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論 文 の 内 容 の 要 旨

ウマバベシア症は､ダニ媒介性のβ血血叩iおよび加ゎe血c血清原虫によるウマ

属の感染症である｡両原虫は熱帯､亜熱帯および温帯地域に分布し､ウマ産業界に大きな被害■

を与えている｡現在､我が国は非汚染国であ■るが､汚染国からの輸入馬は増加傾向にあり､●感

染もしくは原虫保有馬の我が国へ侵入が危慎されている｡一般的にウマバベシア感染症の検出

に用いられている補体結合反応法(CFr)は感度および特異性が低いことおよび我が国には病

原虫媒介能を有するダニの存在が報告されていることから､原虫保有馬が我が国に侵入すれば､

とれら原虫感染の流行拡大と常在化が懸念される｡したがフて､ウマバベシア原虫の侵入を阻

止するためには､より迅速で､高感度､および特異性の高い検出法の開発が重要である｡そこ

で､且叩"i診断用に有用である免疫原性の高い抗原を特定し､それを用いた新たな血清学的

診断法の開発を行った｡

第1章では､免疫原性の高いタンパク質をコードする且e騨f遺伝子の検索のため､玩

y如で培養された且q画虫体由来のmRNAからcDNAライブラリーを作製し∴a印画感染

馬血清を用いたイムノスクリーニングによって陽性を示したcDNAクローン18個を選択した｡
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18個のcDNAのうちもっとも強い陽性反応を示したcDNA.を得てBe82遺伝子と命名した｡

この遺伝子を大腸菌発現ベクターpGEX司Tによっ･て発現させたリコンビナントタンパク質

(GSTyBe82)中ヱuSA用抗原としての有用性を検討した｡GSTyBe82タンパク貿を臥ISA抗原
として用いたELISAは且叩f抗体に高い特異性を示したが､▲且c血路感染馬血清のいくつか

のサンプルでGS¶Be82タンパク質に対して交差反応が認められた｡β.c血JJf感染馬血清にす

るGSγBe82タンパク質の交差反応の存否は確かではかが､GST伽82タンパク質は且cαムム′∫∫

虫体タンパク質と抗原性の類似した飯域が存在してい卑可能性が示唆された｡これらの結果か

ら､GSTソBe82タンパク質はELISAにおけるカットオフ値を高く設定した場合､且甲山感染馬

を高感度に検出することができる有用な抗原であることが明らかとなった｡

第2章では､GS¶Be82タンパク質の交差反応を取り除いた且印画感染馬血清に対し

て特異的かつ高感度に検出できるELISA抗原の検討を目的として､5個のB｡82遺伝子のデリ

ーションクローンを作製した｡さらに､リコンビナントタンパク質を作製し､それぞれELISA

抗原として使用した｡これら5つの抗原のうち､Be82全アミノ酸領域における236から381

までの領域のBe82/236-381タンパク質をELISA抗原として用いたELISAはB.c｡b｡招感染馬

血清に対して交差反応は認められず､烏.e9以f感染馬血清に対して高感度で特異性の高い結果

を示した｡一方､他の4つのデリーションクローン抗原は且叩=こ対して感度の低下や非特

･異反応が認められた｡以上の結果より､Be82全アミノ酸領域における236から381までの領

域は及eqpi抗体に対して特異的であり､さらにBe82佗36-381蛋白質は馬バベシア感染の検出

に有用な診断用抗原であることが確認された｡

第3章では､迅速､簡便かつ正確にウマバベシア症を検出するために新しい診断法とし

てdipsticka畠Sayの開発を試みた｡第2章におけるELISAの結果から最も成績のよかった

GST侶e82n36-381抗原を用いてdipstickassayキットの作製を試みた｡最初にGSTyBe82/236-381

抗原感作金コロイド作製における最適な条件､すなわち､GST伽82/236_381抗原と金コロイ

ド感作に必要な最小タンパク質量､至適pH､最適な金コロイド粒子の大きさをそれぞれ決定

した｡また､決定された最適条件でdip.stickよssayキットを作製し､B･equi実験感染馬血清､

且c血措実験感染馬血清､正常馬血清を用いてELISAとの比較検討を行った｡その結果､試

作されたdipstickassayキットはB.equi*験感染馬血清に対して相対的に高い特異性と感度を

示した0しかし､将来的にバベシア症診断のmass-SCreeningのための更なる改良が必要である

ことが示唆された｡

且印画および且cd和情感染症のため国際間で馬の自由な輸出入が妨げられている｡我

国は､本症に対して血清学的手法を含めた検疫の実施により感染馬の侵入を阻止している｡し



かし､これらの血清学的診断方法は感度および特性に問題がある｡そこで､本研究では､バベ

シア原虫の血清学的診断法の一つであるC打における問題点を解消するために､リコンピナ

ントタン/iク質を用いたEILSAやdipstickassayキットの開発が試みられた｡これらリコンピ

ナントタンパク質を用いた診断法はC打のもつ欠点を解消し､さらに正確で疫学的な研究を

可能にすると共に､ウマバベシア症の標準診断法となることが示唆ざれた｡

審 査 結 果 の 要 旨

馬バベシア症は,我が国では家畜法定伝染病に指定されている｡現在,我が国は非汚染国であるが,汚

染国からの輸入馬は増加傾向にあり,我が国に感染馬もしくは原虫保有烏が侵入するおそれがある｡日本

を含むいくつかの国は,これら原虫に対して血清学的手法を基礎とし感染馬の侵入を阻止している｡本研

究において,β.'叩〃f抗体の検出のためにバベシア原虫に対して特異的な抗体を検出するためのCFTにおけ

る問題点を解消するために,リコンビナントタンパク質を用いたELISAや.Dipstickassayの開発を行った

ものである｡

先ず,免疫原性の高いタン/くク質をコードする且甲〟/遺伝子を分子免疫学的手法により得てtさらに,

大腸菌発現システムによって発現させたリヨンビナントタンパク質(GS77Bei2)はELISA抗原として用いた｡

GSTyBe82タンパク質を用いたELISAはB.caba〟i抗体にわずかな交差反応が認められるものの.B.equi抗

体に高い特異性を示した｡

次いで.GSTソ8eg2タンパク質の且(血k〟Jに対する交差反応を除去しβ.印加感染馬血清に対して特異

的且つ,高感度に検出できるELISA抗原にするために,GSlソBei2タンパク質の断片化を行い.それぞれ

のELISA抗原としての評価を行っ寧｡断片化したタンパク質のうちGST/Be82/236-3ilタン/くク質はB･eqLIi

感染馬の検出に有用な診断用抗原であることを明らかにした.

最終章では.迅速,単純で且つ正確にB.equi感染馬を検出するために新しい診断法としてDipstickassay

の開発を行った｡GST/Be82/236-381抗原を用いてDipstickの最適な条件の検討を行い,最適条件での

DipstickassayとELISAとの評価を比較検討した｡その結見B.qquL実験感染馬血清に対して相対的に高い

特異性と感度を示した｡しかしながら,将来的にバベシア症の野外診断に用いるために,更なる改良が必要

であることを示唆している｡

以上の結果に基づいて,且e9以～診断用に有用で免疫原性の高い抗原(GST/Be82/236-381)を特定し,そ

れを用いたELISAやDipstickassayなどの新たな血清学的診断法の開発を行った｡これらの研究成果におい

て,リコンビナントタンパク質を用いた診断法はCFTの持つ欠点を解消し,さらに正確で疫学的な研究を

可能にすると共に,馬バベシア症の標準診断法となる可能性が示唆された｡

L以上ヒついて,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として十分の

価値のあるものと認めた｡
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