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研究成果の概要（和文）：本研究では犬の赤血球内原虫であるBabesia gibsoniのジミナゼン製剤に対する薬剤
耐性獲得について、その原因となる遺伝子を網羅的に検索するためにDNAマイクロアレイを用いて解析を行うこ
とを計画したが、B. gibsoniのゲノム情報がほとんどなく解析が困難であったことから情報が少なくとも網羅的
な解析を実施可能と考えられた次世代シークエンサーによる解析に変更しゲノム解析を実施した。その結果、1,
300以上の塩基配列が得られ、多くの遺伝子の断片を得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, responsible genes for the diminazene-resistance of Babesia 
gibsoni, a blood protozoan in dogs, was analyzed. At first, we tried to use the DNA microarray for 
this investigation. However, there are less reference genes of B. gibsoni for this analysis. 
Therefore, we tried to use the next generation sequencer, which would not require the reference 
genes for the analysis. As a result, we obtained over 1,300 sequences, and huge numbers of partial 
sequence of genes of B. gibsoni. 

研究分野： 獣医内科学
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１．研究開始当初の背景 
 バベシア原虫はマダニにより媒介され、哺
乳動物に感染することで発熱や溶血性貧血、
血小板減少症などを主徴とする家畜バベシ
ア症を引き起こす。家畜バベシア症は世界中
で報告されており、産業動物にいては多大な
経済的損失を引き起こす。このため、より良
い予防法、治療法の開発が望まれている。伴
侶動物においては重大な健康被害を引き起
こし、重篤な場合には死に至るため同様によ
り良い治療法と予防法の開発が期待されて
おり、その達成に向けて世界中で多くの研究
者が新規治療薬の開発に努力している。しか
しながら、バベシア原虫は薬剤耐性を獲得す
ることが証明されてきており、動物の体内か
ら完全に排除することが困難であり、しばし
ば再発を起こすほか、再発時には薬剤の効果
が低下することが問題となっている。 
	 犬バベシア症においては、古典的な治療薬
としてジミナゼン製剤（DA）が用いられて
いるが、これまでに筆者らが、犬のバベシア
原虫である Babesia gibsoniが DAに耐性を
獲得することを in vitroで証明し、報告して
いる。その後、これまでに DA耐性 B. gibsoni
の解析を行い、ミトコンドリア DNA に変異
は起こっておらず、それらの発現量も大きく
は変化していないこと、DA 耐性原虫は増殖
が悪いものの、エネルギー代謝が活性化して
いること、HSP90 の発現量が低下している
こと、原虫体内のDA濃度が低下しているこ
と、などを明らかにしてきたが、DA 耐性獲
得の根幹となるメカニズムについては明ら
かにできていない。このことに関して、個別
に検討していてはDA耐性獲得機序の原因に
なかなか迫れないと考えられたため、網羅的
にDA耐性原虫と野生株の違いを検索するこ
とが必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
	 申請者らは、in vitroにて培養している B. 
gibsoni の野生株と DA 耐性株の遺伝子を
DNA マイクロアレイを用いて比較すること
によりDA耐性の原因遺伝子を探索すること
を立案した。この研究には in vitroにて培養、
維持されている DA 耐性株が必要であるが、
申請者の異動によりこれまで解析に用いて
いた DA耐性株が失われてしまったため、ま
ずはDA耐性株を再度確立する必要があった。
そこで研究計画として期間内に以下のこと
を達成することを目標とした。 
（１）DA 耐性株を作成するために培養して
いるB. gibsoniを低濃度からDAを含んだ培
地に馴化させていき、最終的にDA耐性株を
作成する。 
（２）作成した DA耐性株と野生株について
RNAを抽出し、DNAマイクロアレイを用い
てそれらの遺伝子発現量を網羅的に定量し、
比較することでDA耐性に関与するであろう
遺伝子の候補を特定する。 
（３）上記で得られた候補遺伝子についてリ

