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研究成果の概要（和文）：Babesia ovata赤血球内発育ステージ（Blood stage）をin vitro誘導法によりマダニ
体内発育ステージ（Tick stage）へと誘導し、RNA-sequence法を用いて伝播阻止型ワクチン（TBV）標的分子の
探索を行った。誘導後6時間のTick stageではray bodyと呼ばれる特徴的な形態の原虫が確認され、この分画で
はTick stage遺伝子の発現が認められた。Tick stage原虫でBlood stage原虫と比較して発現量が多い遺伝子か
ら、原虫細胞表在性と考えられる分子を探索した。結果、細胞表在性と推定された蛋白質をコードする14遺伝子
を同定した。

研究成果の概要（英文）：Babesia ovata erythrocytic stage (Blood stage) was induced into the tick 
development stage (Tick stage) by an in vitro induction method, and RNA-sequence method was used to 
search for transmission-blocking vaccine (TBV) target molecules. The Tick stage at 6h after 
induction showed a characteristic form of the parasite called ray body, in which the expression of 
Tick stage genes was observed. The genes that were more abundantly expressed in the Tick stage than 
in the Blood stage were searched for genes that were coding for cell-surface proteins. As a result, 
14 genes encoding proteins presumed to be cell surface-localization as potential TBV target 
molecules were identified.

研究分野：寄生虫病学

キーワード： 獣医学　疾病予防・制御　バベシア　マダニステージ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
節足動物を介して伝搬するマラリアでは、次世代型のワクチンとして、蚊体内での発育ステージを標的とした
TBVが既に臨床試験の段階にある。他方、バベシアのマダニ体内での発育ステージの研究は、実験系の整備の遅
れから殆ど手つかずの状況にある。本研究では、RNA-sequence法を用いてバベシアのマダニ体内発育ステージ表
在性抗原を同定した。一連の研究成果から、バベシア病に対するTBVの開発研究が進展する。同時に、これら分
子がマダニ体内での原虫発育に果たす役割を解明できれば、節足動物媒介性の原虫がどのように各々の宿主適応
戦略を進化させてきたのか、という基本的な疑問にも分子論的な考察が加えられるようになる。

※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 
【学術的背景】バベシアはマダニ媒介性の原虫で、ウシなど家畜の赤血球に感染することでバベ
シア病を引き起こし、国内外の畜産業に多大な経済的損失を与えている。近年の地球温暖化にと
もない、マダニの棲息地域が大きく拡大していることから、バベシア病は、地球規模での対策が
必要な家畜の新興再興感染症になっている。ウシのバベシア病では、特効薬の欠如から、弱毒原
虫株による計画感染（生ワクチン）と殺ダニ剤による牧野のマダニ対策が依然として主要な防疫
対策になっているが、最近になって、弱毒生ワクチン株に対する耐性原虫の出現や殺ダニ剤耐性
マダニの拡散などが報告されている。これらを踏まえて、ウシのバベシア病に対する、これまで
の手法や概念に拠らないワクチンや創薬など、革新的な感染制御法の開発が喫緊の課題になっ
ている。バベシアではこれまでに、家畜の赤血球内での発育ステージを対象とした研究が主に進
められてきた経緯があり、牧野での原虫伝搬に重要なマダニ体内での発育ステージを対象とし
た研究が著しく遅れている。一方、バベシアと同じアピコンプレクサ門に分類されやはり赤血球
に寄生するマラリア原虫では、そのベクターとなる蚊体内での発育ステージを対象とした研究
が積極的に展開され、その成果の一部は、近年注目を集めている伝搬阻止ワクチンの開発研究へ
と発展している。伝搬阻止ワクチン（Transmission-Blocking Vaccine：TBV）は、ベクターとなる
節足動物の体内で原虫の発育を阻止することで感染症の拡散を予防する、次世代型のワクチン
で、現在、ヒトのマラリアやトリパノソーマ症を対象とした TBVの開発が進められている。ア
ピコンプレクサ門に分類される節足動物媒介性の原虫では、これまでに、HAPLESS2/GCS1 
（HAP2）、LCCLドメイン蛋白質ファミリー（CCPファミリー）及び 6Cysドメイン蛋白質ファ
ミリー（6Cys蛋白質ファミリー）などの、節足動物発育ステージ特異的な細胞表在性抗原（TBV
候補抗原）が報告されている。これらの蛋白質はバベシアのマダニ体内発育ステージでも発現が
確認されているが、マラリア原虫のように、その詳細な機能解析や TBV抗原としての評価は行
われていない。 
 
