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研究成果の概要（和文）：アピコンプレックス門原虫であるPlasmodium berghei (Pb)及びCryptosppridium parvum（C
P)の先端の細胞骨格抗原を認識するモノクローナル抗体（mAB)が認識する抗原を免疫組織学的､及び分子生物学的手法
により解析し、mABの標的抗原がelongation factor-1α（EF-1α）であることが判明した。これらの結果から、EF-1α
が寄生虫による宿主細胞侵入に重要な役割を演じている可能性が示唆された。よってmABが認識する抗原が、クリプト
スポリジウム症に対するワクチン候補となりうる抗原である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The antigens in apical complex of Cryptosppridium parvum and Plasmodium berghei re
cognized were analyzed by monoclonal antibody (mAB) .From these results, the possibility that EF-1a played
 the role that was important to the host cells invasion due to the parasitic worm was suggested.Thus, the 
possibility that the antigen which mAB recognized was the antigen which could become a vaccine candidate f
or the cryptosporidiosis and Malaria was suggested.
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１．研究開始当初の背景 
原虫の宿主細胞への迅速な侵入は、原虫細
胞の形態の維持・変形、細胞内の物質移動を
担う細胞骨格構成線維のひとつである
microfilament の運動性と（Mol Biochem 
Parasitol.2010 173(1):39-42. ）、 apical 
complex(図 1)のmicroneme、rhoptryおよび
dense granuleといった細胞小器官から分泌
される特定の蛋白質によって制御されると
考えられている（J Biol Chem. 2009 284 
(39):26839-50.）。Apicomplexaのmicroneme
に内蔵される蛋白質はすでにいくつか報告
されており、それらは宿主細胞の認識、接着、
侵入および原虫の運動性に関与することが
示唆されている（ PLoS Pathog. 20095 
(1):e1000273.）。また侵入型虫体の頭頂部に
位置する conoidは、らせん状構造の微小管に
より形成される円錐形の構造物であり、
Toxoplasma gondiiにおいて宿主細胞への侵
入時にカルシウムイオン依存性に、この構造
物が突出して侵入することが報告されてい
るが（PLoS One. 2009 4(10):e7406.）、conoid
を構成する蛋白質やその詳細な役割に関し
て不明な点が多い。 
当研究グループにおいて作製された

conoid を認識するニワトリ型モノクロー
ナル抗体（以下、抗 conoid抗体、図 3）は、
in vitro で宿主細胞への原虫の侵入を阻害
することが判明している（申請者  J 
Parasitol. 1998 84(3):654-6, 申請者、Vet 
Parasitol. 2005 128(1-2):47-57.）。また、原
虫由来の Heat shock protein 90（以下
HSP90）は、宿主環境への適応、増殖およ
び宿主細胞の攻撃からの防御に係わるとさ
れ、免疫原性が高いことが知られている
（Malar J. 2010 Aug 19;9:236.）。これまで
に、Plasmodium falciparumや T. gondiiな
どのいくつかのApicomplexa門に属する原
虫において、原虫の産生する HSP 90が宿
主細胞への侵入や宿主細胞内での成長に重
要な役割を果たすという報告がなされてい
る（Int J Parasitol.36(10-11):1205-15.）。 
そこで、申請者の研究室では、鶏型モノ
クローナル抗体作製系を利用することによ
り特異的抗体の作製を試みてきた。その結
果、Apicomplexa門に属するアイメリアの
conoid を認識する鶏型モノクローナル抗
体が(図 3)、クリプトスポリジウムだけでな
く、分類学上で近縁なトキソプラズマ、ネ
オスポラー、マラリアなどの多くの
Apicomplexa門に属する原虫と交差性を有
することを証明した（J Parasitol. 1998 
84(3):654-6., Vet Parasitol. 2005 
128(1-2):47-57.）。具体的には、鶏にのみ感
染するアイメリア原虫において、マウスの
モノクローナル抗体では感知し得なかった
タンパク質が同定された。そのタンパク質
は、虫体の先端に存在する 21kDa の分子
量で、そのタンパク質は、細胞への侵入に
深く係わっていることを報告した（図 3、J 

