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	 昨今、景気の変動、自然災害、海外製品との競争などの様々な要因から穀物、

飼料等生産費や乳製品が高騰し、この 10 年間で経営戸数は 35%、飼養頭数は

17.4%減少しており、本邦の酪農経営は非常に逼迫している状況である［農林水

産省、畜産統計 2004-2014］。減少する生乳生産量や利益の確保対策として、経

営規模の拡大、戸数あたりの頭数の増加、品質改良、コスト削減などが行われ

ている。このような状況下において、酪農家に対する最も深刻な被害は、乳房

炎の集団発生による長期出荷停止および乳質の低下であり、離農するケースも

少なくない。一方、国外からの比較的安価な輸入製品においても、有害物質や

異物の混入事件の報道により危険性の認識が浸透したため、消費者に対する安

全な国内製品の供給が望まれている。以上から、乳房炎の制御は酪農家の保護、

さらには国民への安全な乳製品の供給のための不可欠な課題である。 

	 乳房炎の原因は複数存在するが、プロトテカ乳房炎は、感染時顕著な全身症

状が認められないため、検出の遅延により牛舎内の感染拡大に発展する。本症

は主に乳房限局性の慢性疾患であり、乳房の腫脹、硬結および熱感により乳量

の減少および白色の凝固物を含んだ希薄な乳汁の分泌を引き起こす（Fig. 1-1）。

剖検時、乳腺は肉芽腫性炎を呈し、病理組織学的所見上では乳腺腔を取り囲む

ように、類上皮細胞、線維芽細胞、リンパ球などの増生が認められ、内部に

Periodic Acid-Schiff (PAS)あるいは Grocott陽性のプロトテカが多数検出される。

また、乳管においても絨毛状突起が高度かつ不規則に肥厚し、重層に化生した

上皮細胞には多数のプロトテカが認められる（Fig. 1-2; Fig. 1-3）。そのため、バ

ルク乳中の体細胞数の増加および誤計測を引き起こし、ペナルティ対象乳とな

るため、その全てが出荷停止となってしまう。さらに、感染牛の一般状態は良
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好であるため、通常の飼養を継続しなければならず、また現状効果的な治療法

がなく、結果として淘汰の必要性を求められる。本症は１頭の感染により生産、

飼養の両方面における採算に打撃を与える非常に危惧される疾患の一つである。 

	 原因となる Prototheca属（緑藻植物門、トレボキシア藻綱）は、1894年Willhelm 

Krügerにより確立された葉緑素不含あるいは退縮した藻類［Krüger, 1894］であ

り、植物、樹液、水、土壌、肥料さらには海水や温泉など自然界の至る所にお

いて腐生性分布している［Pore and Shahan 1988; Anderson and Walker, 1988; 

Enders and Weber, 1993; da Costa et al., 1997; Ueno et al., 2002］。本藻類は、酵母様

形態を成していたことから酵母菌属（Saccharomyces属）に分類［Ciferri et al., 1957］

あるいは Sarcinosporon 属といった新たな属を提唱されていた［King and Jong, 

1975］が、その増殖生活環、形態学的特徴、生理学的および遺伝子系統解析に

より Chlorella属と近縁であることが報告されている［Chodat, 1913; El-Ani, 1967; 

Sudman and Kaplan, 1973; Pore et al., 1977］。現在、Prototheca 属は 7 藻種

（ Prototheca moriformis, P. stagnora, P. ulmea, P. cutis, P. wickerhamii, P. 

blaschkeae および P. zopfii）から構成されており、P. blaschkeae, P. zopfii, P. 

wickerhamii, P. cutisが ヒト及び動物のプロトテカ症から分離、同定されている。

また興味深いことに、プロトテカ症のその臨床症状、治療に対する反応性およ

び予後は、宿主および感染藻種により異なることが知られている［Lass-Flörl and 

Mayr, 2007; Stenner et al., 2007; Endo et al., 2010］。前述の牛の症状と異なり、ヒト

では免疫不全下における感染により全身に播種し、死に至る場合［Lass- Flörl et 

al., 2004; Takano et al., 2014］と皮膚局所感染のみで投薬、外科的切除により治癒

する場合［Chao et al., 2002; Piyophirapong et al., 2002; Zhao et al., 2004; Satoh et al., 
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2010］ とが存在する。犬では、一般に全身に播種する場合が多く、治癒報告は

未だに存在しない［Hosaka and Hosaka, 2004; Tsuji et al., 2006; Ribeiro et al., 2009］。

一方、猫では皮膚局所感染のみとなっている［Kaplan et al., 1976; Finnie and Coloe, 

1981; Coloe and Allison, 1982; Dillberger et al., 1988; Endo et al., 2010］。いずれの宿

主においても、発生数は比較的稀少であるものの増加傾向に有り、本藻類の人

獣共通感染能が提言されている［Lass-Flörl and Mayr, 2007］ことから、医学領域

および獣医学領域において周知されるべき感染症である。 

	 現在、Prototheca属の感染により最も被害の大きい乳牛の難治性乳房炎は、P. 

blaschkeaeおよび P. zopfiiの 2藻種が原因とされているが、P. zopfii が最も多く

検出されている。P. zopfii は、生化学的、血清学的および遺伝学的解析により少

なくとも 2つの genotypeに分類され［Roesler et al., 2003; Roesler et al., 2006］、そ

のうち genotype 2 が牛プロトテカ乳房炎の主要原因であることが国内外におい

て報告されている［Möller et al., 2007; Osumi et al., 2008; Marques et al., 2008; 

Thompson et al., 2009; Jagielski et al., 2011; Pieper et al., 2012］。ドイツやアメリカ

においては、P. zopfii 感染が牛の乳房炎の 20-70%に上ると報告されており

［Anderson and Walker, 1988; Enders and Weber, 1993］、本邦においても同様にプ

ロトテカ感染牛の増加が確認されている［Ikeda and Ghoma, 2001］。 

	 以上の背景から、牛プロトテカ乳房炎の制御は重要な課題となっているが、

現在までに両遺伝子型に基づいた分子疫学調査による感染経路の調査や治療お

よび防除の検討は進んでいないのが現状である。 

	 本研究では、牛プロトテカ乳房炎の感染源解明および防疫を目的に検討を行

った。第 1章では、P. zopfiiの分子疫学調査により、感染源および伝播経路を推
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定した。次いで、第 2 章では両遺伝子型の相違追求のために、分子生物学的解

析、P. zopfii超微細構造の観察および抗菌剤、消毒薬感受性試験の 3項について

検討した。最後に第 3 章では、有効な治療法を欠く本症の新たな防除法確立を

目途に、プロトテカワクチンを試作し有効性、安全性を評価した。 
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2.1	 序	 論  

 

	 藻類の一属である Prototheca属の最初の感染症例は 1952年、ドイツにおいて

牛の乳房炎で報告されている［Lerche et al., 1952］。それ以来、Prototheca属によ

る感染は、牛などの生産動物に限らず、犬や猫などの愛玩動物、食果コウモリ

などの野生動物、魚およびヒトにおいて報告されている［Davies et al., 1964; 

Metteler, 1975; Gentles et al., 1977; Ginel et al., 1997; de Vargas et al., 1998; Endo et 

al., 2010; Todd et al., 2012］。Prototheca属は特に湿潤な有機質が多い環境に腐生

性分布しており［Anderson et al., 1988; Leimann et al., 2004; Scaccabarozzi et al., 

2008］、それ故にプロトテカ症は世界各地で報告されている［Lass-Flörl and Mayr, 

2007］。近年、プロトテカ症は増加傾向にあるが、未だヒトや小動物での感染は

稀である［Lass-Flörl and Mayr, 2007; Stenner et al., 2007］。一方、牛のプロトテカ

症は最も報告数が多い。その臨床症状は、主に乳房の発赤、腫脹、硬結であり、

一般的に全身症状は認められない。感染により体細胞数の急激な上昇を引き起

こし、希薄な水様乳汁および凝固物を分泌するため、生乳生産量の減少につな

がりやすい非常に危惧される疾患である［Bueno et al., 2006; Ito et al., 2011; Lassa 

et al., 2011］。 

	 牛のプロトテカ症の原因のほとんどが Prototheca zopfii による乳房炎である。

P. zopfiiは 2003年、血清学的および生化学的相違により 3つの Biotypeに分類さ

れた［Roesler et al., 2003］。さらに 2006年、18S ribosomal DNA塩基配列解析に

基づき、Biotype 1および 2は、genotype 1および 2に再分類され、Biotype 3は

新たに Prototheca blaschkeaeとされた［Roesler et al., 2006］。そのうち、P. zopfii 
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genotype 2が牛プロトテカ乳房炎の主要病原性株とされ、本邦［Osumi et al., 2008］

を含め、ドイツ［Roesler et al., 2006; Möller et al., 2007］、イタリア［Ricchi et al., 

2010］、ポルトガル［Marques et al., 2008; Thompson et al., 2009］、ポーランド

［Jagielski et al., 2011］、デンマーク［Jensen et al., 1998］、アメリカ合衆国［Pore 

et al., 1987; Anderson and Walker, 1988］、カナダ［Pieper et al., 2012］、ブラジル

［Bueno et al., 2006］など多数の国々において同様である。また近年では、乳房

炎乳汁および牛舎環境試料から P. blaskcheaeの検出も報告されている［Aouay et 

al., 2008; Marques et al., 2008; Thompson et al., 2009; Ahrholdt et al., 2011; Jagielski 

et al., 2011; Ricchi et al., 2013］。一方、P. zopfii genotype 1は乳汁などの臨床検体

からではなく、ほとんどが環境中試料から検出されている［Möller et al., 2007; 

Osumi et al., 2008］。現在まで、上記に示した各国の分子疫学調査により、牛プ

ロトテカ乳房炎の原因藻種、遺伝子型の同定ならびに感染源および伝播経路の

推定が行われてきた。しかしながら、複数のプロトテカ乳房炎発生農家におい

て、明確な感染源は認めらない場合［Spalton et al., 1985; Costa et al., 1997; Osumi 

et al., 2008］や、対照的にプロトテカ乳房炎未発生農家の環境中から頻繁に本藻

を検出する例があること［Anderson and Walker, 1988］から、未だ感染源および

伝播経路の特定には至っていない。このことは、P. zopfii両遺伝子型を基にした

長期間あるいは大規模な分子疫学調査が進んでいないことも、特定に至らない

要因の１つとなっている。 

	 そこで本研究では、乳汁、バルク乳、糞便、飲料水、体液（ルーメンジュー

ス、血液、尿）および牛舎環境試料（牛床、飼料、敷料等）から本藻を分離後、

藻種および遺伝子型を同定し、感染源ならびに伝播経路の検索を実施した。 
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2.2	 材料及び方法  

 

2.2.1 供試検体 

	 プロトテカ感染乳汁 160検体（89頭／44戸）、バルク乳 285検体（260戸）腸

管内糞便 821検体（プロトテカ感染牛 67頭、非感染牛 745頭、子牛 9頭／18戸）、

飲料水 478検体（10戸）、他動物（ネコ、ネズミ）糞便 4検体、体液（ルーメン

ジュース、全血、尿）12検体（プロトテカ感染牛 3頭、非感染牛 3頭）、ミルカ

ー拭い液 7検体（2戸）および環境由来試料（牛床、飼料）79検体の計 1849検

体を Prototheca属藻類分離用試料として採材した。 

 

