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学位論文内容の要旨 

 

 

博士の専攻分野の名称：博士（獣医学）     氏名：Muleya Walter 

 

 

学位論文題名 

Molecular epidemiological study of selected infectious diseases 
 of livestock in Zambia 

（ザンビアの家畜における感染症の分子疫学的調査）  

 

感染症の研究において、分子生物学的方法は、疫学研究、基礎研究、および

診断法の開発を含む応用研究で重要な方法である。分子生物学的手法は、家畜

や野生動物の検体を用いた臨床応用の前に、その感度、特異度、および技術的

ミスを生じさせない利便性を有することを確認することが必要である。本博士

論文は、ザンビアを含むアフリカ諸国で公衆衛生学的、経済的に問題となって

いる感染症であるタイレリア症、および狂犬病を対象として、分子生物学的手

法に着眼し実施した、疫学研究および基礎研究で得られた結果について報告し

た。  

 第 I章では、ザンビアで採取した牛血液中に存在するTheileria parva（T. parva）

原虫のDNAの存在を、PCR法でスクリーニングした。さらにPCR陽性の試料に

ついて、マイクロサテライトマーカーを用いた多様解析を実施し、その結果を

記載した。  

 タイレリアp104遺伝子を対象としたPCRスクリーニングでは、両地区で平均

54.9%（78/142）の検体が陽性であり、 Isoka地区で採集した検体の陽性率は

44.8% （43/96）、Petauke地区で採集した検体の陽性率は76.1% （35/46）であ

った。T. parva遺伝子陽性の61検体（ Isokaの検体33例、Petaukeの検体28例）は、

原虫ゲノムの4つの染色体中に存在する9つのマイクロサテライトマーカーを

用いて多様性解析を実施した。得られたマイクロサテライトマーカーの情報は、

（1）Microsatellite tool kit、（2） GenAlEx ver. 6、（3） Fstat ver. 2.9.3.2、（4）

LIAN の4つのソフトウェアを用いて解析した。その結果、IsokaとPetaukeの原

虫群のゲノム間の近交度はWrightのF統計法による解析から比較的低いことが

示唆された（Wright’s F index, FST = 0.178）。また、IsokaおよびPetaukeの各群

を一つの群として仮定すると、マイクロサテライトは連鎖不平衡であると示さ

れることから、両地区の原虫は交雑度が低いことが考えられた。さらに、Isoka



 

内の2地区群、Petauke群内でも連鎖不平衡となることが示されたことから、各

地域の原虫は独立しており、地域間での原虫の遺伝子交換の頻度が低いことが

示唆された。  

 本結果は、混合生ワクチンを用いたタイレリア原虫対策を行う際に、タイレ

リア非汚染地域への原虫の導入を防ぎ、各地域での新しい遺伝子型の原虫を導

入を防ぐために、流行型の遺伝情報に留意すべきであることを示唆するもので

あり、今後のタイレリア症対策にとって重要な情報を得ることができた。  

第 II章では、ザンビアにおける狂犬病を対象とした研究を実施した。狂犬病

はザンビアの全土にわたって発生が認められており、1901年に西部地域で狂犬

病が発生し、その地域の族長であったLewanika氏が犬の駆除を命じたと伝えら

れている。また、ザンビアでの最初の狂犬病の診断は1913年に実施されたと報

告されている。ザンビアにおいては、以前はジャッカルが狂犬病の保有動物と

して問題となっていたが、現在ではイヌが主要な保有動物であると報告されて

いる。  

本研究では、10年間にわたって、ザンビア大学にて診断・保管されていた検

体を用いて、ザンビアのイヌ、家畜、および野生動物に感染していた狂犬病ウ

イルス（RABV）の流行株について核タンパク質であるnucleoprotein（N）およ

び膜タンパク質であるglycoprotein（G）の遺伝子を検索し、系統樹解析を実施

した。  

蛍光抗体法で陽性であった87例の動物の脳組織からRNAを抽出し、nested 

RT-PCR法を用いて狂犬病ウイルスゲノムを確認した結果、35例で陽性所見が

得られた。陽性検体を用いて、N遺伝子を対象とした系統樹解析（33例）では、

検体はアフリカ東部および南部地域に分布するAfrica 1b lineageに属する2つの

clusterに帰属しており、1つのclusterはザンビアの検体のみが認められ、もう1

つのclusterはザンビアの他、タンザニア、モザンビークの検体が含まれていた。

G遺伝子を対象とした、解析ではザンビアの複数の地域および、異なる動物種

から検出されるRABVが同じclusterに属することが示された。  

さらに、得られたN遺伝子配列を基にreverse transcription loop-mediated 

isothermal amplification（RT-LAMP）法に用いるプライマーを設計し、実際の

検体を用いて、有用性を確認した。その結果、RT-PCR法の結果と本RT-LAMP

法は特異性と再現性を有しており、臨床検体への有効性が確認された。  

本研究では、ザンビアで実際に流行しているT. parvaおよびRABVの遺伝子

型を明らかにした。得られた成果を基にして、研究だけでは無く、実際の臨床

検体に応用可能な分子生物学的手法を開発した。  

本研究は、家畜等の感染症対策に有用な結果を残したが、今後さらに疫学調

査で得られる結果に基づいた、安価な対策法の開発が必要とされる。  

 

 


