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一研究紹介

一
鶏コクシジウムの新規薬剤開発をH指した盲腸内発育期の

環境適応代謝経路に関する研究

松林誠 I)' 八田岳士 I)' 辻尚利 I)

Studies on metabolic pathways essential for developmental stages 

of chicken Eimeria for controlling coccidiosis 

Makoto MATSUBAYASHI1), Takeshi HATTA i) & Naotoshi TSUJI1l 

背景と目的

鶏コクシジウム症は， £jmen・a属原虫の感染によって

起こる。現在，約 7種類の Ejmen・aが知られているが，

中でも病原性が高いとされるのは E.tenellaであり ，感

染鶏は下痢，血便を呈し，重症例では死亡する。予防薬

としてポリエーテル系抗生物質や治療薬としてサルファ

剤等が用いられているが，鶏への強い副作用や薬剤耐性

株の出現が問題となっている。また，鶏畜産物への薬剤

残留問題から，これらの薬剤の使用には厳しい制限が設

けられている 。オーシストは各種消毒薬により殺滅する

ことができず環境中で長期間生存可能であるため，蓑鶏

場がEjmen・aに汚染された場合，清浄化は極めて困難と

なる。このように，養鶏産業においてコクシジウム症防

圧対策の成否は，生産性向上に直結する。 しかし，現行

の防圧法は，これらの抗コクシジウム剤に深く依存して

いるのが実情である。よって，これら防圧法に代わり，

宿主である鶏に副作用がなく食品衛生の観点からも安全

で，原虫特異的に作用する新たな薬剤開発の戦略が希求

されている 。

E. tenellaの生活環は，外界発育期と 宿主体内発育期

の2つのステージからなる。感染鶏から糞便とともに排

泄されたオーシストは，一定の酸素，温度，湿度の環境

下でスポロシス トとさらにその内部に侵入型虫体である

スポロゾイトを形成する。この胞子形成オーシストを新

たな鶉が摂取すると ，腸管内で脱嚢したスポロゾイトは

盲腸粘膜組織に侵入し，数回の無性生殖後に有性生殖を
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行う 。 しかしながら ，寄生部位となる盲腸組織内におけ

るE.tenellaの詳細な生活環は不明であった。

E. tenellaの宿主体内での発育の場である消化管内は，

酸素分圧の低い低酸素環境であると考えられる 。先行研

究として解析が進んでいる回虫等は，寄生する消化管内

の低酸素環境下において，酸素を利用しない糖分解経路

により ATPを合成することができる。つまり，外界で

の自由生活期から宿主の腸管内へと発育期の変換に伴

い，我々哺乳類とは大きく異なる独自のエネルギー代謝

系 （嫌気的エネルギー代謝） を用いて寄生適応してい

る 1)。本研究では，鶏コクシジウム症の新規防圧法の開

発に向け， E.tenellaの分化 ・増殖機構を明らかにする

ため原虫が保有する特異代謝経路の同定，および腸管内

発育期の虫体の生存基盤を支える分子の同定を試みるこ

とを目的とした。

研究の概要

l. 外界発育期トランスクリプトーム解析による基盤情

報整備

E. tenellaは，推定で約 60Mbpのゲノムを有するが，

未だ全ゲノムの解読には至っていない。そのため， E.

teneJJaは同じアピコンプレックス門に属し全ゲノムが

解読されているマラリアやトキソプラズマ原虫に比し

て，遺伝子配列情報が限られている。そこで，著者らは

網羅的かつ迅速にE.tenellaのmRNA遺伝子情報を得る

ため，動物衛生研究所で継代維持されている E.teneJJa 

NIAH株を用いて以下の解析を行った。対象とした発

育期は，高純度の精製が可能な外界発育期（胞子形成

期）であるオーシストとスポロゾイトとした。方法は，
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感染鶉の糞便から精製したオーシストについて， 28℃

培養 0- 96時間後の （未）胞子形成オーシスト，およ

びinvitroで脱嚢させたスポロゾイトから mRNAを精

製した。断片化した mRNAから cDNAを合成し，超高

速シークエンサーにより塩基配列の決定を行った。得ら

れたリードについて assembleを行った結果 25,880の

contig配列が得られ， Blastx検索の結果， 7,780contig 

(30.1 %)が既存の登録配列と相同性が高かった (£-value

く le-6)。相同性の低かった配列には， これまでに報告

のない E.tenellaの新規遺伝子が多く含まれている可能

性が考えられた。柑同性の高か った contigのうち，E.

