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審査結果の要旨

ピロプラズマ病は、 バベシア属とタイレリア属の赤血球内寄生原虫の感染による疾病

であり、 獣医学分野では重要な家畜感染症として知られている。 本研究では、 インドネ

シア ・ 西ジャワにおける馬ピロプラズマ病の感染状況、 化合物を用いた治療薬の可能性

の評価および遺伝子改変タイレリア原虫の作製について検討を行った。

第1章では、 インドネシアの西ジャワにおいて飼育されている馬の1万eilθ1ria θqui と

Babesia cabal l 1
・

の感染状況について検討を行なった。西ジャワの異なる 4 地域（Bandung、

Depok、 Tangerang、 Bogor）で無作為に 235 頭の馬から血液試料を採集し、調査を行った。

血清試験では 5 頭と 15 頭、 nPCR では l 頭と 5 頭が、 それぞれ T. equi と Z caballi 陽

性で、あった。 PCR で増幅された EMA-2 と BC48 遺伝子断片について塩基配列解析と系統樹

解析を行った。 EMA-2 遺伝子配列は、 フロリダ分離株とワシントン分離株の配列と全く

同 一で、 系統樹上ではlつの集団を形成していた。 一方で、、 4サンプルの BC48 遺伝子配

列は 99. 8-100%の相向性を示した。 本研究は、 インドネシアの馬における T. equi と z

caballi 検出の最初の報告である。

第2章では、 ピロプラズマ原虫に対する新規治療薬の評価を行ったo B. bovis 、 Z

bigemina 、 Z caballi および1： θqui に対して Medicine for Malaria Vaccine 財団か

ら提供を受けた Pathogen Box の 400 種類の化合物を評価した。 その結果、 50出阻害濃度



CICso）が 0.3µM 以下、 選択指数が100以上を示した剛V021057とMMV675968の 2種類
の化合物 を選抜した。 MMV021057とMMV675968の Z bovis, B. bigθ1mina、 B. caballi

とZ θqui に対するICso は、 それぞれ23、 39、 229、 146nM と 2.9、 3.0、 25.7、 2.9nM
で あった。 さら に、剛V021057とジミナゼン ・ アセチュレー ト（DA）との併用では、 4種
類の 原虫 に対して相乗効果が認められた。 マウスの実験では、 50mg/kg の剛V021057、
25mg/kgの 剛V675968投与により、未投与対照群に比較して、感染後8日目にZ microti

の増殖がそれぞれ54%および64%抑制された。 また、DAと剛V021057 の併用投与により、
B. microti の増殖が91. 6出抑制された。

第3章では、 緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子を導入したZ θqui の構築を試みた。
RACE分析により、 T. equi (USDA株）の θf-1 a遺伝子の全配列を決定し、 オープンリ ー

ディングフレームを同定した。 次に、 θf-1 a遺伝子の遺伝子問領域、 GFP－プラスチジン
(BSD）融合遺伝子、 θf-Ja遺伝子、 ターミネーター 断片を含むプラスミドを設計し、Z

θquiゲノム に遺伝子導入を行った。 遺伝子が導入された原虫の 薬剤選択は、 ブラスチジ
ンを用いて行った。 遺伝子導入後24時間以内に、蛍光顕微鏡下で緑色蛍光の発現が認め
られ、 薬剤の負荷なしに長期間 GFP が安定的に発現していることが確認された。 PCR解
析により、 導入プラスミドは標的のゲノム部位に（ θf-1 a遺伝子） に挿入されているこ
とが推定された。 また、遺伝子導入原虫は、 野生型原虫と同様の増殖性を示した。

こ れらの 研究成果 により、 インドネシアの馬ピロプラズマ病の疫学情報 やピロプラズ
マ原虫の診断マー カ ー遺伝子情報が明らかになった。 また、新規薬剤の発見による新た
な抗ピロプラズマ病薬の開発やGFP発現主 θqui の作製が可能になった。 今後、 ピロプ
ラズマ原虫の生物学、 原虫ー宿主相互関係の理解、 なら びにピロプラズマ病 に対する有
効な制御法開発につながるものと期待される 。

以上 について、 審査委員全員 一致で本論文が帯広畜産 大学大学院畜産学研究科博士後

期課程畜産衛生学専攻の学位論文として十分価値があ ると 認め た。
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主査および高rJ査の5名は、学位申請者に対し、4号館113-!'14号室において、

学位申請者本人に口頭により学位論文内容の説明を行わせ、その内容について質

疑応答を行った。また、関連する専門知識について口頭により試聞を行った。

その結果、申請者は、帯広畜産大学大学院畜産学研究科博士後期課程畜産衛生

学専攻修了者としての学力および見識を有するものと認め、博士（畜産衛生学）

の学位を与えるに十分な資格を有すると判定した。


