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　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

　　バベシア症は、バベシア原虫がダニを媒介として、様々な動物の赤血球内に

寄生することによって起こる疾患であり、広く世界中に存在する。現在、バベシ

ア症がもたらす問題は、感染動物がもたらす経済的な問題のみでなく、人間にも

感染する人畜共通伝染病としてもその重要性は増大している。

　　これらバベシア種のうち、犬のバベシア症はBαろθ5∫α（E）cα庸及びEg伽o加

の2種類の原虫により引き起こされ、発熱、元気消失、ヘモグロビン尿、溶血性

貧血等の臨床症状を呈する。Boα廊は大型ピロプラズマに分類され、分布地域

は南部ヨーロッパ、北アメリカ、アフリカ、アジア等である。一方、Rg伽o痂

は小型ピロプラズマに分類され、主にアフリカ、アジアが分布領域で、アメリカ

でも報告されている。

　　日本では8g伽o加の感染が主に西日本各地で報告され、西日本のみでなく、

近年では全国的に報告されるようになっている。

　　一般的な獣医臨床の現場では、バベシア感染の診断には光学顕微鏡下での血

液塗抹標本の観察による方法がよく用いられている。この方法は簡便かつ迅速に

実施可能であるが、経験や熟練が必要であり、また、低寄生率を示すような感染

初期の症例や、キャリアー犬等では、その検出感度の点からも精確さに欠ける。

　　上記の顕微鏡的観察の他に、補体結合反応（complement　fixation：CF）、間接

的蛍光抗体法（indirect　fluorescent　antibody　test：IFAr）や酵素免疫測定法

（enzyme－linked　immunosorbent　assay：ELISA）などの血清学的方法がある。これ
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らの血清学的診断法は比較的高い検出感度を持つが、あくまで抗体の検出であり、

必ずしも厳密な感染を意味しない。

　　近年、多くのバベシアでDNAプローブを用いる方法やPolymerase　chain

reaction　（PCR）法等の分子生物学的手法を用いた診断法が報告されている。こ

のうち特にPCR法は感染サンプルから抽出したDNAを鋳…型とし，目的とする遺

伝子断片を特異的に増幅することでバベシア感染を検出することができるもの

である。PCRによる検出では、ごく微量の原虫DNAからでも増幅することが可

能であり、検出感度が高く、感染初期の症例やキャリアーの検出に適している。

また、PCR法によって増幅される塩基配列部位には様々な部分が利用されている

が、その中で、リボソームDNAの塩基配列を用いての分子系統学的解析は、バ

ベシアを含めた多くの生物で利用されている。

　　しかし、残念ながら8g∫わ5傭に関しては、PCRによる検出の報告は少なく、

また、国内での診断の報告はほとんどない。

　　本研究では、Eg’ろ50加実験感染犬3頭及び宮崎県内で発生した自然感染犬

10頭の感染血液をサンプルとしてnested　PCRを行い、全サンプルでBg必30ηノ

のsmall　subunit　ribosomal　DNA（rDNA）の部分的遺伝子断片約300　bp前後のバンド

を得た。また、本PCR法の検出感度を検討するため、段階希釈サンプルを用い

てnested　PCRを行った結果、最終希釈サンプル（寄生率：約0．000118％、寄生赤

血球数：約9．93x100／μ1）でもバンドを得ることができ、本法で用いたnested　PCR

法が高い検出感度を持っていることが示された。
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　　さらに、PCR増幅で得られた遺伝子断片のうち7サンプルに関して、その塩

