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研究成果の概要（和文）： 

犬赤血球内寄生原虫であるBabesia gibsoni培養系にDeferoxamine、トランスフェリン

(Tf)およびラクトフェリン（Lf）を添加したところ、Deferoxamineによる原虫の増殖抑制

作用が認められた。培養液中に添加した59Feの赤血球への鉄取込みは添加直後に開始され

、感染赤血球および非感染赤血球の間に差は認められなかった。59Fe-Tfの取込みは認めら

れなかった。Far Western Blot法により、B. gibsoni感染赤血球由来可溶性蛋白中に存在

するTfおよびLf結合蛋白は確認されなかった。以上の結果からB. gibsoniの非ヘム鉄の取

込みは宿主赤血球の能動的な鉄取込みのみに依存するものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 B. gibsoni is a canine intraerythrocytic apicomplexan parasite. We performed 
some experiment associated with iron uptake activity in B. gibsoni. First, we evaluated the 
growth effect of deferoxamine (iron chelator), Transferrin(Tf) and Lactoferrin (Lf) on the in 
vitro growth of B. gibsoni.  The growth of this parasite was significantly suppressed in 
containing deferoxamine, but was not inhibited in containing Tf or Lf.  Next, 59Fe uptake 
activity was detected in both infected and uninfected erythrocytes, but 59Fe-Tf was not 
taken up by both erythrocytes. Finally, we performed far-western blotting to detect 
Tf-binding or Lf-binding protein from B. gibsoni. In the result, we could not confirm 
significant protein binding to Tf or Lf. In conclusion iron uptake activity of B. gibsoni may 
not dependent to host Tf or Lf.   
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１．研究開始当初の背景 
犬の Babesia gibsoni 感染症は、アピコン

プレキサ属ピロプラズマ目原虫である B. 
gibsoni の赤血球内寄生に基因する溶血性貧

血を主徴とする疾患である。本感染症は宿主

に重篤な溶血性貧血を引き起こし、無治療で

経過した場合約 30%の死亡率を有する。回復

後も不顕性感染へと移行しキャリアーとし

て感染源となることから薬剤による原虫制

圧が必要不可欠であるにもかかわらず、現在

までに本原虫を宿主体内から排除すること

が可能な薬剤の報告はない。我々はこれまで

に本原虫の治療に向けた研究に着手し、その

中で B. gibsoni の長期連続培養株の確立に成

功した。これにより本原虫の代謝機構に関わ

る研究に関する研究をより詳細に行うこと

が可能となった。 
 我々は原虫の鉄利用について着目し、その

代謝機構を解明することにより原虫制圧に

向けた新たな標的を見出すことを最終的な

目的として、本研究ではまず原虫の鉄取込み

機構についての研究に着手した。 
 
２．研究の目的 

本研究では B. gibsoni の鉄取込み機構につ

いて解明することを目的として、1)鉄関連化

合物が連続培養 B. gibsoni の増殖に及ぼす

影響を確認し、続いて 2)培養液中鉄の感染赤

血球内への取込みを確認した。さらに 3)原虫

感染赤血球膜におけるトランスフェリン

（Tf）およびラクトフェリン（Lf）結合能に

ついて解析を行った。  

  

３．研究の方法 
1) 鉄関連化合物が連続培養 B. gibsoni 増殖

に及ぼす影響：牛血清添加培養液に馴化させ

た B. gisboni 培養株（b-B. gibsoni）を用

い、培養液中に鉄キレート剤である

Deferoxamine を添加し、培養 72 時間後に塗

抹標本を作成し parasitemia（正常赤血球に

対する感染赤血球の割合）を測定、増殖抑制

作用の有無について確認した。続いて犬血清

添加培養液に馴化させた B. gibsoni 培養株

（c-B. gibsoni）および b-B. gibsoni を用

い、それぞれの培養液に犬および牛由来 Tf、

牛由来 Lf を添加し、同様に増殖抑制作用に

ついて検討を行った。 

2)培養液中鉄の感染赤血球内への取込み：

b-B. gibsoni株を用いて培養液に放射性同位

体 59Fe あるいは 59Fe 標識 Tf（59Fe-Tf）を添

加し、添加直後、1時間、4時間後の赤血球

内への 59Fe 取込みについて解析を行った。 

3) 感染赤血球における Tf および Lf 結合能

についての解析：感染赤血球から膜ゴースト

を抽出した。Far Western Blotting 法により

ビオチン化 Tf および Lf を用いて、感染赤血

球由来可溶化蛋白中の Tfおよび Lf結合蛋白

の発現を解析した。 

 

