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論文要 旨 ( 1 )  

目的

Cytochrome b (Cy t b)遺伝子は生物のミ 卜

コ ン ド リ ア内膜に 存 在 す る 電 子 伝 達 系 の 成分

である
゜

同遺伝子は 動物 や植 物な どの 系統関

係の解析ツ ルと して広 ＜ 使用 されている。

方 世界的規模で分布する リ シ ュ マ ニア

（ 症はリ シュマニア原虫によって起こ り、 そ

の病型は皮膚型、 粘膜皮膚型、 内臓型に大別

されている
゜

原因原虫の種と臨床病型、 予後

が相関する ア

とが 本症の特徴である。 従 来原i— 

虫種の同定はアイ ソエンザイムやモノ ク ロー

ナル抗体などで行われていた。 我々 は リ シ

ュ マ ニア原虫の全 cyt b 遣伝子の塩基配列を

( 
決定し 同遣伝子の系統樹か ら リ シュマニ

ア原虫 種 の 同 定 、 分類を行う ｀テ とを 目 的に本し一

研究を行っ た。

方法

1 ） 解析に用 いた 原虫種は 培養 . 継代し た

WHO 標準 株 1 3 種 (1 4 株） である。

・， ）リ ーシュマニア原虫か ら DNA を抽出 し、



論文 要旨 (2)  

CY t b 遺 伝 子 の 上 流 遺 伝 子 (cytochrome 

oxidase I I I) と 下 流 遺 伝 子 (maxicircle 

unidentified reading frame4) 上 に PCR 

primer を 設 定 し ヽ Cy t b 遺 伝 子 を増幅 し た。

増幅 さ れた DNA  断片 を pT7 blue T vector 

に 挿入 し て 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し ヽ DNA  断 片

の塩基配列 を決定 し た。

3 ） 決定 し た各 々 の原虫の cyt b 遺 伝 子 の塩

基配列 を用 vヽ て ヽ 近隣結合法お よ び最節約法

に よ り 分子系統樹 を作成 し た。

結果

1 ） 原虫の Cy t b 遣伝子 の塩基配列 は約 1 0 8 0 

塩基対 で ア
---." 

ン ／チ
ヽ ン に 富み 5'末端フ― ヽ

---

編 集 領域 も含め 高度に保存 さ れて い た。一方、

各々 の原 虫 の 種の 違い に よ る 塩基配列 の 多 型

は 2 4 5 カ所 に認め ら れ、 1 9 0 力 所が原虫 の 同

定 に使用 可能で あ つ た。

2 ） cyt b 遺 伝 子 の 分 子 系 統 樹 で は ヽ

Lei sh mania Leishmania tropica （ L. (L.) 

tropica) complex に L. (L.) major が含 ま



論文要旨 (3)  

れること 以 外 は

提唱した分類

L.major-like) 

(L.chagasi 、

Lainson 

法、す

＆

な

Shaw (1987) が

わち

complex (L.aethiopica、 L.tropic a、 L.ma}or、

L.mexicana 

L.donovani 

L.tropica 

complex 

L.donovani 、 L.infantum) 、

complex (L ． 
.mex1cana 

L. amazon en sis 、

ens is complex 

L.garnhami) 、

(L.panamensis 

L.brazili-

L.guya-

nensis、 L.braziliensis)の 4 つの complex 

へ の分類と一致した。

結論

リーシュマニア原虫の Cyt b 遺伝子の塩基

配列を決 定し、塩基配列により原虫種の同定

が可能であることを 示 し た 。 こ の 結 果 は 、将

来的には培養原虫や皮膚病変からの原虫の検

出・同定に応用可能と考えられる。
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（論文題目）

Sequence variation of the Cytochrome b gene of various human infecting 

members of the genus Leishmania and their phylogeny 

（論文審査結果の要旨）

上記の論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義、学術的

水準等につき慎重かつ公正に検討し、以下のような審査結果を得た。

l．研究の背景と目的

Cytochrome b (cyt b)遺伝子は生物のミトコンドリア内膜に存在する電子伝達系の

成分である。同遺伝子は動物や植物などの系統関係の解析ツールとして広く使用され

ている。一方、世界的規模で分布するリーシュマニア症はリーシュマニア原虫によっ

て起こり、その病型は皮府型、粘膜皮岡型、内臓型に大別されている。原因原虫の種

と臨床病型、予後が相関することが本症の特徴である。従来原虫種の同定はアイソエ

ンザイムやモノクローナル抗体などで行われていた。本研究はリーシュマニア原虫の

全cytb遺伝子の塩基配列を決定し、同遺伝子の系統樹からリーシュマニア原虫種の同

定、分類を行うことを目的とした。

2．研究内容

方法はリーシュマニア原虫（解析に用いた原虫種は、培養・継代したWHO標準株

13種、 14株）からDNAを抽出し、 cytbit:伝子の上流遺伝子(cytochromeoxidase III) 
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と下流遺伝子(maxicircleunidentified reading frame4)上にPCRprimerを設定し、

cyt濃伝子を増幅した。増幅されたDNA断片をpT7blue T vectorに挿入して大腸菌

を形質転換し、 DNA断片の塩基配列を決定した。また、決定した各々の原虫のcyt燐g
伝子の塩基配列を用いて、近隣結合法および最節約法により分子系統樹を作成した。

結果は原虫のcyt燐糾云子の塩基配列は約1080塩基対で、アデニン／チミンに富み、

5'末端編集領域も含め高度に保存されていた。一方、各々の原虫の種の違いによる塩

基配列の多型は245カ所に認められ、 190カ所が原虫の同定に使用可能であった。 cyt

譴伝子の分子系統樹では、 LeishmaniaLeishmania tropica (L. (L.) tropica) 

complexにL.(L.) m咄疏含まれること以外はLainson& Shaw (1987)が提唱した

分類法、すなわちL.tropicacomplex (L.aethiopica、L.tropica、L.major、L.major-

like)、L.donovani complex (L. chagasi、L.donovani、L.infantum)、L.mexicana

complex (L.mexicana、L.amazonensis、L.g印血皿）、 L.braziliensis complex 

(L．panamensis、L.guyanensis、L.braziliensis)の4つのcomplexへの分類と一致し

た。

3．研究成果の意義と学術的水準

リーシュマニア原虫のcyt燐酎云子の塩基配列を決定し、塩基配列により原虫種の

同定が可能であることを示した。この結果は、将来的には培養原虫や皮膚病変からの

原虫の検出・同定に応用され、臨床的にも診断、治療に役立つことが期待される。よ

って国際的にも高く評価されるものであると判断される。

以上により、本論文は学位授与に十分に値するものであると判断した。