2.2.2 標準株 

	 使用した各Prototheca属藻種の標準株をTable 2-1に示した。全ての標準株は、

Yeast and Mould（YM）agar（関東化学）上、室温下にて維持し、実験使用 3日

前に Prototheca isolation medium（PIM；1% Potassium hydrogen phthalate、0.09% 

Sodium hydroxide、0.01% Magnesium sulphate、0.02% Potassium phosphate monobasic、

0.03% Ammonium chloride、0.0001% Thiamine hydrochloride、2% purified agar、1% 

glucose）［Pore, 1973］上で前培養を行った。 

 

2.2.3 採材期間および採材地域 

	 採材期間は 2004年 10月から 2014年 6月までの 10年間とし、愛知・愛媛・

静岡・千葉・富山・奈良・三重・北海道の計 8 地域の各農家から採材を実施し

た。 
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2.2.4 Prototheca属藻類の分離培養法 

	 プロトテカ感染分房より採取した乳汁およびバルク乳は、PIM 平板培地上に

100 µL接種し、画線塗抹後 37 oC条件下にて、48時間好気培養を行い、藻株を

得た。 

	 腸管内糞便および飼料は、採材後直ちに滅菌生理食塩水に懸濁した。飲料水

および牛床試料は遠心（1,500 x g、5分）後、上清を除去し、沈渣を得た。得ら

れた上記試料および体液試料を Broth PIMに 100 µL 接種し、37 oC、48時間振

盪培養を行った。培養後、増菌が確認された検体を PIM 平板培地上に接種し、

さらに同条件下にて好気培養を行った。コロニー形成後、光学顕微鏡を用いて

Prototheca属を探索し、純培養した（Fig. 2-1）。 

 

2.2.5 藻種同定 

 

＜形態観察＞ 

	 前述の分離培養により得られた藻株は、全てラクトフェノールコットンブル

ー染色を施し、光学顕微鏡下にて Sporangiosporeの形状、直径および莢膜の有無

を判定した（Fig. 2-2）。 

 

＜炭素原資化性試験＞ 

	 Glucose、Galactose、Fluctose、Sucrose、Trehalose、Grycerol、1-Propanol およ

び Ethanolの各種炭素原をそれぞれ 1%（w/v）の濃度に添加した Broth PIMに、

1.0 x 105 cells/mLに調整した藻株懸濁液を接種し、25 oC条件下で振盪培養後、
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増殖の有無により資化能の判定を行った。 

	 各藻種の形態および各種炭素原資化能の判定基準は、The Yeast 5th edition［Pore, 

2011］より参照した（Table 2-2）。 

 

2.2.6 遺伝子型解析 

 

＜DNA抽出＞ 

	 全ての被検藻株は、PIM平板培地にて 37oC、48時間前培養を行い、得られた

コロニーを回収し、Lysis buffer［1 mg/mL zymolyase 100T（ナカライテスク）、

0.1 mM EDTA、1% Sodium Dodecyl Sulphate（SDS）、10 mM Tris hydrochloride、

0.3% 2-mercaptoethanol 、 1 mg/mL Ribonuclease A from Bovine Pancreas

（Sigma-Aldrich）］に懸濁した。さらに懸濁液にガラスビーズ（Sigma-Aldrich）

を加え、ボルテックスにより細胞の破砕を行った後、37 oC、14 時間維持した。

インキュベート後、フェノールおよびクロロホルムにより脱タンパク処理を行

い、エタノール沈殿後、風乾したペレットを 50 µLのMQに溶解し、ゲノム DNA

抽出液とした。吸光度計を用いて、DNA 量および 260 nm/280nm 比率を測定し

た。 

 

＜Genotype specific PCR＞ 

	 得られたゲノム DNA（< 200 ng）および既報の P. zopfii遺伝子型分類用 18S 

ribosomal DNA 3’末端領域増幅用プライマーセットおよび遺伝子型特異的

reverseプライマー（Table 2-3）［Roesler et al., 2006］を用いて、Recombinant Taq 
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DNA Polymerase（TaKaRa）にて PCRを実施した。反応液は説明書に従い調整し、

最初に 95 oCで 2分の反応を行った後、95 oCで 30秒、58 oCで 1分、72 oCで 1

分の反応を 35 サイクル行った。反応後、2%（w/v）アガロースゲルおよび 1 x 

Tris-acetate-EDTA bufferを用いて電気泳動を行った。泳動後、エチジウムブロマ

イド染色を施し、UV laser下にて目的 DNA断片の増幅を確認した（Fig. 2-3）。 

 

＜DNA精製、シークエンス＞ 

	 増幅 DNA断片に ExoSAP-IT PCR Product Clean-Up（Affymetrix）を加え、37 oC

で 15 分、80 oC で 15 分間の反応を行い、DNA を精製した。精製 DNA および

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いて、サ

イクルシークエンスを行った。その後、Agencourt® CleanSEQ® （BECKMAN 

COULTER）によりサイクルシークエンス後の残留した Dye を除去し、Applied 

Biosystems 3130xL Genetic Analyzer（Applied Biosystems） により DNAシークエ

ンスを行い、塩基配列を解析した。得られた塩基配列は、Basic Local Alignment 

Search Tool（BLAST）により相同性検索を行い、藻種および P. zopfii遺伝子型を

同定した。 
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2.3	 結	 果  

 

2.3.1 各試料群における分離率 

	 各試料群における分離率は Table 2-4に示した。すなわち、プロトテカ感染乳：

100%（160/160）、バルク乳：11.2%（32/285）、腸管内糞便：16.1%［132/821；プ

ロトテカ感染牛：26.9%（18/67）、非感染牛：14.4%（107/745）、子牛：77.8%（7/9）］、

飲料水：5.9%（28/478）、牛床、牛舎周辺：13.7%（10/73）、他動物（ネズミ）糞

便：25%（1/4）であった。 

	 飼料、体液検体からは、Prototheca属の検出は認められなかった（Table 2-4）。 

 

2.3.2 分離藻株の形態観察および炭素原資化能による藻種同定 

	 分離藻株の Sporangiosporeは、全て 6.5 µm以上、円あるいは楕円形を呈し、

莢膜の形成は認められなかった（Fig. 2-2）。炭素原資化性試験では、分離した

363株のうち、362株は P. zopfiiと同様の資化能を有していた。一方、腸管内糞

便（プロトテカ感染牛）由来の 1 株は、P. blaschkeae と同様の資化能を示した

（Table 2-2）。 

	 以上から、362株を P. zopfii、腸管内糞便由来 1株を P. blaschkeaeと同定した。 

 

2.3.3 遺伝子型同定 

	 P. zopfii遺伝子型特異的 PCRにより、450 bpの内部遺伝子以外に 160 bpの各

遺伝子型の標的遺伝子が増幅された。一方、P. blaschkeaeの 1株では標的遺伝子

の増幅は確認されなかった（Fig. 2-3）。以上の遺伝子型特異的 PCR および塩基
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配列解析から同定した分離藻株の遺伝子型比率は、プロトテカ感染乳, genotype 

1：2 = 0.6%（1株）：99.4%（159株）、以下同順、バルク乳, 0（0）：100（32）、

腸管内糞便, 68.2（91）：31.1（39）：0.7（1）（P. blaschkeae）［プロトテカ感染牛, 

50.0（9）：44.4（8）：0.8（1）、非感染牛, 71.9（82）：28.1（32）］、飲料水, 71.4（20）：

28.6（8）、牛床、牛舎周囲, 40.0（4）：60.0（6）、他動物糞便, 100（1）：0（0）で

あった（Table 2-4）。また、既存の各藻種および遺伝子型配列と分離藻株塩基配

列との相同性はそれぞれ 100%であった。 
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2.4	 考	 察  

 

	 プロトテカ感染乳およびバルク乳由来株では 1 株を除き、全て genotype 2 と

同定されたことから、既報の疫学調査と同様に genotype 2 が牛に対して病原性

を有していることを再確認した。環境由来各試料では、プロトテカ感染牛腸管

内糞便から最も高い分離率を示し、糞便検体全体においても比較的高い分離率

を示した。また、糞便由来株の遺伝子型比率は、非病原株である genotype 1 が

優位であるものの、病原株である genotype 2 も検出された。すなわち、乳房感

染の有無に関わらず全ての牛から genotype 2 を検出したことから、糞便が感染

源である可能性が強く示唆された。また、生後 1 ヶ月齢の子牛糞便中からは全

て genotype 2 を検出していることから、初乳あるいは母乳による経口感染の可

能性も併せて考えられた。一方、飲料水は、腸管内糞便と同様の遺伝子型比率

を示したものの、分離率は低く、採材位置とプロトテカ感染牛との間に位置的

関連性を認められなかった。そのため、飲料水由来株は感染乳汁の落下および

糞便飛沫の汚染に基づくと推察された。また、牛床および牛舎周囲由来株は

genotype 2を検出しているものの、全体の検体数および分離数がともに少数であ

ることから、感染乳汁および糞便による汚染の可能性が高いと推察された。牛

舎環境に生息する他動物では、ネズミの腸管内糞便から 1検体分離し、genotype 

1と同定した。非病原株の genotype 1であり、また検出数も低いことから、牛舎

環境に出入りする他動物からの伝播の可能性は低いと考えられた。その他の未

検出の検体について、ミルカーは消毒後の採材であったため検出されなかった

と推察された。飼料においては、プロトテカ以外の細菌または真菌が優位であ
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ったために検出されなかったことが考えられた。しかしながら、Adhikariらの報

告では、飼料を培地成分として P. zopfii両遺伝子型を接種した場合、培養される

ことが確認されている［Adhikari et al., 2013］ため、今後も飼料および敷料につ

いての検討は行う必要があると考えられた。また、プロトテカ感染牛および非

感染牛に関わらず、血液、尿およびルーメンジュースなどの体液検体から検出

されなかった。国内外の既報および本研究により、本藻類感染牛は顕著な全身

症状を示さない乳房限局性慢性疾患であること、さらに環境試料、特に糞便か

ら本藻類が検出されることが知られている［Bueno et al., 2006; Ito et al., 2011; 

Lassa et al., 2011］。従って、牛において本藻類は乳房および腸管内に限局するも

のと考えられた。 

	 これまで国内外において、腸管内糞便を含んだ環境試料からの genotype 2 の

検出は報告されておらず、環境試料からはほとんど非病原株の genotype 1 が分

布し、乳房炎乳汁から病原株である genotype 2 が検出されていた。故に、感染

源および伝播経路は特定されず、消化管からの移行や抗菌剤の乳房内投与によ

る菌交代症が提示されていた［Pieper et al., 2012］。しかしながら、本研究の結果

により、本邦の牛プロトテカ乳房炎では、腸管内糞便および乳汁が感染源であ

ることが初めて明らかとなった。上記の感染源により、牛床および飲料水が汚

染にされた場合、さらなる伝播の危険性が考えられた。また、不十分な洗浄消

毒により、搾乳器具を介した伝播の可能性、殺藻処理を施していない初乳や母

乳投与による子牛への伝播が推察された。これらの考えられうる伝播経路への

対策として、プロトテカ感染牛の隔離および搾乳順の変更、子牛に対する殺藻

後の授乳、糞便の頻回除去および洗浄、飲料水や牛床の洗浄消毒の必要性があ
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ると考えられた。 

	  

	 本章では、本邦における P. zopfii感染性乳房炎の感染源および伝播経路を初め

て明らかにし、本症発生時の対策においても新たな情報をもたらした。 
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第 3章 

Prototheca zopfii genotype 1, 2両遺伝子型の 

遺伝的および表現形質の相違について 
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3.	 序	 論 

 

