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研究成果の概要（和文）：　新種の病原アメーバであるEntamoeba nuttalliは、ネパールやミャンマーのアカゲザル、
タイのカニクイザル、スリランカのトクザル、中国のチベットモンキーなどの野生マカクの糞便から検出された。一方
で、赤痢アメーバはこれらの野生マカクから検出されなかった。これまでに80株以上のE.nuttalliを分離培養した。セ
リンリッチ蛋白質遺伝子やtRNA関連縦列型反復配列の多型は、宿主マカクの地理的分布の違いと関連していた。また、
E. nuttalli 標準株（P19-061405）について、ドラフトゲノム配列を決定した。

研究成果の概要（英文）： Entamoeba nuttalli, a new pathogenic species, was detected in fecal samples from 
rhesus macaques in Nepal and Myanmar, long-tailed macaques in Thailand, toque macaques in Sri Lanka, and 
Tibetan macaques in China. On the other hand, E. histolytica was not found in these samples. More than 80 
strains of E. nuttalli were cultured successfully. Diversity of serine-rich protein genes and tRNA-linked 
short tandem repeat sequences was correlated with geographical distribution of host macaques. Draft 
genome sequence of E. nuttalli P19-061405 strain was determined.

研究分野： 寄生原虫学
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１．研究開始当初の背景 
 霊長類の腸管寄生アメーバの中で、赤痢ア
メーバ（Entamoeba histolytica）は唯一の
病原アメーバと考えられてきた。研究代表者
らは、アカゲザルやカニクイザルから分離し
たアメーバが、赤痢アメーバとは形態的に差
がないものの、遺伝子的に異なる新しい病原
ア メ ーバで あ ること を 明らか に し 、
Entamoeba nuttalli という学名を復活させ
た。しかし、このアメーバ種が野生マカクに
広く感染しているのか、マカクの種によって
E. nuttalli にも多様性があるのか、また、
E. nuttalli はヒトにも感染するのかについ
て、これまで明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 マカクには約 20 種が知られているが、ア
フリカに生息する１種を除いて、全てアジア
に生息している。本研究では、まず、アジア
各地の野生マカクにおける E. nuttalli感染
の実態を明らかにする。E. nuttalli 感染が
確認された場合には、E. nuttalli の分離培
養を試みる。分離株が得られれば、株間の遺
伝的多様性を明らかにする。更に、赤痢アメ
ーバとの違いをゲノムレベルで明らかにし、
宿主の進化や拡散と寄生アメーバとの関係
解明を試みる。また、E. nuttalli が人獣共
通感染症の病原体であるかどうかを検索す
る。 
 
３．研究の方法 
 アジア各地のサル生息地において、新鮮な
糞便を採取した。鏡検によって、アメーバ感
染の有無を検索した。4核シスト陽性検体は、
田辺・千葉培地による細菌共棲培養や
YIMDHA-S 培地による Crithidia fasciculata
との共棲培養を行い、E. nuttalli などのア
メーバ株の分離を試みた。更に、一部の分離
株については完全無菌培養に馴化させた。ま
た、糞便から DNA を抽出し、赤痢アメーバ、
E. nuttalli、E. dispar、E. chattoni（E. 
polecki ST2）、大腸アメーバ（E. coli）、E. 
moshkovskii などに特異的なプライマーを用
いて PCR を行い、感染アメーバ種を明らかに
した。18S rRNA 遺伝子と 5.8S rRNA 遺伝子、
ITS1 と ITS2 を含む約 2.4kb の領域について
PCR 増幅し、塩基配列を決定した。セリンリ
ッチ蛋白質遺伝子や tRNA 関連縦列型反復配
列の６座位について、PCR 増幅した後、塩基
配列を決定した。また、サル生息域の住民の
糞便検体を入手し、鏡検と PCR 法により、感
染アメーバの検出と同定を行った。 
 E. nuttalli P19-061405 株のゲノム DNA ラ
イブラリーを作製し、57 個の SMRT cell を
用い、PacBio RSにより塩基配列を決定した。 
 
４．研究成果 
(1)ネパールのアカゲザルから分離した E. 
nuttalliの遺伝子多型解析 
 ネパールのカトマンズにおいて、4 地域

（ Swayambhunath, Pashupatinath, Vajra 
Yogini, Thapathali）に生息する野生アカゲ
ザルから分離した 15 株の E. nuttalli につ
いて、tRNA 関連縦列型反復配列の 6座位を解
析した。座位 A-L では、8 株において複数の
遺伝子型が存在し、11 タイプの遺伝子型が確
認された。その他の座位では、2〜4 タイプの
遺伝子型が観察された。これらの組み合わせ
により、15株は 10 タイプに分類された。 
 
(2) スリランカのトクザルから分離した E. 
nuttalliの遺伝子多型解析 
 スリランカの 5 地域（Polonnaruwa, 
Sigiriya, Dambulla, Kandey, Peradeniya）
でトクザルから分離した 15株の E. nuttalli
について、セリンリッチ蛋白質遺伝子を解析
した。遺伝子型は 4タイプ存在したが、この
うちの 1 タイプは 11 株において確認され、
広範囲に分布していることが判明した。アイ
ソエンザイム分析において、ヘキソキナーゼ
の易動度が特異なパターンを示し、等電点の
違いは遺伝子型によっても確認できた。 
 
