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研究成果の概要（和文）：　スクーチカ症の原因虫Miamiensis avidusが分泌する細胞外プロテアーゼのうち、
病原性因子となっているプロテアーゼを特定するために、ゲノム編集実験を計画した。ゲノム編集実験に先立
ち、本虫のタンパク質発現実験の条件検討を行ったが、哺乳類細胞およびテトラヒメナのプロモーターに加え
て、本虫のハウスキーピング遺伝子のプロモーターを用いてもタンパク質発現を誘導できなかった。また、他の
寄生虫で病原性因子として知られるカテプシンLを大量発現し、ヒラメに免疫し、その血清の不動化抗体価を測
定したところ、100倍以上と高い抗体価が得られた。しかしながら、感染実験ではワクチンの有効性は確認でき
なかった。

研究成果の概要（英文）：Genome editing experiments were planned to identify the virulence factor in 
extracellular proteases secreted by the causative agent of scuticociliatosis, Miamiensis avidus. 
Prior to the genome editing experiments, we examined the conditions for protein expression 
experiments in M. avidus, however were unable to induce protein expression using the promoter of the
 housekeeping gene of the parasite in addition to the promoters of mammalian and Tetrahymena. 
From the results of genome analyses in M. avidus, cathepsin L, a known virulence factor in many 
parasites, was detected. It was expressed by a cell-free protein expression system, and Japanese 
flounder was immunized with the recombinant protein. The immobilized antibody titers of their sera 
were measured, which were as high as 100-fold or more. However, infection experiments did not 
confirm the efficacy of the vaccine.

研究分野： 魚病学

キーワード： スクーチカ症　トキソイド　Miamiensis avidus

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ゲノム編集を行うために、スクーチカ症の原因繊毛虫Miamiensis avidusの組換体の作製を試みたが、同じ繊
毛虫でモデル生物であるテトラヒメナと異なり、タンパク質発現実験が困難であることが明らかとなった。本課
題で検討されたエレクトロポレーションの条件、プロモーター探索、形質転換体選択用の薬剤などの結果は、今
後のM. avidusにおける組換体作製に重要な知見となる。
　本虫の組換えカテプシンL（rCat）をヒラメに免疫したが、ワクチン効果は認められなかった。しかしなが
ら、ヒラメ血清は本虫を不動化したことから、rCatは十分な抗原性を有することが明らかにされた。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
養殖業において、魚病被害は大きな経済的損失をもたらす要因の一つである。これまでに、魚病を予

防する方法としてワクチンがあり、我が国では 11 種類が認可されている（農林水産省消費・安全局 畜
水産安全管理課ホームページ参照）。しかしながら、これらは全てが細菌またはウイルス性疾病のワクチ
ンであり、寄生虫病に対するワクチンは世界的にも商品化されていない。寄生虫病のワクチン開発が困
難である理由として、寄生虫は生活史が複雑で生活史ごとに抗原性が大きく変化すること、不活化ワク
チンを作製するために必須となる寄生虫の単離・培養が困難であること、細菌やウイルスと比較してゲノ
ム解析が遅れており、リコンビナントワクチンの開発が困難であることが挙げられる。 
 ヒラメ養殖に甚大な被害をもたらす原虫病の一つに Miamiensis avidus に起因するスクーチカ症があ
る。我々は本虫の同定を行い（①）、3 つの血清型の存在を明らかにした（②）。現在は病原性因子の特
定と、それを抗原とした新規ワクチンの開発を目指している。病原性因子として、細胞外プロテアーゼ
（ECPs）に注目し、人工基質を用いて本虫の培養上清からプロテアーゼを検出したところ、多様な基質
が分解されたことから、本虫は培地中に ECPs を分泌していることが明らかとなった（③）。加えて、異なる
血清型の本虫でも ECPs のプロファイルは酷似していることが分かった（③）。また、ECPs を含む本虫の
培養上清を魚類細胞に添加すると細胞死が誘発されることやプロテアーゼインヒビターを添加すると本
虫の増殖が低下することを見出した（③）。これらのことから、ECPs が本虫の病原性因子の一つであるこ
とが強く示唆された。今後は、ECPs を抗原としたトキソイド（病原体が分泌する毒素を不活化したワクチ
ン）の開発が可能であるかもしれない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゲノム編集技術でどの ECPs が病原性因子であるかを特定し、それを無細胞タンパク質
合成系で大量発現し、トキソイドを作製し、その効果を調べることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）ゲノム解析 
Hatanpo株（血清型 I 型）、Nakajima株（血清型 II 型）、Mie0301株（血清型 III 型）、Mikame株（血清