	 Prototheca 属は 1894 年の Krüger の分離報告以降、その分類は変遷している。

当初、Krüger は分離した微生物を光学顕微鏡下における形態から真菌としたも

のの、酵母あるいは葉緑素を有する藻菌類との関連性を確認できなかった

［Krüger, 1894］。その後、胞子の形成増殖様式、化学物質、炭素原の代謝などの

発見により随時、酵母あるいは藻類への分類を繰り返していた［Chodat, 1913; 

Ashforth et al., 1930; Arnord and Ahearn, 1972］。1973年、電子顕微鏡解析により真

菌とは異なる可能性が提示され［Nadakavukaren and McCracken, 1973］、同年およ

び 1977年、より包括的な形態学的および生理学的分類から、P. stagnora (Cooke 

1968), P. wickerhamii (Tsubaki and Soneda 1959), P. zopfii (Krüger 1894)を

Prototheca属として提言された［Sudman and Kaplan, 1973; Pore et al., 1977］。以

降、生化学的性状および遺伝子解析により上記藻種に加え、P. ulmea, P. 

blaschkeae, P. cutis, P. moriformisが Prototheca属と報告された［Pore et al., 1985; 

Roealer et al., 2006; Satoh et al., 2010］。さらに、P. zopfiiの遺伝子型分類［Roesler 

et al., 2003; Roealer et al., 2006］後、Real-time PCRによる DNA resolution melting 

method による藻種および P. zopfii 遺伝子型の迅速同定［Ricchi et al., 2011; 

Onozaki et al., 2013］、Matrix Assisted Laser Disorption/Ionization-Time of Flight Mass 

Spectrometry（MALDI-TOF MS）を用いた質量分析による藻種および P. zopfii遺

伝子型分類［von Bergen et al., 2009; Ahrholdt et al., 2012］、二次元電気泳動による

P. zopfii両遺伝子型における含有タンパクの比較［Murugaiyan et al., 2013］など

の解析が進められてきた。しかしながら、未だ本藻類および P. zopfiiの遺伝子型
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に対する各解析は進んでおらず、不明な点が多い。前章の分子疫学調査、既存

の疫学調査並びに遺伝子解析報告により、P. zopfiiの遺伝子型と病原性との間に

関連性が認められることが明らかとなった。両遺伝子型の相違は病原性の解明

に資するものである。 

	 そこで本研究では以下の 3 項について検討を行った。第 1 項では Internal 

Transcribed Spacer（ITS）領域および β-tubulin 遺伝子による系統解析を実施し、

P. zopfii両遺伝子型の多様性について解析した。続いて、第 2項では P. zopfii両

遺伝子型の形態学的特徴の相違について検索するため、超微細構造の観察を実

施した。最後に、第 3項では P. zopfii両遺伝子型の薬剤および消毒薬感受性を比

較するとともに、牛プロトテカ乳房炎に対する防除法の検討を行った。 
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第 1項 

Internal Transcribed Spacer（ITS）領域および β-tubulin遺伝子

による Prototheca zopfii両遺伝子型系統解析 
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1.1	 序	 論  

 

	 2006年、18S rDNA領域遺伝子解析により Prototheca zopfiiは genotype 1およ

び 2に分類された［Roesler et al., 2003; Roealer et al., 2006］。その後、同様の遺伝

子型解析、世界各地の疫学調査および本研究第 2 章の結果より genotype 2 が牛

プロトテカ乳房炎の起因藻種であることが示唆された。現在まで、Prototheca属

の系統学的分類は 18S rDNA［Roesler et al., 2006; Marques et al., 2008］および 26S 

rDNA Domain 1/2領域［Kishimoto et al., 2010］により行われてきた。しかしなが

ら、両領域ともに安定リボソーム領域であり、P. zopfiiの遺伝子型鑑別までは可

能であるものの、分離環境、地域および宿主における株間の種内変異までは検

出不可能である。また、同領域系統解析において別種とされる P. moriformis は

P. zopfii両遺伝子型株と同一のクラスターに属し、さらに生化学的性状も類似し

ているため、P. moriformisの種としての位置付けは、現在議論されている［Ueno 

et al., 2005; Roesler et al., 2006］。加えて 2011年、Poreは P. zopfiiを新たに 5つの

varietyとして分類した［Pore, 2011］。同分類では var. zopfii（P. zopfii genotype1

および 2）、var. 1（P. blaschkeae）、var. 3（P. moriformis）および var. portoricensis

（P. portoricensis）とされている。しかしながら、両遺伝子型が同一 varietyに属

することは、病原性と遺伝学的特徴が反映されていない。 

	 以上から、既知のリボソーム領域のみにおける本藻の分類は困難であるため、

近年、同属の P. wickerhamiiにおいて Internal Transcribed Spacer（ITS）領域の遺

伝子配列が解析され、同種の更なる分類の可能性が提言された［Hirose et al., 

2013］。さらに、P. zopfii の β-tubulin 遺伝子配列が一部クローニングされた
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［Mancera et al., 2012］。 

	 以上の背景から本研究では、P. zopfii両遺伝子型株の ITS領域、β-tubulin遺伝

子のクローニングおよび遺伝子系統解析により、さらなる分類の可能性につい

て検討した。 
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1.2 材料及び方法  

 

1.2.1	 被検株及び標準株 

	 ITS領域系統解析用（Table 1-1）、β-tubulin遺伝子系統解析用被検株（Table 1-2）

はそれぞれ Tableに示した。各 Prototheca属藻種の標準株は前章の Tableに記載

した。全ての藻株は前章と同様の方法で培養し、実験に供試した。 

 

1.2.2	 PCRプライマー 

	 18S rDNA全領域および 26S rDNA Domain1/2領域、ITS領域および β-tubulin

遺伝子増幅用プライマーを Table 1-3に示した。18S rDNA全領域［Medlin et al., 

1988; Huss and Sogin, 1990］および 26S rDNA Domain1/2［O’Donnell, 1993; 

Kurtzman and Robnett, 1997］に対するプライマーは、既報のものを使用した。サ

イクルシークエンス用プライマーは、既存の塩基配列情報を基に設計した。ITS

領域増幅用プライマーは、得られた 18S rDNA 領域 3’末端および 26S rDNA 

Domaim1/2領域 5’末端の塩基配列の情報を基に設計した。ITS領域サイクルシー

クエンス用プライマーは、近縁の Chlorella属、Trebouxia属の 5.8S rDNA領域の

塩基配列から、共通配列を選択し設計した。β-tubulin 遺伝子増幅用プライマー

は、既存の塩基配列情報［Mancera et al., 2012］を基に設計した。 

 

1.2.3	 遺伝子解析 

 

＜DNA抽出＞ 
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	 前章と同様の細胞破砕、脱タンパクおよびエタノール沈殿を用いて、各被検

株および標準株の DNA抽出を行った。 

 

＜PCR＞ 

	 得られたゲノム DNA（< 200 ng）および各リボソーム領域、ITS領域増幅用プ

ライマーを用いて、PrimeSTAR® Max DNA polymerase（TaKaRa）にて PCRを実

施した。反応液は説明書に従い調整し、98 oCで 10秒、58 oCで 15秒、72 oCで

20 秒の反応を 35 サイクル行った。一方、β-tubulin 遺伝子は前章と同様に

Recombinant Taq DNA Polymerase（TaKaRa）にて PCRを実施した。反応液は説

明書に従い調整し、最初に 95 oCで 2分の反応を行った後、95 oCで 1分、50 oC

で 1分、72 oCで 2分の反応を 35サイクル行った。反応後、2%（w/v）アガロー

スゲルおよび 1 x Tris-acetate-EDTA bufferを用いて電気泳動を行った。泳動後、

エチジウムブロマイド染色を施し、UV laser下にて目的 DNA断片の増幅を確認

した。 

 

＜クローニング＞ 

	 目的産物をMighty Cloning Reagent set（Blunt End）（TaKaRa）により精製し、

pUC 118 HincⅡ/BAPベクターを用いて 16oC、1時間ライゲーションを行った。

その後、100 µg/mL Ampicilin添加 Luria-Bertani（LB）培地上にて E. coli HST08 

Premium Competent Cells（TaKaRa）に形質転換を行った。得られたコロニーを

EmeraldAmp® PCR Master Mixを用いて、インサートチェック PCRとして 98 oC

で 10秒、58 oCで 30秒、72 oCで 4分の反応を 30サイクル行った。インサート
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の確認されたコロニーを Broth LBにて増菌し、Quantum Prep® Plasmid Miniprep 

Kit（BIO-RAD）によりプラスミドを回収した。回収後のプラスミド量を吸光度

計により測定し、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）

および設計したサイクルシークエンス用プライマーを用いて、サイクルシーク

エンスを行った。その後、Agencourt® CleanSEQ® （BECKMAN COULTER）によ

りサイクルシークエンス後の Dyeを除去し、Applied Biosystems 3130xL Genetic 

Analyzer（Applied Biosystems） により DNA シークエンスを行い、塩基配列を

得た。18S rDNA全領域および 26S rDNA Domain1/2領域の遺伝子配列は、Basic 

Local Alignment Search Tool（BLAST）により相同性検索を行い、藻種および P. 

zopfii遺伝子型を同定した。各藻種および P. zopfii各遺伝子型の ITS領域遺伝子

配列は、ATCG Ver. 7.5.1 シーケンスアセンブリソフトウェア（GENETYX 

CORPORATION）、GENETYX Ver.12（GENETYX CORPORATION）により、18S 

rDNA領域 3’末端および 26S rDNA Domaim1/2領域 5’末端の塩基配列とアセンブ

ルを行った。また、近縁の Chlorella属、Trebouxia属の 5.8S rDNA領域の塩基配

列と比較を行い、本藻類の ITS領域遺伝子配列を決定した。 

 

＜DNA精製、シークエンス＞ 

	 β-tubulin遺伝子の増幅 DNA断片は、前章と同様の方法を用いて精製した。続

いて、精製 DNAを用いて BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 

Biosystems）および Applied Biosystems 3130xL Genetic Analyzer（ Applied 

Biosystems） により DNAシークエンスを行い、塩基配列を得た。β-tubulin遺伝

子配列は、Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）により相同性検索を行い、
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藻種および P. zopfii遺伝子型を同定した。 

 

＜遺伝子系統解析＞ 

	 得られた各リボソーム領域、ITS 領域および β-tubulin 遺伝子の塩基配列は、

GenBank登録株を含め、MEGA ver. 6.0ソフトウェア［Tamura et al., 2013］内の

CLUSTAL W program［Thompson et al., 1994］を用いてアライメントを行い、5’

および 3’末端の塩基配列をトリミングした。系統樹は neighbor-joining method

［Saitou and Nei, 1987; Tamura et al., 2004］を用いて構築した。進化距離の評価は

Maximum Composite Likelihood method［Tamura et al., 2004］に従った。系統樹の

分岐の確率は、Bootstrap test［Felsenstein et al., 1985］を 1000回試行し評価した。

各系統樹のアウターグループは、Genbank に登録されている既存の近縁藻類

（Chlamydomonas reinhardtii, Helicosporidium sp., Trebouxia impressa）の塩基配列

を使用した。 
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1.3	 結	 果  

 