(3)タイ中央部のカニクイザルにおける E. 
nuttalli の分布状況と分離株の遺伝子多型
解析 
 タイ中央部の 5 地域（Phetchaburi, 
Ratchaburi, Chonburi, Lopburi, Saraburi）
おいて、野生カニクイザルの糞便を採集した。
PCR 法により、E. nuttalliが 44%の検体にお
いて検出された。赤痢アメーバや E. dispar
は全く検出されなかった。田辺・千葉培地を
用いた培養により、25 株の E. nuttalliを分
離した。野生カニクイザルからは初めての分
離であった。このうちの 4株について、完全
無菌培養に成功した。セリン蛋白質遺伝子の
解析では、アミノ酸配列で 9タイプ、塩基配
列では 11 タイプが認められた。また、tRNA
関連縦列型反復配列では、それぞれの座位に
おいて、6〜10 タイプが存在した。これらの
遺伝子型の組み合わせにより、25 株は 15 タ
イプに分類された。遺伝子型の違いは、分離
株の地理的分布の違いをよく反映していた。 
 
(4)タイ南部のカニクイザルとブタオザルに
おける E. nuttalliの分布状況と分離株の遺
伝子多型解析 
 タイ南部の３地域（Krabi, Nakhon Sri 
Thammarat, Phang Nga）に生息する野生カニ
クイザルにおいて、E. nuttalli の陽性率は
53%であった。また、Nakhon Sri Thammarat
において、飼育ブタオザルからも E. nuttalli
が検出された。これらの検体から、赤痢アメ
ーバや E. disparは検出されなかった。カニ
クイザルから 6株、ブタオザルからも１株の
E. nuttalli を分離培養した。このうちの 3
株を完全無菌化した。18S rRNA 遺伝子では、
タイ中央部のカニクイザルから分離された E. 
nuttalli株と差異は認められなかったが、セ
リンリッチ蛋白質遺伝子の配列では、地域差



を反映する多様性が確認された。 
 
(5) ミャンマーのアカゲザルにおける E. 
nuttalli の分布状況と分離株の遺伝子多型
解析 
 ミャンマー中央部の Taung Kalat (TK) と
Pho Win Taung (PWT) の寺院に生息する野生
アカゲザルの糞便において、PCR 法による
E.nuttalli の陽性率は 49%と 31%であった。
赤痢アメーバは全く検出されず、E. dispar
は PWT のみで、6%の検体から検出された。細
菌共棲培養によって、TKで 6株、PWT で 8株
を分離し、このうち TK で分離した 1 株につ
いては完全無菌化に成功した。セリンリッチ
蛋白質遺伝子の解析では、2 つの地域で 2 タ
イプずつ、計 4タイプが存在した。tRNA 関連
縦列型反復配列については、TK 由来株で A-L
に 2 タイプが認められたのを除き、2 つの地
域で異なるタイプが 1 種類ずつ観察された。
このことから、E. nuttalli の遺伝子型の違
いは分離株の地理的分布の違いをよく反映
しているものの、ミャンマー分離株の多型性
は、ネパール分離株やタイ分離株に比較して
小さいと考えられた。 
 
(6) 中国のチベットモンキーにおける E. 
nuttalli の分布状況と分離株の遺伝子多型
解析 
 中国の峨眉山に生息する野生チベットモ
ンキーの糞便において、PCR 法による E. 
nuttalliの陽性率は 17%であった。一方、赤
痢アメーバと E. disparは全て陰性であった。
培養によって E. nuttalli の 6 株を分離し、
18S rRNA 遺伝子を解析したところ、これまで
に中国のアカゲザルから分離した E. 
nuttalli株の配列と一致した。しかし、tRNA
関連縦列型反復配列について解析したとこ
ろ、峨眉山のチベットモンキーに特異的な配
列が確認された。ネパールと中国のアカゲザ
ルから分離した E. nuttalli 株間では 18S 
rRNA 遺伝子の配列が異なることから、E. 
nuttalliの遺伝子型に関して、宿主の種より
も地理的な要因の方がより強く関連してい
ることが示唆された。 
 
(7) サル生息域住民からの E. nuttalliの検
索 
 ネパールのカトマンズにおいて、住民の糞
便検体から E. nuttalliの検索を試みた。赤
痢アメーバと E. disparは検出されたが、E. 
nuttalli は全て陰性であった。しかし、E. 
chattoniが検出され、アカゲザルからヒトへ
のアメーバ感染が生じていると考えられた。 
 
(8) E. nuttalli標準株のゲノム解析 
 リード長 1kb 以上のリードから、約 2Gb の
配列データを取得した。アセンブルを進め、
コンティグ数395のドラフトゲノム配列を構
築した。 
  

(9) 今後の展望 
 本研究課題により、アジアに生息するマカ
クにおいて広範な E. nuttalli感染が確認さ
れ、分離株では地理的分布の違いを反映する
遺伝子多型も確認された。標準株の全ゲノム
解析も進行しており、今後、他の分離株も含
めた比較ゲノム解析が可能である。更に対象
とする調査地域とヒトを含めた宿主範囲を
広げることにより、宿主霊長類の移動・拡
散・進化と腸管寄生アメーバの多型化・共進
化の関係を解明できると考えられる。 
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