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研究成果の概要（和文）：Entamoeba(E) histolytica はヒトに感染した場合、アメーバ性大腸炎や肝膿瘍を形
成し、重篤例では死に至る。これら豚に寄生するEntamoeba 種の病態を詳細に明らかにすべく以下の解析を実
し、4つあるサブタイプの型別方法を構築した。さらに、国内の難治性下痢症を呈する豚において、E. polecki 
サブタイプ1と3を検出した。以上より、国内には、3種 (サブタイプ)のEntamoeba が存在し、E. polecki がよ
り広く分布している可能性が示唆された。　

研究成果の概要（英文）：Entamoeba (E) histolytica forms amebic colitis or liver abscess when 
infected with humans, and in severe cases it is lethal. In recent years, parasitism of Ameba-like 
protozoa has been confirmed in swine exhibiting a lethal gastrointestinal symptom in Japan. However,
 in the conventional method, the species was not clarified. In order to clarify in detail the 
pathology of pigs infected with E, we performed the following analysis and constructed a typing 
method of four subtypes. In addition, E. polecki subtypes 1 and 3 were detected in swine exhibiting 
domestic refractory diarrhea. From the above, it is suggested that there are three species (subtype)
 of E in Japan, and that E. polecki may be more widely distributed.

研究分野：獣医内科学
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1． 研究開始当初の背景 
１. 我が国で頻発する豚アメーバ症に
よる死亡例 
過去に香川県(野崎ら, 1993)や新潟
県(桐生ら, 2010)などの養豚場におい
て、育成豚が重度の下痢・削痩を呈し、
死亡個体が多発した。下痢症を誘発する
ウイルスおよび細菌は検出されておら
ず、病理学的解析でアメーバ様原虫の多
数寄生が確認された。この後も、複数の
都道府県の豚でアメーバ原虫が検出さ
れているが、アメーバで唯一病原性のあ
る E. histolytica の遺伝子は検出され
ず、種の同定には至っていない。これら
の知見は、ヒトなどで病原性のある E. 
histolytica 以外の種が、豚で致死性の
下痢症を誘発している可能性を強く示
唆するものである。 
２．既存の遺伝子診断法の問題点 
豚に寄生する Entamoeba 種は、E. 
histolytica 以 外に E. polecki と
E.suis の報告が過去にあるが(Das and 
Ray, 1968)、病原性は無いとされていた。
しかし、両種が豚で病態を発現している
可能性があると考えられた。これらの種
は、形態的に極めて類似し、容易には鑑
別できない。特異遺伝子の増幅を行い、
同定をする必要がある。申請者らの予備
的な解析では、過去に報告のある豚のア
メーバ種の SSU rRNA gene を増幅でき
る Primer (Verweij et al, 2003)は特
異性がなく、また別のものは、E. suis 
のみしか増幅できないPrimer (Clark et 
al, 2006)であることが分かった。この
ため、豚のアメーバ種を鑑別できる特異
性の高い遺伝子診断法を早急に構築す
る必要がある。 
３．E.suis と E. polecki の病態解析
の予備所見； 
申請者らは、長崎で死亡した豚の結腸
から E. suis の遺伝子の増幅に成功し、
虫体が大腸粘膜深層に侵入し、赤血球を
貪食していることを見出した。静岡県や
愛知県の豚で、Brachyspira spp. (豚結
腸 ス ピ ロ ヘ ー タ 症 ) や Lawsonia 
intracellularis (豚回腸炎)との共感
染により、損傷した上皮より E. polecki 
が侵入し【図 1】、重度の潰瘍を形成し
いていることを確認している。。 
 
２．研究の目的 
 Entamoeba属の原虫には多くの種が含
まれるが、ヒトや動物で唯一病原性を有
するものは、E. histolytica であり、
アメーバ性大腸炎や肝膿瘍を形成し、重
篤例では死に至る。家畜においては数多
くのEntamoeba 種が報告されているが、
いずれも病原性はないと世界的に認識
されている。近年、我が国において致死
性の消化器症状を呈する豚において、ア