1.3.1.	 ITS領域遺伝子系統解析 

	 Prototheca属の ITS領域塩基配列は、各藻種により 716-2539 bpの異なる長さ

を有していた。一方、18S rDNA全領域および 26S rDNA Domain1/2領域では、

P. wickerhamiiを除いて藻種間で異なる長さの配列は認められなかった（Fig. 1-1）。

系統解析では、genotype 1は被検株間において、さらに 4つのクラスターに分岐

した。しかしながら、株間の分離環境、地域および宿主と各クラスターに関連

性は認められなかった。一方、genotype 2は使用全株において、同一のクラスタ

ーに属し、塩基配列の相違は認められなかった。さらに、各リボソーム領域で

は P. zopfii両遺伝子型と同一クラスターに属していた P. moriformisが、P. zopfii

とは別のクラスターへ分岐した（Fig. 1-2, 1-3）。 

 

1.3.2.	 β-tubulin遺伝子系統解析 

	 β-tubulin遺伝子系統解析において、genotype 2は ITS領域系統樹と同様に、使

用全株で同一のクラスターに属した。また、P. moriformisは ITS領域系統樹と同

様に P. zopfii両遺伝子型とは別のクラスターへ分岐した。一方、genotype 1は株

間で 2つのクラスターに分岐した（Fig. 1-3, 1-4）。しかしながら、ITS領域と同

様に株間の分離環境、地域および宿主と各クラスターに関連性は認められなか

った。また、両遺伝子型のシークエンス波形を比較した結果、genotype 1におい

て使用全株で遺伝子アレルが散見された。一方、genotype 2ではアレルは確認さ

れなかった（Fig. 1-5）。 
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1.4	 考	 察  

 

	 Prototheca 属の ITS 領域 PCR 産物は、藻種間で異なる塩基配列の長さを有し

ており、過去の報告と一致していた［Hirose et al., 2013］。これまで各リボソー

ム領域の藻種間の塩基配列の長さは、P. wickerhamiiを除いて一定であった。P. 

wickerhamii のリボソーム遺伝子群は他の Prototheca 藻種と異なり、複雑な組換

体であり、Auxenochlorella属あるいは新たな属への分類の必要性が報告されてい

る［Ueno et al., 2003; Ueno et al., 2007］。また、P. wickerhamiiを除く藻種および

遺伝子型の分類は、Genotype specific PCRおよびシークエンスにより行われてき

た。本結果により、ITS 領域 PCR 産物長の比較による藻種および遺伝子型の分

類が可能であることが再確認された。 

	 これまで P. zopfiiの遺伝子系統学的分類は、18S rDNA［Roesler et al., 2006］

あるいは 26S r DNA Domain1/2領域［Kishimoto et al., 2009］にて行われていたが、

株間レベルにおける分類は認められていなかった。今回構築した系統樹により、

genotype 1が 4つのクラスターに分岐したことから、さらに複数の genotypeに分

類可能であることが示唆された。分離環境、地域および宿主間において関連性

を認めなかったが、今後さらなるスペーサー領域あるいは遺伝子群を用いた比

較および株数を増やして検討する必要性が考えられた。一方、genotype 2は全て

同一のクラスターに属したことから、病原株は分離環境、地域および宿主に関

わらず単系統を保持しつつ蔓延している可能性が示唆された。また遺伝子系統

および生化学的特徴が P. zopfiiと酷似していたため、種として認められず、ある

いは P. zopfiiの亜種としての位置付けをされていた P. moriformis［Ueno et al., 



 43 

2005; Roesler et al., 2006］は、P. zopfii両遺伝子型と異なるクラスターに分岐し

た。本系統解析結果および表現形質の相違から P. moriformisは P. zopfiiとは別の

藻種として分類すべきであると考えられた。 

	 β-tubulin遺伝子系統解析では、ITS領域系統樹と同様に genotype 2は全て同一

クラスターに属したが、genotype 1は ITS領域と比較して、株間で 2つのクラス

ターのみへ分岐した。以上から、本藻類の系統解析は ITS 領域による分類が適

していると考えられた。一方、β-tubulin遺伝子シークエンス波形から genotype 1

において遺伝子アレルを散見したことから、genotype 1は倍数体として存在する

可能性が考えられた。 

 

	 本項により、genotype 1は遺伝的多様性に富み、さらに複数の genotypeに分類

される一方、genotype 2は宿主を問わず、単系統を保持しつつ広範囲に分布する

ことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 44

 

 

 

 



 45

 

 



 46

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 48

 

 

 



 49

 
 

 

 

 

 

 



 50

 
 

 



 51

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 52 

 

 

 

 

 

 

第 2項 

Prototheca zopfii両遺伝子型の超微細構造解析について 
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2.1	 序	 論  

 

	 Prototheca属の電子顕微鏡解析は、1968年 Lloydらの報告［Lloyd and Turner, 

1968］を筆頭に、主に透過型電子顕微鏡による細胞壁および細胞内の構造調査

されてきた。Lloyd and Turnerは P. zopfiiの細胞壁が Chlorella属藻類に類似した

構造を有していることを指摘したが、ミクロフィブリルの喪失などの相違や細

胞壁の節状構造などの相違から Chlorella属と異なることを報告した。さらに、

グルコサミンやムラミン酸などの真菌あるいは細菌に存在する細胞壁構成成分

を有していないとしている［Lloyd and Turner, 1968; Vorisek et al., 1975］。また、

P. zopfiiおよび P. wickerhamiiが真核生物にとって基本的な細胞器官を有し、さ

らに色素体を含有していることを確認している［Panti and Aaronson, 1974; 

Nadakavukaren and McCracken, 1977］。細胞壁の構成要素については 1972 年、

Atkinson らの電子顕微鏡解析および生化学的手法により、P. moriformis および

P. portoricensis が Chlorella 属と同様に細胞壁に耐性カロテノイドであるスポロ

ポレニンを含有していることが明らかとなった［Atkinson et al., 1972］。以上の

報告により、Prototheca属は強固な細胞壁を有しており、薬剤親和性の低下に寄

与していることが考えられている。 

	 近年では、感染動物およびヒトの組織を用いた電子顕微鏡解析による診断ツ

ールとしても利用されている［Font and Hook, 1984; Costa et al., 2004; Ribeiro et al., 

2009; Zak et al., 2012］。牛においては、感染分房はマクロファージ主体の慢性感

染であり、P. zopfiiは乳腺上皮に存在し、時折間質および乳腺付属リンパ節で確

認されることが報告されている［Cheville et al., 1984; Jensen et al., 1998］。 
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	 しかしながら、P. zopfii遺伝子型分類後の比較は行われておらず、また問題点

として、本藻類の強固な細胞壁により不明瞭な像が多く、評価し難いことが挙

げられる。 

	 本研究では、両遺伝子型分類を基とし、2種類の固定法を用いて P. zopfiiの超

微細構造の観察および比較を行った。さらに細胞壁を消化し、クロロプラスト

の有無を調査した。 
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2.2	 材料及び方法  

 

2.2.1	 被検株及び培養 

	 被検株は、Prototheca zopfii SAG2063T（Genotype 1）および SAG2021T（Genotype 

2）を使用した。それぞれの由来は前章の Table 2-1に記載した。 

	 両被検株をSabouarud dextrose broth（1% Polypepton-S, 2% D-(+) Glucose, 0.005% 

Chloramphenicol（関東化学））にて 30oC下、120 rpmの速度で振盪、同調培養し、

対数増殖期中期（18-22時間）に回収した（Fig. 2-1）。回収後、0.1 M phosphate buffer

（pH 7.2）により 5回遠心洗浄（1,500 x g、15分）を行い、電子顕微鏡解析およ

び共焦点レーザー顕微鏡解析を実施するまで 4 oCにて保存した。また、それぞ

れの遺伝子型は、解析前に 18S rDNA塩基配列解析により確認した。 

 

2.2.2	 透過型電子顕微鏡（SEM）解析 

	 回収洗浄した藻株を、2%グルタルアルデヒド（0.1 M phosphate buffer（pH 7.2）

により希釈）に浸漬し 4 oC、2時間で前固定を行った。前固定後、0.1 M phosphate 

buffer（pH 7.2）に再懸濁し、グルタルアルデヒドの臭気が沈渣から消失するま

で遠心洗浄を行った。続いて、1.25%四酸化オスミウム（OsO4）（同 buffer によ

り希釈）に浸漬し 4 oC、overnight（17時間）で後固定を行った［Aaronson et al., 

1971］。固定後、同 bufferにより洗浄し、OsO4を除去した。その後、アルコール

による脱水を行った。アルコールは Distilled water（DW）で希釈し、30%の濃度

からはじめ、50、70、80、90、95 および 99.5%の順に徐々にアルコール度数を

上昇させた。それぞれのステップは 5-15分で浸漬処理した。脱水後、各藻株を
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酢酸イソアミルで置換し、HCP-Ⅱ（日立）により臨界点乾燥を 21 oC、80 kg/cm2

を 20分、38 oC、100 kg/cm2を 20分、の条件で行った。乾燥後、E-1030 ion sputter

（日立）により 7 nmの厚さで白金パラジウム（PtPD）を蒸着し、試料帯電の防

止を施した。蒸着した藻株を Ultra-High Resolution Low-Voltage Scanning Electron 

Microscopy（S-900LV; 日立）により 2.0 kVの加速電圧で撮影した［Osumi et al., 

1995］。 

	 また、真の細胞表面と蒸着検体の比較のために、無蒸着検体も同時に作製し

た。後固定処理後、0.05%四酸化ルテニウム（RuO4）を室温下、7分、遮光条件

で反応させ、導電染色を施した。以降、同様の脱水、置換および臨界点乾燥を

行った後、0.8 kVの加速電圧で撮影した。 

 

2.2.3	 透過型電子顕微鏡（TEM）解析 

	 回収洗浄した藻株を、2%グルタルアルデヒドにより 4 oC、2時間で前固定を

行った。前固定後、0.1 M phosphate buffer（pH 7.2）にてグルタルアルデヒドの

臭気が消失するまで遠心洗浄を行った。続いて、1.25%四酸化オスミウム（OsO4）

により 4 oC、overnight（17時間）で後固定を行った［Aaronson et al., 1971］。一

方、形態保持、細胞壁固定および OsO4との比較のために過マンガン酸カリウム

（KMnO4）による後固定の検体も同時に作製した［Osumi, 2012］。洗浄後、1.5%

酢酸ウランにより 4 oC、30分、遮光条件で染色した。その後、アルコールによ

る脱水を行った。アルコールは DWで希釈し、50%の濃度からはじめ、70、80、

90、95、99.5%および無水エタノールの順に徐々にアルコール度数を上昇させた。

それぞれのステップは 10-15分で浸漬処理した。脱水後、各藻株を methyl glycidyl 
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ether（QY-2; 日新）で置換し、epoxy resin（Plain Resin Kit; 日新）に包埋後、60 

oC、48 時間で重合した。重合したブロックをダイアモンドナイフで薄切し、酢

酸ウランおよびクエン酸鉛により染色した。染色した検体を H-7000透過型電子

顕微鏡（日立）にて 100 kVの加速電圧で撮影した。 

 

2.2.4	 共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）解析 

	 回収洗浄した藻株を 3% polysaccharide-degrading enzyme（Macerozyme R-10 

from Rhizopus sp.; ヤクルト薬品工業）加 0.85 M NaClに再懸濁し、35 oC、48時

間、120 rpmの条件で反応させ、細胞壁の消化を行った［Suzuki et al., 1997; Ueno, 

2009］。細胞壁消化後（プロトプラスト化）、70%エタノールにより室温下、混和

しながら 3時間固定した。固定後、0.85 M NaClにて洗浄し 10 µM TO-PRO®-3 

iodide（Molecular Probes）、 1 µM Bodipy 505/515（ 4, 4-difluoro-1, 3, 5, 

7-tetramethyl-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacene; Molecular Probes ）、 1 mg/mL 

Ribonucrease A from Bovine Pancreas（Sigma-Aldrich）および 0.1% dimethyl 

sulfoxide の終濃度で、室温下、30 分、遮光条件により核酸および細胞内脂質成

分の染色を行った［Cooper et al., 2010; Kerstens et al., 2013］。染色した藻株は洗

浄後、Cytospin 3（Thermo Scientific）によりスライドガラスに回収し、ProLong® 

Gold antifade reagent（Molecular Probes）により封入後、LSM 510（Carl Zeiss）に

て撮影した。 

	 TO-PRO®-3 iodide（青色、核酸）は Helium-Neon laser（633 nm）にて励起し、

642-661 nmの波長で検出した。Bodipy 505/515（緑色、脂質）は Argon laser（488 

nm）にて励起し、505-515 nmの波長で検出した。同時に Bodipy 505/515の自家
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蛍光（赤色、クロロプラスト）を 650-700 nmの波長で検出した。画像は 63 x油

浸レンズを使用し、1024 x 1024の解像度で撮影した。150-200の区画に深度調整

した Z-stackはそれぞれ、Z軸に沿って 0.15 µmずつ撮影した。撮影後、Imaris ver. 

