
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25年 6月 1日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：バベシア症の媒介者であるフタトゲチマダニから、複数のバベシア原
虫の分化・増殖に関与する殺バベシア原虫蛋白質を単離した。蛋白質の構造をもとに作製した
ペプチドにはバベシア症の発症を惹起する赤血球ステージ虫体を殺滅する効果があることを突
き止めた。さらに、このペプチドはトキソプラズマ症などの原虫病にも有効であることが分か
った。 
研究成果の概要（英文）：Several babesiacidal proteins associated with differentiation 
and proliferation of Babesia parasites were identified from the piroplamosis vector tick, 
Haemaphysalis longicornis.  Peptides based on the secondary structure possessed lethal  
effect on the intra-erythrocytic stage of Babesia that cause animal babesiosis. 
Lethal-effects of these peptides were also detected against other animal protozoan 
disease including toxoplasmosis. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）ジミナゼン製剤（ガナゼック）が食と
環境の両面における安全性の面から製造中
止となり、国内ではバベシア症予防治療薬不
在の状況が続いている。バベシア症はマダニ
が媒介するバベシア原虫に起因する難治性
の原虫感染症で、獣医学領域ではイヌ、ウシ、
ウマなどの動物でその発生と被害が、日本を
含む世界各国で拡大の一途にあり、加えて近
年では、ネズミとウシのバベシア原虫による
ヒトの被害も、国内外で顕在化し、今やマダ
ニ媒介性人獣共通感染症の中で最大の脅威

と言っても過言ではない。本症はマラリア同
様に、赤血球に寄生した赤内型虫体の分裂増
殖によって、宿主赤血球の崩壊が招来され、
重篤な貧血・黄疸を発症する。予防には当然
ながらワクチンが最適であるが、バベシア原
虫の多様な抗原変異から、その開発は困難を
極め、短期的には全く望めない状況にある。
貧血を抑える対症療法のみの現状から脱却
するためには、原虫を標的とする特効薬とし
てのバベシア症治療薬の創出が急務である。 
（2）バベシア原虫を標的とした治療薬開発
の国内外の現状と問題点：バベシア症の治療
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薬のほぼ全ては抗マラリア化合物の転用・流
用にすぎない実態が、世界的に半世紀以上も
継続している（Vial, 2006）。しかし、バベ
シア原虫はマラリア原虫と同じ Apicomplexa
に属するものの、ベクターを含むその生活史
は著しく異なり、現行薬剤が主要な治療ター
ゲットとする赤内型虫体においても、その分
裂・増殖様式は全く相違する。したがって、
バベシア原虫に限らず、治療薬開発は対象病
原体に特有の生理や分化・増殖の特性に立脚
することを基盤とすべきであるものの、バベ
シア治療薬の現状はこの原則から大きく逸
脱している。 
（3）ベクターにおける病原体排除の仕組
み：ベクターにおける病原体排除機構は、モ
デル生物のショウジョウバエを中心に飛躍
的 な 研 究 進 展 を み て い る 。 Toll,Imd, 
JAK/STAD のシグナル伝達を介して産生され
る抗菌ペプチドなどのエフェクター分子の
存在が明らかにされ、デングウイルスやマラ
リア原虫に対して蚊が産生するエフェクタ
ー分子についても、シグナル伝達経路の違い
から、伝播する病原体ごとに異なることが示
されている。蚊が産生する 165kDa のヒト補
体様分子 TEP1 の殺マラリア原虫作用は、加
水分解酵素で切断されたチオールエステル
基 C 末側約 50 残基の低分子ペプチドによっ
て、殺原虫活性が発揮されることが解明され
ている。こうした蚊が保有する抗病原体伝播
分子は、いずれも低分子のペプチドである。 
(4)マダニにおける TBP の重要性：殺バベシ
ア原虫蛋白質(TBP)とは、バベシア原虫のベ
クターのフタトゲチマダニが産生する、原虫
などの媒介病原体の生存を直接的に減弱さ
せる作用を保有する蛋白質、あるいはこれが
修飾・切断されたペプチドのことである。
我々は、世界ではじめてベクターが保有する
抗菌ペプチドの中から、ベクター自身が伝播
する病原体、バベシア原虫に対して殺効果を
発揮する 74 アミノ酸残基のロンギシンを発
見した。しかし、マダニではハエや蚊など多
くのベクター昆虫で最も重要な病原体排除
機構である局所的凝固・メラニン化（急性蛋
白融解カスケード）が、多くの研究にもかか
わらず、その存否を含めていまだに明らかで
ない。このことから我々は、フタトゲチマダ
ニのバベシア原虫排除には、急性蛋白融解カ
スケードを代替しうる極めて強力なエフェ
クター作用を備えた TBPが、最も重要な役割
を果たしていることを推測するに至った。 
 