アルタイム PCR 法を用いて遺伝子発現量の
変化を確認し、発現量が変化している遺伝子
についてはクローニングを行い、遺伝子全長
の塩基配列を決定する。 
	 以上の研究を行い、B. gibsoniの DA耐性
獲得機序に関与する遺伝子を同定すること
を目的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
	 上記の様に、当初の計画を立案したが、研
究において様々な困難に出会ったため、いく
つかの計画を変更して研究を実施した。 
（１）DA耐性 B. gibsoniの作成 
	 DA 耐性株の作成は、過去の報告の通りに
実施したものの、当初は上手く作成できなか
った。原因として考えられたことは、申請者
が前任地では犬の赤血球のうち特殊なHK型
犬赤血球を用いており（本赤血球はその性質
が網状赤血球に近く、B. gibsoniが網状赤血
球でよく増殖することも申請者らが報告済
み）、これにより効率良く DA 耐性株を作成
できたものの、岩手大学においてはHK型が
入手できず、通常の LK型犬赤血球で培養を
行なっていたため、DA 耐性株の作成が困難
であったと思われた。そこで、過去の報告で
はDAの培地中の終濃度が200 ng/mLとした
ものを 50 ng/mLとした。 
また、DNA マイクロアレイを実施するにあ
たり、リファレンス遺伝子が必要であるが、
バベシア原虫では同様の解析が行われてい
ないため、リファレンス遺伝子の情報を入手
することが困難であった。近縁のバベシア原
虫で利用できる情報があったものの、これら
の製作費用が非常に効果で、かつ十分に信頼
できる結果が得られるかどうか疑問であっ
たことから、DNA マイクロアレイ以外の方
法について検討を行った。その結果、次世代
シークエンサーによる解析はある程度のリ
ファレンス遺伝子が存在すれば解析が可能
であり、かつ DNA マイクロアレイよりも容
易に実施可能であったため、こちらを利用し
て網羅的な検索を行うことにした。ただし、
本研究課題では上記のDA耐性株の作成に手
間取ったため、リファレンス遺伝子とするゲ
ノム解析のみを次世代シークエンサーで実
施することとした。 
	
４．研究成果	
	 本研究課題では、まず DA 耐性 B.	gibsoni
の作成を実施した。1 年程度、培養条件を変
更しながら 200	ng/mL の DA を含む培地での
培養を試みたが原虫が死滅するため、方針を
変更して 50	ng/mL の濃度で増殖する B.	
gibsoni の作成を行った（図１）。DA に感受
性の野生株の DA に対する IC50を求めたとこ
ろ、72 時間での IC50は 45.6	±	29.7	ng/mL
であったのに対し、DA 耐性株では 72 時間で
の IC50が 2047.3	±	1505.5	ng/mL であった
ことから、DA 耐性株が DA に対する抵抗力を
獲得していることが確認された。また、過去



に作成した DA 耐性株においては、HSP70 と
HSP90 の発現量が低下していたことからこの
ことも確認したところ、両者とも発現量が低
下していたことから（図 2、3）、培養液中の
DA 濃度が 50	ng/mL までしかあげられなかっ
たものの、この DA 耐性株は過去に作成した
ものと類似の性質を有していると考えられ
た。ここまでに約 2年の時間を要してしまっ
た。	

図 1.DA 耐性 B.	gibsoni の作成：約 60 週で
作成に成功した。原虫の増殖がやはり弱かっ
た。	
	
	
	

	
	

	
	
	

	
	
	

	
図 2.DA 耐性株の HSP70 遺伝子発現量：DA 耐
性株（R）において野生株(S)よりも低下して
いた。	
	
	

	
	

	
	
	
	
	
	
	

	

	
図 3.DA 耐性株の HSP90 遺伝子発現量：DA 耐
性株（R）において野生株(S)よりも低下して
いた。	
	
	 DA 耐性株を得ることができたため、次に
DNA マイクロアレイの実施について検討した
が、結果として DNA マイクロアレイの実施は

取りやめ、次世代シークエンサーによる解析
を利用することにした。次世代シークエンサ
ーによる解析を行うために、培養しているDA
耐性株について培養量を 12	mL まで増量し、
原虫のみを回収してゲノム DNA を抽出した。
抽出したゲノム DNA を鋳型として、岩手大学
農学部に設置されているイルミナ社製の次
世代シークエンサーを用いて解析を行った
ところ、多くの塩基配列が得られた。このデ
ータを専用の解析 PC にて解析を行い、コン
ティグの作成を行ったところ、約 1,300 の遺
伝子断片が得られた。この全てについて
BLAST 検索を実施したところ、いくつかの遺
伝子は B.	gibsoni の遺伝子として予想され
たが、多くは未知の遺伝子であった。これは、
B.	gibsoniの遺伝子情報がほとんど利用でき
ないためと思われる。また、解析を行うと、
複数の犬の遺伝子が混入していることが明
らかになった。このことは、B.	gibsoni の培
養には犬赤血球を必要とするが、避けられな
い犬白血球の混入があり、この犬白血球由来
のDNAも同時に解析されてしまったものと思
われる。結果として、より長いコンティグを
作成し、B.	gibsoni の全ゲノム配列を明らか
にするためには、この様な犬の遺伝子を取り
除き、さらに複数回の次世代シークエンスに
よる解析が必要であると考えられた。しかし
ながら、この様な情報でも遺伝子発現量の変
化を解析するRNA-seq解析のためのリファレ
ンス遺伝子で利用可能であると考えられた。	
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