7.6（Bitplane）により 3D構築した。 
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2.3	 結	 果  

 

2.3.1 	 Ultra-High Resolution Low-Voltage Scanning Electron Microscopy

（UHR-LVSEM）による P. zopfii両遺伝子型細胞外観の比較 

	 UHR-LVSEMを用いて、両遺伝子型間の細胞外観の比較をした結果、P. zopfii

の Sporungiumは、それぞれ異なった成長ステージを示した（Fig. 2-2, 2-3）。両

遺伝子型ともに各細胞は、基本的に円形あるいは楕円形を呈しており類似した

細胞外観であったが、一部の細胞は皺や凹みを形成していた（Fig. 2-2, 2-3）。さ

らに、P. zopfii genotype 1および 2の代表的な増殖環の一部を示した。娘細胞が

成熟細胞へと成長するにつれて、母細胞壁が徐々に裂開し（Fig. 2-2a）、内生胞

子（Sporangiospore）を放出しようとしている像（Fig. 2-2d, 2-3d）、あるいは崩壊

した Sporangium から放出された像を確認した（Fig. 2-3a）。また、複数の

Sporangiospore が放出された際、崩壊した Sporangium の細胞壁断片が、時折付

着することが確認された（Fig. 2-2b）。 

	 両遺伝子型間における基本的な細胞外観および増殖環は類似していたが、細

胞壁表面像に相違が確認された。両遺伝子型の１つの細胞壁を拡大すると、

genotype 1 では壁全面に顆粒状隆起を形成していた（Fig. 2-2c, 2-2f）。一方、

genotype 2では顆粒状隆起は形成されず、比較的平滑な表面像を呈し、直径 20 nm

大の小孔を壁全面に形成していた（Fig. 2-3d, 2-3f）。さらに、崩壊した Sporangium

を拡大すると、小孔は内腔に達しており、Sporangiosporeも同様の小孔を形成し

ていた（Fig. 2-4）。 

 以上の細胞外観は PtPD 蒸着細胞と無蒸着細胞との間で一致した構造を示した
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（Fig. 2-2, 2-3）。 

 

2.3.2	 TEMによる P. zopfii両遺伝子型細胞器官の比較および評価 

	 TEMを用いて、両遺伝子型の細胞内器官の評価および比較を行った。また同

時に、KMnO4および OsO4の 2種類の固定法についても比較検討した。Fig. 2-5

および Fig. 2-6 では、P. zopfii genotype 1 および 2 ともに複数の娘細胞や

Sporangiumがそれぞれ異なる Sporangiosporeを含有する像が認められた。また、

両遺伝子型は崩壊した Sporangiumを除いて、基本的に円形から楕円形を呈して

いた。加えて、複数の Sporangiosporeを含んだ成熟母細胞のいくつかは放出前の

細胞壁の裂開を示すギャップが確認された（Fig. 2-5a, 2-5c, 2-6a, 2-6c ）。一方、

放出前の Sporangiosporeは既に細胞壁構造を形成していた（Fig. 2-5b, 2-5d, 2-6b, 

2-6d）。 

	 高倍率において、P. zopfiiは真核生物に基本的な細胞器官を有し、Chlorella属

などの藻類と類似の細胞壁構造を形成していた。また両遺伝子型の 1 つの

Sporangiumを示した（Fig. 2-5b, 2-5d, 2-6b, 2-6d）。その結果、KMnO4固定像では

両遺伝子型ともに核、核脂質二重膜、核小孔、ミトコンドリア、大小不同の液

胞、ゴルジ装置、小胞体および膜結合性色素体を識別可能であった。多数のミ

トコンドリアは細胞膜周囲を取り囲むように配置され、内腔にクリステを伸長

する像が確認された。また、核周囲に発達したゴルジ装置が認められ、多数の

分泌顆粒を放出が確認された。しかしながら、Chlorella属や Chlamydomonas属

藻類に見られるクロロプラスト膜構造は認められなかった。以上の形態学的特

徴は両遺伝子型間において同様であったが、液胞の染色性に相違が認められた
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（Fig. 2-5b, 2-6b）。また genotype 2では、genotype 1に比較して多量の色素体を

含有していた。 

	 一方、OsO4 固定像においても基本的な細胞器官は KMnO4 固定像と同様であ

った。加えて OsO4 固定像では、KMnO4 固定像と比較してリボソームおよび発

達した粗面、滑面小胞体の識別が可能であった（Fig. 2-5d, 2-6d）。また、genotype 

2では、genotype 1に比較して巨大な小胞体の発達が認められた。しかしながら、

KMnO4固定像において認められた液胞の染色性は認められず、全体的に不明瞭

な像として描出された。 

	 細胞壁は藻類類似の 2 層構造を形成し、外層、繊維状の内層および内腔の顆

粒状物質により構成されていた（Fig. 2-7）。また、この顆粒状物質が疎になるに

つれて Sporangiosporeの細胞壁形成像を確認した。しかしながら、固定法および

遺伝子型間における相違は認められなかった。 

 

2.3.3	 CLSMによる細胞壁消化およびクロロプラストの評価 

	 Macerozyme R-10により消化されなかった両遺伝子型の細胞では、TO-PRO®-3 

iodideの浸透は認められず、細胞壁表面に蓄積していた（Fig. 2-8c）。一方、細胞

壁消化後の細胞では、核酸および脂質含有成分の蛍光は検出され、細胞内に多

量の脂質成分あるいは液胞を含有することが明らかとなった（Fig. 2-8b, 2-8d）。

しかしながら、クロロプラストの自家蛍光は、両遺伝子型ともにほとんど確認

されず、一部の細胞膜表面に少量蛍光を認めた（Fig. 2-8b, 2-8d）。CLSM解析に

おいて、両遺伝子型間に相違は認められなかった。 
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2.4	 考	 察  

 

	 P. zopfii両遺伝子型の細胞外観は、ともに同様の形態を呈し、過去の SEM像

と一致した［da Costa et al., 2004; Ribeiro et al., 2009］。時折観察された皺や凹み

は、脱水の不足あるいは、細胞内の顆粒状物質が Sporangiosporeの細胞壁形成の

ために利用され、内部に間隙が形成されていたことが可能性として推察された。

細胞外観の相違として、細胞壁表面の表現形質および genotype 2 における小孔

の形成が確認された。前章の分子疫学調査および過去の疫学報告から各遺伝子

型の環境あるいは乳汁への偏在が確認されている。また、Murugaiyan らは両遺

伝子型のタンパク含有量を調査しており、genotype 1では炭素原代謝能の減少、

genotype 2では DNA結合性、キナーゼ活性およびシグナル伝達の増強されるこ

とを報告した［Murugaiyan et al., 2013］。以上の報告および結果から、genotype 2

は、乳汁成分を小孔から通じて接種するため、代謝能を増強し利用している可

能性が考えられた。一方、環境に偏在する genotype 1 では、周囲からの十分量

の養分を吸収しないために炭素源の代謝能の減少が発生し、また環境下での生

存のために表面に顆粒状隆起を形成している可能性が推察された。両遺伝子型

の形態学的相違は、それぞれの環境への適応の可能性が考えられた。 

	 二種類の固定法による透過型電子顕微鏡結果では、KMnO4固定像においてよ

り鮮明な像が得られた。両手法ともに強力な酸化作用を有するが、本藻類に対

する固定法は KMnO4 が適していることが明らかとなった。一方、OsO4 は強固

な細胞壁により浸透しなかった可能性が推察された。しかしながら、KMnO4で

はリボソームを固定できないため、さらなる固定法の改良の必要性が考えられ
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た。 

	 両遺伝子型の細胞内構造は、ともに真核生物に基本的な細胞器官および植物

に認められる色素体を多数蓄積していた。過去の Protothecaの TEM像と比較す

ると、同様に色素体を蓄積していたが、クロロプラストおよびチラコイド膜構

造は認められなかった［Atkinson et al., 1972; Nadakavukaren and McCracken, 1977］。

また、CLSM 解析により、クロロプラストの自家蛍光は少量のみしか検出され

なかった。これらの所見から P. zopfiiは葉緑素不含ではなく、退縮していること

が示唆された。一方、細胞器官の相違として genotype 2では genotype 1と比較し

て、多様の色素体の蓄積が認められた。この形態学的特徴は、Murugaiyan らの

タンパク含有量の調査と一致した［Murugaiyan et al., 2013］。また、KMnO4固定

像において液胞の染色性に相違を認めた。P. zopfii は一般的な炭素原に限らず、

n-hexadecane や n-alkanes などの天然油成分も発酵可能であることが報告されて

いる［Walker and Pore, 1978; Koening and Ward, 1984; Ueno et al., 2002］。これらの

形態学的特徴および報告は、両遺伝子型の代謝産物が相互に異なる可能性を示

唆するものと考えられた。 

	 細胞壁は藻類類似の 2 層構造の形成を確認し、内部は顆粒状物質が蓄積して

いた。また、この顆粒状物質が疎になるにつれて Sporangiosporeの細胞壁形成像

を確認した。同様の機序は Chlorella属藻類においても認められており、同時に

ディクチオソームの活性化が細胞壁合成の活性化に関与していることが報告さ

れている［Atkinson et al., 1972］。本藻類においては、1つのゴルジ装置かディク

チオソームとして存在しているかどうかの確認は実施していないが、発達した

ゴルジ装置を確認していることから、P. zopfiiの顆粒状物質は細胞壁合成成分と
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なりえるものであり、他の高等植物と同様に細胞壁合成にはゴルジ装置の活性

化が関与していることが示唆された。また、Atkinson らは P. moriformis および

P. portoricensis が Chlorella 属と同様に細胞壁にスポロポレニンを含有している

ことを報告した。スポロポレニンは極端な耐性カロテノイドであり、酸、アル

カリおよび酵素耐性を有する。スポロポレニンを有する藻類および P. zopfiiの細

胞壁最外層は、ほとんどの酵素に効果を示さないことが報告されている

［Atkinson et al., 1972; Suzuki et al., 1997; Gerken et al., 2013］。以上の結果から、 

他の藻類と同様に P. zopfii もスポロポレニンを含有した厚い細胞壁を形成する

ことが示唆された。また、この強固な細胞壁は、環境に存在する上での防御と

して形成している可能性が推察された。 

 

