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論 文 の 内 容 の 要 旨

本夢文ではこれまで培養が困難であった弱毒トリパノソーマ原虫のSqDマウスま

たは試験管内培養法による大量増殖法を確立し,これらの原虫の分子生物学および免疫学

的応用研究を行った.

第一章では弱毒･トリパノソーマ原虫の実験動物あるいは試験管内培養技術を用いた

簡便な大量増殖法の開発を試みた.弱毒株2種7株を含むトリパノソーマ原虫3種15株

の血流型原虫をSCIDおよびBALB/cマウスに感染し,血液中の原虫濃度を比較検討した.

scIDマウス血液中の原虫濃度は全てのトリパノソーマ原虫株で1×1げcells/血◆以上に到

達し,椚日間以内に全頭贅死した.一方,BALB/cマウスでは弱毒株感染に対して抵抗性

を示し,一過性の原虫血症を呈した後,生存耐過した.以上の結果より,SCIDマウスが

弱毒トリパノソーマ原虫の増殖に有用であることが示された.次に,SODマウスにより

大量増殖させた虫体を用いてパルスフィールド電気泳動法を行い,rわ.gのめお那e4株,r

あ.血ぁおw2株,rC叩ね那gl株およびrm那f7株についてクロモソーム電気泳動パ

ターンを比較検討した.エチジウムブロマイド染色によるバンドパターンはrゐ･gα通お那g

において分子量約150kb以下のミニクロモソーム嶺域がその他の種に比べて少ない傾向

が認められた.しかしながら,全体的な泳動パターンでは原虫種,原虫株および分離地域

を特徴づける一定のパターンは認められなかった.

血流型トリパノソーマ原虫の培養法はすでに確立され,原虫の純培養も可能である･

しかし,培養をはじめるに当たり原虫を一度実験動物で増殖する必要があるため,これま

で培養可能な原虫は強毒抹に限られていた.そこでSCIDマウスから得られた血流型虫体
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を用いて弱毒トリパノソーマ原虫の試験管内培養法の確立を試みた.主として基礎培地に

添加する血清について検討した結果,同原虫培養には従来用いられてきた20%ウシ胎仔

血清添加培地よりも20%ヒト血兼添加培地が適していることが明らかになった.

第二章では第一章で確立した方法を用いて得られた血流型トリパノソーマ原虫を用

いて同原虫の分子生物学的性状を比較検討した.家畜のズルラ病の病原体であるr g帽那f

は吸血昆虫によって機械的に伝播されるため,世界中の熱帯,亜熱帯および温帯地域に分

布する.一方,家畜およびヒトの睡眠病病原体であるr.血血佑dはアフリカ大陸のサハラ

砂漠以南にのみ生息するツェツェバエによって生物学的に伝播する.両者は形態学的にも

生化学的にも酷似しており,一般にrのⅥ那fはrあ用αfから分化したと考えられている.

近年,キネトブラストミニサークルDNA特異的m法によるr gⅦ那f特異的診断法も

報告されているが,南米や中国ではキネトブラストDNAを欠損したr gⅦ那fが流行して

いることから,このm法を診断へ応用するには注意が必要である.さらに本研究によ

って世界で初めて同m法で陽性結果を示すrあ用αfが存在することが証明された.こ

の結果は,r eⅦ那fがr古川αfに由来していることを支持するが,r g昭那f特異的PCR

法はキネトブラスト欠損型r(m訓戒の感染を見逃す危険性があるのみならず,その特異

性においても問題があることを示した.次に,rあⅢαfの昆虫型虫体に特異的に発現する

表面抗原遺伝子(嘲が近縁種であるr(m訓扇においてどの程度保存されているか否

かを検討した.7二gⅦ∽血は昆虫型の発育ステージを持たないにもかかわらず,検索した7

株のr g帽那～全てにおいてPARP特異的m法でrあ円上αiと同一の増幅パターンが得ら

れた.さらに,プロモーター領域を含むRARP遺伝子の配列を両原虫種間で比較したと

ころほぼ同一で,RT-pCR法によってPARP遺伝子の転写がT emnsiにおいても起こって

いることが証明された.以上の結果は,rg昭那fがrあmcef由来であることをさらに強く

支持する.さらに,PARP特異的m法はrみmαfおよびr卯α那fに特異的で,キネト

プラストDNA欠損型rの切那fも検出可能であったことから,両原虫の検出および診断に

有用であることが示唆された.

