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SUMMARY 
Cryptosporidium parvum mainly invades the intestinal epithelium and causes watery diarrhea in humans and 

calves. However, the invasion process has not yet been clarified. In the present study, the invasion process of C. parvum 

in severe combined immunodeficiency (SCID) mice was examined. Infected mice were necropsied and the ilea were 

性状を予測した。組換えTAM（△TAM）はGST融合

蛋白質として発現し、マウスに免疫して抗△TAM血

清を作製した。抗△TAM血清は間接蛍光抗体染色に

用い、共焦点レーザー顕微鏡観察によってTAMの局

在部位と発育ステージによる発現パターン解析を

行った。  

 
[結果と考察] EMF の代謝標識と抗 TAM 血清を用い

た免疫沈降の結果、天然型 TAM の分子量は100 kDa

であることが明らかとなった。天然型 TAM は熱処

理（65℃及び100℃）、過ヨウ素酸ナトリウム処理お

よびプロテアーゼ K 処理によって、接着活性を失っ

た。したがって TAM の立体構造と糖鎖が接着に関

与することが示唆された。クローニングした TAM

遺伝子は全長 2,070 bp で、高い相同性を示す既知の

遺伝子は存在しなかった。予想アミノ酸配列から、

TAM の分子量は72.9 kDa、アルファヘリックス構造

に富み、非常に親水性が高く、N 末端にはシグナル

配列、C 末端には GPI アンカー付加あるいは膜貫通

領域と思われる疎水性アミノ酸領域が存在すること

が予測された（図１）。局在部位と発現パターン解

析の結果、TAM は EMF の細胞表面に強く、BSF の

鞭毛には弱く発現していることが明らかとなった。

今後 TAM が EMF の接着に必須であることを証明

し、 TAM 遺伝子発現調節メカニズムを明らかにで

きれば、メタサイクロジェネシスの分子メカニズム

解明への寄与や、伝播阻止ワクチンとしての応用が

期待できる。  
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[目的] Cryptosporidium は coccidium に属する原虫

で、哺乳類に寄生する種のうち、Cryptosporidium 

parvum はヒトやウシに感染してクリプトスポリジウ

ム症を引き起こすことが知られている(1)。クリプト

スポリジウム症の主な症状は激しい水様性下痢で、

発熱、腹痛、嘔吐などを伴うが、有効な治療薬や感

染源である oocyst の消毒剤がまだ開発されていない

(2)ため、原虫の生物学的性状を調べることは、それ

らを開発するうえでも重要と考える。C. parvum の主

な寄生部位は小腸上皮細胞の微絨毛であることが知

られている (3) が、詳細な侵入過程は不明である。

そこで、C. parvum のマウス回腸における寄生状態お

よび侵入過程を走査型ならびに透過型電子顕微鏡で

観察した。さらに、虫体の付着・侵入に伴う宿主細

胞膜の変化を観察するために、上皮細胞表面の糖衣

glycocalyx をルテニウムレッド（RR）染色で検出し

た。  

 
[材料と方法] 原虫は、SCID マウスで継代維持して

いるウシ由来 C. parvum の oocyst を供試した。 C. 