メーバ様原虫の寄生が確認されている。
しかし、人獣共通に寄生する E. 
histolytica は否定され、長年の間、種
は明らかにされなかった。本研究課題で
は、我が国で豚に多発する高病原性のア
メーバ原虫を遺伝子学的に同定し、さら
に病態を詳細に明らかにするため、診断
法の確立、また成功例の無い単離培養法
の構築、感染実験による病態発現機構を
明らかにする。 
３．研究の方法 
１．豚アメーバの高度汚染農家における
原虫の分布調査【平成 28 年度】 
目標：豚アメーバ原虫が高度に汚染し
ている農家において、病理学的、寄生虫
学的・遺伝子学的に解析を行い、農家内
および宿主体内における原虫の動態を明
らかにする。 
 方法：下痢症状を呈する豚の糞便検査
を行い、病理学的に病変を検索し、アメ
ーバ原虫の組織内分布および病態を明ら
かにする。 
１）下痢発症豚の病理学的検索【担当：
笹井、松林、芝原】 

➊豚アメーバの高度汚染農家を既に確定
している(新潟県、愛知県、静岡県、
長崎県、鹿児島県など)。当該農家に
おいて、下痢発症豚を各都道府県の家
畜保健衛生所の協力のもと、糞便検査
を実施し、病理解剖を行う。消化管を
部位別に採取後、固定し、大阪府立大
学において病理組織切片を作成する。
目標とする検体数は、5 都道府県で年
間 50-100 検体とする。 

➋同時に、解剖豚以外の飼育豚の糞便を
採材し、栄養体の検出には直接塗抹法、
シストの検出にはショ糖遠心浮遊法
を実施し、虫体の有無を確認する。 

➌原虫のオルガネラ、特にミトコンドリ
アの形態、また赤血球や細菌の貪食を
観察するため、同組織は電子顕微鏡に
よる観察を行う。 
２）豚アメーバの遺伝子学的解析と簡便
診断法の開発【担当：笹井、松林】 

➊豚アメーバを増幅できる既報の Primer、
E. polecki と E. suis を増幅できる
Primer を用いて PCR を行い、種およ
び遺伝子型 (E. polecki はさらに 4
つのサブタイプに分かれる)の同定を
試みる。鋳型となる DNA は、糞便検査
および病理組織学的検査で陽性と判
定された便または切片から精製する。 

➋上記 Primer で増幅が認められない場
合には、我々が作出した豚アメーバに
特異的な Primer (E-F6, R6)を用いて、
遺伝子解析を試みる。➌さらに簡便で
特異性の高い遺伝子診断法の開発の
ため、E. suis および E. polecki 4 サ
ブタイプの鑑別が行える、Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)法



を構築する。 
２．ウイルス学的・細菌学的な検索【平
成 28 年度】 
目標：下痢発症の原因が、ウイルスお
よび細菌によるものか、またこれら共感
染により病態が悪化しているのかを解析
するために、以下の検査を行う。  
１）ウイルス学的検査【担当：笹井・谷】
下 痢 起 因 ウ イ ル ス (transmissible 
gastroenteritis virus,  porcine 
epidemic diarrhoea virus、rotavirus)
の検出は、既報の PCR にて実施する
(Ellis et al., 1999; Kim et al., 2001; 
Matthijnssens et al., 2008)。 
２）細菌学的解析【担当：松林・古家】 

➊下痢起因細菌 (豚赤痢菌、大腸菌、サ
ルモネラ菌)の有無を検査するため、
糞便材料を用いて、CWY などの各種
選択培地により培養を行う。 

➋組織切片については、acid–Schiff 
(PAS)染色、トルイジンブルー染色、
そ し て Warthin–Starry 染 色
(Prophet et al. 1992)を実施し、組
織学的に細菌感染の有無を精査する。
ブラキスピラおよびローソニア属菌
は、検出用抗体により検査する。 

３．豚アメーバを特異的に認識する診断マ
ーカーの作出【平成 28-29 年度】 
目標：現在、豚のアメーバを認識する
抗体マーカーは報告されていない。現場
において、最も簡便に診断できるツール
が抗体である。豚アメーバを特異的に認
識する抗体を作出する。  
 方法：豚アメーバに近縁で全ゲノム情
報が公開されている E. histolytica の
DNA 塩基配列をもとにクローニングを行
い、リコンビナントを作出し、マーカー
となる抗体を作成する。 
１）【担当：笹井、松林、古家】 
➊motif 領域は高度に保存されるが、種
間で相同性の低い遺伝子(rhomboid 
protease (Baxt et al., 2008), 
cysteine protease (Bruchhaus et 
al., 2003)など)をターゲットに豚
アメーバのゲノム DNA を鋳型として、
クローニングを行う。 