型 II 型）のゲノム解析を行った。各株から抽出した DNA を Covaris で断片化し、NEBNext® Ultra™ II 
DNA Library Prep Kit for Illumina®でライブラリを調製した。MiSeq Reagent Kit v3 を用いて、300 bp の
ペアエンド配列を取得した。得られたシーケンスを SOAPdenovo2 でアセンブルした。 
 
（2）M. avidus の遺伝子導入 
 ゲノム編集を行うにあたって、M. avidus の遺伝子発現に必要なプロモーター探索、エレクトロポレーシ
ョンの条件、形質転換体を選択するための薬剤選択を行った。また、（1）の結果を活用し、プロモーター
配列の抽出および本虫のコドンユーセージについても調べた。 
 
哺乳動物細胞用タンパク質発現ベクター：哺乳動物細胞のタンパク質発現実験に用いられるサイトメガ
ロウイルス（CMV）プロモーター（下流に緑色蛍光タンパク質（GFP））およびヒト EF1α遺伝子のプロモー
ター（下流に赤色蛍光タンパク質（RFP））を備えたプラスミドを構築した。エレクトロポレーションはロンザ
社の Nucleofector を用いて 23 条件で行った。エレクトロポレーション後、24 時間後に蛍光顕微鏡で
GFP および RFP が発現しているかどうかを確認した。 
また、（1）のゲノム解析の結果から、10 遺伝子を任意に選択し、M. avidus のコドンユーセージを調べ

たところ、アラニンは GCU および GCC が、それぞれ 46%および 40%に対して、GCG および GCA は
13%であった。また、グルタミン酸も GAA が 91%を占めるのに対して、GAG が 9%とコドンの使用頻度
に差があった。このように、本虫にはいくつかのコドンユーセージに偏りが見られることが明らかとなった。
そのため、2 つの蛍光タンパク質のコドンの最適化を行った。 

 
テトラヒメナのプロモーターに改変したベクター：①のプラスミドのプロモーターをテトラヒメナ由来のヒス
トン遺伝子 HHF-1 プロモーターに置換した。構築したプラスミドは該当部分の配列をシーケンスで確認
した。エレクトロポレーションは、①と同様に、23 条件で行った。また、東京大学大学院農学生命科学研
究科の渡邊勇歩博士が構築したテトラヒメナ由来で、カドミウム処理によって強力な発現誘導が可能な
メタロチオネインのプロモーターを持つプラスミドを分与頂き、同様の発現実験を行った。本実験も、①と
同様に、23 条件でエレクトロポレーションを行った。さらに、形質転換体を選択するための薬剤選択とし
て、ネオマイシンおよびハイグロマイシンの本虫に対する致死濃度も調べた。HHF-1 プロモーターで構
築したプラスミドにハイグロマイシン耐性遺伝子を組み込み、新たなベクターも作製した。 
 



M. avidus のハウスキーピング遺伝子のプロモーターに改変したベクター：ハウスキーピング遺伝子とし
て知られる β－アクチンタンパク質およびグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子のプロモ
ーター配列を本虫のゲノム情報から取得し、前述のプラスミドのプロモーターと置換した。エレクトロポレ
ーションは、①と同様に、23条件で行った。 
 
（3）リコンビナントワクチンの有効性試験 
（1）の M. avidus のゲノム解析のデータから、他の寄生虫で病原性因子として報告が多いカテプシン L

の塩基配列を検索した。本虫は、一般的な生物では終止コドンである UAG および UAA をグルタミンコ
ードするため、本虫の DNA からクローニングを行った場合には、通常用いられる発現系ではタンパク質
の合成が UAG およびUAA で止まる。そのため、本タンパク質の一部をコムギ胚芽無細胞タンパク質発
現法により大量発現した（図 1）。 
ワクチンの有効性を確認するために、感染実験

を行った。前述の抗原に加え、カテプシン B/L 様
プロテアーゼを含む M. avidus の培養上清を 16
倍濃縮したものも抗原とした。対照区はリン酸緩衝
生理食塩水（PBS）を用いた。組換えカテプシン
は、一尾当たり 30 µg となるようにして、植物性オイ
ルアジュバントと 3: 7（抗原：アジュバント）の割合で
混合し、ヒラメに 100 µL腹腔内注射した。濃縮した
培養上清および PBS も同様の割合でアジュバント
と混合した。実験区は、合成カテプシン（rCat）、培
養上清（Sup）および PBS で、それぞれ、35尾、40
尾、44尾に免疫し、20℃で 37日間飼育した。 
免疫から 30日後、一部のヒラメの血清を用いて、

