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研究成果の概要（和文）：偏性嫌気性菌であるBacteroides fragilis 培養上清に赤痢アメーバ増殖促進効果と、赤痢
アメーバ或いはTritrichomonas foetusの盲腸粘膜への持続感染を容易に成立させることを見出した。培養上清解析か
らは赤痢アメーバのGalGalNAcレクチンに対応する糖鎖が顕著に増加すること、及びペルオキシダーゼの不活化作用も
みられた。このような細菌代謝物は多様な病態を示す赤痢アメーバ症（不顕性～劇症型感染）の発症にも影響する可能
性を示した。

研究成果の概要（英文）：Promoting effects for the growth of Entamoeba histolytica, and for both 
persistent infections of E. histolytica and Tritrichomonas foetus to the cecum of CBA mouse were found in 
the culture supernatant of obligate anaerobic Bacteroides fragilis. Increase of corresponding sugar 
chains for GalGalNAc lectin of E. histolytica and inhibition of peroxidase activity were found by 
analyses of the culture supernatant. These bacterial metabolites have a possibility to affect to the 
onset of amoebiasis that has various conditions from latent to fulminant type.

研究分野：寄生虫学; 腸管寄生原虫の培養
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸赤痢アメーバ症の発症率は 10％程度
と推定され、自然治癒例もみられる。宿主側
の発症要因としては糖尿病、アルコール中毒
などの疾患の関与が疫学的調査から明らか
にされている。また急激に重症化する劇症型
アメーバ症ではステロイド投与後に発症し
易いことが知られていた。 
 
(2) 腸内細菌のアメーバ症発症への影響は
研究開始当初から現時点に至るまで、重要性
は指摘されているものの、病原細菌との重複
感染によるアメーバの組織侵入力の助長や
細菌叢の異常と免疫脳の低下というような
漠然とした捉え方に留まり、特定の腸内細菌
が腸粘膜への侵入と発症へ関与するメカニ
ズムについては不明な点が多く、赤痢アメー
バの組織侵入に関与する腸内細菌の因子に
ついても明確に同定・解析された報告は見い
だせなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 腸赤痢アメーバ症の発症要因のひとつ
として特定の腸内細菌の関与を考え、その候
補として腸内寄生アメーバの増殖促進効果
を有し、赤痢アメーバの実験的なマウス持続
感染を容易にし、更に赤痢アメーバと同様、
腸粘膜に接着し増殖する嫌気性菌の
acteroides fragilis を標的とし本研究を計画し
た。最終的には赤痢アメーバ腸持続感染モデ
ルにおいて B.fragilis がどのようなメカニズ
ムで赤痢アメーバ感染の成立とアメーバ症
発症を助長するかを追究する。 
 
(2) (1)の結果をもとにマウス赤痢アメーバ
持続感染モデルの腸粘膜への感染促進と発
症に関与する因子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) CBAマウス盲腸に20-24回感染と分離無
菌培養を繰り返し、無菌的に培養維持するこ
とで virulence を獲得維持した赤痢アメーバ
標準株(HM-1:IMSScl6)を作製した。アメーバ
は分離培養後３ヵ月以内の virulent株を CBA
マウス盲腸への感染実験とシリアンゴール
デンハムスター肝臓への感染実験に用いた。 
 
(2) B. fragilisは GAM培地（ニッスイ）で培
養維持し、その培養上清について、主に赤痢
アメーバ増殖活性と赤痢アメーバ感染の促
進活性を解析した。 
 
(3) B.fragilis 培養上清は赤痢アメーバの接
着因子（GalGalNAcレクチン）と対応する糖
鎖の存在と量的解析を目的として、BlotGlyco
キット（住友ベークライト）で培養上清中の
ラベル化した糖鎖をMALDI-TOF MSで測定
解析した。また、培養上清のペルオキシダー
ゼ阻害活性の評価は西洋ワサビとヒト好中
球由来のミエロペルオキシダーゼ（フナコ

シ；R&D）について、定量的に測定解析した。 
 
(4) B. fragilis培養上清のHM-1:IMSScl6増殖
促進効果と実験動物への感染促進効果は
0.22µm 径のミリポアフィルターで濾過滅菌
した培養上清を用いて解析した。 
 