４．研究成果 

1) Deferoxamine 添加により原虫増殖は明ら

かに抑制された(IC50=6.24±3.43μM)。この

増殖抑制効果は塩化鉄の添加により阻害さ

れた（図 1）。二種類の培養株において牛およ

び犬由来Tf、牛由来Lfは明らかなB. gibsoni
抑制作用を示さなかった。 

図 1. Deferoxamine 添加による B. gibsoni 増殖抑制効果。上図：培養液

に 1-100μM の Deferocamine を添加したところ、72 時間後に原虫の増

殖抑制が確認された。下図：培養液中に FeCl31mM を添加したところ、

Deferoxamine の増殖抑制作用は抑制された。 

 

2)培養系に、放射線同位元素である 59Fe を添

加したところ、感染赤血球および非感染赤血

球内への鉄取込みは添加直後に開始され、両

赤血球の間に有意な差は認められなかった

（図 2）。また 59Fe-Tf 添加後の赤血球内 59Fe

取込みは確認されなかった。 

3) Far Western Blotting 法により感染およ

び非感染赤血球における Tfおよび Lf結合能



を解析したところ、明らかな結合蛋白の存在

は認められなかった。 

 

 

本課題では B. gibsoni 感染赤血球の鉄取

込み機構について解析することを目的に複

数の研究を行った。鉄(Fe3+)キレート剤であ

る Deferoxaminの培養液中存在により原虫増

殖が抑制されたことから、原虫の生存および

増殖にはヒヘム鉄である Fe3+が必須であるこ

とが示唆されたが、Tf および Lf による原虫

増殖への影響は確認されなかった。以前の研

究で Lf は馬バベシア症の原因原虫である B. 
caballi の増殖を抑制するが、B. equi では

増殖抑制作用が認められなかったことが報

告されている。同じバベシア属原虫であって

も Tfおよび Lfの作用には差がある可能性が

ある。また本研究では原虫感染赤血球が培養

液中59Feを速やかに取込むことを確認したが、

この取込みは感染赤血球に特異的なもので

はなく、正常な犬赤血球においても認められ

た。しかし Tf-59Fe を添加した際、両赤血球

へは59Feの赤血球内への取込みは認められな

ったことから、原虫は宿主 Tf に依存しない

能動的な取込みにのみ依存する可能性が示

された。このことは感染赤血球由来蛋白中に

Tf および Lf 結合蛋白発現が認められなかっ

たことからも裏付けられた。 

原虫の鉄取込み機構は多様であり、これま

での報告で、Trypanosoma 族や Leishmania 属
原虫はその表面に、宿主 Tf あるいは Lf 結合

蛋白を発現していることが示されている。一

方 Plasmodium 属原虫では宿主赤血球におけ

るエネルギー非依存性の鉄取込みのみに依

存している可能性が示唆されている。今回行

った研究から B. gibsoni では Plasmodium 属
原虫と同様の機構により鉄の取込みが行わ

れている可能性が推測される。本研究で得ら

れた成果は、今後原虫の鉄代謝をに関連する

新たな標的の探索に重要な情報源となるこ

とが期待される。また Deferoxamine による

in vitro での原虫増殖抑制作用から、今後

in vivo における治療効果の確認、本薬剤と

相乗作用を有する薬剤の探究など、新たな治

療方法の確立に向けた研究につながるもの

と考えている。 
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図 2. 感染赤血球(infected culture)および非感染赤血球（not-infected 
culture）を浮遊させた培養系に、59Fe を添加し、直後に赤血球内およ

び培養液中の 59Fe を測定した。59Fe は両培養系において赤血球内に速

やかに取り込まれた。 
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