基配列を調べた結果、その断片長はプライマー領域を除き269bpであり、いず

れも同一の塩基配列を有していた。同7例の塩基配列と他の4塩基配列（B

gノゐ50η118S　rDNA、　E　g∫ろ50η∫16S　rDNA、　B　g∫ゐ30η∫18S　rDNA　genotype　Asia　1、　B

g1ろ50η’18S　rDNA　genotype　Asia　2）との間でホモロジー解析を行った結果、8

9∫わ30η’18S　rDNA（ヨーロッパ由来例）及びRg’ろ50η’16S　rDNA（アメリカ由来

例）間では84．0％と一致は見られなかった。一方、同宮崎由来例と、ag伽oη∫18S

rDNA　genotype　Asia　1（日本由来例）及びEg∫わ50η∫18S　rDNA　genotype　Asia　2（マレ

ー シアおよびスリランカ由来例）との間ではいずれも100％と一致した。これら

の結果から、宮崎由来例はアジア由来の2タイプのいずれかであることが判明し、

精確なバベシア感染診断法の確立ができ、また分子系統学的解析の一助とするこ

とができた。
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緒　言

　　バベシア症は、ダニを媒介とするバベシア原虫が赤血球内に寄生することに

よって起こる疾患であり、広く世界中に存在し、また、多くの種類の哺乳動物を

宿主として感染することが知られている［6、9、23］。

　　バベシア症がもたらす問題には、牛や馬などの経済動物に感染することによ

って生じる経済的な問題のみならず、人間にも感染するズーノーシスとしても近

年注目が増しており［21］、最近でもWA　1、　PB　1等の新たなバベシア種も見出さ

れている［7、29、35］。

　　これらバベシア種のうち、犬のバベシア症の原因となる原虫はBαわ顔α（B．）

cαηノ3及びBgノ∂30η’の2種類である。Ecα廊は大型ピロプラズマ（2～4x4～7

μm）に分類され［31、32］、南部ヨーロッパ、北アメリカ、アフリカ、アジア

等に分布する。80αη∫3は更に8c傭30α廊、　Ecα廊vogθ1’、　Eoαη∫370∬∫の3つ

のsubspeciesに分類されている。また、それぞれの分布領域もEcαη’50αη∫5がヨ

ー ロッパ、1至cα廊vogθ1∫が熱帯及び亜熱帯地域、　R　cα廊γo∬’が南アフリカとさ

れている［9、33］。

　　Eg∫ろ50η∫は小型ピロプラズマ（1．1～2x1．2～4μm）に分類され、主にアフ

リカ、アジアが分布領域で、最も最初に報告されたのは、1910年にPattonによ

ってインドでハウンド、ジャッカルから見出された［17］。また、上記の分布地

域以外にも、アメリカでも報告されている［10、37］。
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　　上記2種（Boα廊及びB．g∫ろ30励の感染によって起こる犬のバベシア症の

臨床症状は発熱、元気消失、時に溶血性貧血、ヘモグロビン尿であり［1、2、10］、

80α廊感染の場合が8g伽o海感染の場合よりも急性であるとされている［15］。

　　Eg1ゐ50ηノ感染は、日本では1925年の井関による大分県での発症の報告を最

初に、1962年大塚らの宮崎での発症の報告をはじめとして、主に西日本各地で

報告され［24］、近年では西日本のみでなく、全国的に報告されるようになって

いる。また、Rcα廊感染は沖縄県のみで報告されている［15］。

　　一般的に獣医臨床の現場では、バベシア感染の診断には光学顕微鏡下での血

液塗抹標本の観察による方法がよく用いられており、これまでにも形態学的観察

も多く報告されている［13、20］。この方法は簡便かつ迅速に実施可能であり、

特殊な器具等を必要とせず実施できるという利点がある。しかし観察者に経験や

熟練が必要であり、また、低寄生率を示すような感染初期の症例や、一旦臨床症

状が消失してはいるものの依然としてバベシアが持続的に感染し続けているキ

ャリアー犬等では、その検出感度の点からも精確さに欠ける［22］。

　　上記の顕微鏡的観察の他に、これまで用いられた診断法に血清学的方法があ

り、補体結合反応（complement　fixation：CF）、間接的蛍光抗体法（indirect且uorescent

antibody　test：IFAT）や酵素免疫測定法（enzyme－linked　immunosorbent　assay：ELISA）

などがある。

　　CFテストは基本的に、感染初期に産生されるIgM抗体の反応を用いている

［6］。Holmanらは馬のEo励α11∫においてCFテストとIFAT、培養による結果を
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比較し、CFテストが偽陰性を示したことを報告し［18］、感度の低さが示唆され

ている。

　　IFArは全てのバベシア種において最も広く用いられてきている血清学的診

断法であり［6］、特に慢性感染例での診断に有効であると言われている［19］。

バベシア抗原に対して被検血清を反応させ、蛍光標識二次抗体を反応させた後に

蛍光顕微鏡で観察を行うものである。検出感度は高いが、抗体価が低い場合に信

頼性が低下し、蛍光顕微鏡による肉眼的観察のため、客観性に欠ける欠点を持っ

ている。

　　ELISAは感度が高く、IFArより客観的であるという長所を持っている［6］。

また、多検体の処理にも適している。しかし、これらの血清学的診断は血中抗体

を検出するものであり、厳密な意味での感染を意味しない。

　　近年、いくつかのバベシア原虫では分子生物学的手法を用いた診断法が報告

されている。

　　DNAプローブを用いる方法は、標識したプローブと被検体の血液や組織の

DNAとをハイブリダイズさせることでバベシア感染を検出する方法である［6、

11］。特異性も高く、高感度であるが、サンプル中のターゲットとなるDNA量

に左右される［6］。また、時間的、設備的にあまり実際的とは言い難い。

　　Polymerase　chain　reaction　（PCR）法は感染サンプルから抽出したDNAを鋳

型とし，プライマーを用いることにより、目的とする遺伝子断片を特異的に増幅

することでバベシア感染を検出することができるものである。PCRによる検出で
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は、ごく微量の原虫DNAからでも増幅することが可能であり、その反面、偽陽

