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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境中に生息するアメーバ等の原生生物が感染症の流行に重要な役割を
担うのではないかとの仮説を立て、原生生物が保有する微生物叢を解析した。タイ王国ナコーンナーヨック県で
環境水および土壌を採取し解析に供した。その結果、各サンプルで約200属を超える細菌群を検出したが、当地
で流行する感染症の病原体は検出されなかった。真核生物叢解析では得られた配列のほとんどが藻類由来のもの
となった。ペプチド核酸を用いて、優占する生物由来の配列の増幅を抑制する解析系の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project was to understand the role of protozoa in the 
emergence of diseases by analyzing microbial diversity harbored by protozoan population in the 
environment. Water and soil samples were collected in Nakhon Nayok, Thailand and subjected to 
high-throughput sequencing analysis. More than 200 different bacterial genera were obtained in each 
sample. However, there was no pathogenic bacterial lineage detected in the analyzed samples. In the 
eukaryote diversity analysis based on 18S ribosomal RNA (rRNA) amplicons, we found that most of the 
reads obtained were from algae but not from protozoa. In order to reduce the reads from specific 
organisms in 18S rRNA PCR, we developed a blocking PCR method using a PNA (Peptide Nucleic Acids) 
specifically designed for target organisms. This method can be applied to future studies to analyze 
protozoan diversity in the samples from disease endemic areas.

研究分野： 感染症
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１．研究開始当初の背景 
 
	 自由生活性アメーバなどの原生生物は、土
壌、水環境、動物体内など様々な環境に広く
存在している。その生活様式は微生物を貪食
し活発に増殖する栄養体のステージと、乾燥
や栄養状態の悪化により被嚢し、休眠状態と
なるシストのステージからなる。一部の微生
物は、原生生物に貪食された後の消化機構を
回避し、共生微生物として原生生物内にとど
まることが知られている。この現象はマクロ
ファージの貪食・消化からの回避メカニズム
と極めて類似することから、原生生物内の微
生物の多くは哺乳動物に対しても病原性を示
す可能性が高いと考えられている。 
	 レジオネラ菌などアメーバ内での増殖が古
くから知られているものに加え、他の病原体
についても原生生物内で増殖するとの報告が
増えている。しかしながら、その多くは実験
室アメーバ株を用いた in vitro の限られた条
件下での観察に過ぎず、自然界の多様な原生
生物が病原微生物の存続にどのように関わる
かは不明である。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、環境中に生息するアメーバ等
の原生生物が「病原体の自然界での潜伏」と
「環境菌から病原菌への進化」において、重
要な役割を担うのではないかとの仮説を検証
する。感染症流行地において環境材料を採集
し、原生生物が保有する微生物叢を網羅的に
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
【環境サンプルの採集】	
	 タイ王国マヒドン大学シリラート病院免疫
学部門の Sunee	 Korbsrisate 教授の研究グル
ープの協力で、タイ王国ナコーンナーヨック
県で環境水および土壌を採取した（図１）。	

図１：サンプル採集地点 
	 同国では、中部の農村地帯を中心に、
Burkholderia	 pseudomallei が病原体となる
類鼻疽が流行しているが、その流行動態や土
壌中での菌体の潜伏様式は分かっていない。	

【サンプル処理】	
	 採取した土壌は滅菌水中に溶かし、環境水
とともにポアサイズ異なる複数のフィルター
（順に 100μm、10	μm、5	μm、0.22	μm）	
で減圧濾過を行った。それぞれのフィルター
から PowerWater®	DNA	Isolation	Kit（MOBio	
Laboratories 社）を用いて DNA を抽出した。	
【原生生物叢・細菌叢解析】	
	 各フィルターから抽出した DNA を材料に、
原核生物16SリボソーマルRNA遺伝子（rDNA）
および真核生物 18S	 rDNA の超可変領域を対
象とした PCR を実施した。増幅産物を
Illumina	MiSeq で解読し、得られたシーケン
スリードを相同性検索に供し、含有する原生
生物種および細菌種を同定した。	
【特定生物種配列の増幅阻害試験】	
	 最優占種などの特定の生物由来の遺伝子の
増幅を阻害するために、ペプチド核酸（PNA:	
Peptide	Nucleic	Acids）技術と D	P	O（Dual	
Priming	Oligonucleotide）技術を用いたブロ
ッキング PCR 法をそれぞれ開発した。ターゲ
ット A種と非ターゲット B種の 18S	rDNA 配列
を組み込んだプラスミドをそれぞれ作製し、
PCR 反応における阻害効果を比較した。	
	