第三章では,SCIDマウス体内で増殖した弱毒抹トリパノソーマ原虫をBÅLB/cマ

ウスに感染し,同原虫株に対する感染防御機構を解析した.抗m単クローン抗体(mAb)

で処置したBALB/cマウスでは感染後無処置マウスより有意に高く(Pd.05)持続性の原

虫血症を呈したのに対し,無処置マウスの原虫血症は散発性かつ軽度であった.さらに,

抗IL4mAbで処置したマウスでは無処置マウスと比較して頻繁に原虫血症を再発した

(Pd).01).また,抗餅mAb投与マウスでは感染後血清中にIL4が検出されなかった.

以上の結果から,弱毒株トリ/でノソーマ原虫に対する感染防御にはm陽性丁細胞およ

び同丁細胞サブセットによって制御されるIMが重要であることが示された.

以上,本論文では弱毒トリパノソーマ原虫のSq二Dマウスまたは試験管内培養法に

よる大量増殖法を確立し,同原虫の分子生物学および免疫学的応用研究を行った結果,キ

ネトブラストDNAおよびPARP遺伝子の比較から,TbnLCeiとTevandの近縁関係を強

く支持する結果が得られたと共に,PARP遺伝子特異的■m法によるrみ川αfおよびr

m那i感染症に対する診断法への応用の可能性が示された.さらに,弱毒株トリパノソー

マ原虫を用いて宿主の感染防御機構を解析した結果,トリパノソーマ原虫に対する感染防
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御にm陽性丁細胞およびIMが重要であることが示された.これらの結果払 いかな

る分離株においてもその病原性に関係なく大量増殖できることを示唆しており,トリパノ

ソーマ原虫の生化学的,分子生物学および免疫学的研究の推進に貢献する.

審 査 結 果 の 要 旨

本論文ではこれまで培養が困難であった弱毒トリパノソーマ原虫のSCIDマウ

スまたは試験管内培養法による大量増殖法を確立し,これらの原虫の分子生物学お

よび免疫学的応用研究を行った.

第一章では弱毒トリパノソーマ原虫の実験動物あるいは試験管内窄養技術を用

いた簡便な大量増殖法の開発を試みた.弱毒株2種7株を含むトリパノソーマ原虫3

種15株の血流型原虫をSCIDおよびBALB/cマウスに感染し,血液中の原虫濃度を比

較検討した.SCIDマウス血液中の原虫濃度は全てのトリバノソーマ原虫株でⅠ×io8

C胡s/ml以上に到達し,即日間以内に全頭発死した･一方,甲LB止マウスでは弱毒

株感染に対して抵抗性を示し,一過性の原虫血症を呈した後,生存耐過した.以上

の結果より,SCIDマウスが弱毒トリパノソーマ原虫の増殖に有用であることが示さ

れた.次に,SCIDマウスにより大量増殖させた虫体を用いてパルスフィールド電気

泳動法を行い･rあ･gα椚あ血∫g4株,rあ･血de血チビ2株,rCO聯Je乃∫el株およびr･

eγα那f7株についてクロモソーム電気泳動パターンを比較検討した.エチジウムブロ

マイド染色によるバンドパターンはrあ.gαmみゴビ乃∫eにおいて分子量約150kb以下の

ミニクロモソーム領域がその他の種に比べて少ない傾向が認められた.しかしなが

ら,全体的な泳動パターンでは原虫種,原虫株および分離地域を特徴づける一定の

パターンは認められなかった.

曲流型トリパノソーマ原虫の培養法はすでに確立され,原虫の純培養も可能で

ある.しかし,培養をはじめるに当たり原虫を一度実験動物で増殖する必要がある

ため,これまで培養可能な原虫は強毒株に限られていた.そこでSCIDマウスから得

られた血流型虫体を用いて弱毒トリパノソーマ原虫の試験管内培養法の確立を試み

た.主として基礎培地に添加する血清について検討した結果,同原虫培養には従来

用いられてきた20%ウシ胎仔血清添加培地よりも20%ヒト血衆添加培地が適してい

ることが明らかになった.

