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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、犬バベシア症の原因である Babesia  gibsoniに対してアトバコン(ATV)をより

効果的に使用するためのエビデンスを確立することを目的として、申請者がこれまでに確立し
た野生型および ATV耐性培養株を用いて①ATV 標的部位と推測されるミトコンドリア機能の解
析、②分子生物学的解析、③多剤に対する薬剤感受性、④ATVおよび併用薬剤の相互作用につ
いての評価を行い、これらの結果をもとに⑤ATVおよび proguanil製剤（Malarone®）の急性期
B. gibsoni感染症に対する治療効果の評価を行った。その結果、原虫 ATV耐性発現はミトコン
ドリア CYTb 遺伝子における一塩基多形 121I の関与によるものであることが強く疑われ、さら
にこの多型を有する原虫は ATV以外の薬剤に対して交差耐性を示さないことが明らかとなった。
また ATV および他剤との併用は原虫増殖に対して相乗～相加作用を示し、Malarone®は急性期
B. gibsoni感染動物に対して高い治療効果を示すことが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The purpose of this study was to establish an effective usage of atovaquone (ATV) against 
Babesia gibsoni, which is a pathogen of canine Babesiosis. We performed some experiment 
using B. gibsoni continuous culture; ①analysis of mitochondrial function, ②molecular 
analysis, ③sensitivity test using other chemicals, ④interaction test among ATV and 
other drugs against B. gibsoni, and ⑤assessment of treatment efficacy of Malarone® 
against canine acute B. gibsoni infection. As the result, it was strongly suggested that 
the ATV resistance of this protozoa may related to M121I on mitochondorial cytochrome 
b gene, and also that ATV resistant B. gibsoni have not cross resistance against other 
chemicals. Combination of ATV and other drugs showed synergic to additive efficacy against 
the protozoal multiplication. In this study, it was also shown that Malarone® have high 
efficacy against acute B. gibsoni infection in dogs. 
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１．研究開始当初の背景 
Babesia gibsoni はマダニ媒介性に伝播す

る犬赤血球内寄生原虫である。我が国では古
くから犬における本原虫の感染が認められ
ているが、近年その発生は拡大傾向にあり、
本感染症の治療および予防法の確立は重要
課題である。 

申請者はこれまで、犬 Babesia gibsoni 感
染症に対する治療方法としてアトバコン
（ATV）に着目し、2004 年より研究を継続し
てきた。その中で ATV は in vitro 培養下の
本原虫に対して強い増殖抑制効果を持つこ
と、急性感染動物に対して速やかな治療効果
を有することを明らかにした。しかし ATV単
独投与後に、ミトコンドリアチトクローム b
遺伝子(CYTb)に遺伝子多型(M121I)を伴う原
虫の再発、および ATVに対する耐性発現が問
題点となった。 
 

２．研究の目的 
ATVは原虫ミトコンドリアチトクローム bc

複合体への電子伝達を阻害すると推測され
るが、詳細な機序は明らかにされていない。
本研究では B. gibsoni の ATV 耐性獲得機序
を明らかにするとともに、これに基づいて
ATV を中心とした多剤併用療法を確立し、新
たな治療方法についてのエビデンスを確立
することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
申請者は野生型および ATV耐性原虫の培養

株の確立に成功し保有している。本研究では
これらの培養株を用いて両株の①ミトコン
ドリア機能についての解析、②分子生物学的
な特徴の評価、③多剤に対する薬剤感受性の
評価を行った（平成 22年）。さらに④ATVお
よび併用薬剤の相互作用についての評価を
行い、これらの結果をもとに ATVおよび
proguanil製剤（Malarone®）の急性期 B. 
gibsoni感染症に対する治療効果の評価を行
った（平成 23年）。 
 
４．研究成果 
① 両培養株のATP産生能についてルシフェラ
ーゼ発酵法によって評価したところ、原虫増
殖に伴うATP産生増加は確認されなかった。こ
の結果は他の原虫においてこれまで報告され
た結果と異なるものであり、酸素濃度を含む
培養条件の違いに起因する可能性が考えられ
る。そのためミトコンドリア機能についての
新たな評価方法として、原虫ミトコンドリア
酵素であるDehydroorotate dehydrogenase 
(DHODH)に着目し、液体クロマトグラフィーを

用いた原虫由来DHODH活性の測定系を確立し 

た。今後この測定系を用いて両培養株におけ
るDHODH活性を比較する予定である。 
 
② 両原虫株におけるミトコンドリア遺伝子
（COX1, COX3およびcytb）の塩基配列を確認
した結果、cytbにおける一塩基多形（M121I
）以外にアミノ酸置換を伴う遺伝子変異は確
認されなかった。続いてallele-specific 
real-time PCR法によるM121I原虫の定量法を
確立した。これによる解析の結果、ATV耐性培
養株におけるM121I原虫は約99%以上の割合で
存在することが明らかとなった(図1)(Iguchi 
et al., 2012)。 
 

 

③ ATVに対してATV耐性株は野生株の約6倍、
感受性低下の示した。一方、両原虫株に対す
る複数薬剤(Diminazene aceturate、
Doxycycline、Azithromycin、Clindamycin、
Proguanil)の感受性を評価した結果、野生株
とATV耐性株の間に有意な差は認められず、B. 
gibsoniのATV耐性は交差耐性を示さないこと
が明らかとなった （表1）(Iguchi et al., 
2012)。 
 