Parasitol. 1996 82(1):82-7.）。さらに、その
後の解析で、このタンパク質は、トキソプ
ラズマ、ネオスポーラ、クリプトスポリジ
ウム、マラリアなどの Apicomplexaに属す
る原虫において広く発現している可能性が
示唆された。更に、クリプトスポリジウム
原虫においては、これまでに報告のない
48kDaのタンパク質として存在し、このタ
ンパク質を認識する抗体をクリプトスポリ
ジウムに処置した場合、原虫の培養細胞へ
の侵入が有意に抑制されることが判明した
（Vet Parasitol. 2005 128(1-2):47-57.）。更
に、E. tenella の microneme 蛋白および
HSP90 を認識するモノクローナル抗体を
作製し、他の Eimeria 属原虫との交差性を
検討したところ、E. acervulina、E. maxima
と交差性を有することが判明した（文献
(８)、J. Parasitol. 2008 94(6):1432–4.)。 
上記の抗体を用いて、Apicomplexa門原
虫に対する共通のワクチン候補となる抗原
蛋白を解析し、ワクチン療法の一助とする。
更に抗 conoid 抗体をコードする遺伝子を
同定し、大腸菌にて一本鎖リコンビナント
抗体を作製し、超可変領域の原虫との反応
性を検討する。原虫に対する反応が優れた
抗体を、感染実験のため、マウス化抗体に
置換し、マウスを用いてマラリアの治療効
果を検討する。マウスの感染実験にて良好
な成績が得られた抗体について、ヒト、ウ
シ、ニワトリなどの動物に使用可能なリコ
ンビナント抗体を作製し、治療・予防法が
確立されていないApicomplexa門に属する
原虫の制圧の一助とする。 
２．研究の目的 
原虫はヒトおよび動物に重篤な疾病を引
き起こし、罹患したヒトおよび動物の生命を
脅かす。なかでも、Apicomplexa 門に属する
原虫には、マラリア、トキソプラズマ、クリ
プトスポリジウムなどの人と動物に共通感
染性を有するものや、産業動物に多大な被害
を及ぼす、ネオスポーラ、鶏コクシジウム、
バベシア、タイレリアなどが含まれる。
Apicomplexa 門に属する原虫は、多大な研究
費を使用し多くの研究者がその治療・予防法
を開発しようと試みているが、薬剤耐性株の
出現、抗原虫薬の環境汚染等の問題が出現し、
未だその成果が認められない。本研究では、
Apicomplexa 門に属する全ての原虫の宿主細
胞侵入型虫体がその前端に保有する apical 
complex と呼ばれる特徴的な複合構造体に
着目し、全ての Apicomplexa 門に属する原虫
に共通する抗原に対する特異的な抗体を利
用して、新しい原虫の治療法・予防法の開発
を試みる。 
３．研究の方法 
 Apicomoplexa 門に属する原虫の治療・予防
法は、有効なワクチンが現存せず、薬剤耐性
株の出現など多くの問題を含有する。本研究
により作製した組換えリコンビナント抗体
による治療法や抗体の認識する抗原による



新たな新規ワクチン療法などの基礎的デー
タを得ることにより、現在、予防・治療が困
難なApicomplexa門に属する原虫の感染防御
の一助とする。平成 23 年度には一本鎖抗体
の反応性を免疫組織化学、及び分子生物学的
手法を用いて確定する。平成 24 年度には感
染実験用のマウス化リコンビナント抗体を
作製し、その反応性を同様に検討する。最終
年度の平成 25 年度にはマウスを用いたマラ
リア感染実験を実施し、リコンビナント抗体
の有用性を検討する。更に抗 Mic2 抗体、及
び抗 HSP 90 抗体についても同様の実験を実
施し、それぞれの有用性を検討する。 
４．研究成果 
 アピコンプレックス門に属する原虫は、脊
椎動物に感染する偏性細胞内寄生虫である。
すべてのアピコンプレックス門に属する原
虫は宿主細胞侵入型虫体にアピカルコンプ
レックスを所有し、アピカルコンプレックス
は原虫の前端に位置し、宿主細胞侵入に関与
している。以前、我々は、E. acervulina ス
ポロゾイトの先端の細胞骨格に位置する抗
原を特異的に認識する鶏型モノクローナル
抗体を(mAB）を作製した。この mAB が認識す
る抗原は、他のアイメリア属 spp.、トキソプ
ラズマ、Neospora とクリプトスポリジウムを
含む Apicomplexan 寄生虫の間で保存されさ
れていた。本研究において、Plasmodium 属原
虫であるげっ歯類に感染するネズミマラリ
ア原虫 Plasmodium berghei (Pb)との交差性
の有無、および PB 侵入型虫体であるメロゾ
イト(Pmero)宿主細胞への侵入に及ぼす影響、
及び Cryptosppridium parvum の先端の細胞
骨格抗原を特定して、クリプトスポリジウム
症に対する標的分子としてその可能性を評
価した。間接免疫蛍光法において mAB の C. 
parvum スポロゾイトに対する反応性と抗β-
と抗-γ-チューブリン抗体のそれらと類似
していた。免疫電子顕微鏡法による観察にお
いて、mAB によりアピカル領域の表面と内膜
の下に抗原を検出した。mAB は、C.parvum の
宿主細胞への浸入を有意に阻害した。PB の
Pmero と Pmero を含むシゾントに対して mAB
が反応したことから、mAB が PB の Apical 
complex を認識している可能性が考えられた。
また、mAB が濃度依存的に感染赤血球のリン
グステージへの発育を抑制する結果を示し
たことから、mAB が Pmero の正常赤血球への
侵入に影響を与えると考えられたトリプシ
ンペプチドの MALDI-TOF/MS と LC-MS/MS 分析
で、mAB の標的抗原が elongation factor-1
α（EF-1α）であることが判明した。これら
の結果から、C. parvum EF-1αが寄生虫によ
る宿主細胞侵入に重要な役割を演じている
可能性が示唆された。よって mAB が認識する
抗原が、クリプトスポリジウム症に対するワ
クチン候補となりうる抗原である可能性が
示唆された。 
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