２．研究の目的 
【学術的「問い」】これら既知の分子も含めてバベシアのマダニ体内発育ステージで発現する蛋
白質を網羅的に同定して、宿主細胞への接着や侵入など、マダニ体内での原虫発育に果たす役割
を解明できれば、節足動物媒介性の原虫がどのように各々の宿主適応戦略を進化させてきたの
か、すなわち「バベシア原虫はなぜマダニで媒介され、蚊で媒介されないのか？」という基本的
な疑問にも分子論的な考察が加えられるようになる。また、一連の研究成果から、バベシア病に
対する TBVの開発研究が大きく進展することも期待できる。 
【本研究の目的】そこで本研究では、バベシアのマダニ体内発育ステージに特異的な細胞表在性
蛋白質を網羅的に検出して、その機能を解析するとともに TBV抗原としての性能を評価するこ
とで、バベシアのマダニ体内でのライフサイクルの特性を分子レベルで説明するとともに、バベ
シア病の TBV開発に向けて有望な標的分子を同定する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、これまでに我々が開発した技術を応用して、大型ピロプラズマ原虫（Babesia ovata）
のマダニ体内発育ステージ（図１）の表在性蛋白質を網羅的に同定して、その機能を明らかにす
るとともに TBV 標的抗原としての性能を評価する目的で、以下の実験を実施した。 
マダニ体内発育ステージ表在性蛋白質のトランスクリプトーム解析：B. ovataのマダニ体内発育
ステージで発現する表在性蛋白質を RNAシーケンス（RNA-seq.）で同定した。 
（１） in vitro 誘導法（PubMed ID: 1549158）で分画・精製したマダニ体内発育ステージ（Tick 
stage）から RNAを抽出した。逆転写反応の後、次世代シーケンサーにて大規模シークエンスを
行い、ゲノム情報に照らし合わせて、転写されている分子を定量的に解析した。 
（２） （１）の発現プロファイル（Tick stage 発現遺伝子群）を、赤血球内ステージ（Blood 
stage）の RNA-seq.データ（Blood stage発現遺伝子群）と比較して解析することで、前者での発
現量が多い遺伝子群を同定した。 
（３）Tick stageで発現量の多い遺伝子群について、遺伝子配列から推定されるシグナル配列や
アンカー配列の有無などの情報をもとに、表在性蛋白質を同定した。 
 
４．研究成果 
１. Tick stageの形態観察： Blood stage および Tick stage B. ovataの薄層塗抹標本をギムザ染色
し、光学顕微鏡で観察した像を図２に示した。Blood stage B. ovataは赤血球内に位置し、１つの
赤血球内に１つまたは 2 つのメロゾイトが認められた。Tick stage 誘導後 3 時間では、赤血球外
に直径 2.5μm 程度の円形の細胞が多数出現した。この細胞には明瞭な核が１つ認められた。Tick 
stage 誘導後 6 時間では、赤血球外に全長 3-4μm 程度の細胞が多数出現した。この細胞は核を 1
つまたは 2 つもち、突起の見られる形態を取っていた。Tick stage 誘導後 24 時間では、赤血球外
に全長 5μm 程度の円形の細胞が多数出現した。この細胞は核の形が明瞭には認められなかった。