性を示すことがあるのが欠点ではあるが［6、25、27］、検出感度が高く、感染初

期の症例やキャリアーの検出に適している［6］。PCR法によって増幅される塩

基配列部位には様々な部分が利用されているが、その中で、リボソームDNAの

塩基配列を用いての分子系統学的解析は、バベシアを含めた多くの生物で利用さ

れている［3、9、12、14、16、22、28、30、34、35］。その理由として、リボソ

ームDNA塩基配列上の変異のバリエーションが限られたものであることが挙げ

られている［9］。

　　犬のバベシア症を引き起こす2種のバベシア原虫のうち、Eoα廊に関して

はヨーロッパ、アメリカなどに分布が見られることからも、以前より報告も多く、

また、臨床的な症状や診断等のみならず、PCRをはじめとする分子生物学的方法

を用いたサブタイプの分類が形態学的分類と共に検討、報告されている［9］。

　　しかし、残念ながらEg∫ゐ50η∫に関しては、PCRによる検出の報告は少なく、

また、国内での診断の報告はほとんどない。

　　本研究では、実験1において、宮崎県内で発生した犬バベシア症の自然感染

犬及び実験感染犬の血液を用いてnested　PCRを行い、8gノ∂30η∫のsmall　subunit

ribosomal　DNA（rDNA）の部分的遺伝子断片を増幅、検出すると共に、その検出感

度に関しても詳細に検討し、臨床応用可能なバベシア感染の診断法としての本法

の確立に関する実験を行った。

　　また実験2において、実験1のPCRで得られた遺伝子断片に関して、その
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塩基配列を調べ、他のRg伽o加の塩基配列と比較・検討を行い、宮崎県内で発

生した犬のバベシア症における分子系統学的検討を加え、詳細な検討を行った。
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実験1：左9’ゐ∫oπ’の分子生物学的診断法としてのリボソーム1）NAの

　　　　　　　nested　PCRによる検出に関する検討
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材 料

1．左8’ゐ50η∫実験感染犬血液

　　宮崎県内で発生したバベシア自然感染犬を脾臓摘出した後、採血した末梢血

を3頭のビーグル犬に静脈内投与し、実験感染させた。その後EDTA処理した末

梢血全血200μ1を本研究のサンプルとして用いた。

2．盈g∫加o所自然感染犬血液

　　宮崎県内で発生した10頭のバベシア自然感染犬の末梢全血200μ1を採血、

EDTA処理したサンプルを使用した。

3．検出感度検討用希釈血液

　　PCR法の検出感度を検討するため、一頭の8g∫わ30ηノ実験感染犬：寄生率

1．18％（寄生赤血球数：9．03xlO4／μ1）のEDTA処理末梢全血を他のバベシア非

感染犬のEDTA処理末梢全血によって10倍ずつ段階希釈したものをそれぞれサ

ンプルとして使用した。

4．機械、器具及び試薬

　1．H20（滅菌超純水：超純水を121℃で20分間オートクレープ滅菌したもの）

　2．Tris（hydroxymethyl）aminomethane（Tris）（ナカライタスク）

　3．EDTA－2Na（同仁科学株式会社）
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4．Sodium　dodecyl　sulfate（SDS：Sigma，　U．S．A．）

5．酢酸（NaOAc・3H20、試薬特級：ナカライタスク）

6．Proteinase　K　solution（20　mg／ml：TaKaRa　Shuzo，　Co．　Ltd．，　Japan）を10mg／ml

　に滅菌超純水で2倍希釈して使用。

7．核酸抽出用フェノール（片山化学工業株式会社）

8．クロロフォルム（試薬特級：ナカライタスク）

9．8一キノリノール（8－HQ、ナカライタスク）

10．エタノール（試薬特級：ナカライタスク）

11．dNTP　Mixture（2．5　mM：TaKaRa　Shuzo　Co．，　Ltd．　Japan）

12．Tth　DNA　Polymerase　（TOYOBO，　Japan）

13．分子量マーカー（pHY　Marker：TaKaRa　Shuzo，　Co．　Ltd．，　Japan）

14．6xLoading　Buffbr（30％Glycerol、30mM　EDTA、0．03％Bromophenol　Blue、

　0．03％Xylene　Cyanol：上記分子量マーカーに添付）

15．アガロース（SeaKem　ME：FMC，　U．S．A．）

16．エチジウムブロマイド（10mg／ml：ナカライタスク）

17．1．5mlエッペンドルフチューブ（オートクレープ滅菌）

18．PCRリアクション用チューブ（0．2　ml　MicroAmp：Perkin　ElmeちU．S．A．）オ

　ートクレープ滅菌

19．PCRサーマルサイクラー（Gene　Amp　PCR　System　2400：Perkin　Elmer，　U．S．A．）

20．電気泳動装置（ミューピッドー2：アドバンス）
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21．卓上遠心機（DISK　BOY：倉敷紡績）

