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研究成果の概要（和文）：鶏コクシジウム症の制圧は、鶏畜産物の生産現場において、重要な課題である。本研
究では、安全な新規薬剤の開発を目指した。病原性の高いEimeria tenella について、ミトコンドリア精製方法
の確立および酵素活性測定系を構築することができた。この測定系を用いて、各種化合物の阻害効果を解析した
ところ、いくつかの化合物で呼吸鎖活性の阻害が確認できた。また、侵入型虫体を精製し、これらの化合物での
殺虫効果を解析した結果、μM のオーダーで殺虫効果がみられた。今回確立した解析系は、Eimeria 属原虫の呼
吸鎖代謝経路の解明および新規シード化合物の薬剤スクリーニングに有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Control of chicken coccidia is important issue in poultry industry. The 
object of this study is focused on producing the safe and new anti-coccidiostat. Consequently, we 
successfully constructed the methods of purification of Eimeria tenella mitochondria and assay 
system of　the mitochondria activity. Using the systems, we could found some compounds could inhibit
 the activities in vitro. Furthermore, these compounds could kill the purified sporozoites and 
merozoites. These results can show utility for clarifying the respiratory chain activity of Eimeria 
spp. and finding seed compounds against the parasites.

研究分野：寄生虫学
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１． 研究開始当初の背景 
鶏コクシジウム症の制圧は、鶏畜産物の生
産現場において、重要な課題である。鶏が本
原虫に感染した場合、水様性、血様性の下痢
症を呈し、肥育高率の低下、産卵率の低下等
をきたす。現在使用されている抗コクシジウ
ム剤は、投与鶏への副作用を有し、また人体
への影響を考慮し、低濃度で飼料添加される。
しかし、原虫の生活環を完全に遮断すること
はできず、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。そのため、本原虫感
染に対して、安全で、確実に感染を阻止でき
る薬剤の開発が希求されている。 

 

２．研究の目的 

鶏コクシジウムの中で最も病原性の高い
Eimeria tenella は、盲腸粘膜固有層に寄生
し、その無性生殖期において、シゾントが約
数十倍の大きさとなり、内部に 200 ものメロ
ゾイトを包蔵する。我々は、この発育の場と
なる腸管内は低酸素環境下であり、一般に知
られる代謝経路とは異なる酸素を用いない
エネルギー代謝系が作動し、寄生適応してい
ると推測している。本研究課題では、Eimeria 
原虫のステージ変換による代謝適応、および
ステージ特異的な代謝経路を明らかにし標
的分子を同定し、鶏や人体に影響のない安全
な薬剤を創出に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)E. tenella の生鮮オーシストを28℃で培
養し、経時的に胞子形成中のオーシストを
回収し、また in vitro で脱嚢させたスポロ
ゾイトから total RNA を精製した。cDNA を
合成後、Genome Analyzer Ⅱx により塩基配
列を決定した。Assemble の後、得られた
contig について、NCBI database 等により
BLAST 検索を行い、アノテーション付けを行
った。E. tenella の代謝関連酵素の遺伝子
配列を抽出した。いくつかの代謝関連酵素
について、Real-time PCR により発現の定
量解析を行った。得られた基盤データを基
に、エネルギー産生を担うミトコンドリア
複合体の部分配列を得て、RACE 法により全
長を解読した。予測されるアミノ酸配列か
らペプチド抗体、および作出したリコンビ
ナントタンパク質のポリクローナル抗体を
作製した。 
(2)タンパク質レベルで原虫ミトコンドリア
の酵素活性を測定するため、以下の解析を
行った。E. tenlla の虫体の破砕は、既報
の方法であるテフロン性ホモジナイザー等
を用いた方法、および N2 キャビテーション
による方法を試験した。得られたミトコン
ドリアを用いて、コハク酸、リンゴ酸、グ
リセロール三リン酸、NADH、ジヒドロオロ
ト酸を基質として、シトクロム c の吸光度
変化により種々の酵素活性を測定した。ま
た、呼吸鎖を阻害することが知られるいく

つかの化合物により、酵素活性の阻害効果
を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)de novo assemble の結果、25,880 の
Contig が得られた。BLAST 検索では、有意
にヒットした Contig のうち、77.8% が
Toxoplasma gondii 由来の遺伝子であった。
E. tenella より解析が進んでいる T. 
gondii のアノテーションが有効利用でき
た。得られた Contig には、他種生物等で知
られる糖代謝に関連する代謝経路の酵素の
うち、70%の遺伝子が含まれていることが分
かった。Real-time PCR による定量解析に
より、発育ステージ毎に比較し、代謝経路
の活性状況を確認することができた。結果、
外界発育期では、胞子形成 48hr 後に解糖系
および TCA サイクル作動によるエネルギー
代謝が最大となることが分かった。この解
析系を腸管内発育期虫体に適応することに
より、解糖系の活性状況を比較することが
可能であると考えられた。ミトコンドリア
複合体 II のペプチド抗体は、原虫タンパク
質に反応性は認められなかった。作製した
リコンビナント Iron-sulfur お よ び
Flavoprotein タンパク質に対するポリク
リローナル抗体は、推定される分子量と同
様のバンドとして検出された。 
(2)E. tenella の虫体の破砕は、各種ホモジ
ナイザーでは不十分であり、高圧の N2 キャ
ビテーションが有効であった。その後、遠
心分離によりミトコンドリア分画を精製し
た。NADH を基質とした比活性が呼吸鎖の中
で最も高かった。また、呼吸鎖を阻害する
ことが知られるいくつかの化合物で、酵素
活性阻害が確認できた。阻害効果のみられ
たいくつかの化合物で、精製スポロゾイト
およびメロゾイトによる殺滅効果を評価し
た結果、μM のオーダーで殺虫効果がみら
れた。 
今回、確立したミトコンドリア精製方法、
および酵素活性の測定系は、今後、Eimeria 
属原虫の薬剤開発に繋がる呼吸鎖代謝経路
の解明および新規薬剤スクリーニングに有
用であると考えられた。 
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