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研究成果の概要（和文）：シャーガス病慢性患者の新しい治療法創出を目的とした。慢性シャーガス病モデルとして、
慢性感染マウスを用い、これに主要な3種の遺伝子をDNAワクチン（TcG1、TcG2、TcG4遺伝子とpVAX 200DEST）として投
与し、その免疫防御効果を感染原虫量の変化として観察した。Y株あるいはルシフェラーゼ遺伝子導入原虫株の投与直
後から3か月間の感染状況を定量PCRにより観察した。DNAワクチンの効果については明らかな防御効果を確かめること
が困難であった。現在ナノ粒子によりコーティングしたDNAプラスミッドを用いて免疫を行っている。イメージング技
術による慢性感染の可視化が可能になったことが成果である。

研究成果の概要（英文）：To find a new strategy to treat a chronic Chagas adult patient, we tried to establ
ish a chronic infection model with mouse and luciferase gene transfected Y strain of Trypanosoma cruzi and
 successfully obtain a protocol to observe the chronic status using whole body imaging system. Then we pre
pared the DNA vaccine using previously reported three candidate genes namely TcG1, TcG2 and Tcg4 and our r
ecently established pVAX 200DEST nano-particle adjuvant to observe that effect on the elimination of chron
ically infected parasites. The evaluation of the vaccines has not yet finished but the vaccination could p
rovoke substantial immunological effect by B and T cell levels. 
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1． 研究開始当初の背景 

(1) 慢性患者の治療が喫緊の課題となってい

る：前述したように現在でも中南米地域では

特に貧困層を中心に 1600万から 1800万人の

慢性感染者が存在し、そのうちの 3 割から半

数に心不全や巨大結腸症などの合併症が発

生し、重大な保健衛生問題となっている

（WHO レポート 2004）。媒介昆虫であるサシ

ガメの対策によりブラジルなどでは感染者

が激減したが、そのような地域でも保有宿主

を介した森林型のサイクルが保存されてお

り、再興することが懸念されている。慢性感

染者に対する治療法の開発は遅れており、治

療薬として承認されているベンズニダゾー

ルは、新生児に効果が認められるが、小児や

成人の慢性患者に対する効果は弱く、薬疹な

どの副作用が強いことが指摘されている。 

(2) 治療薬開発は遅れている：ベンズニダゾ

ールの副作用や効果の不確実性、さらに発が

ん性などにより新たな治療薬が期待されて

いる。 

(3) ワクチン開発：細胞内寄生ステージのタ

ンパクを標的としたワクチンの可能性が指

摘され、効果的な殺原虫活性を刺激できる T

細胞防御ワクチン開発研究が活発化してい

る。 

(4) 慢性感染症に対する免疫治療の進歩：す

でにウイルス性肝炎を対象に免疫学的な排

除が困難な慢性持続性感染患者を対象にワ

クチンと抗ウイルス剤との併用療法、あるい

は免疫賦活剤との併用療法が行われ、一定の

効果を挙げている。 

(5) シャーガス病の病害に関する調査結果：

中南米での共同研究により、地域差はあるも

のの慢性期の病害が非常に大きいことが明

ら か に な っ た 。 (del Puerto et al.2010, 

PLoSNTD)。 

(6) シャーガス病の合併症：拡張型心筋症や

巨大結腸症を引き起こす患者の実態調査を

行い自覚症状に乏しいがすでにこのような

合併症の進行した患者が多数存在し、合併症

の進展に遺伝素因として HLA 遺伝子の多型

が関連していた。この HLA 遺伝子は主にク

ラス I に特徴があり、細胞障害性 CD8T 細胞

の活性化がヒトの病態の決定に重要である

ことが強く示唆された。すなわちワクチン治

療の可能性が大きい。 

(7) 樹状細胞を標的とした DNA ワクチンの

新たな投与法の開発：佐々木らが開発したナ

ノパーティクル技術（ナノボール）を利用し

てマラリア感染防御効率の高い DNA ワクチ

ンを開発した。この技術は毒性がなく、効率

よく樹状細胞へ遺伝子導入できるという利

点がある。（Kurosaki et al., Biomaterials 2009）

慢性シャーガス病のような全身性の細胞内

寄生原虫を標的にするワクチンに適したも

のであると考えられた。 

(8) 患者由来の原虫株：ボリビアの現地で流

行する原虫の患者由来株はいずれも IId グル

ープに属していた。ワクチン株も同系統が望

ましい。 

(9)治療効果判定のためのイメージング：遺伝

子導入をすでに行っており、蛍光遺伝子導入

についても作製可能である。 

(10) 流行地での治療成績：現在ボリビアの小

児を対象としたベンズニダゾールによる治

療プログラムの反応性の個体差について研

究を企画しており、臨床研究の準備体制が現

地で整いつつある。 

 