22．UVトランスイルミネーター（ULTRA　LUM：）

23．インスタントカメラ（DS－150：フナコシ）

24．ポラロイドフイルム（FP－3000B：フジフイルム）

5．試薬の調整

　1．Tris－acetate　EDTA（TAE）バッファー：Tris（最終濃度0．04　M）、酢酸（最終

　　濃度0．04M）、0．5　M　EDTA　（pH　8．0：最終濃度0．001　M）に調整する。

　2．Tris－HCI（フェノール平衡化用）：Trisを滅菌超純水に溶解し、　HCIで最終

　　濃度1M、　pH　8．0に調整する。

　3．TEバッファー平衡化フェノール：50gのフェノールを温水中で溶解し、0．1

　　gの8一キノリノール、20mlの1MTris－HCI（pH　8．0）を加えよく撹拝1し、

　　上層の水層を取り除く。20mlのTEバッファーを加える。

　4．フェノ・一ル・クロロフォルム

　5．3M酢酸ナトリウム（ナカライタスク、試薬特級より調整）
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方 法

1．1）NAの抽出

（1）　1．5m1のエッペンドルフチューブに200μ1のEDTA血、500μ1の核酸抽

　　　出用バッファー｛Tris－EDTA．バッファー50　mM　Tris（pH　8．0）、100　mM　EDTA

　　　にSDSを0．5％になるよう加える｝及び25μ1の10　mg／ml　Proteinase　K

　　　solutionを加え、42℃のウオーターバス中で一晩（約14～15時間）反応さ

　　　せる。

（2）同チューブにTEバッファー平衡化フェノール500μ1を加え、3分間良く

　　　転倒混和する。

（3）

（4）

（5）

（6）

（7）

（8）

（9）

12，000rpm（7740　x　G）で3分間遠心分離する。

水層500μ1を新たな1．5mlエッペンドルフチューブに移す。

上記に500μ1のフェノールークロロホルム（1：1）を加え、2分間良く転

倒混和する。

12，000rpmで2分間遠心分離する。

上清を新たな1．5mlエッペンドルフチューブに移す。

同チューブに50μ1の3Msodium　acetate（pH　6．0）を加える。

エタノール1，000μ1を加える。

（10）1，2000μ1で2分間遠心分離する。

（11）上清を捨て、70％エタノール1，000μ1を加える。
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（12）1，2000rpmで2分間遠心分離する。

（13）上清を完全に取り除き、37℃のインキュベーターでエタノールを飛ばし、

　　ペレットを乾燥させる。

（14）ペレットを10μ1の滅菌超純水に溶かし、DNAサンプルとしてPCRに使

　　用する。

2．プライマーの設計

　　89伽o加リボソームDNA増幅用プライマーとして、ヌクレオチドデータベ

ース上に登録されているEg伽o加16S　ribosomal　RNA　gene（Gen　Bank　accession

number：L13729、図1）より以下の2種類のプライマーペアを作製した。

PIRO－F　（5’－AGTCA工ATGCTTGTCTTA－3’）

PIRO－R　（5’－CCArCArTCCAATTACAA－3’）

PIRO2－F　（5’－ATAACCGTGCTAATTGTAGG－3’）

PIRO2－R　（5’－TGTTATTTCTTGTCACTACC－3’）
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PlRO－F
gaaaCtgCga　atggCtCatt

taaCC　t　Ct　aatt　ta　　g

PlRO2－F
actcgaaaCC

gcttttgccg

tggcctaccg

tgagaaacg9

CCgtga99ユー旦ataC
　　　　　　　PlRO2－R

99aatCCaaa　CCCCttCCag　agtatCaatt

　　　　　　　　　　　gattaagCCa　tgCatgtCta　agtataaaCt　tttatatggt

　　　　　　　　　　　aaaaCagtta　tagtttattt　gaaattCgtt　tCtaCatg9旦

　　　　　　　　　　　CtaataCatg　atCgaggtCC　ttCtggaCtg　Cgtttattag

ttCCcgcttC　ggCggttCcC　ggtgattCat　aataaaCagC　gaatCgCatg

gCgataattC　attCaagttt　CtgaCCtatC　agCtttggaC　ggtag99tat

999CagCgaC　g99taaCg99　9aattag99t　tCgattCCgg　agag99agCC

CtaCCaCatC　taaggaaggC　agCaggCgCg　CaaattaCCC　aataCggaCa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ag99Ctttaa　gCt一

ggagggca

PlRO－R

図1．B．9め50η∫16SリボソームDNA

（518bp、下線部はプライマー領域）

（Thomfbrd　et　al．）の塩基配列。
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3．PCR