	 本研究では、P. zopfiiの一般的な形態学的特徴を観察し、また細胞壁表面像お

よび一部の細胞器官における両遺伝子型間の相違を初めて明らかにした。 
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第 3項 

Prototheca zopfii両遺伝子型における 

薬剤及び消毒薬感受性の比較 
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3.1	 序	 論  

 

	 プロトテカ症の報告は、1900 年代後半から牛を始めとしてヒトおよび小動物

においても増加傾向にある。それ故に、本藻類に対する薬剤感受性試験報告は

複数存在する［Segal et al., 1976; Casal and Gutierrez, 1981; Casal et al., 1983; 

Shahan and Pore, 1991］。しかしながら、いずれの報告も Prototheca zopfiiの遺伝

子型分類以前、あるいは藻種同定の行われていないものであった。ヒトの医療

現場による治療報告は、感染藻種により反応が異なることに加え、同種による

感染においても治療結果が異なることが知られている［Kim et al., 1996; 

Mohabeer et al., 1997; Okuyama et al., 2001;］。一方、獣医学領域ではこれまで犬に

おける治癒の報告は存在しない［Hosaka and Hosaka, 2004; Tsuji et al., 2006; 

Stenner et al., 2007; Roesler et al., 2009］。また、牛においても治療が不可能である

ことが知られており、感染拡大および経済的問題により摘発淘汰されているの

が現状である。以上から、病原株に対する薬剤感受性の再検討が必要である。 

	 また、治療効果の確認されていない本藻類は、特に消毒薬を用いた防除法が

求められている。本藻類においても、特定の消毒薬に対して感受性を示した報

告が存在する［Melville et al., 2002; Salerno et al., 2010］が、P. zopfii両遺伝子型

に対して実施されていない。 

	 そこで本研究では牛舎環境由来の genotype 1、乳房炎由来の genotype 2に対し

て、感受性既報の抗菌剤さらに農場および医療現場で通常使用される各種消毒

薬に対して、感受性試験を実施し、比較検討を行った。 
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3.2	 材料及び方法  

 

3.2.1	 被検株 

	 牛舎環境由来 Prototheca zopfii genotype 1、プロトテカ乳房炎乳汁由来

Prototheca zopfii genotype 2をそれぞれ 10株ずつ供試した。藻株毎の由来は Table 

3-1に示した。加えて標準株として、Prototheca zopfii SAG2063T（Genotype 1）お

よび SAG2021T（Genotype 2）を使用した。全被検株の遺伝子型は、試験前に 18S 

rDNA 塩基配列解析により確認した。また、薬剤感受性試験精度管理株として

Candida parapsillosis ATCC22019Tを使用した。 

 

3.2.2	 E-test（薬剤感受性試験：ディスク拡散法） 

	 前章と同様に、前培養した被検株をBroth PIMあるいは 0.85% NaClに懸濁し、

Mcfarland # 0.5（OD600=0.132）、約 1.0 x 106 CFU/mLに調整した。調整藻液を炭

酸水素ナトリウム無添加、2% Glucose、0.165 M MOPS加 Roswell Park Memorial 

Institute Medium pH 7.0（RPMI; Hyclone）上に 100 µL接種し、画線塗抹した。乾

燥後薬剤ストリップを静置し、35 oC、48時間で好気培養した。培養後、薬剤ス

トリップと阻止円の交差した位置をMinimum inhibitory concentration（MIC）と

した。 

	 薬剤ストリップは、過去に感受性報告が有る抗菌剤を選択した（Table 3-2）。 

	 以上の手法は、E-test technical guide（biomérieux）および Clinical and Laboratory 

Standards Institute（CLSI）M27-A2法に基づき実施した［Wayne, 2002］。 
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3.2.3	 微量消毒薬希釈法 

	 E-testと同様に前培養した被検株を Broth PIMあるいは 0.85% NaClに懸濁し、

Mcfarland # 0.5（OD600=0.132）、約 1.0 x 106 CFU/mLに調整した。その後、RPMI

液体培地に各種消毒薬を目的の濃度に調整し、藻液を接種、35 oC、48時間で好

気培養した。陰性対象として藻液未接種を、陽性対象として消毒薬無添加をそ

れぞれ用意した。培養後、目視にて判定し、90%発育阻止を認めた消毒薬濃度を

Minimum algaecide concentration 90（MAC90）とした。 

	 消毒薬は一般に牛舎環境あるいは搾乳時に使用され得るものを選択した

（Table 3-2）。 

	 以上の手法は、Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）M27-A2法を

参照して実施した［Wayne, 2002］。 

 

 薬剤および消毒薬感受性試験はともに、被検株 1株あたり 3回試行し、再現性

を得た。 

 

3.2.4	 統計解析 

	 各薬剤および消毒薬感受性試験結果は、Paired t-test により両遺伝子型間の有

意差を検定した。 
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3.3	 結	 果  

 

3.3.1	 E-testによる P. zopfii両遺伝子型の薬剤感受性 

	 薬剤感受性試験の結果、genotype 1における各抗菌剤MICは、Amphotericin-B

で 0.235 µg/mL（range, 0.064-0.5 µg/mL）、Gentamycinで 2.21 µg/mL（range, 1.5-3.0 

µg/mL）、Kanamycinで 18.5 µg/mL（range, 10-32 µg/mL）、Itraconazoleで>8.89 µg/mL

（range, 2->32 µg/mL）であった。一方、genotype 2における各抗菌剤MICは、

Amphotericin-Bで 1.316 µg/mL（range, 0.25-4 µg/mL）、Gentamycinで 10.43 µg/mL

（range, 5.6-16 µg/mL）、Kanamycin で 106.4 µg/mL（range, 32-256 µg/mL）、

Itraconazole で>32 µg/mL であった。各種抗菌剤の両遺伝子型間感受性結果を比

較したところ、genotype 2では genotype 1に比して有意に低感受性であった（Fig. 

3-1, p < 0.0001）。 

 

3.3.2	 Broth Microdilutionによる P. zopfii両遺伝子型の消毒薬感受性 

	 消毒薬感受性試験の結果、genotype 1 における各消毒薬 MAC90 は、

Alkyldiaminoethylglycine hydrochlorideで 3.13 x 10-3 µg/mL（range, 5.0 x 10-4-5.0 x 

10-3）、Chlorhexidineで 3.13 x 10-3 µg/mL（range, 2.5 x 10-4-2.5 x 10-3）、Dioxide 

chlorineで 60 µg/mL（range, 30-120 µg/mL）、Povidone iodideで 1.17 µg/mL（range, 

0.78-3.13 µg/mL）、Sodium hypochlous acidで 0.069 µg/mL（range, 3.0 x 10-3-0.3 

µg/mL）であった。一方、 genotype 2 における各消毒薬 MAC90 は、

Alkyldiaminoethylglycine hydrochlorideで 1.65 x 10-3 µg/mL（range, 5.0 x 10-4-5.0 x 

10-3）、Chlorhexidineで 1.72 x 10-3 µg/mL（range, 2.5 x 10-5-2.5 x 10-2）、Dioxide 
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chlorineで 51.5 µg/mL（range, 15-120 µg/mL）、Povidone iodideで 1.63 µg/mL（range, 

0.39-3.13 µg/mL）、Sodium hypochlous acidで 0.12 µg/mL（range, 3.0 x 10-3-0.3 µg/mL）

であった。各種消毒薬の両遺伝子型間感受性結果を比較したところ、両遺伝子

型間で有意差は認められなかった（Fig. 3-2）。 
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3.4	 考	 察  

 

	 抗菌剤感受性試験の結果、環境由来非病原株である P. zopfii genotype 1は、乳

房炎由来病原株である genotype 2に比較して Amphotericin-B、Gentamycinおよび

Kanamycinに対してより有意に高い感受性を示した。そのため、遺伝子型分類以

前の感受性報告は genotype 1も含まれている可能性が考えられた。McDonaldら

は 48 株の乳房炎由来の P. zopfii に対して感受性試験を行い、内 30 株が

Gentamycin（> 10 µg/mL）および Kanamycin（> 30 µg/mL）に対して感受性を示

さなかったことを報告した［McDonald et al., 1984］。本研究結果においても、

genotype 2 では同様に感受性を示さなかったことから両抗生剤による治療は困

難である可能性が高いことが示唆された。過去の臨床治療報告および今回の感

受性試験結果から、Amphotericin-Bは P. zopfii両遺伝子型に対して最も抗藻活性

の高い抗菌薬であることが明らかとなった（< 4 µg/mL）。しかしながら、本邦に

おける同薬剤の牛乳房内投与は認可されておらず、その副作用、残留性および

経済的問題から治療は困難であることが考えられた。また、genotype 2全株およ

びgenotype 1の7株においては Itraconazoleに感受性を示さなかった（> 10 µg/mL）。

故に、P. zopfii は Itraconazole に対して耐性を有する可能性が考えられた。

Genotype 1においては、Itraconazoleに対する感受性範囲が大きく、同抗菌薬感

受性は多様である可能性が考えられた。 

	 一方、消毒薬感受性試験の結果、使用全消毒薬は P. zopfii両遺伝子型に対して

感受性を示した。また、両遺伝子型間において、感受性の有意差は認められな

かった。本邦において Sodium hypochlous acid はフロアや機材などの消毒、
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Povidone iodineは乳頭のディッピングに幅広く使用されている。本研究結果では

Sodium hypochlous acid は 0.03%（> 0.3 µg/mL）以上で、Povidone iodineは 0.313%

（0.39-3.13 µg/mL）以上で感受性を示した。同様に、Sarelno らは、両消毒薬の

低濃度における感受性を報告していることから、農場における消毒薬として有

用であることが示唆された［Salerno et al., 2010］。一方、Chlorhexidine（0.0025%, 

> 2.5 x 10-2 µg/mL）は上記消毒薬に比較して、より低濃度での使用が可能である

と考えられた。Alkyldiaminoethylglycine hydrochlorideは、一般に農場での使用は

ないものの 0.0005%（> 5.0 x 10-3 µg/mL）で感受性を示した。本消毒薬は、ヒト

および小動物獣医学領域において広く使用されているため、予防としての効果

の可能性が考えられた。 

 

	 本項により、薬剤による牛プロトテカ乳房炎の治療は改めて困難であること

が明らかとなった。一方、環境に対する消毒措置の有用性が明らかとなった。 
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第 4章 

試作プロトテカワクチン接種時の抗体価測定および 

安全性の検討 
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4.1	 序	 言  

 

	 第 2章の分子疫学調査により、Prototheca zopfii の感染源は糞便および乳汁で

あり、これらからの汚染により伝播する可能性が示唆された。感染拡大の防止

のため、消毒およびプロトテカ乳房炎罹患牛の隔離などの対策法を提示したが、

増加傾向のある本症の治療法は必要視されている。しかしながら、第 3章、第 3

項の抗菌薬感受性試験により、本症の抗菌剤治療が困難であることが改めて確

認された。結果、経済的損害の高い摘発淘汰のみを選択せざるを得ないのが現

状である。 

	 近年、医学領域において、in vitro条件下、特異的 IgG抗体および熱安定性血

清オプソニン存在下で Polymorphonuclear neutrophils（PMNS）により同種の P. 

