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研究成果の概要（和文）：鶏コクシジウム症を引き起こすEimeria 属原虫を鶏で選択的に継代することにより、
弱毒化することが知られている。しかし、弱毒株の詳細な特性および弱毒化の分子メカニズムは未解明である。
弱毒株を作出し解析を行ったところ、病態発現期であるシゾントの出現時期が短縮し、またその大きさが縮小し
ていることが分かった。また継代毎の比較ゲノム解析では複数個所の遺伝子変異を決定でき、これらの変異は原
虫にとって致死的ではなく、弱毒化を惹起している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Chicken Eimeria spp. causing coccidiosis are attenuated by selective serial 
passages into chickens. However, the characteristics and molecular mechanisms of the attenuations 
remains unknown. The precocious strains showed rapid developments of the asexual stages and 
possessed smaller schizonts. By the comparative genomic analyses, some gene regions with nucleotide 
mutations were determined. These nucleotide mutations might be associated with attenuation of the 
eimerian parasites.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Eimeria 属原虫は、ヒトに対して重篤な症状を引き起こすマラリアやトキソプラズマ原虫と同じApicomplexa 門
に属する。これまでに同門の原虫ワクチン開発において、弱毒株の原虫総体による免疫賦与を行うワクチン開発
が次世代の抗原虫防除ツールとして模索されている。本成果により決定された遺伝子は、弱毒化重要遺伝子であ
る可能性があり、他種原虫での応用解析が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
鶏コクシジウム症は、Eimeria 属原虫の感染によって引き起こされる。経口的に摂取された
Eimeria 原虫は、鶏の消化管組織に侵入し、無性生殖により増殖する。この時、シゾントとよば
れる分裂体の内部には、侵入型虫体(メロゾイト)が包蔵される。この多数のメロゾイトが放出さ
れる際、消化管組織は著しく破壊され、致死性の血便が惹起される。この後、有性生殖を経て、
多量のオーシストが糞便と共に排泄される。現在使用されている抗コクシジウム剤は、飼料添加
物として使用されている。しかし、鶏宿主に対して副作用を有し、低濃度で給与され、発症は抑
えられるものの、原虫の生活環を遮断することはできない。その結果、感染源であるオーシスト
が持続的に鶏舎内に排出される。また、鶏畜産物への薬剤残留問題から、肉用鶏では使用制限が
あり、また採卵鶏での使用は認められていない。世界レベルでは、鶏コクシジウム症による被害
および対策に費やされる経費は、年間数千億円にのぼるとされている。 
鶏コクシジウムを鶏に実験的に投与し、早期に排泄されるオーシストのみを回収し、これを数
十代継代することで弱毒化が可能である。この弱毒株は、オーシストの排泄期間が短縮される早
熟株である。この弱毒株による感染では、血便・下痢症状はあらわれず、便中へのオーシスト排
泄数も減少するため、鶏体内での原虫の増殖性が低下していると推察される。この弱毒株は、一
部、生ワクチンとして販売されているが、弱毒株の詳細な特性および弱毒化の分子メカニズムは
未解明である。近年、食の安全性確保のため、畜産物へ薬剤投与が困難な状況となり、今後、非
薬剤防除となるワクチンの需要は増えると考えられ、弱毒株の特性解析および免疫賦与機構の
解明は急務である。 
Eimeria 属原虫は、ヒトに対して重篤な症状を引き起こすマラリアやトキソプラズマ原虫と
同じ Apicomplexa 門に属する。これまでに同門の原虫ワクチン開発において、弱毒株の原虫総
体による免疫賦与を行うワクチン開発が模索されている。弱毒化は凍結や放射線照射等により
虫体を減弱させ、生残虫体として投与を行うが、発症回避のみならず原虫排除に著効を有するこ
とが報告されており、次世代の抗原虫防除ツールとして期待されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、鶏コクシジウム原虫を Apicomplexa 門原虫のモデル生物と位置づけ、これら重
