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研究成果の概要（和文）：本研究は、家畜原虫病の一つネオスポラ症のワクチン開発を目指し，
ネスポラ流産関連因子 NcGRA7 の機能解析を目的とした。NcGRA7 はネオスポラから分泌され、
免疫細胞を活性化することが明らかとなった。さらに、NcGAR7 を利用したワクチンを開発し、
マウス感染モデルにて原虫感染を制御する結果が得られた。今回の研究により、ネオスポラ症
のワクチン開発に大きく前進する成果を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to characterize an abortion related factor of 
Neospora caninum, NcGRA7, for development of vaccine against neosporosis. This study 
showed that NcGRA7 could stimulate immune cells. Moreover, we developed vaccine based 
on NcGRA7 and could control the parasite infection in mouse model. The present study 
indicates the positive results for the vaccine development against neosporosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 ネオスポラ原虫（Neospora caninum）は犬
科動物を終宿主とし、牛・羊・山羊、鹿など
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。特に牛には流産、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原虫
感染によるものとされている（Anderson et 
al. 1995 J Am Vet Med Assoc）。ネオスポラ
原虫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、ネオスポラ原虫の感
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（山根 2001 家畜
診療）。ネオスポラ原虫が感染した母牛を搾
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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（Dubey 1999）。ネオスポラ原虫感
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、本原虫の垂直感染をコントロ
ールすることは極めて難しい。このような背
景から、いまだにネオスポラ原虫感染症に対
する有効な治療法は開発されていないのが
現状であった。申請者はこれまでに、ネオス
ポラ感染に対する予防法の確立を目指し研
究を展開してきた。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が誘導するマ
クロファージの活性化と CD4陽性 T細胞の重
要性を明らかにした（Nishikawa et al. 2001）。
また、ネオスポラ虫体を認識するモノクロー
ナル抗体を作製し、原虫の宿主細胞への侵入
に関与する分子（NcSRS2, NcSAG1）の同定に
成功した（Nishikawa et al. 2000）。さらに
上記の免疫学的知見からワクシニアウイル
スベクターを選択し、NcSRS2 や NcSAG1 を用
いた組換えワクチンを作製し、マウスモデル
において NcSRS2 組換えウイルスを用いて極
めて高いワクチン効果を誘導することに成
功した（Nishikawa et al, 2002; 2001; 2000）。
また、プロテオーム解析により新規抗原性分
子（NcP0, NcAMA1）も同定している（Zhang et 
al. 2007）。以上の研究成果から、牛におい
てネオスポラ原虫の垂直感染に関連する因
子が同定されれば、治療法および診断法の開
発に繋がるという発想に至った。我が国にお
ける近年の疫学調査により、ネオスポラ原虫
の抗体陽性牛と流産の関連性が明らかにさ
れつつある。しかしながら、原虫抗体陽性牛
が流産を起こさず、かつ子牛への先天的な感
染もみられないケースが存在する。申請者は
北海道の野外牛血清サンプルを用いて、ネオ
スポラ感染により流産を起こした牛では分
泌小器官(dense granule)タンパク質である
NcGRA7 に対する抗体価が極めて高いことを
見出した（Huang et al. 2007）。ネオスポラ
感染の制御には 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（Nishikawa et al. 2003; 2001）。申
請者の予備研究において、NcGRA7 タンパク質
を単独投与したマウスでは、僅か 0.3μg の
投与でも特異抗体の産生を誘導することを
確認している。さらに、宿主の免疫反応が Th2
応答にシフトし、Th1 応答はほとんど認めら
れなかった。従って、NcGRA7 は抗原性が極め
て高いものの、生体の免疫反応を Th2にシフ
トさせて過剰な抗 NcGRA7 抗体の産生を誘導
していることが推測された。ネオスポラの感