２．研究の目的 

クルーズトリパノソーマ感染症であるシ

ャーガス病は、毎年十万人が幼小児期に罹患

しそのほとんどが治療法もなく、慢性感染症

へと移行する。初期 10 年程度の無症状の慢

性期から約 3割以上が拡張型心筋症や巨大結

腸症を発症し若年性の心臓死や急性腹症を

引き起こしている。現在新生児や 15 歳以下

の小児を対象にベンズニダゾールによる治

療プログラムが各地で行われているが、副作

用も強く治療効果も十分ではない。本研究で

はこの慢性感染症に移行した患者の新しい

治療法創出を目的として基礎的な研究を行

う。 

1. ワクチンによる細胞内寄生病原体に対す

る免疫賦活効果 

2. 上記ワクチン効果によるベンズニダゾー

ル投与量の軽減 

上記のワクチン治療薬組み合わせ治療法の

モデルを先端的な技術（DNAワクチン、ナノ

ボール、GFP 導入原虫、定量 PCR）を導入す

ることにより作出し、臨床開発へと発展させ

る。 

 

３．研究の方法 

慢性シャーガス病の治療モデルとして、慢



性感染マウス（通常の実験室原虫、ボリビア

の患者由来の原虫、あるいは蛍光遺伝子を強

く発現する組み換え原虫を感染）を用い、こ

れに最近ワクチン効果が報告された TcVac2

ワクチンを含む数種の遺伝子を DNA ワクチ

ンとして投与し、その免疫賦活効果を感染原

虫量の変化として観察する。この実験系にす

でにマウスの急性感染への効果が報告され

ているベンズニダゾール治療（Bustamante et 

al. Nat.Med. 2008）を組み合わせることにより、

完治のための薬剤用量を減尐させることが

できるか検討する。 

 

（１）慢性感染マウスの作出 

①6 週令雌の C57BL/6 マウスに細胞培養系

により得られた Y、SC(ボリビア)あるいは

遺伝子導入原虫のトリポマスティゴート

（Trypo）100000 個を腹腔内投与する。 

②投与後 2日、4 日、6日後の尾静脈血を採

血し PCRにて原虫血症を確認する。 

③感染後 2週、4週、6週、8週目、および

12週目の尾静脈での原虫血症を観察すると

共に、観察の際に３頭を殺処分し、各組織

の原虫の寄生状況を病理像および定量 PCR

により観察する。遺伝子導入原虫の場合は、

蛍光顕微鏡、FACS および蛍光画像解析（全

身画像）による観察も行う。 

④上記の感染経過を解析し、慢性感染の標

準経過を確定する。 

（２）ルシフェラーゼ遺伝子導入原虫の作

製（上村、柳） 

①すでに確立された相同組み換えを用いた

遺伝子導入法（Pires et al. Intl.J.Parasitol. 

2008）を用いて、Tulahuen 系統および SC

株にルシフェラーゼ遺伝子を導入し発現を

確認する。 

②組み換え原虫が細胞培養系で Trypo に変

換できるか、さらに細胞への感染やマウス

への感染が可能であるか確認する。 

③マウスへの感染の際に、尾静脈血での塗

抹標本や FACSによる定量、全身蛍光撮影、

臓器ごとの直接撮影による感染の状況や感

染量測定が可能であるかどうかを検討する。 

（３）DNA ワクチンの調整（シュアイブ、

上村、菊池、佐々木） 

①TcVac2ワクチンの主要抗原遺伝子の

cDNAクローニング：すでに報告のある

TcG1、TcG2、TcG4 遺伝子は、AY727914、

AY727915、AY727917 として登録, 

さらにトランスシアリダーゼ、クルジパイ

ン、ＡＳＰ２についてもゲノムデータベー

スの配列を参考に、リバース PCR を行い、

TAクローニングを行う。。 

②DNAワクチンの調整：DNAワクチン用

のベクターはすでに FDAによりヒトワク

チン用に承認された pVAX 200DEST を用い

る（Shuaibu et al. Vaccine, 2010）。各遺伝子

は調整の際にその配列を確認する。ナノボ

ールにより６種の遺伝子 DNAワクチンを

個別に調整し、すでにマラリアワクチンに

応用した方法を用いて、マウスに腹腔内投

与し、抗体産生などを指標にワクチンとし

ての効率を検討する。 

③各遺伝子産物であるタンパクについては、

ワクチンとは独立して大腸菌の発現系で調

整し、ワクチン効果の免疫学的な検討を行

う。 

④慢性感染マウスへの投与のために、Mock

ベクターについても準備し、最終的なワク

チン接種のための準備を完了する。 

（４）ベンズニダゾール（Roche）による治

療実験 

①すでに報告された方法（Bustamante et 

al.Nat.Mad.2008）に従い、Roche 社の錠剤

100mg/Tab を粉砕し蒸留水で可溶化した溶

液を 100mg/kg/dayで経口投与し、20日間連

日継続する。治療成績を検討し、投与量や

投与期間を調整後、ワクチンとの組み合わ

せ実験を行い、ワクチンの薬剤治療への影

響について検討する。 

 