 

 

Tick stage 誘導後 48 時間では、赤血球外に複数の集積した細胞が出現した。この細胞の形態は均
一ではなく、核も不明瞭であった。これらのうち、特に誘導後 6 時間後の Tick stage原虫の形態
は、過去に B. ovataや他の Babesia 種においても報告のある「ray body」、「spiky form」、または
「Strahlenkörper」と呼ばれる形態と一致した（Bohaliga et al. 2018 PMID: 30143025; Nguyen et al. 
2019 PMID: 31319568）。 
２. Tick stageでの遺伝子発現プロファイル（Reverse Transcription-PCR; RT-PCR）： CCp1、
CCp2、hap2 遺伝子を標的とした RT-PCRでは Blood stage、Tick stage 誘導後 6、12、24、48 時間
のサンプルすべてで cDNA 由来の増幅産物が認められたが、Tick stage 誘導後 24、48 時間のサン
プルからの増幅産物は不明瞭であった。CCp3 遺伝子を標的とした RT-PCRでは Blood stage、Tick 
stage 誘導後 6、12 時間のサンプルで cDNA 由来の増幅産物が認められたが、Tick stage 誘導後
24、48 時間のサンプルでは増幅産物が認められなかった。また、PMG 遺伝子を標的とした RT-
PCR ではすべてのサンプルで cDNA 由来の増幅産物が認められず、MRS 遺伝子を標的とした
RT-PCRではすべてのサンプルで cDNA 由来の増幅産物が認められた（表１及び図３）。 
３. RNA-seq.に供する tick stage RNAの調整： Percoll 密度勾配遠心前及び遠心後の Tick stage
薄層塗抹標本ギムザ染色像を示した（図４）。分画濃縮層から作製した薄層塗抹標本のギムザ染

色像を顕微鏡下で観察すると、分画濃縮前のギムザ染色像と比較して赤血球が取り除かれ、目的

とする形態を有した Tick stage原虫が集積した像が観察された。 
４. RNA-seq.とデータ解析： Blood stage及びTick stage RNAをNovogene（https://jp.novogene.com/）
の RNA-sequencingに供し、次世代シークエンシングでのデータ取得を委託した。RNAライブラ

リーは mRNAをキャプチャー後に、NEBNext Ultra RNA LP Kit（illumina, california）で調整した。

シークエンシングには NovaSeq 6000（illumina）を使用し、ペアエンドは 150 bpとした。各セッ

ションでのデータ量は 3GB、10M readsとし、Service menuは Transcriptomicsの Eukaryotic mRNA-
seq とした。Blood stage RNA と Tick stage RNA のそれぞれ 2 サンプル、(S_1B 及び S_2B)及び
(S_1T 及び S_2T)について RNA-seq.のデータを取 得した。最初に、 Trimmomatic
（www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic）を使用し、アダプターの除去およびクオリティフィ

ルタリングを行った。次に、HISAT2 （http://daehwankimlab.github.io/hisat2/）を使用し、リードを

全ゲノムのデータにマッピングしてどの配列がどの領域から転写されたものなのか割当てた。

マ ッ ピ ン グ さ れ た リ ー ド 数 を カ ウ ン ト す る た め 、 htseq-count 
（https://htseq.readthedocs.io/en/master/htseqcount.html）を使用してリードカウントデータを取得し

た。最後に、得られたリードカウントデータを転写産物発現量として利用するため、transcripts 
per million （ TPM ） を 計 算 し た 。 TPM の 計 算 に は TPM Calculator
（https://github.com/ncbi/TPMCalculator）を使用し、リードカウントデータを総リード数と転写産