　　PCRは上記2種類のプライマーペアによる2回のPCR（nested　PCR）を行っ

た。

（1）以下に示す組成のPCR反応液を0．2　m1のPCRリアクション用チューブに分

注する。

　H20　：32．6μ1

　10xBuf琵r　（Polymeraseに添付）：5．0μl

　dNTP　Mixture：8．0μl

　Primer　F（50　pM／μ1）：0．2μ1

　Primer　R（50　pM／μ1）：0．2μl

　Tth　DNA　Polymerase　：1．0μl

　Sample　DNA　：3．0μ1

　計　50μ1

（2）初回PCRではプライマーはPIRO－F及びRを使用する。それに続く2回目

　　のPCR（nested　PCR）では、プライマーとして、　PIRO2－F及びRを使用し、

　　また、サンプルDNAとして初回PCR反応後の増幅物を使用する。

（3）PCRによる増幅にはPCRサーマルサイクラーを用い、以下に示すような温

　　度、サイクルにより増幅を行った。なお、2回のPCR共にいずれも同じ条

　　件で行った。

　　初回熱変性：90℃、2分間
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熱変性：90℃、30秒間

アニーリング：55℃、2分間

伸長反応：72℃、2分間

最終伸長反応：5分間

：30サイクル

4．電気泳動

　　PCR増幅物はアガロースゲル電気泳動により、バンドを確認した。

（1）TAEバッファーに2．0％のアガロースを加熱、溶解し、冷却後にミニゲル

　　　電気泳動装置（ミューピッドー2）にセットする。

（2）泳動用バッファーとしてTAEをゲルが浸る程度まで加える。

（3）PCR増幅物2μ1を分子量マーカーに添付のLoading　Buf驚r　10μ1により6

　　　倍に希釈し、ゲルに注入する。Loading　Bu伽rの色素がゲルの1／2から2／3

　　　の位置に移動するまで電気泳動を行う。

（4）電気泳動終了後、ゲルを0．5μ9／mlのエチジウムブロマイド溶液中に約30

　　　分間浸し、染色を行う。

（5）染色が終了したゲルはUVトランスイルミネーター上でバンドを確認す

　　　る。

（6）ポラロイドフィルムにより、ゲルの写真撮影を行う。

19



結 果

1．PCRの結果

　　バベシア自然感染犬10頭及び実験感染犬3頭のnested　PCR電気泳動写真：

いずれのサンプルにおいても約300bp前後のバンドが得られた（図2）。

2．検出感度検討結果

　　本PCR法の検出感度を検討するため段階希釈サンプルを用いてnested　PCR

を行った結果、最終希釈サンプル（寄生率：約0．000118％、寄生赤血球数：約

9．93x100／μ1）でもバンドを得ることができ、本法で用いたnested　PCR法が高い

検出感度を持っていることが示された（図3）。
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財8わo　ゴθ／8ゐ　ゴノ左1加η

489bp・

267bp・

図2。Bg∫わ50η∫自然感染犬10頭および実験感染犬3頭のnested　PCR増幅物（約

300bp）のアガロースゲル電気泳動像（エチジウムブロマイド染色）。

Lane　M：分子量マーカー。　Laneらα’～ソ’

実、験感染犬。Lane‘η‘：非感染犬。

：Eg’ろ50η’自然感染犬。　Lane　T～’扉：
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ルr　α　わ　o　ゴ　　θ

489bp－

267bp一

図3．11ested　PCRの検出感度検討屯気泳動像。　Lane‘α’：寄生率約1。18％。

　　　Lanc‘わ’～’ε’：10倍段階希釈サンプル。　Laneλ4：分子量マーカー。
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実験2：宮崎由来の泓g∫ゐ50η’リボソームDNAの部分的塩基配列の