２．研究の目的 
マダニ個体内でバベシア原虫の伝播制御

に関与する TBPをコードする遺伝子を網羅的
に検索し、分子細胞生物学的手法、原虫 in 
vitro 培養系及び各種実験動物を活用して、
マダニ吸血行動における原虫伝播時の TBP産
生応答機構、局在及び殺バベシア原虫機構を

明らかにする。合成した TBP からバベシア原
虫 in vitro 培養系とマウスのバベシア症モ
デルで殺原虫効果が発揮されるペプチドを
明らかにし、同時に相加・相乗効果が発揮さ
れる TBP の混合ペプチドを同定する。バベシ
ア原虫感染イヌにおける TBPの有効性を明ら
かにし、マダニが保有する TBPをもとに作製
した世界初の合成ペプチドによるバベシア
症治療薬の創出を図る。 
 
３．研究の方法 

本研究は国内最優占種マダニでバベシア
原虫のベクターであるフタトゲチマダニ、各
種バベシア原虫、実験動物及び宿主動物を主
要な実験材料として各種機能解析の手法を
取りいれながら以下の手順で実施された。 
（1）マダニ中腸、ヘモサイト、唾液腺の完
全長 EST からの TBP 単離：マダニ完全長 EST
データベースを活用して、ロンギシンなどす
でに単離されている TBPから推定されている
殺メロゾイト活性基をもとに、中腸、ヘモサ
イト及び唾液腺 ESTデータベースより、類似
のアミノ酸構造をコードする cDNAを単離し、
蛋白質一次及び二次構造を解析し、蛋白質の
全長がアミノ酸 100 残基以下で構成される
cDNAを選抜した。 
（2）合成ペプチドの設計・作製、それらを
特異的に認識する抗体作製、発現動態の解
析：TBP の構成アミノ酸に基づく合成ペプチ
ド、大腸菌・酵母・バキュロウイルス等の発
現系を用いて作製した組換え体で、マウス・
ウサギを用いて、それぞれの TBPを特異的に
認識する抗体を作製した。 
（3）マダニアレイを用いた TBP の遺伝子発
現動態を解明した。 
（4）TBPの発現動態と原虫の膜蛋白質との分
子間相互作用を解析した。 
（5）バベシア原虫 in vitro 培養系を用いた
TBP の殺原虫効果及び混合ペプチドによる殺
原虫効果の相加・相乗効果を検証した。 
（6）マウスバベシア症モデルにおける TBP
由来ペプチドの治療効果、安全性の検証と混
合ペプチドを選抜した。 
（7）イヌバベシア症における混合ペプチド
剤の有効性と安全性を検証した。 
 
４．研究成果 
（1）単離された TBP の分子性状 
複数のTBP候補分子を単離し、それらの組換

え体を作製した結果、可溶性蛋白として、ロンギ
スタチンの標品を作出することができた。ロンギ
スタチンには EF-hand ドメイン 2 つとCa 結合ドメ
インが確認された。ロンギスタチン遺伝子はマダ
ニの全発育環で確認され、吸血に伴って発現が
増大することが分かった。また、内在型の発現増
大も吸血によって誘導されることが分かった。特
に、吸血量が増える吸血後期において、ロン
ギスタチンの発現は著しく増大し、飽血後は



発現が停止することが分かった。内在型ロンギス
タチンは、宿主皮下に形成される Blood pool に
放出されていることがわかった（図 1）。In vitro で
確認されたロンギスタチンの血液凝固阻止活性
から、宿主血液の搾取に重要な役割を果たして
いることが想定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）抗バベシア原虫に対する TBP をベースに設
計したペプチドの殺原虫作用 

TBP 候補分子として単離されたマダニアプロ
チニン(図 2)に殺バベシア原虫活性が確認され、
その効果を発揮できる約 20 残基のペプチド
P4,P3 を構築することができた（図 3）。P4 に暴露
された原虫は核濃縮、核崩壊が認められ、添加
後 5 日で、原虫寄生赤血球は消失した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）トキソプラズマ原虫などの家畜・人の原虫に
対する殺作用を示す TBP 

牛ピロプラズマ症の病原虫である Babesia 
bigemina 対して殺作用を発揮するロンギシン C
末残基（ P4:24aa ） は 、 トキソプラズマなど
Apicomplaxa 原虫に対しても殺原虫活性を発揮
することが分かった（図 5,6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

図 1 吸血時、宿主皮下組織の Blood pool に

放出されるロンギスタチン 

図 2 中腸上皮細胞で発現するアプロチニン 

図 3 アプロチニンの濃度依存性バベシア

原虫増殖抑制効果 

図 4 ギムザ染色した赤血球寄生培養バベシア原虫 

   Ｐ4 の添加によって核崩壊が確認された 

図 5 Babesia bigemina に対して濃度依存性に

発揮されるＰ4 の殺原虫活性 

 
図 6 トキソプラズマ原虫に対するＰ4 の殺原虫活性 

矢印：体表から
確 認 さ れ る
Blood pool 
 
矢頭：皮下に形
成された Blood 
pool 
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