虫体と混合することで抗体価を測定した。抗体価
の上昇を確認した後、感染実験を行った。感染実
験は、104 虫体/fish の高ドースと 103 虫体/fish の
低ドースの 2 区で行った。感染尾数は、両感染ドースともに rCat、Sup および PBS で 17 尾、17 尾、15
尾とした。飼育は 20℃で 47日間行い、死亡個体から虫体を確認した。死亡率は、Kaplan-meier曲線を
Log-rank 検定し、Holm-Sidak 法で多重比較することで解析した。 
 

 
４．研究成果 

 
（1） ゲノム解析 
Hatanpo 株、Nakajima 株、Mie0301 株、Mikame 株をそれぞれアセンブルしたところ、26,128〜38,426

のスキャフォールド（N50: 10〜16 kbs）が得られた。アセンブリを Alveolata のデータセットに対して
BUSCO で評価したところ、69.6〜83.7%が Complete と判定されたため、以降の解析に使用するには十
分な品質の配列が得られたと判断した。 
ゲノム編集を行うために必要なゲノム解析も行った。ゲノム解析の過程で得られたコンティグ配列を

Swiss-prot のデータベースに対して blastx に供し、ヒットしたタンパク質の EC number を確認したところ、
164個のペプチダーゼが検出された。これらのペプチダーゼの中には、これまでに多くの寄生虫で病原
性因子として報告されているカテプシン L（accession number: JQ673412）の遺伝子が含まれていた（図
1）。 
本研究で得られたスキャフォールドに対して JQ673412配列を検索したところ、3 つのエクソンに分かれ

ていることが判明した。ただし、標準コドンでは終止コドンが多く出現し、正確に翻訳できていないと思わ
れた。そこで、本虫に用いるコドンを確認するために、同種の 10 遺伝子を選抜し、Genetic code 1 
(Standard)、6 (Ciliate Macronuclear and Dasycladacean)、10 (Alternative Ciliate Macronuclear)でそれぞ
れ翻訳した。その結果、本虫の遺伝子の翻訳には Genetic code 6 を用いるのが適当であることが判明し
た。 
 
（2）M. avidus の遺伝子導入 
ゲノム編集実験に関しては本実験に不可欠なプロモーターを決定するために、哺乳類細胞用のサイトメ
ガロウイルスプロモーター（下流に GFP）およびヒト EF1αコアプロモーター（下流に RFP）を持つプラスミ
ドを 23条件で M. avidus にエレクトロポレーションを行ったが、いずれの条件でも蛍光タンパク質の発現
は認められなかった（図 2）。 

図1．カテプシンL遺伝子の塩基配列。青色で囲んだ部分を
大量発現した。下線は酵素活性部位を示す。赤で囲んだtaa
はユニバーサルコドンでは終止コドンであるが、本虫はグル
タミンをコードする。
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これらのエレクトロポレーションの条件で生存

していた本虫から、プラスミド抽出を行い、EF1
αコアプロモーター〜GFP 遺伝子間に設計し
たプライマーで PCR を行ったところ、特異的な
増幅産物が得られた（図 3）。このことから、エレ
クトロポレーションにより、プラスミドは導入される
が、遺伝子発現が行われていないことが示唆さ
れた。 
次に、本虫のコドンユーセージが他の真核生
物とは異なっていることが示唆されたために、
GFP および RFP遺伝子の配列を M. avidus に
最適化し、前述の発現確認を行ったが、両蛍光
タンパク質の発現は認められなかった（data not 
shown）。 
 
コドンの最適化を行っても発現が認められな

かったことから、プロモーターが働いていないと考え、CMV プロモーターを、M. avidus と同じ繊毛虫で
あるテトラヒメナ由来の HHF-1 プロモーターに置換した。しかしながら、GFP の発現は確認できなかった
（data not shown）。また、カドミウム処理によって発現誘導が可能なメタロチオネインのプロモーターを持
つプラスミドで、同様の発現実験を行ったが、GFP の発現は認められなかった（data not shown）。本プラ
スミドには、プラスミドが導入されたかどうかを薬剤で選択するために、ネオマイシンおよびハイグロマイ
シンの本虫に対する致死濃度を決定した。その結果、ネオマイシンは 1,000 µg/mL でも若干生存した 
（殆どの細胞が死ぬが、視野に数個の生存虫体が確認される）。一方、ハイグロマイシンは 1,675 µg/mL
で完全に死滅、837.5µg/mL ではネオマイシンと同様に若干生存することが明らかにされた。この結果か
ら、今後、本虫の選択にはハイグロマイシンが適していることが明らかにされた。 
 