染制御には細胞性免疫の働きが不可欠なた
め、NcGRA7の機能を阻害し、Th1 応答を誘導
することが重要だと言える。従って、NcGRA7
の生体内での生理機能を解明し、NcGRA7 特異
的 Th1細胞の誘導方法を確立することができ
れば、ネオスポラの感染拡大を阻止できる予
防法や治療薬の開発に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではネスポラ流産関連因子 NcGRA7に
注目し、NcGRA7 の生理機能の解明と NcGRA7
特異的 T細胞の誘導方法の確立によるワクチ
ン開発を目指す。培養細胞を用いた in vitro
解析とマウスを用いた in vivo 解析により、
NcGRA7 の病原性や免疫活性化作用を解析し、
NcGRA7の生理的な作用機序の理解を行う。ま
た、ネオスポラ垂直感染マウスモデル系によ
る NcGRA7 組換えタンパク質のワクチン評価
を実施する。さらに、牛における NcGRA7 組
換えタンパク質の T細胞活性化作用について
解析し、ワクチン開発への可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではネスポラ流産関連因子 NcGRA7に
注目し、NcGRA7 の生理機能の解明と NcGRA7
特異的 T細胞の誘導方法の確立によるワクチ
ン開発を目指し、２年の研究期間中に以下の
ような手順で実施した。 
（１）NcGRA7 組換えタンパク質の作製方法の

確立。 
（２）免疫細胞に対する NcGRA7組換えタン

パク質の細胞毒性及び細胞活性化作用
の評価。 

（３）原虫垂直感染マウスモデル系による
NcGRA7組換えタンパク質のワクチン評
価。 

（４）牛における NcGRA7組換えタンパク質
の T細胞活性化の評価。 

 
４．研究成果 
 ネオスポラNc-1株の精製原虫からRNAを回
収し、逆転写によりcDNAを作製した。NcGRA7
は217アミノ酸からなり、1-17アミノ酸にシグ
ナル配列、139-157アミノ酸に推定膜貫通領域
を持つ。cDNAを鋳型としたクローニングを行
い、大腸菌において成熟型タンパク質（28-217
アミノ酸）を作製した。 
 NcGRA7に対するウサギとマウスの特異抗体
を作製し、NcGRA7の局在を解析した。NcGRA7
は、感染細胞内に形成される寄生胞内へ虫体
から分泌されていた。さらに、宿主細胞外の
遊離原虫からNcGRA7の放出が確認された。 
 マウス由来免疫細胞（リンパ球、マクロフ
ァージ）とマクロファージ株化細胞に対する
NcGRA7 組換えタンパク質の宿主細胞に対す
る細胞活性化作用と細胞毒性を評価した。
NcGRA7 はマクロファージの F4/80 と CD86 の



 

 

発現を増加させ、細胞の活性化を促している
ことが示された。リンパ球に NcGRA7 を作用
させると、細胞増殖を促進させた。また、
NcGRA7処理マクロファージから、IL-6, IL-12, 
TNF-α, 一酸化窒素の産生誘導が確認され、
炎症反応を誘導する活性が示された。高濃度
（0.1 µM 以上）の NcGRA7 を作用させると、
宿主細胞にアポトーシスを誘導した。興味深
いことに、TLR2 や TLR4 欠損マクロファージ
では、上記の炎症反応は抑制された。 
 NcGRA7をターゲットにしたワクチンを作製
し、マウスの感染モデルを用いてワクチン効
果を評価した。オリゴ糖リポソーム内に
NcGRA7(OML-NcGRA7)を封入したワクチンを作
製しマウスに投与したところ、母マウスにお
けるネオスポラの脳内感染率と仔マウスへの
垂直感染を抑制する結果が得られた。
OML-NcGRA7を接種したマウスではNcGRA7特異
抗体の産生が認められ、ワクチン接種マウス
より回収したリンパ球はネオスポラ抗原に特
異的に反応した。これらの結果は、OML-NcGRA7
が宿主免疫反応を刺激し、ネオスポラ特異的
なT細胞の応答を誘導することでワクチン効
果を発揮していることを示している。 
 次に、ウシにおけるNcGRA7組換えタンパク
質のT細胞活性化能を評価した。ホルスタイン
牛から末梢血単核球（PBMC）を分離しNcGRA7
を作用させたところ、IFN-γの産生が確認され
た。さらにOML-GRA7を接種したウシ由来の
PBMCの場合でも、NcGRA7の刺激によりIFN-γ
の産生が確認された。NcGRA7を抗原とした
ELISAによりネオスポラ感染牛の血清を解析
したところ、NcGRA7特異抗体が検出された。
これらの結果は、NcGRA7がウシにおいても免
疫原性の高い抗原であることを示している。 
 今回の研究により、NcGRA7 の生理活性とワ
クチン効果が明らかになり、ネオスポラ症の
ワクチン開発に大きく前進する成果を得る
ことができた。 
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