➋得られた全長の遺伝子を大腸菌に組
み込み、リコンビナントタンパクを
作成する。この精製たんぱく質をウ
サギに免疫し、ポリクローナル抗体
を作製する。これを用いて、重度感
染豚の各諸臓器を網羅的に探索し、
豚アメーバの臓器侵入性を確認する。 

➌有用なマーカーが得られなかった場
合には、モチーフ以外のアミノ酸 20
残基程の合成ペプチドを作成し、同
様に抗体マーカーを作製する。 

４．豚アメーバの単離培養方法の構築【平
成 29 年度】 
目標：これまで報告が無い、豚アメー

バ原虫の単離培養方法を構築する。 
方法：アメーバ原虫を含む豚糞便を各種
培地に接種し、培養条件を確定する。 
１）【担当：笹井、谷、松林】 
➊予備実験において、一般に広いアメー
バ種で培養が可能とされる Neff 培
地では、豚アメーバは培養が出来な
いことが分かっている。そのため、
豚糞便中にシストが含まれることを
確認した後、田辺・千葉、ロビンソ
ン、TYM および Balamuth 培地等に接
種し、培養を試みる。 

➋短期培養が確認できれば、ウマ血清、
死菌種や量、およびアスパラギン酸
の添加量を変更し、長期培養のため
の条件検討を行う。 
５．SPF 豚を用いた豚アメーバの病
態発現解析【平成 29 年度】 

目標：豚アメーバの病原性を確認する
ため、単離培養した豚アメーバ を SPF 豚
に接種し、病態発現を解析する。 
方法：SPF 豚にアメーバ原虫を経口投与し、
病原性を評価する。 
１）【担当：笹井、松林、芝原】 

➊動物衛生研究所で飼育管理されて
いる SPF 豚を用い、同施設の BSL2 の
感染動物舎内で感染実験を実施する。 
➋単離培養したアメーバ原虫を経口
的(104 個)に投与し、経日的に糞便を
採取し、原虫の排泄の有無、および
臨床症状を観察する。 
➌病理解剖を実施し、病変を確認す
るとともに、各臓器について、病理
組織学的な検索を行う。 

 
４．研究成果 
E. histolytica はヒトに感染した場合、
アメーバ性大腸炎や肝膿瘍を形成し、重
篤例では死に至る。その他の Entamoeba
属原虫は、比較的病原性が低いか無いと
認識されている。家畜においても、複数
種の Entamoeba 種が報告されているが、
いずれも病原性はないと報告されている。
しかし、近年、我が国で致死性の消化器
症状を呈する豚において、その組織病理
学的解析によりアメーバ様原虫の寄生が
確認されている。しかし、人獣共通に寄
生するE. histolytica によるPCRでは鑑
定できず、その種は明らかにされなかっ
た。申請者らは、これまでに難治性・致
死性の下痢症を呈する豚から、E. suis お
よび E. polecki を同定することに成功
している。本研究課題では、これら豚に
寄生する Entamoeba 種の病態を詳細に明
らかにすべく以下の解析を実した。昨年
度は、特に E. polecki について、PCR お
よびシークエンス解析により、4つあるサ
ブタイプの型別方法を構築した。本年度
は、国内においてさらに調査を実施し、
複数の県において、難治性下痢症を呈す



る豚において、E. polecki サブタイプ 1
と 3 を検出した。また、糞便検体、水や
土壌検体からのPCR によるEntamoeba の
検出に加え、病理組織解析によりアメー
バ様原虫が検出された場合でも、パラフ
ィン切片から DNA を抽出し、遺伝子型を
同定する事も可能であることが分かった。
これにより、アメーバのシストおよび栄
養型においても、解析は可能であること
が分かった。いずれの検体も、可能な範
囲で細菌学的およびウイルス学的解析を
行ったが、他の病原体の関与の可能性は
低く、その誘発因子は不明であるが、豚
に寄生する Entamoeba は病原性を有する
ことが示された。これまでの結果から、
国内には、3種 (サブタイプ)のEntamoeba 
が存在し、E. polecki がより広く分布し
ている可能性が示唆された。また、E. 
histolytica で用いられる培地を用いて、
豚の Entamoeba 感染便から豚 Entamoeba 
の培養を試みたが、成功しなかった。今
後は培地成分や培養条件等の検討が必要
と考えられた。 
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