(5) HM-1:IMSScl6 を盲腸に持続感染させた
CBA マウスに、従来マウスには感染が 知ら
れていない牛と豚に寄生する Tritrichomonas 
foetus(2x106)経口及び尾静脈投与、及び
T.foetus を B.fragilis 培養３日目の菌体懸濁液
(0.3ml)と混和し CBA マウス盲腸内に直接接
種を行った。 
 
４．研究成果 
(1) B. fragilis 培養３日目の菌体懸濁液
(0.3ml)と濾過滅菌した B. fragilis 培養上清
(10%)を加えた無菌培養培地(YIMDHA-S①)で
培養維持したHM-1:IMSScl6(2x106)をCBAマ
ウス盲腸に接種すると、従来困難であった持
続的感染が容易に成立し、その病変は盲腸全
域に及んだ。また、ハムスター肝臓に同赤痢
ア メ ー バ 株 を 、 投 与 数 を 変 え て
YIMDHA-S(0.1ml)に懸濁して接種すると
1x104 と少数のアメーバでも肝膿瘍形成がみ
られた反面、2x105 以上のアメーバ数では好
中球遊走性の炎症反応が惹起され、膿瘍形成
が阻止される現象が見られた。B.fragilis培養
上清を加えて、或いは加えず培養したアメー
バ 1x105をマウス腹腔に接種すると加えたも
のでは 2時間後には 5.7x106/mlの好中球が誘
導されたのに対し、加えなかった場合では
9x105/ml と誘導数に 6.3 倍程度の差がみられ
た。 
 
(2) B.fragilis 培養懸濁液の分画成分につい
て検討を試みた結果、菌体成分を除いた培養
上清にも CBA 盲腸感染助長因子が含まれる
ことが確認された。また、amiconにより分画
した培養清の分子量が 10,000 以下の上清成
分に、精製に伴い活性は低下したが、接着を
伴う増殖促進活性と virulence 維持効果が確
認された。 
 
(3) B. fragilis 培養上清に含まれる糖鎖を
MALDI-TOF MS で測定解析した結果、
B.fragilis に、赤痢アメーバの接着因子
(Adhesin)(GalGalNAc reku tin)に対応する糖鎖
(GalGalNAc)と同等の分子量の糖鎖(Hex)2★
と(HexNAc)2(Sulph)1★★に顕著な量の増加
がみられた（図 1）。 
また、培養上清中に西洋ワサビ由来のペルオ
キシダーゼを直接的に不活化する物質を見
いだした。この不活化活性は培地に含まれる
システィンの量に依存性が見られ、嫌気的条
件下では活性は安定して維持されたが、好気
的条件下では速やかに低下した（図 2）。また、
ヒト好中球由来のミエロペルオキシダーゼ
活性の阻害効果も確認された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 B. fragilis 培養上清に含まれる糖鎖
解析（MALDI-TOF MS） 
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図 2 赤 痢 ア メ ー バ Adhesin(GalGalNAc 

lectin)検出 ELISA キットにおける B. 
fragilis 培養上清のペルオキシダーゼ
活性阻害作用(開栓後直ちに濾過滅菌
後阻害実験に使用) 

 
(4) B. fragilis培養３日後、嫌気条件で遠沈し、
CBAマウス盲腸を外科的に露出させ、接種直
前に速やかに濾過滅菌して、その培養上清と
HM-1:IMSScl6 (2x106)を混和し、速やかに盲
腸内に注入した。その結果菌体を含んだ場合
と同様 80%以上の高い確率で感染が成立し
た。但し、接種までの時間が 20 分を越える
と感染率の低下がみられ、ペルオキシダーゼ
阻害効果との関連 性が示唆された。 
 

(5) HM-1:IMSScl6 を盲腸に持続感染させた
CBAマウスに T.foetusを経口、及び尾静脈投
与するか、或いは健常な CBA マウス盲腸内
に B.fragilisと混合し直接接種すると、T.foetus
の感染の成立が確認されたが、いずれの場合
も盲腸腔内にのみ増殖が確認され、尾静脈接
種した場合でも組織内での増殖は確認でき
なかった(図 3)。 
 

 

図 3 赤 痢 ア メ ー バ と 共 感 染 し た
Tritritrichomonas foetus 感染 CBA マウ
ス盲腸．HM-1:IMSScl6:   ; 
T. foetus: 
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