さらに、テトラヒメナのプロモーターが働かなかったことから、ゲノム解析のデータを活用し、ハウスキー
ピング遺伝子として知られる M. avidus の β－アクチンおよびグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナー
ゼ遺伝子のプロモーターをクローニングし、HHF-1 プロモーターと置換したが、下流の GFP を発現する
には至らなかった（data not shown）。 
 
（3）リコンビナントワクチン 
ゲノム情報から得たカテプシン L
遺伝子の部分配列を His-tag 付き
無細胞タンパク質発現系用のベク
ターにクローニングし、大量発現を
試みた。その結果、SDS-PAGE に
て溶出画分に 14 kDa のタンパク質
の発現が確認された（図4）。抗His-
tag 抗体を用たウェスタンブロッティ
ングでも発現が確認できた。 
不動化アッセイの結果、 rCat と 

Sup を免疫した区のヒラメ血清は血
清型 I 型および II 型のいずれの虫
体も死滅もしくは不動化させた（表
1）。 
 
 

図2．トランスフェクション24時間後のM. avidus. (A) 位相差顕微鏡像、（B） 緑色蛍光顕微鏡像、（C） 赤色蛍光顕微鏡像
いずれの蛍光タンパク質も検出されなかった。

図3．トランスフェクション後のM. avidusからEF1-α遺伝子の検出. 
いずれのエレクトロポレーション条件でも、本虫にプラスミドが導入されて
いることが確認された。
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図4．大量発現したカテプシンLのSDS-PAGEおよびウェスタンブロッティング像．
(-) pEU発現ベクター、 (C)精製前、 (F)精製時のフロースルー画分、(E） 溶出画分、
(＊)組換えカテプシンL



 
 
感染実験の結果、高ドースの死亡率は、rCat 区、Sup 区および PBS 区で 100%、100%、82%となり

（図 5）、低ドースでは 100%、88%、100%となった（図 6）。両感染ドースで rCat区と Sup区が PBS 区よ
りも早く死亡し始めた。不動化アッセイの結果、組換えカテプシン L は潜在的にワクチン抗原となりえる
可能性を示唆したが、ワクチンによる防御効果が認められなかった。 
その理由を免疫によって産生された抗
体量とカテプシンの毒性の視点から考
察する。繊毛虫はウイルスや細菌と比
べ、細胞サイズが大きく、駆虫するため
には、高い抗体価が求められると考えら
れる。実際に、M. avidus の不活化虫体
ワクチンを接種した場合には、抗体価が
上昇することで防御効果がもたらされる
ことが報告されている（④）。つまり、本実
験のワクチン接種で産生された抗体の
量は in vivo で本虫の感染を防御するに
は不十分であったと考えられる。また、本
研究で用いた 2 つのワクチンは有効性が認められないだけではなく、感染ドースを変えた 2回の実験の
両方で、PBS 区より早く死亡し始めた。その原因は明らかではないが、ホルマリンによって十分に病原
性因子を不活性化できていなかったことが考えられる。ヒラメのエドワジエラ症の原因である
Edwardsiella piscicida が産生する毒素はホルマリンで不活化されないことや（⑤）、破傷風菌、ジフテリ
ア菌の毒素はホルマリンで不活化したとしても毒性を取り戻すことが報告されている（⑥）。本実験でも同
様のことが考えられるが、免疫期間である 37 日間で死亡はなかったことから、毒素による臓器の機能不
全が長期間維持されたことが原因かもしれない。今後は、毒素を十分に不活性化し、ワクチン接種を 2
回行い、有効性を再検証する必要がある。 
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表1. ワクチン接種後のヒラメ⾎清の不動化抗体価
不動化抗体価株

0~32PBS区Iyo I株
（⾎清型I型） 32~64Sup区

128~216rCat区
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（⾎清型II型） 216~512Sup区
128~256rCat区
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図5．ワクチン接種30日後に104 cells/fishでM. avidusを感染したヒラメの死亡率．
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図6．ワクチン接種30日後に103 cells/fishでM. avidusを感染したヒラメの死亡率．
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