第二章では第一章で確立した方法を用いて得られた血流型トリパノソーマ原虫

を用いて同原虫の分子生物学的性状を比較検討した.家畜のズルラ病の病原体であ

るr eγd那fは吸血昆虫によって機械的に伝播されるため,世界中の熱帯,亜熱帯お

よび温帯地域に分布する.一方,家畜およびヒトの睡眠病病原体であるrあr〟Cefは

アフリカ大陸のサハラ砂漠以南にのみ生息するツェツェバエによって生物学的に伝
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播する.両者は形態学的にも生化学的にも酷似しており,一般にreγd那iはrあr以Cej

から分化したと考えられている.近年,キネトブラストミニサークルDNA特異的PCR

法によるr evα乃∫f特異的診断法も報告されているが,南米や中国ではキネトブラス

トDNAを欠損したT evansiが流行していることから,このPCR法を診断へ応用す

るには注意が必要である.さらに本研究によって世界で初めて同PCR法で陽性結果

を示すrわr以Cefが存在することが証明された.この結果は,r eγα那fがrあr〟Cgfに

由来していることを支持するが,reVα那f特異的PCR法はキネトブラスト欠損型r

gγd乃∫fの感染を見逃す危険性があるのみならず,その特異性においても問題がある

ことを示した.次に,r.血Ⅷ灯dの昆虫型虫体に特異的に発現する表面抗原遺伝子

(PARP)が近縁種であるr gvd乃∫fにおいてどの程度保存されているか否かを検討し

た.revα那iは昆虫型の発育ステージを持たないにもかかわらず,検索した7株のr

eγα那i全てにおいてPARP特異的PCR法でrみr以Cefと同一の増幅パターンが得られ

た.さらに,プロモーター債域を含むPARP遺伝子の配列を両原虫種間で比較した

ところほぼ同一で,RT-!℃R法によってPARP遺伝子の転写がrgvα乃∫主においても

起こっていることが証明された.以上の結果は,r gγα那fがrみ川Cどょ由来であるこ

とをさらに強く支持する.さらに,mRP特異的PCR法はr.血Ⅷ灯dおよびr gvα乃∫f

に特異的で,キネトブラストDNA欠損型revd乃∫fも検出可能であったことから,両

原虫の検出および診断に有用であることが示唆された.

第三章では,SCIDマウス体内で増殖した弱毒株トリパノソーマ原虫をBALB/c

マウスに感染し,同原虫株に対する感染防御機構を解析した.抗CD4単クローン抗

体(mAb)で処置したBALB/cマウスでは感染後無処置マウスより有意に高く

(M.05)持続性の原虫血症を呈したのに対し,無処置マウスの原虫血症は散発性

かつ軽度であった.さらに,抗IL4mAbで処置したマウスでは無処置マウスと比較

して頻繁に原虫血症を再発した(Pd).Ol).また,抗CD4mAb投与マウスでは感染

後血清中にⅠし4が検出されなかった.以上の結果から,弱毒株トリパノソーマ原虫

に対する感染防御にはCD4陽性丁細胞および同丁細胞サブセットによって制御され

るⅠし4が重要であることが示された.

以上,本論文では弱毒トリパノソーマ原虫のSCIDマウスまたは試験管内培養

法による大量増殖法を確立し,同原虫の分子生物学および免疫学的応用研究を行っ

た結果,キネトブラストDNAおよびPARP遺伝子の比較から,TbnLCeiとT evansi

の近縁関係を強く支持する結果が得られたと共に,PARP遺伝子特異的PCR法によ

るrあr以Cg王およびr gγα那f感染症に対する診断法への応用の可能性が示された.さ

らに,弱毒抹トリパノソーマ原虫を用いて宿主の感染防御機構を解析した結果,ト

リパノソーマ原虫に対する感染防御にCD4･陽性丁細胞およびⅠし4が重要であること

が示された.これらの結果は,いかなる分離株においてもその病原性に関係なく大
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量増殖できることを示唆しており,トリパノソーマ原虫の生化学的,分子生物学お

よび免疫学的研究の推進に貢献する.

以上について,･平成11年9月10日に開催された審査委員会において審査委員全

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価値ある

ものと認めた.
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