tenellaのものはわずか 513contig (6.6%)であり ，6,051

contig (77.8%)はトキソプラズマ原虫由来のものであっ

た （図 1)。 これにより ，遺伝的に近縁である トキソプ

ラズマ原虫の遺伝子情報が有効利用できることが明らか

にされた。Blastx検索により contigに付加された遺伝

子情報を精査すると，これまで遺伝子発現レベルでの知

見がなかったEimeriaのエネルギー産生等に係る代謝経

路つま り TCAサイクル，解糖系，ペントースリン酸

系代謝酵素が数多く含まれていた。これらの配列は，宿

主体内発育期との発現比較を行う上で貴重な基盤情報と

なり ，外界発育期では我々哺乳類と同様の代謝経路を有

することが明らかにされた 2)。

2. 宿主体内発育期の同定と単離方法の確立

E. tenellaの盲腸組織内における詳細な生活環を明ら

かにするため，以下の解析を行った。幼雛にオーシスト

を投与し，E.tenellaの感染盲腸を経時的，部位別に採

取し，病理組織切片を作製し，本原虫の詳細な生活環を

解析した。 また，同定が困難な未発育の微小虫体の検

出には，発育ステージ間で広く交差反応する抗体を作

製し免疫染色を行った。その結果，盲腸組織内での E.

teneJJaの生活環は.3世代の無性生殖期とその後の有性

生殖期 （ミクロ ・マクロガメトサイトの発育）からなる

ことを確認した 3)。第 2代無性生殖期のみ寄生部位が盲

腸深層の粘膜固有層におよび （その他の発育期は上皮

細胞内にとどまる ），この時にシゾントは 5倍以上の大

きさに膨張し，内部に 200以上の侵入型虫体 （メロゾイ

ト）を包蔵していた。この第 2代無性生殖期のシゾント

の発育に伴い，感染鶏の盲腸組織に出血が起こり感染 4

H目に血便が排泄された。盲腸の寄生部位は，主に盲腸

中部と深部であり，第 3代無性生殖期から浅部付近にも

寄生が確認された。発育ステージが移行する時期には．

同時期に 2ないし 3世代の虫体が混在しており，従来の

Percollを使用する方法 4)では単一の発育期の虫体の精

製は困難であることが明らかにされた。

著者らは，単一の発育期の虫体を得るため，顕微鏡下

で組織標本にレーザー光を照射して切出しが可能なレー

ザーマイクロダイセクション (LMD)の使用を検討した。

方法は，感染盲腸を RNAasefree下で切り出し即座に

凍結した。 ー20℃下において薄切切片を作製し． トルイ

ジンブルーにて短時間の簡易染色を行った。顕微鏡下で

粘膜固有層の第 2代シゾントを形態的に同定し. LMD 

により切り取り totalRNAの抽出後 cDNAを合成した。

約 10.000個のシゾン トを切り出した結果，分解のない

約 0.8μgの良質な RNAが抽出でき .RT-PCRでの増幅

も可能であることが明らかにされた 3)。本方法により .E.

teneJJa無性生殖期において単一の発育期のトランスク

リプトーム解析が可能とな った。
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図 1. Blastx検索による有意 (E-value< le-6)に遺伝子情報が付加された contigの内訳
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3. 第 2代無性生殖期のマイクロアレイ解析