物長で補正した。計算した TPMから Blood stage/Tick stage 間での遺伝子発現比較解析を行った。

TPM にはリボソーム RNA 配列とトランスファーRNA 配列が含まれていたため、まずこれを除

去した。次に、S_1T及び S_2Tあるいは S_1B及び S_2B 間において共通して発現が見られたリ

ードについて、TPM ((S_1T+S_2T)/2) vs TPM ((S_1B+S_2B)/2)を比較し、各遺伝子が Tick stageと
Blood stage のどちらのステージでより多く発現しているかを比較した。最後に、TPM 比 
((S_1T+S_2T)/2)/((S_1B+S_2B)/2)が 2 以上かつ、TPM（S_1T）と TPM（S_2T）が 100 以上の、

Tick stage において発現量の大きい遺伝子を選出した。選出された遺伝子を TPM 比 
((S_1T+S_2T)/2)/((S_1B+S_2B)/2)が大きい順に 50 個抽出した。これらについて、Wolf PSORT
（https://wolfpsort.hgc.jp）による局在推定で、細胞表在性である確率が 70％以上になるタンパク

質をコードする遺伝子を探索した。また、遺伝子の翻訳配列について TMHMM
（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0）で膜貫通ドメインの有無を調べた。

Wolf PSORT で細胞膜に局在すると推定され、かつ TMHMM で膜貫通ドメインが認められたも

のを細胞膜表面に局在すると推定した。結果、TPM ((S_1T+S_2T)/2) vs ((S_1B+S_2B)/2)では、Tick 
stageで発現量が大きい遺伝子が 1,588、Blood stageで発現量が大きい遺伝子が 3,165、Tick stage
で発現量が大きい 1,588 の遺伝子のうち、特に Blood stage よりも 2 倍以上発現量が大きい遺伝

子が 413 認められ、そのうち S_1T_TPMと S_2T_TPMがともに 100 以上の遺伝子は 253 認めら

れた。TPMが大きい上位 50 遺伝子のうち、原虫の細胞表面に局在すると推定されたタンパク質

をコードする遺伝子が 14同定された（表２）。これらのうち、バベシアと同じアピコンプレクサ

亜門の原虫であるマラリア原虫において、そのオルソログが生存に重要であると考えられてい

る遺伝子として、以下の 4 つが見出された；BOVATA_007670（chloroquine resistance transporter：
CRT）、BOVATA_024940（arginine decarboxylase; putative：AD）、BOVATA_036750（conserved 
Plasmodium membrane）、BOVATA_038700（cysteine protease：CP）（表３）。 
５. 結論： 今回の解析結果から、TBV 標的分子の候補として、CRT、AD、CP および機能未知

の 1分子の合計 4分子を同定した。今後、これら分子について（1）マダニ体内 Tick stageでの
タンパク質発現と細胞表在性の確認（2）組換体タンパク質及び中和抗体の作製とその中和能の

確認（3）発現したタンパク質の免疫原性の確認、などの実験を進める必要がある。 



 

 

６. 図 表： 
表 1：PCRに使用したプライマー 

 
RT-PCR で増幅させる遺伝子は、B. bovis、B. bigeminaのマダニ体内発育ステージにお いて有意

に発現が増加しているという報告があった遺伝子 (CCp1、CCp2、CCp3、hap2、Putative 
methyltransferase gene（PMG）遺伝子（Bastos et al. 2013 PMID: 23844089; Bohaliga et al. 2018 PMID: 
30143025; Hussein HE et al. 2017 PMID: 28985216）の B. ovataにおけるオルソログと、ハウスキー

ピング遺伝子として過去に報告されている遺伝子 Methyonyl-tRNA synthetase（MRS）(Hakimi et 
al. 2016 PMID: 27008652)を選択した。 
F：Forward primer, R：Reverse primer, TM：Annealing temperature 
cDNA：cDNA 由来の PCRプロダクトのサイズ 
gDNA：gDNA 由来の PCRプロダクトのサイズ 
 
表２：細胞表在性と推定されたタンパク質をコードする 14 遺伝子 

 
 
表３：表２示したものでマラリア原虫において生存に重要とされる遺伝子の B. ovataにおける

オルソログ 

 
  

