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論 文 の 内 容 の 要 旨

へモプラズマは赤血球寄生性マイコプラズマの総称で,種特異性が比較的強く,反勿獣
やイヌ,ネコ,ブタなど多くの動物種由来のものが報告されている｡へモプラズマは元

〟加での培養法が確立されていないため,その分類学的検討は16S
rm遺伝子や∫叩β

などの塩基配列に基づいて行われている｡

我が国では野生ニホンジカの個体数の増加に伴い,家畜やヒトへの感染症の感染源とし

ての役割も危慎されているが,ヘモプラズマについては研究が進んでいない｡また,飼養

豚においても炒c叩ノ∂5朋∫〟ノ∫と缶e〝班mgo00p∂rⅧの2種類のへモプラズマの存在が

知られているが,とくに且p∂rⅧについては研究が進んでいない｡

本研究では野生ニホンジカと飼養豚におけるへモプラズマの感染状況を調査し,またリ

アルタイムPCR法による飼養豚におけるへモプラズマの検出法の開発を行った｡

第1章では,野生ニホンジカの血液147検体からDNAを抽出し,へモプラズマの16SrRNA

遺伝子を標的としたリアルタイムPCRを実施した｡その結果,13検体(9%)においてヘ

モプラズマが検出された｡

さらに陽性検体について16Srm遺伝子のほぼ全領域についての塩基配列を解析し,デ

ータベースに登録されたへモプラズマの16S rⅢ岨遺伝子と比較した｡その結果,13検体
から得られたPCR産物は塩基配列の違いにより2つのグループに分けられ,第1のグルー

プは新種のへモプラズマであることが示され,`cbDdI由tusM.erythrocervae,と命名した｡

第2のグループはさらに∫明媚の塩基配列についてもあわせて評価した結果,第2のグル

ープも新たなへモプラズマである事が示され,`cbDdIゐtusM.haemocervae,と命名した｡
以上,ニホンジカから2種の新菌種を発見じ命名した｡

第2章では,飼養豚におけるヘモプラズマを検索した｡臨床的に健康な肥育豚から得た

血液12検体に対し,第1章と同様に16SrRNA遺伝子を標的としたリアルタイムPCRによ

-116-



りへモプラズマ感染を調べた｡その結果,8検体が陽性を示した｡さらに,これら陽性8

検体について第1章と同様に16Srf削A遺伝子のほぼ全領域の増幅を試みたところ,6検体

について塩基配列が決定された｡得られた6個の塩基配列は2つのグループに分けられ,

第1のグループはその塩基配列の相同性から必 g山∫である事が示唆された｡第2のグル

ープも〃 ∫扉∫の塩基配列と最も近縁だったが,相同性が95%以下と低かったことから,
さらにJ頑の塩基配列を決定した｡その結果,やはり〃ぶ〃i∫の塩基配列と最も近縁だっ

たが相同性が90%以下と低く,さらに坤の酵素活性に重要な回文様配列による立体構
造にも違いが認められたことから,第2のグループは〟二 ∫肌bに近縁な別の菌種であるこ
とが示唆された｡

ブタにおけるヘモプラズマのうち,且.声打Ⅵ瓜についてはこれまで遺伝子配列について

の研究はなされておらず,マイコプラズマへの再分類がなされていなかったが,本研究に
より且.印汀Ⅵ畑の16S

r郡A遺伝子と叩βの塩基配列を明らかにし,これらを且
p8rア皿

のものとしてデータベースに登録し,さらに且 parγ皿をマイコプラズマの一種である

伽q〆∂5皿∂parⅧとして再分類することを提唱した｡

第3章では,PCR法によるブタのヘモプラズマの検出法を確立することを目的とした｡

〃
∫山∫および〃.印汀Ⅵ皿の16SrRNA遺伝子を標的として,両者の共通配列を元にしたユ

ニバーサルプライマーと,それぞれのへモプラズマの固有配列を元にした種特異プライマ

ーを作成し,第2章においてヘモプラズマの感染を確認した6つの血液検体について再度
リアルタイムPCRおよびエンドポイントPCRを実施した｡その結果,種特異プライマーを