④ 野生型およびATV耐性原虫培養株に対して
ATVと、Diminazene aceturate、Azithromycin
、Doxycycline、Clindamycin、Proguanilの相
互作用を確認したところ、いずれも相乗～相
加作用が認められ、明らかな拮抗作用を示す
ものはなかった（図2）。 
 
 

図1.CYTbにおけるM121Iを引き起こす多型(363G→363T)に対す

るallele-specific real-time PCR法。363G (A)および363T(B) 

に対するallele-specific PCRにおけるStandard Curveはそれぞ

れ105および104倍のdynamic rangeを示した。本法を用いて野生

型およびATV耐性B. gibsoni培養株における363G alleleの定量

を行ったところ、それぞれ7.4×107±5.2×107/μl、8.6×104±

1.6×104/μl を示した(C)。一方363ＴalleleについてはATV耐

性株で7.3×106±0.5×106/μlを示し、野生型株では検出限界以

下であった（Ct>22）(D)。 



 

 
 
⑤ ③および④の結果を受け、ATVおよび
Proguanilの合剤であるMaralone® 
(GraxoSmithKline)を、実験的に感染を成立さ
せた犬（慢性期2頭、急性期3頭）に10日間投
与し、その治療効果および副作用発現の有無
について検討を行った。その結果、急性期お
よび慢性期犬B. gibsoni感染症に対して本薬
剤は速やかな治療効果を有することが示され
た。またMaralone®は犬に対して強い副作用は
示さず、安全に使用できることが確認された
。しかし、すべての犬において治療終了後に
原虫の再出現、M121Iを伴うATV耐性原虫の発
現が確認された。急性期の1例については臨床
症状を伴う再発が認められたため、再度
Maralone®の投与を行ったところ、貧血の改善
および末梢血中原虫数(Parasitemia)の速や
かな減少が認められた（図3）（論文投稿準備
中）。 
 
本研究では、申請者がこれまでに確立した

B.gibsoni 培養株を用いてATVを中心とした
多剤併用療法のエビデンスを確立するととも
に、新たな治療選択肢としてMalarone®の有用
性を示すに至った。Malarone®は野生型および
ATV耐性原虫いずれに対しても相加～相乗作
用を持ち、急性期犬バベシア症に対して高い
治療効果を示した。またM121Iを伴うATV耐性

原虫による再発に対してもある程度の効果を
示したことから、今後の応用が期待される。
B. gibsoni感染症に対するMaralone®の治療
効果を検討した研究はこれまでに報告されて
おらず、犬においては副作用の発現が心配さ
れていた。今回の結果により本薬剤は今後臨
床現場における急性期犬B. gibsoni感染症の
治療薬剤として新たな選択肢となる可能性が
ある。 

 
しかしMalarone®による短期間の治療では

原虫の根治には至らず、今後これに対する対
策をさらに検討する必要がある。その際、本
研究においてin vitroにおけるATVとの相互
作用が確認されたDiminazene aceturateや
Azithromycine、Doxycycline、Clindamycin
が強力な候補となり、これらを2剤以上を組み
合わせた場合の治療効果についてさらなる発
展へとつながるものと確信する。 
また、本研究では当初、ATV 標的部位と推

測される原虫ミトコンドリア機能に対する
各薬剤の作用についても検討を行う予定で
あったが、これまでの報告と異なり、現状の
培養条件では B. gibsoni ATP 産生能の測定
が困難であった。そのため新たに原虫由来ミ
トコンドリア酵素である DHODHの測定法を確
立するに至った。今回の研究期間内に各種薬
剤の原虫 DHODH活性に与える影響を検討する
には至らかなかったものの、バベシア原虫に
おいて DHODH活性の測定法を確立した報告は
これまでになく、今後新たな視点による治療
標的部位の解明に大いに役立つものと考え
ている。 
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表 1. 培養 2,4,6 日後における野生型および ATV 耐性 B. 
gibsoni 増殖に対する 6 種類の薬剤の 50%増殖抑制濃度（IC50） 

図 2.野生型（A）および ATV 耐性（B）B. gibsoni 培養株に対する ATV

および Proguanil の相互作用を Fixed Ratio変法により評価した。各

培養原虫に対して ATV 0-3200nM、Proguanil0-100μM の各濃度で組合

せて投与し、144時間後の各薬剤の 50%増殖抑制濃度(IC50)を算出した。

各薬剤の他剤併用時 IC50および非併用時 IC50の比を FICとして算出し、

図のようにプロットした。FIC が <1 の場合には相乗作用、1-2 の場合

には相加作用として評価した。その結果、野生型および ATV 耐性 B, 

gibsoni はいずれも ATV および Proguanil 併用に対して相乗～相加作

用を示した。 

図 3. 健常なビーグルに B. gibsoni を血管内投与して作成した急性期

B. gibsoni 感染症モデル犬に対して、Malarone®を 1/2 錠ずつ（ATV: 

17-25mg/kg および Proguanil 7-10mg/kg）、1日 2 回 10 日間の投与を行

った（矢印）。治療終了後、経時的に血液を採取し、全血球計算、血液

生化学検査、Parasitemia の算出および M121I 発現量の定量を行った。

グラフは 5 頭のうち 1 頭のヘマトクリット値（Ht）および parasitemia

の推移を示した。Malarone®投与後 Parasitemia は速やかに減少し、ま

た Ht は上昇に向かった。しかし治療終了後約 1 か月後には再度

Paraismteia の上昇と Ht の減少が認められたため、Maralone®の再投与

を行った。この時点ですでに末梢血中の原虫には M121I の出現が認め

られたが、１回目の投与と同様に Ht および Parasitemia の改善が認め

られた。 
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