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学位論文内容の要旨

    タイレリア原虫は、ダニ媒介性の血球内寄生性の原虫であり全世界に分布する。中

でも我が国に分布するTheileria orientalisは、病原性は比較的低いが、時に牛に慢性の貧

血などを引き起こす。病態上、赤血球内での増殖ステージ（ピロプラズム）が重要であ

ることが判明しているが、ワクチンなどによる制圧には至っていない。以上のような理

由から、本研究では、クローン化したZ orientalisが感染した牛赤血球より精製した原虫

ピロプラズムよりcDNAライブラリーを作成し、ランダムシークエンス解析により得ら

れ た2種類 のcDNAク ローン 、TocpJとToprh、に つい て性 状解析 を行った。

  TocplcDNAクローンは、476個のアミノ酸配列からなるタンパクをコードする遺伝子

としてクローニングされた。予想されるTocplタンパクの一次構造は、高等動物由来チ

オールプロテアーゼ(EC3.4.22.-)と類似しているが、酵素活性に重要なcysteine active site

のシステイン残基がグリシン残基に置換しているため、酵素活性は観察されなかった。

Southern blot解析や原虫ゲノムシークエンス解析の結果、原虫ゲノム中には、Tocpl遺伝

子に類似な遺伝子が少なくとも5個存在していることが示され、Northern blotおよび

Western blot解析によりTocpl遺伝子転写物がピロプラズム期に発現していることが示さ

れた。Tocplタンパクのrorientalisの寄生・増殖における役割を検討するため、大腸菌

組み換え発現系を用いて組み換えTocplタンパクを発現し、ヘモグロビンとの結合性を

ELISAにて検討した。その結果、組み換えTocplタンパクはへモグロビンと結合するこ

とが確認され、Tocplタンパクが、原虫の牛赤血球内における寄生・増殖に関与してい

ることが示唆された。

  Toprh cDNAクローンは、278個のアミノ酸配列をコードしており、アポトーシスの制

御や細胞増殖に関与することが報告されているprohibitin様分子をコードしていた。そし

てcDNAクローンとToprhゲノム遺伝子と比較した結果、89塩基からなるイントロンが

存在していることを同定した。Toprhタンパクの予想アミノ酸配列は、アparva、ア

annulata、およびPlasmodiumカlciparumのprohibitinとそれぞれ、93.8、93.1、69.1%の相

同性を示した。大腸菌組み換え発現系を用いて発現した組み換えToprhに対する抗血清
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を用いて行ったWestern blot解析の結果、Toprhがピロプラズム期に発現していることが

わかった。Toprhの原虫の寄生・増殖における役割は不明であるが、今後1、oprhと相互作

用をする分子、特にrDrfピnmfむの増殖に関与する分子などを同定する必要がある。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Cloning of cDNAs Encoding Proteins in Piroplasm
    ofTheileria orieTztalis

（Theiler口D門¢髭勿Zぬ原虫ピロプラズム由来蛋白をコードする

    cDNAのクローニング）

    ダニ媒介性で血球内寄生性のタイレリア原虫であるTheileria orientalisは、日本にも

分布し病原性は比較的低いが、時に牛に慢性の貧血などを引き起こす。発病機構には、

赤血球内での増殖ステージ（ピロプラズム）が重要であることが判明しているが、ワク

チンなどによる制圧には至っていない・。本研究は、クローン化したf orientalisが感染し

た牛赤血球より精製した原虫ピロプラズムよりcDNAライブラリーを作成し、ランダム

シークエンス解析により得られた2種類のcDNAクローン、TocplとToprh、について性

状解析を行ったものである。

  TocplcDNAクローンは、476個のアミノ酸配列からなる蛋白をコードする遺伝子とし

てクローニングされた。予想されるTocpl蛋白の一次構造は、高等動物由来チオールプ

ロテアーゼと類似しているが、酵素活性に重要な領域のシステイン残基がグリシン残基

に置換しているため、酵素活性は認められなかった。Southem blot解析や原虫ゲノムシー

クエンス解析の結果、原虫ゲノム中には、Tocpl遺伝子に類似な遺伝子が少なくとも5

個存在していること、Tocpl遺伝子転写物がピロプラズム期に発現していることが示され

た。また、組み換えTocpl蛋白はヘモグロビンと結合することが確認され、Tocpl蛋白

が、原虫の牛赤血球内におけるへモグロビン利用に関与していることが示唆された。

  Toprh cDNAクローンは、278個のアミノ酸配列をコードしており、アポトーシスの制

御や細胞増殖に関与することが報告されているprohibitin様分子をコードしていた。そし

てcDNAクローンとToprhゲノム遺伝子と比較した結果、89塩基からなるイントロンが

存在していた。Toprh蛋白の予想アミノ酸配列は、Fparva、アannulata、およびPlasmodium

falciparumのprohibitinとそれぞれ、93.8、93.1、69.1%の相同性を示した。抗Toprh血清

を 用 い て 、 Toprhが ピ ロ プ ラ ズ ム で 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
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  以上、論文提出者は、タイレリア原虫の寄生・増殖に重要と考えられる2つの遺伝子

を明らかにした。本研究はタイレリア原虫の増殖、寄生ならびにワクチンによる制御を

考える上で重要な情報を提供している。

  よって、審査員一同は、上記学位論文提出者何偉勇氏が博士（獣医学）の学位を

授与されるに十分な資格を有するものと認めた。
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