　　　　　　　　　　　　比較、検討
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材 料

1．菰g伽侃泊然感染犬血液

　　第2章で採血した、宮崎県内で発生したバベシア自然感染犬10頭のうち7

頭のEDTA処理末梢全血を使用。

2．且g’ゐ∫oπ’リボソームDNA遺伝子断片

　　8g∫わ50η’リボソームDNAの部分的遺伝子断片を、第2章で述べたnested　PCR

法によって増幅した後、アガロースゲルより再抽出。

3．機械、器具及び試薬

　PCR、電気泳動に関する器具、試薬等は、

　1．～24．：第2章と同一のものを使用した。

　25．DNA抽出キット（QIAquick　Gel　Extraction　Kit：Qiagen，　Hilden，　Ge㎜any）

　26．遺伝子解析ソフトウェア（GENETYX－WrN　Vbrsion　3．2．0：So丘ware

　　Development　Co．　Ltd．，　Japan）

　27．シークエンサー（ABI　377　automatic　DNA　sequencer：Perkin－Elmer，　Foster　Ci以

　　CA，　USA）：外部機関に測定を外注した。
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方 法

1．PCR

2．電気泳動

1．及び2．は第3章の同項目に準じる。

3．DNA再抽出

　　バベシア自然感染犬10頭のうち7サンプルは、PCRによって得られたバン

ドをアガロースゲルより切り出し、DNA抽出キットを用いてDNA断片の再抽出

を行った。なお、DNA断片抽出のプロトコールはキット添付の説明書に従って

実施した。

2．シークエンス

　　上記で抽出したDNA断片は外注にてABI　377　automatic　DNA　sequencer

（Perkin－ElmeちFoster　Ci鵬CA，　USA）を用いてのダイレクトシークエンスを行い、

塩基配列を調べた。

3．ホモロジー解析

　　上記で得られた7塩基配列は、解析ソフトウェア（GENETYX－WIN　V6rsion

3．2．0，So伽are　Development　Co．　Ltd．，　Japan）を使用して、各々の配列のマルチアラ

イメントを行い、比較、検討した。
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　　また、それらの配列と、データベース上に登録されている8g伽o加リボソ

ームDNAの塩基配列（GenBark　accession　number：8g伽oη∫18S　rDNA，　AF　188001；

8g∫ゐ30η∫16S　rDNA，　L　13729；ja　g∫ろ50η’18S　rDNA　genotype　Asia　1，　AF175300；　E

g∫b50η’18S　rDNA　genotype　Asia　2，　AF　175301）との間でホモロジー解析を同解析ソ

フトウェアを用いて行った。

4．系統樹

　　上記のE9ゴ∂30η∫リボソームDNA塩基配列（R　9∫ろ30η∫18S　rDNA、　E　9’ゐ30所

16S　rDNA、、猷gめ30η∫18S　rDNA　genotype　Asia　1、」a　g∫ゐ50加18S　rDNA　genotype　Asia

2）と宮崎由来1乃∫g30η’の塩基配列との間で、同解析ソフトウェアを用いて系統

樹を作製した。系統樹はUPGMA（平均距離法）及びNJ（近隣結合法）により

作製し、無根系統樹とした。
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結 果

1．シークエンスの結果

　　本研究で行った7例の塩基配列（プライマー領域を除き269bp）はホモロジ

ー解析の結果、いずれも同一の塩基配列を有していた（図4）。

2．ホモロジー解析結果

　　上記7例から得られた塩基配列と、データベース上に登録されているla

9伽oη∫リボソームDNAの4塩基配列（GenBank　accession　number：89∫ゐ30η’18S

rDNA，　AF　188001；8g∫ろ50η∫16S　rDNA，　L　13729；、R　gノわ30ηノ18S　rDNA　genotype　Asia

1，AF　175300；8g伽oη∫18S　rDNA　genotype　Asia　2，　AF　175301）との間でホモロジ

ー解析を行った結果、Rgノろ30η月8SrDNA（ヨーロッパ由来例）及び8g伽oη∫16S

rDNA（アメリカ由来例）間とのホモロジーはいずれも84．0％と一致は見られな

かった。また、プライマー領域を除いた塩基配列のサイズは宮崎由来例：269bp、

ヨーロッパ及びアメリカ由来例：287bpとプライマー間の塩基配列のサイズも異

なっていた。

　　一方、同宮崎由来例とEgめ50η∫18S　rDNA　genotype　Asia　1（日本由来例）及び

Eg∫ろ50η’18S　rDNA　genotype　Asia　2（マレーシアおよびスリランカ由来例）との

間のホモロジー解析はいずれも100％と一致した。また、フ゜ライマー領域を除く

塩基配列のサイズもいずれも269bpと同じであった（図5）。
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3．系統樹

　　上記解析ソフトウェアを用いて系統樹を作製した（図6及び図7）。各図に

示した通り、本実験で得た長さの塩基配列を用いた系統樹上では、Egノゐ50η∫18S

rDNA及び8g伽oη∫16S　rDNAは同じ系列に、8　g∫ろ50ηノ18S　rDNA　genotype　Asia　1、

89め50ηノ18S　rDNA　genotype　Asia　2及び宮崎由来例の3者も共に同一の系列に含

まれる結果となった。
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GCTAATACAA　GTTCGAGGCC　TTTTTGGCGG　CGTTTATTAG　TTCTAAACCT