Locus Primer sequences（5'→3'） TM (℃) cDNA (bp) gDNA (bp)
F: GCAGCATCCGGTAACTCGATTG
R: GAAGTTCCCATTGCTCCCGCAC
F: CGTTGTCAACGGCGACCCTTAC
R: CGTCAAATACGGGTTCCAAACCC
F: GCATCGCTTCTTCCGATGAGTGG
R: GCAACGGGACGACTTCGATTGTG
F: GAGACCGTTCAAGGGAGCTCGAG
R: GCGCACGTTTAGGGCACACTTC
F: GACAAAGGCTGCCTCGACACC
R: CGGCTGAAACAGTATCCACGAGC
F: GGTAGTGATTACGTTGTGCCTGC
R: GTGAAGGCACCGATACCTCTCC

120

192

155

367

145 182

115 156

131 181

120 204

60

60

62

62

62

60

CCp1

CCp2

CCp3

HAP2

PMG

MRS

Gene_ID Description
BOVATA_000380 n-acetylglucosaminyl transferase component gpi1 
BOVATA_003540 transmembrane 14C 
BOVATA_007670 chloroquine resistance transporter 
BOVATA_008120 integral membrane family I protein 
BOVATA_011090 zinc finger 36 family 3 
BOVATA_019230 dephospho kinase
BOVATA_022830 signal transduction histidine kinase; putative
BOVATA_024940 arginine decarboxylase; putative
BOVATA_027540 alpha beta hydrolase 
BOVATA_027560 hypothetical protein; conserved 
BOVATA_027750 diguanylate phosphodiesterase 
BOVATA_028540 zinc finger 831 isoform X1 
BOVATA_036750 conserved Plasmodium membrane 
BOVATA_038700 cysteine protease 

G ene_Id D escription P lasm odium における機能

B O V A TA _007670 chloroquine resistance transporter クロロキン耐性

B O V A TA _024940 arginine decarboxylase; putative 不明

B O V A TA _036750 conserved P lasm odium  m em brane 不明

B O V A TA _038700 cysteine protease 宿主細胞からの脱出



 

 

図１：バベシアの生活環 
Jalovecka et al. PMID: 27502772より引用

した。Ray bodyはザイゴート（接合体）

の形成、細胞侵入、増員増殖、キネートの

形成とマダニ体内各種臓器への拡散の前

段階の形態であり、このステージで原虫

の発育を止めることが出来れば、H. 
longicornis による B. ovata の伝播を効率

的に阻止できる。また、Ray bodyは、TBV
抗体が効率よく原虫と反応することが期

待できる、マダニ中腸内で形成される

Tick stageでもある。 
 
 
 
 
 
 

図２：Blood stage および Tick stage B. ovataの薄層塗抹標本をギムザ染色像 
① ： Blood 
stage B. ovata：
典型的な双梨

子 状 虫 体

（Binary form）
を示す。②：誘

導 3 時間後の
Tick Stage B. 
ovata。③：誘

導 6 時間後の Tick Stage B. ovata：赤血球外の
全長 3-4μm 程度の Ray bodyを示す。④：誘導

24 時間後の Tick Stage B. ovata。⑤：誘導 48 時

間後の Tick Stage B. ovata。 
 

図３：RT-PCR 増幅産物の UV撮影像 
 
Tick stage 誘導後、6、12、24
および 48 時間後の各遺伝子

の発現を示す。0 は誘導前

（Blood stage）から調整した

RNA を鋳型とした RT-PCR
の成績を示す。Nは陰性対照

として蒸留水を鋳型とした

RT-PCR の成績を示す。P は
陽性対照として Blood stage 
gDNA を鋳型とした RT-PCR
の成績を示す。Mはマーカー
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図４：Percoll 密度勾配遠心法による Tick stage分画濃縮前 
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に多数の赤血球が認められる。
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