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図4 妊娠マウスを⽤いたネオスポラの病原性解析
C57BL/6マウスの妊娠3.5⽇⽬に106個の原⾍（Nc1およびNcGRA7KO）と
RPMI培地（Negative control）を接種した。(A) 出産後30⽇間新⽣マウス
の⽣存を観察した。* P > 0.05（カイ⼆乗検定） (B)⽣存マウスおよび死
亡マウスから脳組織を回収し、DNA抽出後に原⾍数を測定する定量PCRを
⾏った。 * P > 0.05（マン・ホイットニーのU検定）
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*Different letters: one-way ANOVA and a Tukey-Kramer post hoc analysis (P < 0.05).

図3 腹腔マクロファージのサイトカイン産⽣
マウス腹腔内マクロファージを分離培養し、各種原⾍株を感染させた。
20時間後に培養上清を回収し、炎症性サイトカイン（IL-12p40、IL-6）を
測定した。N = 4



 

 

５）。胎盤の脱落膜では感染による炎症反応が亢進し、T 細胞とマクロファージの増加が確認さ

れた。特に、NcGRA7KO感染群では、Nc1感染群に比べて T細胞の増加が認められた。従って、胎

盤で誘導された抗原虫反応により、NcGRA7KO 株の妊娠期の病原性が低下したと推測され、NcGRA7

依存的な免疫回避気候の存在が示唆された。（文献１） 

 
 
（５）流産誘発因子と相互作用する宿主因子の同定 
FLAG タグ融合原虫因子(NcGRA7-FLAG)を導入した哺乳動物細胞(293T細胞)と NcGRA7Comp株を用

いて、質量分析により NcGRA7 結合タンパク質の候補タンパク質 Xを同定した。タンパク質 Xを

siRNA法により免疫細胞からノックダウンし、ネオスポラ感染による免疫応答を解析したところ、

炎症反応の減少が認められた。従って、感染による免疫反応におけるタンパク質 Xの重要性が確

認された。 

 

（６）ネオスポラ症のウシ組織サンプルを用いた流産誘発因子および宿主因子の同定 
ネオスポラ症のウシ由来組織サンプル(胎盤、流産胎

児、神経症状等)における NcGRA7の発現・局在を解析

した。原虫が増殖した寄生胞にて NcGRA7 の発現が確

認され、壊死像にも NcGRA7のシグナルが認められた。

さらに、感染した神経細胞にて NcGRA7 が寄生胞から

細胞質へ分泌される特徴的な局在が確認された。

NcGRA7を診断用抗原とした ELISA系を構築し、ネオス

ポラ流産牛の血清では NcGRA7 抗体レベルが上昇して

いることを確認した（文献２）。このことから、NcGAR7

がネオスポラ流産に関与することが推測された。ま

た、NcGRA7を定量できるサンドイッチ ELISAを構築し

た（図６）。今後、本検出系を流産母牛の血清と流産胎

児の体液中に含まれる NcGRA7 の検出・定量化に応用

する。 
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