CCCTTGGTTT　TCGGTGATTC　ATAATAAACT　CGCGAATCGC　TTTTAGCGAT

GGACCATTCA　AGTTTCTGAC　CCATCAGCTT　GACGGTAGGG　TATTGGCCTA

CCGAGGCAGC　AACGGGTAAC　GGGGAATTAG　GGTTCGAT丁C　CGGAGAGGGA

GCCTGAGAAA　CGGCTACCAC　ATCTAAGGAA　GGCAGCAGGC　GCGCAAATTA

CCCAATCCTG　ACACAGGGA

図4．宮崎由来Eg∫∂50η’リボソームDNAの部分的塩基配列（269　bp）。
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B．　gibsoni　Asia　l
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図5．B．　g∫ろ50η6例（宮崎由来例、　Asia　1、　Asia　2、16S、18S）のホモロジー解析。

宮崎由来例（’Miyazaki　Strain’）、Asia　1、Asia　2はプライマーを除き269　bp、

16S及び18Sは287　bp。 ドットは宮崎由来例と同一塩基。
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図6．系統樹：UPGMA

（1）：FIOating　scale、　（2）：

（平均距離法）。
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図7．系統樹：NJ（近隣結合法）。

（1）：Floating　scale、　（2）：Fixed　scale。
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考　　察

　　多くのバベシア症は熱帯、亜熱帯を中心に広く世界中で認められる［6］。犬

のバベシア症に関しても、Eoo廊及び8gめ50加両者を含めて、アジア、アフリ

カ、南北アメリカ大陸、ヨーロッパなど、広く分布している。日本における犬の

バベシア症は丑cα廊と丑g伽oη’両者の感染がそれぞれ報告されている沖縄を

除き、1至gめ30ηノの感染によって起こり、日本全国で広く見られるが、特に西日

本では現在も多くの症例が発生している。

　　犬バベシア症感染の診断法として、一般的に広く用いられている光学顕微鏡

による血液塗抹標本の観察は、獣医臨床の現場では簡便かつ迅速に実施可能であ

るという点から、最も頻繁に行われることの多い診断方法である。しかしながら、

血液塗抹標本を用いた診断では、低寄生率を示すような感染初期の症例や、一旦

臨床症状が消失してはいるものの依然としてバベシアが持続的に感染し続けて

いるキャリアー犬等ではその検出感度の点からもいささか信頼性に欠け、そうい

った症例の検出には更に経験、熟練を要するという欠点を有している［6、19］。

　　また、バベシア症の治療として、いくつかの抗原虫薬やクリンダマイシン等

の抗生物質の投与による治療が試みられている［8、19、36］が、原虫の寄生は

これらの薬物投与によっても完全に消失することはなく、再発や再感染の可能性

も大いに残されている［10］。

　　上記に示した、これらの点からも、より検出感度の高い診断法が確立される

33



ことは重要であり、特に現在でも多くの感染症例が発生する地域では、慢性感染

犬のキャリアー化や、輸血等のドナーのスクリーニングなど、その必要性はさら

に高いものとなっている。

　　前述した血液塗抹標本の観察より更に高感度の診断法として、補体結合反応

（complement丘xation：CF）、間接的蛍光抗体法（indirect　nuorescent　antibody　test：

IF畑轡素免疫測定法（enzy鵬1i血ed　i㎜unosorbent　assay：ELISA）などの血

清学的診断法がある。これらはそれぞれ検出可能な時期や感度に差はあるものの、

おおむね十分な検出感度を持っている。しかし、診断に必要な時間や手間、設備

などの点で、実際の臨床現場において必ずしも常に実施可能とは言えず、研究室

レベルで実施可能なバベシア感染診断法である。

　　上記以外の診断法として、DNAプローブを用いるハイブリダイゼーション

法やPCR法などの分子生物学的診断法が挙げられる。これらの診断法も長所と

して高い検出感度を持ち、短所として器具、試薬などの設備の必要が挙げられる。

　　しかし、PCR法は検出感度が高く、なおかつ用いるサンプルがごく微量の血

液で実施可能なためもあり、高感度なバベシア感染検出法として、実際に多くの

バベシア感染での実施が報告されている［3、9、38、39］。80α痂及び、ag’わ50η’

のバベシア原虫2種に関しても、PCRによる感染の検出が報告されており［9、

38、39］、特に丑oα廊に関しては以前より報告も多く、PCR等の分子生物学的

方法を用いてのサブタイプの分類に関しても報告されている［9］。一方、PCR

法によるEgめ30加の分子生物学的アプローチはごく最近まで非常に少なく、日
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本国内での報告もほとんど見られなかった。