４．研究成果 

（１）慢性感染マウスの作出 

①C57BL/6 マウスにトリポマスティゴート

（Trypo）100000 個を腹腔内投与 

感染後毎日末梢血中の原虫を観察し原虫血

症はＤＤＹマウスでは 12 日目から見られる

のに対しＢ６マウスでは 18 日後まで見られ

ないことが分かった。 

日数 塗沫標本  浮遊原虫 
1-9 Neg neg 

10-11 Neg B6 (+) DDY (-) 
12 B6 (-) DDY (+) B6 (+) DDY (+) 
13 B6 (-) DDY (-) B6 (-) DDY (-) 
14 B6 (-) DDY (+) B6 (+) DDY (-) 



15 B6 (-) DDY (-) B6 (+) DDY (+) 
16-17 B6 (-) DDY (+) B6 (+) DDY  (+) 

18 B6 (+) DDY (+) B6 (+) DDY (+) 
19 B6 (-) DDY (-) B6 (+) DDY (+) 
20 B6 (-) DDY (+) B6 (+) DDY (+) 
21 B6 (-) DDY (-) B6 (+) DDY (+) 

22-23 B6 (+) DDY (+) B6 (+) DDY (+) 
24 B6 (-) DDY (-) B6 (-) DDY (-) 

 

感染後の

粗抗原に

対する抗

体価は 9

日後には

上昇し 23

日まで上

昇を続け

る。この

ように感

染モデルマウスの作出条件について、ほぼ完

成し、さらに感染後 2週間における再現性の

高い PCR による原虫レベルの測定系を確立

した。慢性感染したマウスの各臓器から DNA

を抽出し、ミニサークル、染色体 DNA のプ

ライマーによる定量的な PCRを行い、心臓に

局在した原虫の感染レベルを測定する系も

完成した。 

（２）ルシフェラーゼ遺伝子導入原虫作製 

①すでに確立された相同組み換えを用いた

遺伝子導入法を用いて、 Y, Tulahuen、

CLBrenner,および ML 系統にルシフェラーゼ

遺伝子を導入し選択マーカーである G418 に

より陽性の株を得た。得られた組み換え原虫

につい

ては、

昆虫型

の epi

での強

い発現 

を luciferin を基質に用いるピカジーンの添加

により確認した。培養により得られた

Trypomastigoteにおいても発現は見られたが、

やや低下傾向が観察された。 

株による相違も見られ、Y株で最も強い発現

がみられた。次に線維芽細胞に侵入増殖させ

た amastigote での発現を顕微鏡下で観察する

ために、固定後 FITC 標識抗ルシフェラーゼ

抗体で細

胞内染色

を行い、

宿主細胞

質内に分

泌された

ルシフェ

ラーゼを

認めるこ

とができ

た。 

（３）DNAワクチンの調整 

①TcVac2ワクチンの主要抗原遺伝子の cDNA

クローニング 

まずプ

ライマ

ーをデ

ザイン

し、6

つの遺伝子ＤＮＡのＰＣＲ断片を原虫のｃ

ＤＮＡより増幅した。上図の左から 1= 

TG1(498bp); 2=TG2(660bp); 3=TG4(536bp); 

4=TC24(498bp); 5=TC52(1.2kb), 6= Cruzipain 

(1.4kb); 7=ASP2(2kb-full); 8=ASP2 (1.8kb- 

partial); 9=TSA1(1.7kb); 10=ASP1(1.8kb); 11=  

DNAワクチン

プラスミドと

して

pcDNA3.1(+)

（図）に組み

込んだ。クル

ジパイン遺伝

子を組み込ん

だプラスミド

の確

認実

験の

結果

を図

に示す。 

ＤＮＡワクチンの免疫原性について以下の

実験を行った。 

ナノ粒子処理した各ＤＮＡワクチンを腹腔

内投与し、その後の急性感染について末梢血

中の原虫血症を指標に観察した。また各ワク

チンの抗体価について検討した。いずれも現

在のところ顕著な影響を見ていない。 

（４）ベンズニダゾール（Roche）による治



療実験 

上記のようにＤＮＡワクチンによる防御効

果が十分に観察できなかったので、さらにル

シフェラーゼ発現原虫株によるイメージン

グを用いた原虫殺滅活性の測定系の確立を

現在行っている。この生体観察の系ができ次

第、治療薬とワクチンの相互作用の実験を行

う予定である。 
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