要原虫の弱毒化分子機構を解き明かし、原虫総体としての防圧ワクチン開発に寄与する。原虫感
染による病態の発現は、宿主体内での虫体の増殖に依存する。鶏コクシジウムの弱毒株では腸管
内での致死ステージである無性生殖期の増殖性が減退することが推察されるため、その詳細な
病態発現機構の解明、そして網羅的な遺伝子発現解析およびゲノム比較解析を行い、病態に関わ
る分子および弱毒化責任遺伝子を解析し、同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）E. tenella 強毒株を元株とし、幼雛に投与し、早期に糞便中に出現する原虫のみを回収
した。これを新たに幼雛に投与し、20 代継代を行った。各 5 代毎に原虫の排出期間、および量
を測定した。また、親株および早熟化 5代、10代、15代および 20 代継代株の原虫を幼雛に投与
し、経時的(12 時間)に感染部位である盲腸を採取し、定法に従い、組織切片を作製した。計 3回
の無性生殖と 1回の有性生殖、特に病態発現に深く関与する第 2代目の無性生殖期について、虫
体の出現期間と頻度および大きさなどの形態学的特徴を観察し、弱毒化による変化を解析した。 
（２）E. tenella 強毒株の弱毒化メカニズムを解明するため、0、5、10、15 および 20代継代
後のオーシストを回収し、ゲノム DNA を抽出後、Illumina HiSeq により塩基配列を決定し、1.3
億リード(約 13,000Ｍbp)～0.4 億リード(約 4,000Mbp)を得た。公開されている E. tenella の
全ゲノム情報をリファレンス配列とし、5株のリード配列をマッピングした。さらに各継代株に
ついてマッピングされたリード数から Variant Allele Frequency (VAF)を算出し、0代から 20
代にかけて VAF が 20％以上変動している箇所を決定し、deletion やフレームシフト、アミノ酸
変異の有無を解析した。 
（３）野外の Eimeria 原虫株について、ゲノム比較解析を行うため、E. tenella の単離および
解析に向けた調査を実施した。21 都道府県の 37農場から 143 検体を採取した。形態学的な種の
同定と PCR による種の鑑別を行った。また、各農場において、コクシジウム症の発生状況および
弱毒株ワクチンの使用状況を聴取した。 
 
４．研究成果 
（１）E. tenella 強毒株を 20 代継代を行ったところ、糞便中の原虫の排出期間は約 20時間短
縮され、感染鶏において血便症状が消失または著しく減退し、本株の弱毒化に成功したことを確
認した。継代的に病理組織学的解析を行ったところ、無性生殖期の回数の欠落は認められず、病
態発現ステージとなる第 2 代無性生殖期のシゾントが早期に出現し、かつ虫体長は約 1/2 へと
縮小していた。20 代目継代株における盲腸粘膜層の炎症および出血の程度は減弱されているこ
とが示唆された。以上より、Eimeria 原虫の弱毒化は第 2代シゾントの早期出現および縮小化に
起因することが分かった。 
（２）E. tenella の弱毒化過程の 0～20 代継代後の 5株のリード配列をマッピングした結果、
リファレンス株と比較して、1塩基置換等の変異が認められた箇所は計 112,271 個であった。各
継代株の VAF について、20%以上上昇している 16 遺伝子領域を決定した。16 遺伝子領域中、11



遺伝子でアミノ酸レベルでも変異が認められた。これらの遺伝子の機能は不明なものが多かっ
たが、微小管の重合やアクチンの核化に関連することが報告されており、これらはシゾントのセ
ルサイクルに関与すると推定された。これらの遺伝子変異は、弱毒化に関わるシゾントの縮小に
関連している可能性がある。現在もなお、解析中ではあるが、原虫の弱毒化の責任遺伝子は 1つ
ではなく、SNP や nucleotide insertion や deletion により、アクチン、チューブリンや原虫プ
ロテアーゼ等にアミノ酸レベルでの変異が生じ、シゾントの発育に影響を与え、しかし、それは
虫体にとって致死的ではなく、シゾント形成の早熟そして縮小化を引き起こし、弱毒化している
可能性が示唆された。 
（３）形態学的および PCR による解析の結果、143 検体中 12で E. tenella 陽性であった。もっ
とも陽性率の高かった Eimeria 種は、E. acervulina と E. mitis で 30 検体が陽性であった。
弱毒株となるワクチンの使用状況は、9農家で E. tenella のワクチン株を使用していることが
分かった。現在、病原性評価、また野外および弱毒株の交雑状況を解析するため、全ゲノム解析
の準備を進めているところである。 
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