wickerhamiiを殺藻可能であることが報告された［Phair et al., 1990］。しかし、一

方では好中球単独でのP. wickerhamiiの殺藻は不可能であることも示されている

［Carey et al., 1997］。また、後天性免疫不全症候群（AIDS）やその他の免疫低

下を引き起こす疾病に罹患した場合、プロトテカ症への感受性を増大させるこ

とが報告されており、同様にプロトテカ感染においてナチュラルキラー細胞活

性が関連することが提言されている。これらのことから、本藻は細胞性免疫の

みでは殺藻できず、また正常な細胞性および液性免疫反応の必要性が示唆され

ている。 

	 一方、獣医学領域では、宿主免疫応答に対する調査は少ないのが現状である

が、犬の P. wickerhamii感染による皮膚プロトテカ症に対する免疫組織化学解析

では、同藻種により病変部への炎症細胞の遊走が抑制されることが報告されて
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いる［Pérez et al., 1997］。一方、牛ではプロトテカ感染乳房炎の病理学的解析、

電子顕微鏡解析により、炎症細胞の遊走および本藻の貪食が確認されている

［Cheville et al., 1984; Jensen et al., 1998］。しかしながら、牛乳汁中の好中球にお

けるP. zopfiiに対する効果について検討されているが、P. zopfiiのColony Forming 

Unit は減少せず、効果のないことが確認されており、ヒトと同様に細胞性免疫

のみの殺藻が困難である可能性が示唆された［Cunha et al., 2006］。 

	 現在、液性免疫における防除の報告は存在しないが、乳汁中に抗体分泌細胞

が存在し、血清および乳清中の抗体価が上昇することが報告されている［Roesler 

et al., 2001; Roesler and Hensel, 2003］。加えて、第 2章の分子疫学調査および過去

の疫学調査［Enders and Weber, 1993; Osumi et al., 2008］から、乳牛は消化管内に

日和見的に本藻類を保有していることが示唆され、強力な免疫賦活化を行わず

して発症防止の可能性が考えられる。 

	 そこで本研究では、適切な防除法の確立を目的として、不活化プロトテカワ

クチンを試作し、子牛および成牛に対する接種安全性を確認した。また抗牛プ

ロトテカ抗体価測定用 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA）系を作製

し、抗体価測定ならびに診断応用への有用性を検討した。 
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4.2	 材料及び方法  

 

4.2.1.	 不活化抗原の作製 

	 標準株である Prototheca zopfii SAG2021T株（genotype 2）を 37oC下、48時間

振盪培養した後、PBSにて 5回遠心洗浄（1,500 x g、5分）を行い、培地成分を

除去した。その後、0.05%ホルムアミド加 PBSに再懸濁し、室温下で 2時間不活

化を行った［Kano et al., 2014］。 

 

4.2.2.	 抗 Protoheca抗体検出用 ELISA plateの作製 

	 不活化P. zopfii genotype 2を超音波処理（amplitude 100, pulse 1, 1分）し、1.0 x107 

cells/mL に調整し、0.05 M Carbonate buffer pH 9.6（0.04 M Sodium hydrogen 

Carbonate, 0.007 M Sodium Carbonate）に浮遊させた。その後、Maxisorp 

Nunc-Immuno 96-well Plate（Nunc）に 100 µL（粗タンパク量：1 µg/well）を加え、

37oC下、30分間で固相化した［Roesler et al., 2001］。固相化後、Phosphate-buffered 

saline-Tween（PBS-T）にて 5回洗浄し、5%スキムミルクにより 37oC、1時間で

ブロッキングを行った。ブロッキング処理後、PBS-T にて洗浄し、抗体価測定

まで-80 oC下で保存した。 

 

4.2.3.	 抗体価測定 

	 各被検牛血清を PBS-Tにて 29倍に希釈し、50 µL/well で固相化プレートに加

え、37oC、1時間で反応させた。一次血清反応後、PBS-Tにて 5回洗浄を行い、

800倍希釈した Rabbit anti-Bovine IgG conjugated to HRP（biorbyt）を 50 µL/well
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加え、同条件にて反応させた。二次抗体反応後に同様の洗浄を行い、反応基質

液（0.03% ABTS; 2, 2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic Acid)（WAKO）, 

0.1M Citric acid, 0.2M Disodium Hydrogenphosphate, 0.01% Hydrogen Peroxide

（30%））を 200 µL/well加え、遮光条件下にて 30分間発光処理を施した。発色

後、基質反応停止液（SDS/DMF; 0.55 M Sodium Dodecyl Sulfate, 5.5 M N-N dimethyl 

formamide）を 50 µL/well加え、Multiskan GO microplate photometer（Thermo Fisher 

Scientific）にて 405 nmの波長で吸光度を測定した。また、プロトテカ感染牛 5

検体分の血清を加えたプール血清を毎回同時測定し、その測定値を 100 

ELISA-unit（EU）と設定し、各検体の EUを補正した。 

 

4.2.3.	 作製 ELISA plateの精度分析評価 

	 無作為に抽出したプロトテカ感染牛、非感染牛血清を用いて ELISAの精度分

析を行った。血清使用牛のプロトテカ分離状況は Table 4-1.に示した。 

	 始めに、使用全血清を 28-213の 6段階に階段希釈し、それぞれの検体の希釈直

線性を確認した。全ての検体は、3回測定を行い、再現性を得た。 

	 アッセイ内再現性試験では、各被検血清を PBS-Tにて 29倍に希釈し、同プレ

ート内でそれぞれ 5重測定した。 

	 アッセイ間再現性試験では、各被検血清を PBS-Tにて 29倍に希釈し、隔日で

5回測定した。 

	 アッセイ内およびアッセイ間再現性結果は、それぞれ変動係数（CVs; 

Coefficients of variation）にて示した。 

 



 89 

 

4.2.5.	 臨床血清の抗体価測定およびカットオフ値の設定 

	 プロトテカ感染牛 15例、非感染牛 16例、酵母感染牛 4例の各血清について、

抗体価の測定を行った。全ての被検血清は 4.2.4の手法により測定した。測定後、

各群の有意差の有無を一元配置分散分析（One-way ANOVA (Analysis of Variance)）

により検定し、Turkey’s testによる多重比較検定により対照群を比較した。また、

プロトテカ感染牛およびプロトテカ未検出牛（非感染牛および酵母感染牛）の 2

群の測定値を用いて、Receiver Operating Characteristic analysis（ROC）解析によ

り、抗体価上昇のカットオフ値を設定した。 

 

4.2.6.	 不活化ワクチン接種および接種牛抗体価測定 

	 不活化ワクチン接種トライアルは全部で 3回行った。 

	 第 1回目では子牛 3例および成牛 3例に対して、前述の不活化抗原液 1.0 x 107 

cells/mLと Freund’s Incomplete Adjuvant（Cappel）を混和し、ミセル化したもの

を右側頸部に皮下接種した。血清回収は接種前、接種 2 および 4 週後に行い、

抗体価測定および抗体価上昇の確認を行った。 

	 第 2回目では成牛 7例に対して、第 1回と同量を右側頸部に筋肉内接種した。

血清回収は、接種前、接種 1日、2、4、8週後に行い、同様に抗体価上昇の確認

を行った。 

	 第 3回では、接種濃度を増加（1.0 x 108 cells/mL）し、同アジュバントと混和

後、大腿半腱様筋に接種した。さらに接種 4 週後に 1 回目と同量のワクチン接

種を実施し、ブースト効果を得た。血清回収は接種前、接種後 2、4、6、8週後
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に行い、同様に抗体価上昇の確認を行った。 

	 抗体価測定は 4.2.4.の手法で行った。また、接種牛の各データを Table 4-2, 4-3, 

4-4に示した。 
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4.3	 結	 果  

 

4.3.1.	  作製 ELISA plateの精度分析評価 

	 希釈直線性試験の結果、プロトテカ感染牛血清の 4 例では希釈倍数に応じた

良好な希釈直線性を得た（R2=0.97）。一方、非感染牛血清では、希釈倍数に関わ

らず、抗体価の上昇は認められなかった（R2=0.46）（Fig. 4-1）。またアッセイ内

変動係数は 3.3-9.1%、アッセイ間変動係数 9.9-19.8％と概ね良好な再現性を得た

（Table 4-5, 4-6）。 

 

4.3.2.	  臨床血清の抗体価測定およびカットオフ値の設定 

	 プロトテカ感染牛、非感染牛および酵母感染牛血清を用いて臨床血清の各抗

体価を測定した結果、プロトテカ感染牛血清（Mean, 60.94 EU; range, 41.3-85.3; p 

< 0.001）では、非感染牛（Mean, 4.05 EU; range, 1.5-28.9）および酵母感染牛（Mean, 

8.65 EU; range, 4.9-13.3）血清と比較して、有意な抗体価の上昇を確認した（Fig. 

4-2）。 

	 得られた抗体価に基づいて、プロトテカ感染牛および非感染牛に対する ROC

解析を行った結果、抗体価上昇のカットオフ値を 43.4 EUと設定した（sensitivity, 

0.94; specificity, 1）（Fig. 4-3）。 

 

4.3.3.	  不活化ワクチン接種時の安全性および免疫原性の評価 

	 不活化ワクチン接種による抗体価測定の結果、子牛の 3 例において接種 4 週

後まで抗体価上昇は確認されなかった（4週後抗体価上昇倍数, 0.96）（Fig. 4-4a, 
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Table 4-7）。一方、成牛においては、第 1回の 3例および第 2回の 7例ともに少

数カットオフ値を超える抗体価の上昇が認められたものの、接種牛のほとんど

はカットオフ値を超えない抗体価の軽度上昇にとどまり、また維持は認められ

なかった（第 1回成牛, 4週後抗体価上昇倍数, 4.95; 第 2回成牛, 4週後抗体価上

昇倍数, 4.06, 8週後抗体価上昇倍数, 2.22）（Fig. 4-4a, 4b, Table 4-7）。一方、投与

濃度を増加させた第 3 回目成牛では、接種 4 週後においてカットオフ値を超え

る良好な抗体価上昇が認められた（4週後抗体価上昇倍数, 20.1）。また、第二次

接種によるブーストにより、8週後までカットオフ値を超える抗体価の上昇およ

び維持が認められた（8週後抗体価上昇倍数, 42.30）（Fig. 4-5, Table 4-5）。 

	 また、不活化ワクチン接種後における一般身体検査および血液検査所見では

異常が認められなかった。 
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4.4	 考	 察  

 

	 作製した ELISA plateの分析精度を評価した結果、良好な希釈直線性および安

定したアッセイ間、アッセイ内再現性が得られた。続いて、プロトテカ感染牛、

非感染牛および酵母感染牛血清の各抗体価をそれぞれ測定した結果、プロトテ

カ感染牛血清に有意な高値を確認した。Jensen らは、非感染牛においても抗体

価の上昇が認められる症例の存在を報告している［Jensen et al., 1998］が、本研

究で使用した非感染牛血清中の抗体価の上昇は確認されず、また糞便のみから

プロトテカを検出している症例においても、抗体価の上昇は認められなかった。

一方、乳汁中にプロトテカを検出している症例は、全て抗体価の上昇を認め、

過去の報告と一致した［Roesler et al., 2001; 2003］。以上の結果より、本研究で作

製した ELISAは、プロトテカ感染牛および非感染牛の抗体価検出に有用である

ことが示唆された。また、糞便中からプロトテカを検出している症例では、消

化管内に腐生あるいは共生しているために抗体価上昇が誘導されなかったこと

が考えられた。 

	 設定カットオフ値を基に、不活化ワクチン接種牛の抗体価上昇を検出した結

果、子牛では接種 4 週後まで抗体価の上昇は認められず、移行抗体の影響が考

えられた。一方、同ワクチン一回接種の成牛では、少数で抗体価の軽度な上昇

が認められたが、ほとんどの接種牛ではカットオフ値以上への抗体価上昇およ

び継続的な維持を得られず、接種回数あるいは接種濃度の不足が考えられた。

接種濃度を増加させ、初回接種 4 週後に第二次接種を行って測定した結果、初

回接種 4 週後のほとんどの接種牛では、カットオフ値を上回る抗体価の上昇が
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認められ、また第二次接種により抗体価は 8 週後まで維持された。以上の結果