最も病原性の高い第 2代無性生殖期について，網羅的

に変動遺伝子を同定するためマイクロアレイによるト

ランスクリプトーム解析を行った。方法は， NCBI等に

登録されている E.tenellaの EST情報からプローブを

作成し.E. tenella特異マイクロアレイを構築した。上

述 2の方法により，鶏感染盲腸を採取し，顕微鏡下で

第 2代シゾントを形態的に 4つのステージ (1: 虫体の

直径 15μm以下の発育初期未成熟シゾント. 2: 15-

30μmの発育中期未成熟シゾント， 3:30μm以上の発

育後期未成熟シゾント ，4:30μm以上のメロゾイト包

含成熟シゾント ）に分類し．それぞれの虫体を LMDに

より切り取り分取した。それぞれ totalRNAを抽出後，

cDNAを合成しハイブリダイゼーションを行い，蛍光

強度値による発現定量を行った。マイクロアレイのプ

ローブとした遺伝子情報については最適化を行うため．

CLC Genomics Workbenchを用いて再 Blastx検索を行

い最新のアノテーション付けをし，階層型クラスタリン

グ等のデータマイニングを実施した。その結果，シゾン

トの細胞分裂期 （分類ステージ lから 2. および2から

3). メロゾイト形成に係る分化期 (3から 4)に．それ

ぞれ 412.523. 190の遺伝子が up-regulateしているこ

とが明らかにされた。その一部は，蛋白質レベルでもシ

ゾントの分化期に発現が確認された （図2)5)。また，嫌

気的エネルギー代謝の中心を担うミトコンドリア 6) に

ついて，第 2代無性生殖期でその複合体の発現が確認さ

れた 7)。以上より．第 2代無性生殖期において高発現す

図2. システインプロテアーゼを認識する抗体による免

疫染色。破線矢印は盲腸組織内で発育する第 2代無性

生殖期の未成熟シゾント，実線矢印は成熟シゾント （反

応は消失）。 シゾント成熟過程において発現している。

Scale bar = 20μm。

る遺伝子を同定することができ，これらはシゾントの分

化・増殖に必須である遺伝子を含む可能性がある。また，

盲腸組織内での発育期において， ミトコンドリアが機能

性を有する可能性が示唆された。

4 宿主体内発育期における環境適応代謝経路の解明

E. tenellaの盲腸内での発育期における，エネルギー

代謝に係る基盤情報を得るため以下の解析を行った。ま

ず， Mattigらの方法 8) を改良し，第 2代のメロゾイト

を短時間かつ高純度で精製する方法を確立した。この精

製メロゾイト，およびスポロゾイトを RPMIに浮遊し，

有酸素 (20%02) または低酸素 (5%切）環境下で生

存率を計測した結果，両環境下で虫体生存率に差はみら

れず生存には酸素が必要でないことが明らかにされた。

次いで， 5%02下において， ミトコンドリア複合体機能

を阻害する化合物を添加したところ，スポロゾイトでは

生存に影響はみられず，メロゾイトでは殺滅効果が観察

された。これにより，盲腸で分化・ 増殖するメロゾイト

は，外界発育期のスポロゾイトとは異なるエネルギー代

謝経路を有する可能性が考えられた。現在，精製ミトコ

ンドリアを用いて，生化学的手法により酵素活性を計測

し， また阻害化合物添加による invitroでの活性抑制効

果を解析中である。また，呼吸鎖の中心を担うミトコン

ドリア複合体について， RACE法により全塩基配列の

解析を進めている。現在のところ，全長の解読が完了し

た2つのサブユニットを両虫体間で比較した結果，発育

ステージ間では 100%一致していた。以上より ，盲腸内

で分化 ・増殖する無性生殖期虫体は外界発育期とは異な

るエネルギー代謝を有し，残りの未解読の複合体サブユ

ニットの構造が異なる可能性が考えられた。

今後に向けて

本研究課題の目標は，第 2代シゾントの分化・ 増殖，

および生存基盤に関わる原虫特異遺伝子 （我々哺乳類や

鳥類とは構造的に全く異なることが推測される）を同定

し， これらの遺伝子を E.tenellaの生活環を完全に遮断

する薬剤ターゲット （または，ワクチンターゲット ）と

することである。最も強い病態を発現する第 2代無性生

殖期は，癌細胞のように組織内で爆発的に増殖し，周辺

組織を破壊する。この発育期の虫体にはミトコンドリ

アは退化せず明瞭なクリステ構造を有すること （未発

表），そして，いくつかの呼吸鎖複合体の発現が確認で

きている。一方で，第 2代シゾントは癌細胞のように好

気的代謝である酸化的リン酸化を抑制し，意図的に解糖
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系のみを九進して増殖や転移に必要な ATPを産生する

(Warburg効果と呼ばれる ）9)可能性も，完全には否定

できていない。今 後は第2代無性生殖期のdenovoシー

ケンス解析による網羅的発現解析，および複数の複合体

にターゲットを絞った詳細な発現解析により環境適応代

謝経路を明らかにしていく 。
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