４．研究成果	
	
	 サンプリングは合計 37 地点で行なったが、
代表例として 4地点（A-D）の環境水のデータ
を提示する。まず、一般的に環境水の細菌叢
解析に用いられる 0.22	 μm 径フィルター上
の上位細菌組成は図 2 の通りであった。すな
わち、全ての地点において Arsenophonus 属細
菌が最優占細菌属として検出された。B およ
び C 地点では、Arcobacter 属細菌が上位を占
めるなど、地点間の差異も検出された。A、B、
C、D 地点でそれぞれ、236 属、271 属、246 属、
230 属の異なる細菌群が検出された。	

	
図 2：0.22μm 径フィルター上の細菌組成 

	
	 一般的な大きさの原生生物の捕集を目的と
した10	μm径フィルターから抽出したDNAを
材料に、細菌組成および真核生物組成を解析
した。図 3 に示すように、ぞれぞれの地点で
得られた上位細菌組成は、各地点で異なる結
果となった。例えば、D地点の 0.22μm 径フィ
ルターにおいては Arcobacter 属細菌が上位



細菌属としては検出されなかったものの、10
μm 径フィルター上では、最優占細菌属とし
て検出された。A、B、C、D 地点でそれぞれ、
208 属、266 属、235 属、202 属の異なる細菌
群が検出され、10	μm 径フィルター上にも多
様な細菌群が捕集されることが明らかった。	

 
図 3：10μm 径フィルター上の細菌組成 

	
	 次に、真核生物の組成解析結果を図 4 に示
す。全ての地点で、最優占種としてCyclotella
属藻類が、第二優占種として Cryptomonas 属
藻類が検出された。上記 2 属の藻類由来配列
が、全体の 8-9 割のリードを占める結果とな
った。C 地点では、原生生物に分類される
Obertrumia 属原虫が全体の約 4%の割合での
み検出された。	

 
図 4：10μm 径フィルター上の真核生物組成 
	
	 上記の結果から、真核生物の解析には、優
占する生物由来の18S	rDNA配列の PCR増幅抑
制技術の開発が求められた。そこで、PNA およ
び DPO 技術によるブロッキングプライマーを
それぞれ設計した。PCR 反応に添加すること
で、ターゲット A種由来 18S	rDNA 配列および
非ターゲットB種由来 18S	rDNA配列の増幅効
率を評価した。その結果、PNA および DPO の両
方で、ターゲット A種由来 18S	rDNA 配列の増
幅抑制が見られた（図 5）。しかしながら、DPO
では非ターゲットB種由来 18S	rDNA配列の増
幅抑制も 2.5pM 以上の濃度でみられた。一方
で、PNA では非ターゲット B種由来 18S	 rDNA

配列の増幅抑制はみられなかった。このこと
は、PNA を利用したブロッキング PCR 系は DPO
に比べ、より選択的にターゲット生物由来の
配列増幅を抑制できることを示している。	
	

図 5：PNA および DPO による PCR 増幅結果	
	
	 本研究では、タイ王国における環境サンプ
ル中の細菌群および真核生物群の解析を行っ
た。残念ながら、当地で流行する類鼻疽等の
感染症に関連する知見は得られなかった。今
後、サンプリングの時期や手法に改良を加え、
規模を拡大して解析を実施することが必要と
考えられた。	本研究で開発した特定真核生物
のブロッキング PCR 系を応用することで、原
生生物の組成解析の解像度が上がることが期
待できる。感染症流行地における原生生物叢
の解析に応用することで、病原体の自然界で
の潜伏や進化における原生生物の役割の解明
が進むことが期待される。	
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