から、ワクチン接種濃度は 1.0 x 108 cells/mLが適量であり、ブースター効果を得

ることによりカットオフ値を上回る抗体価が維持されることが明らかとなった。 

	 今後、本不活化ワクチン接種牛に対する感染試験およびプロトテカの排除の

評価を行う必要性が考えられた。 

 

	 本章により、不活化プロトテカワクチンの免疫原性、安全性および接種牛の

一般状態および血液検査所見の健常性を確認し、本不活化ワクチンの牛プロト

テカ乳房炎防除への可能性が示唆された。 
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第 5章 
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	 牛乳房炎の原因は複数存在するが、藻類である Prototheca zopfii (以下 PZ) 感

染性牛乳房炎（牛プロトテカ乳房炎）は、顕著な症状を示さず、検出の遅延に

よる感染拡大に発展し易く、治療法を欠き、摘発淘汰を唯一の対策とする点で

酪農に打撃の大きい疾病である。 

	 本症の発生は現在、国内外共に増加傾向にあり、伝播には複数の経路が推測

されるも、詳細は不明に経過している。故に、本藻類の疫学調査は、感染源お

よび伝播経路の解明および防疫上の観点から重要な意義を有している。 

	 近年 PZは、分子生物学的解析に基づき二遺伝子型（genotype 1, 2）に分類さ

れ、genotype 1が牛舎環境から分離される非病原性株、genotype 2が乳汁由来の

病原性株に、それぞれ比定された。本邦では、両遺伝子型解析を基にした分子

疫学調査および防除の検討は未だ行われていない。 

	 本研究では、牛プロトテカ乳房炎の感染源解明および防疫を目的に検討を行

った。第 1章では、PZの分子疫学調査により、感染源および感染経路を推定し

た。第２章では両遺伝子型の相違追求のための分子生物学的解析、PZ超微細構

造観察および抗菌剤／消毒薬感受性試験を実施した。第 3 章では有効な治療法

を欠く本症の新たな防除法確立を目途に、プロトテカワクチンを試作し有効性、

安全性を評価した。 
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1. Prototheca zopfiiの分子疫学調査による感染源および伝播経路の推定  

	 Prototheca zopfii による難治性乳房炎に関する国内外の疫学的知見は感染源、

伝播経路の特定に至っていない。そこで乳汁、バルク乳、糞便、飲料水、体液

（第一胃液、血液、尿）および牛舎環境試料（牛床、飼糧、敷料等）から本藻

を分離後、遺伝子型を特定し、感染源、伝播経路について検討した。 

	 採材期間は 2004年 10月から 2014年 6月の 10年間とし、愛知・愛媛・静岡・

千葉・富山・奈良・三重・北海道内各農家における感染乳 160検体（89頭/44戸）、

バルク 285（260戸）、糞便 821検体（18戸）飲料水 478検体（10戸）体液およ

び環境由来各試料 105検体から Prototheca spp.の分離を試みた。分離株毎に、18S 

rDNA領域遺伝子の塩基配列の相同性検索により、種および遺伝子型を特定した。 

	 供試検体毎の分離率および遺伝子型比率は、感染乳：100%（genotype 1：2＝

0.6%：99.4% 以下同順）、バルク：11.2%（0：100）、糞便：16.1%（68.2：31.1：

0.7（P. blaschkeae））、飲料水：5.9%（71.4：28.6）、牛床、牛舎周辺：13.7%（40：

60）、他動物糞便：25%（100：0）であった。飼料、体液サンプルでは、Prototheca 

spp.を認めなかった。 

	 感染乳およびバルク由来株では 1 株を除き、全て genotype 2 と同定し、同遺

伝子型の牛病原性を確認した。糞便および飲料水由来株では、何れも genotype 1

が優位に存在し、genotype 2も確認した。糞便は、環境試料中最も高い分離率を

示した。すなわち、感染の有無に関わらず全ての牛より genotype 2 を検出し、

感染源としての糞便の可能性が強く示唆された。また生後１ヶ月齢の仔牛糞便

中から genotype 2 を検出し、初乳および母乳による経口感染の可能性も併せて

考えられた。一方、飲料水からの分離率は低く、採材位置と感染牛との間に位
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置的関連性も認め得ず、飲料水分離株は、感染乳汁の落下および糞便飛沫の汚

染に基づくと推察された。また、牛床も汚染源としての可能性を認めた。他動

物種由来では、ネズミ一検体からの genotype 1 検出に留まり、出入り動物から

の伝播可能性は低いと考えられた。 

	 以上より、本邦の牛プロトテカ乳房炎では糞便および乳汁が、感染源あるい

は伝播経路として機能する可能性が明らかとなった。 

 

2.	 Prototheca zopfii genotype 1, 2両遺伝子型の遺伝的および表現形質の相違

について  

	 前章の分子疫学調査により、本邦における Prototheca zopfiiの遺伝子型と病原

性との関連を確認した。両遺伝子型の相違は病原性の解明に資するが、遺伝子

の他の相違は不明である。そこで、他藻類でクローニングされているリボソー

ムの Internal Transcribed Spacer（ITS）領域および β-tubulin遺伝子の分子系統解

析を行うと共に、表現型解析として本藻類の超微細構造を調べ抗菌剤、消毒薬

に対する感受性を調査した。 

 

1) ITS領域および β-tubulin遺伝子による Prototheca zopfii両遺伝子型系統解析 

	 従来、Prototheca zopfiiの遺伝子型分類はリボソーム領域（18S rDNA, D1/D2 26S 

rDNA）を用い行われてきたが、他遺伝子領域での検討は未だなされていない。

そこで乳汁、各環境試料、ヒトおよびイヌ由来の両遺伝子型株を用い、ITS領域

および β-tubulin領域に関し系統分類を行った。 

	 ITS領域系統解析の結果、genotype 1はさらに 4つの独立したクラスターを形
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成したが、分離環境、宿主および地域における関連性は認められなかった。一

方、genotype 2は全て同一のクラスターに属し、牛プロトテカ乳房炎の単系統株

に基づく可能性が示唆された。β-tubulin遺伝子では異クラスター形成を認めず、

両型で共通性を示した。また、genotype 1では遺伝子アレルを散見し、倍数体の

存在が考えられた。 

	 以上より、genotype 1は、遺伝的多様性に富み複数の genotypeに分類される一

方、genotype 2は宿主を問わず、単系統を保持し広範囲に分布する現状が明らか

となった。 

	  

2) Prototheca zopfii両遺伝子型の超微細構造解析について 

	 Prototheca zopfii genotype 1, 2両遺伝子型の詳細な形態学的情報は不足してい

る。そこで、走査、透過型電子顕微鏡による両型の外観および細胞内構造評価

を行った。 

	 細胞外観は、両型共に円あるいは楕円形を呈し、母細胞内に内生胞子を形成、

成熟後放出する生活環を示した。細胞内構造は、真核生物に基本的な細胞器官

および色素体を有し、藻類類似の細胞壁二層構造を形成していた。両型間の相

違として細胞壁表面像において、genotype 1は顆粒状隆起に覆われていたのに対

し、genotype 2では無隆起で、内腔に達する直径約 20 nm大の小孔を壁全面に観

察した。細胞内構造では、両型間で液胞の染色性に相違を認め、蓄積する代謝

物質が相互に異なる可能性を示した。また genotype 2 では、多量の色素体蓄積

および発達した小胞体を認めた。これらの細胞器官の相違は、両型間のタンパ

ク含有量の相違報告と一致した。 
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	 以上より、P. zopfiiの超微細構造における両型間の相違を初めて明らかとした。 

	  

3) Prototheca zopfii両遺伝子型における薬剤および消毒薬感受性の比較 

	 Prototheca zopfii の遺伝子型と薬剤/消毒薬感受性の相違は検討されていない。

そこで、牛舎環境由来の genotype 1、乳房炎罹患牛由来の genotype 2各 10株お

よび両遺伝子型標準株について、感受性既報の抗菌剤さらに農場で通常使用の

各種消毒薬に対し、CLSI法および E-test法により感受性試験を実施した。 

	 その結果、使用全薬剤は、genotype 1に比較し genotype 2に有意に低感受性を

示した（p < 0.01）。一方、両型共、全消毒薬の通常の使用濃度域に感受性を示し

た。 

	 以上より、薬剤による本症治療の困難な一方、環境に対する消毒措置の有用

性が明らかとなった。 

 

3. 試作プロトテカワクチン投与時の抗体価測定および安全性の検討  

	 第 2章より、Prototheca zopfii genotype 2の化学療法不応性が判明した。適切な

防除法の確立を目的に、ホルムアミド不活化プロトテカワクチンを試作し、仔

牛および成牛に対する接種安全性を確認した。また抗牛プロトテカ抗体価測定

用 ELISA系を作製し、抗体価測定応用および診断応用への有用性を検討した。 

	 無作為に抽出した感染牛および非感染牛血清を用いて、genotype 2破砕物を固

相化抗原（1 µg/well）とした ELISAの分析精度を比較し、良好な希釈直線性、

再現性を得た（アッセイ内変動係数：3.7~9.1 %、アッセイ間変動係数：9.9~19.8 %）。 

	 プロトテカ感染牛、非感染牛および酵母感染牛血清の各抗体価をそれぞれ測
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定し、プロトテカ感染牛血清に有意な高値を確認した（p < 0.01）。設定カットオ

フ値を基に、試作不活化ワクチン投与牛（1.0 x 107 cells/mLおよびアジュバント）

の抗体価上昇を検出した結果仔牛では、投与 4週後まで抗体価の上昇を認めず、

移行抗体の影響が考えられた。一方、同ワクチン一回接種の成牛では、抗体価

の軽度な上昇を認めたが、カットオフ値以上への抗体価上昇および維持を得ら

れず、一回接種法は不適と考えられた。そこで、投与濃度を増加（1.0 x 108 cells/mL）

させ、初回接種 4週後に第二次接種を行って測定した結果、8週後まで維持され

るカットオフ値を超えた抗体価を認めた。 

	 以上から、試作不活化ワクチンの免疫原性、安全性、接種牛の一般状態およ

び血液検査所見の健常性を確認し、本不活化ワクチンの牛プロトテカ乳房炎防

除への可能性が示唆された。 

 

	 本研究は、本邦における Prototheca zopfii 感染性乳房炎の感染源および伝播経

路を明らかにし、本症発生時の対策に途を拓いた。また両遺伝子型での複数遺

伝子および表現形質の相違、抗菌剤に対する感染株非感受性、環境株感受性の

性向、遺伝子型と難治原因の関係性を示唆し、不活化ワクチンによる予防の可

能性を示した。 

	 本藻の感染源や伝播経路、両遺伝子型間の性状解析および新たな予防法の提

示は、今後の国内外における牛プロトテカ乳房炎の防除対策に大きく寄与する

と考える。 
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