　　本研究では、宮崎県内で発生した犬バベシア症の自然感染犬10頭及び実験

感染犬3頭の末梢全血をサンプルとしてPCRを行い、その中でも2種類のプラ

イマーペアを用いて二度のPCRを行うnested　PCRを行った。この方法によって、

DNAサンプルとして、赤血球中のBgノろ30η∫のゲノムDNAを用いる本PCR法

に大きく影響する阻害因子等の影響を少なくし、また、コンタミネーションを減

少させることができ［26］、本法での8g∫ゐ50η∫リボソームDNAの検出感度を高

めることができたと思われた［4］。しかし一方、第一回目のPCRでバンドが得

られなかった理由の大きなものは、後の部分で詳述するが、最初のPCRで用い

たプライマーペアの塩基配列が今回得られた宮崎由来のBg伽oη’では一箇所異

なっていたためであると思われた。

　　しかしながら、本PCR法では検査感度の検討の項目で示したように、

0．0001％程度の非常に低い寄生率の血液サンプルからでもバンドを得ることが

可能であった。その点で、PCRによるバベシア感染検出法の大きな利点である、

感染初期の症例やキャリアー犬といった低寄生率のサンプルでも十分に有用で

あることを示すことができたと思われる。

　　また、今回PCRによる増幅の目標配列として、　E　gノろ50η’のリボソームDNA

の部分的配列を用いた。リボソームDNAの塩基配列を用いての分子系統学的解

析はバベシアを含めた多くの生物で利用されている。その理由として、リボソー

ムDNAの塩基配列上における変異のバリエーションが限られたものであること
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が挙げられている［9］。

　　そこで、実験2において、今回行ったPCR法で得られた8g伽oη∫リボソー

ムDNAの遺伝子断片の塩基配列を調べ、その配列を基にして他の8g∫ゐ30η’リ

ボソームDNA由来の塩基配列との比較、検討を試みた。

　　その結果、当初プライマーを作製するための参考とした1弐g∫ゐ30η月6S　rDNA

（アメリカ由来例）のものとは塩基配列が異なっており、ホモロジー解析におい

ても84．0％と一致するものではなかった［5］。このアメリカ由来のE＠50η’16S

rDNAはThomfbrdらによって最初にデータベース上に登録されたBg∫ゐ50η∫唯一

のゲノムDNAの塩基配列であった。その後、　Zahlerらによって、ヨーロッパ由

来とアジア由来の2種を含めた3種類のBg伽oη’18S　rDNAの塩基配列が発表

された［38、39］。そこで著者らがPCRによって増幅した遺伝子断片の塩基配列

とそれらの配列とのホモロジー解析を試みたところ、宮崎由来の8g伽o加の症

例はZahlerらが報告したEg’ゐ30η∫18S　rDNA　genotype　Asia　1及びBgめ50η∫18S

rDNA　genotype　Asia　2（Asia　1及びAsia　2の二者のホモロジー解析の結果は99．9％

similarity）の当該塩基配列部位と100％合致し、宮崎由来例が上記のEg’ゐ30η’18S

rDNA　genotype　Asia　1あるいは3g伽oη’18S　rDNA　genotype　Asia　2のいずれかに

該当するのではないかということが確認された［5］。

　　前述のZahlerらの報告によれば、ヨーロッパ由来の、a　g伽oη∫18S　rDNAと

先に報告されたアメリカ由来のEg伽oη∫16S　rDNAとはホモロジー解析の結果、

そのホモロジーの値は比較的近かったが（90．4％similarity）［38］、Eg∫ゐ30η∫18S
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rDNA　genotype　Asia　1及びRgめ30η’18S　rDNA　genotype　Asia　2とヨーロッパ由来

例及びアメリカ由来例との間では近似しなかった（88．0～89．6％similarity）［38、

39］。

　　著者らの宮崎由来例の比較的限定された部分的塩基配列の比較の結果では、

宮崎由来例、丑gめ50ηノ18S　rDNA　genotype　Asia　1及びR　g伽oη’18S　rDNA　genotype

Asia　2とヨーロッパ由来例、アメリカ由来例との間のホモロジーでは84．0％とい

う低いものであった［5］。また、PCRによって得られた遺伝子断片のサイズも、

プライマー領域を除いての各々の該当部位はヨーロッパ及びアメリカ由来例が

287bp、宮崎由来例、　Asia　1及びAsia　2が269　bpとなり、宮崎由来例を含むアジ

ア型のBg伽oη’はヨーロッパ及びアメリカ由来のものとは異なったバベシア種

であることが明らかとなった。

　　Zahlerらはアジア由来のバベシアが真に8g必30η∫であり、ヨーロッパ由来

の例を他のバベシア種として分類している［38］。著者らの行った本研究の結果

も既報と類似した結果となり、これらの報告を指示する結果が得られたと思われ

る。

　　本研究の結果を基礎として、今後より完全なEg’ゐ30η∫リボソームDNAの

塩基配列が決定され、それらを、日本を含めたBg∫ろ50ηノ分布地域より広くサン

プルを収集し、比較、検討を行うことにより、より詳細な分子系統学的1青報を得

ることが可能であると確信される。
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