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研究成果の概要（和文）：本研究では、プロテオミックス法によるネオスポラ原虫の全虫体タン
パク質の網羅的解析を行った。MALDI-TOF-MS 解析により約 600 種類の可視化されたタンパク質
の中から約 60 種類のタンパク質の同定に成功した。そのうちの一部は原虫の宿主細胞への吸
着・侵入ならびにエネルギー代謝に関わるタンパク質であることが示唆された。これらの成果
は、ネオスポラ原虫の新規ワクチン・治療薬開発に繋がるものとして期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to widen our view on the global 
expression of protein profile of Neospora caninum parasite and to discover vaccine and 
drug target molecules for control of neosporosis. Approximately 600 protein spots were 
detected on 2-DE, and 60 proteins were identified by MALDI-TOF-MS analysis. Some of 
the identified proteins were predicted to be involved in the invasion of the parasite into the 
host cells and in parasite metabolism. Therefore, some of these proteins could be potential 
vaccine candidates and drug targets. 
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１．研究開始当初の背景 
 ネオスポラ原虫（Neospora caninum）は細
胞内寄生性病原原虫である。終宿主は犬であ
り、中間宿主は牛、羊、山羊などである。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
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率に引き起こす。欧米諸国では牛の流産の約
40％の原因はネオスポラ原虫感染によるも
のと報告されている。ネオスポラ原虫感染に
よる流産は、おもに妊娠 4〜6 ヶ月で発生す
るため、母牛を搾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。
世界中に発生が認められ、日本においてもそ
の発生が深刻である。地球規模での被害額は
年間数十億 USドルにのぼるとの試算もある。
しかしながら、いまだにネオスポラ原虫感染
症に対する有効なワクチン或いは治療薬は
開発されていないのが現状である。その主な
理由として、本原虫の感染機構がまだ解明さ
れていなく、ワクチン・薬剤標的分子が同定
されていないことなどが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究ではプロテオーム解析手段
を用いて、ネオスポラ原虫の宿主細胞への吸
着・侵入に関わるタンパク質の網羅的同定と
新規ワクチン・薬剤標的分子の発掘を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）ネオスポラ原虫の培養と精製 
 ネオスポラ原虫NC-1株をVero細胞に増殖
させた後に、宿主細胞を極細針を通して破壊
し、放出された虫体を密度勾配法により精製
した。 
（２）二次元電気泳動（２−DE）とイムノブ
ロット法による虫体タンパク質の解析 
 精製虫体を 2-DE 専用緩衝液にて処理した
後に総タンパク質を二次元電気泳動にて展
開した。二次元泳動後のゲルについてタンパ
ク質染色と特異抗体を用いたイムノブロッ
トをそれぞれ行った。 
（３）画像解析 
 タンパク質染色とイムノブロット像をコ
ンピュータに取り込み、2-DE 画像解析ソフ
ト（Nonlinear Dynamics）を用いてプロテオ
ームマップ（タンパク質プロファイリング）
及び主要抗原マップ（抗原プロフィリング）
を作成した。 
（４）MALDI-TOF-MS 法にタンパク質の同定 
 各スポットのタンパク質をそれぞれ分離
し、プロテアーゼで消化した後に、そのペプ
チド断片を質量分析（MALDI-TOF-MS）或いは
アミノ酸配列分析（エドマン分解法）により
同定した。 
 
４．研究成果 
（１）2-DE による虫体全タンパク質及び抗原
のプロファイリング 
 ネオスポラ原虫虫体を溶解し、2-DE にて展
開した後に、銀染色により全タンパク質を可
視化したところ、約 600 種類以上のタンパク

質スポットが検出された。さらにネオスポラ
原虫感染血清を用いて当該虫体タンパク質
についてイムノブロットを行ったところ、約
80 種類以上の抗原スポットが検出された。 
（２）MALDI-TOF-MS による虫体タンパク質の
同定 
 上記のタンパク質スポット中、61 種類の抗
原スポットを含む 150種類のタンパク質スポ
ットについて MALDI-TOF-MS 法によるタンパ
ク質同定を試みた。その結果、約 60 種類の
タンパク質の同定に成功した。そのうち、16
種類は公共のデータベースに登録されたネ
オスポラ原虫のゲノム情報により同定でき
た。例えば、NcSAG1・NcSRS2・NcMAG1 などの
虫体膜タンパク質；NcMIC1・NcMIC3・NcAMA1・
NTPase などのマイクロネーム由来タンパク
質；NcGRA2・NcGRA7 などのデンスグラニュー
由来タンパク質；NcSUB・NcP0・NcHSP70・NcLAP
などその他のタンパク質が挙げられる。これ
らのうち、約 10 種類のタンパク質はネオス
ポラ原虫と近縁なトキソプラズマ原虫（人獣
共通感染症を引き起こす）との交差抗原とし
て同定された。 
（３）新規予防・治療法開発への応用 
 NcHSP70・NcAMA1・NcP0・NcGRA7 に対する
特異抗体は、ネオスポラ原虫だけでなくトキ
ソプラズマ原虫の宿主細胞への侵入も阻害
することから、これらの抗原は両原虫感染症
に対する共通ワクチン候補であることが示
唆された。実際、組換え NcAMA1・NcGRA7 を
免疫したマウスはネオスポラ原虫のみなら
ずトキソプラズマ原虫に対しても感染防御
効果を示した。一方、NcLAP の相同タンパク
質である TgLAPはトキソプラズマ原虫のアミ
ノ酸代謝に関わる酵素であり、新規薬剤標的
になりうることも明らかとなった。 
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