使用したエンドポイントPCRおよびリアルタイムPCRにより6検体中5検体からM suls

が,3検体から〃p∂rⅧが検出され,2検体に混合感染があることが示されたム また,リ

アルタイムPCRの方がエンドポイントPCRよりも結果が明らかであることも示された｡ユ

ニバーサルプライマーを使用した場合にはいずれのPCRでもへモプラズマ感染が確認でき
たが,混合感染を確認することはできなかった｡これらの結果から,ブタにおけるへモプ

ラズマの検出を行うには種特異プライマーを使用したリアルタイムPCRが最も適している

ことが判明した｡

次に,11農場から得られた120頭の臨床的に健康なブタの血液について,種特異プライ

マーを用いたリアルタイムPCRによりヘモプラズマ感染を調査した｡その結果,6農場
(54.5%)18頭(15.0%)のブタが〃p∂rr皿･陽性で,1農場(9.1%)6頭(5.0%)の

ブタが〃 ∫〟J∫陽性,3頭(2.5%)において両ヘモプラズマの混合感染が認められた｡
本研究によるスクリーニングでは野生ニホンジカと飼養豚においては固有のへモプラズ

マの感染が認められたが,その他の動物種で認められるヘモプラズマが検出されなかった

ことから,野生ニホンジカが家畜へのへモプラズマの感染源になる危険性および飼養豚が

他の動物からへモプラズマの感染を受ける危険性はかなり低いということが示唆された｡

さらに,本研究により飼養豚における〃p∂∫円皿の農場陽性率が54%以上と高いことが確

認され,ブタの複合感染症の原因としての役割の評価など,さらなる研究の必要があるこ

とが示唆された｡

審 査 結 果 の 要 旨

赤血球寄生性を示すマイコプラズマであるヘモプラズマについて,野生ニホンジカと飼

養豚の血液を材料とし,16S rRNA迫伝子とndを標的としたリアルタイムおよびエンド
ポイントPCRを実施して感染状況について調査し,さらに豚へモプラズマの検出法の開発

を試みた｡

第1章では野生ニホンジカにおけるヘモプラズマの感染を調査することを目的とし,野

生ニホンジカの血液147検体についてリアルタイムPCRを実施し,13のヘモプラズマ陽性

検体を摘発した｡さらにエンドポイントPCRによる16S rRNA迫伝子およびn7PBの塩基配
列の決定により2種の新菌種を発見し,命名した｡
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第2章では飼養豚におけるヘモプラズマの感染を調査することを目的とし,飼養豚の血

液12検体についてリアルタイムPCRを実施し,ヘモプラズマ陽性検体を検出した｡さらに,

16SrRNA迫伝子およびn7PBを標的としたエンドポイントPCRによりAb,CCP]a5MSulsと,

勿e〃′班rozoo〟p∂ry皿のものと思われる新たな塩基配列を決定し,さらに且.師ばⅥ皿をマ

イコプラズマの一種である〟.笹汀Ⅵ腰として再分類することを提唱した｡

第3章ではブタのヘモプラズマの検出法を確立するために,〟
∫山∫および彪.笹汀Ⅵ瓜

の16SrRNA造伝子の共通配列を元にしたユニバーサルプライマーと,それぞれの種の固有

配列を元にした種特異プライマーを作製し,第2章においてヘモプラズマの感染を確認し

た血液検体についてリアルタイムおよびエンドポイントPCRを実施した結果,種特異プラ

イマーを用いたリアルタイムPCRによる豚へモプラズマの検出感度が最も高いことが示さ

れ,さらに〟■ ∫肌ねと〃p∂ry皿の混合感染が成立することを初めて示した｡さらに,種
特異プライマーを用いたリアルタイムPCRを11農場から得た120頭のブタの血液について

実施した結果,6農場(54.5%)18頭(15.0%)のブタが彪p∂ry皿陽性で,1農場(9.1%)

6頭(5.0%)のブタが〟∫山∫陽性,3頭(2.5%)において両ヘモプラズマの混合感染が

あることを示した｡

本内容は,野生ニホンジカや飼養豚におけるヘモプラズマの浸潤状況を明らかとし,さ

らにブタにおけるヘモプラズマ症の診断に貢献できると考えられた｡

以上について,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

文として十分価値があると認めた｡
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