parvum 感染 SCID マウスの糞便を回収し、oocyst を

ショ糖液重層遠心浮遊法により濃縮した。SCID マウ

ス（5～10週齢、雄）に10７～108個の oocyst を経口投

与し、6、12、18時間後ならびに40、100日後に剖検

した。それらの回腸を2.5％グルタールアルデヒド・

2％パラホルムアルデヒドで前固定し、1％オスミウ

ム酸で後固定を行った。脱水、凍結乾燥後、金を

コーティングし、走査型電子顕微鏡（SEM）で観察

した。透過型電子顕微鏡（TEM）で観察したサンプ

ルについては、前固定を2.5％グルタールアルデヒド

で行い、後固定を1％オスミウム酸で行った。なお、

RR 染色では、RR を加えた前・後固定液を用いた。

脱水後、エポキシ樹脂で包埋し、超薄切片を作製し

て酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛で二重染色した。  

 
[結果と考察] SEM 像では、虫体が存在する上皮細

胞の微絨毛が伸長していた。高倍像では、多数の微

絨毛が虫体表面に沿って認められ、それらが非常に

伸長していた。表面が隆起状を呈していた虫体や、

虫体の上部が開口していたものも存在した。TEM 像

では、侵入時の虫体の両側に宿主細胞の微絨毛が認

められ、虫体は微絨毛と微絨毛の間に位置してい

た。これらの微絨毛は、周辺の微絨毛に比べて細

く、あるいは薄くなっていた。これは、通常隙間な

く配列している微絨毛の間に虫体が付着し、宿主細

胞質を押し込むように侵入していたためであると考

えられた。虫体が伸長した微絨毛によって完全に覆

われると、parasitophorous vacuole が形成された。そ

の後、虫体膜が宿主細胞膜に付着して膜構造が不明

瞭になり、この付着面は RR 陰性を示した。つま

り、虫体膜と宿主細胞膜との融合が進むにしたがっ

て、微絨毛表面の糖衣が消失したと考えられる。虫

体を覆った膜の横断面には、外膜と内膜との間に点

状の構造物が存在し、これは微絨毛の横断面で見ら

れたものと類似していた。また、RR 陽性の部分が

数ヵ所認められ、それらは融合した微絨毛の名残で

はないかと考えられた。虫体と宿主細胞の付着面に

おける膜の融合がさらに進行すると feeder organelle

が形成され、宿主細胞膜の下には dense band が見ら

れた。 以上のことから、C. parvum は微絨毛の間に

付着して侵入し、宿主細胞の微絨毛に覆われて

parasitophorous vacuole を形成し、その中で発育する

observed by scanning and transmission electron microscopy. In addition, ruthenium red staining was used to observe 

changes in the microvillus membrane that resulted from the invasion of C. parvum. Scanning electron micrographs 

showed elongation of the microvilli around the parasite. The microvilli were shown to be along the surface of the para-

site. Transmission electron microscopy confirmed that the invading parasites were located among microvilli. Parasites 

were seen in a parasitophorous vacuole formed by the microvillus membrane. The parasite pellicle attached to the host 

cell membrane, and then the pellicle and host cell membrane became unclear. Subsequently, the pellicle structure became 

more complex and formed a feeder organelle. Invasion of the parasite was not observed in either a microvillus or the 

cytoplasm of the host cell. We have showed that C. parvum invades among the microvilli, is covered with membranes 

derived from numerous microvilli, and develops within the host cell.  
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SUMMARY 
A gene encoding a protein disulfide isomerase (PDI) was isolated from a Neospora caninum cDNA expression 

library. The nucleotide sequence of the cDNA clone revealed the presence of an ORF of 1,416 bp, which encoded 461 

amino acids, showing a high degree of homology to Toxoplasma gondii PDI. The gene was cloned into a pGEX vector 

and expressed in E. coli as a GST fusion protein. The NcPDI was detected in N. caninum tachyzoite lysate and ES prod-

ucts with a molecular weight of 50 kDa. IgA antibody in 58.0% of individual cattle tear samples recognized both the 

recombinant and native NcPDI, which suggests that the PDI-specific antibody may be involved in defense against para-

sites. In addition, PDI-specific inhibitors showed significant inhibitory effect on the growth of N. caninum tachyzoites. 

The purified recombinant NcPDI demonstrated biological activitiy in vitro by catalysis and refolding of reduced RNase, 

and assisted in the recovery of native from denatured lysozyme. These findings indicate that the NcPDI possesses spe-

cific-PDI enzymatic activity and it offers a putative target for prevention and chemotherapy of neosporosis.  

 

control of N. caninum and T. gondii infection. The objec-

tive of this study is to express and characterize N. caninum 

PDI for further studies of its function(s) on the control of 

neosporosis.  

 

[Materials and Methods]  
One  Monoclonal  antibody  (mAb)  9E8,  which 

showed cross-reactivity  with  both  N.  caninum  and T. 

gondii was used to immunoscreen a cDNA library of N. 

caninum. The resulted clone was sequence and analysed 

[Aim of Research]  
Protein disulfide isomerase is a multifunctional 

protein of endoplasmic reticulum (ER) known to be in-

volved in the formation, breakage, and rearrangements of 

disulfide bonds during the folding of protein. The PDIs of 

some protozoa such as Toxoplasma gondii, Leishamania 

major, and Plasmodium falciparum have been reported. 

The targeting of PDI might provide better understanding in 

parasite-host interaction, and offers new opportunities for 

the  prevention  and  chemotherapeutic  strategies  in  the 

ことが明らかになった。なお、coccidium である

Toxoplasma や Eimeria は宿主の上皮細胞質内に侵入

して寄生するのに対し、Cryptosporidium の細胞質内

への侵入はまったく認められなかった。それらの原

虫とは apical complex の構成や侵入時に分泌する物質

が異なるのではないかと考えられた。  
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