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研究成果の概要（和文）：アジアに生息する様々なマカクの糞便から、腸管寄生病原アメーバのEntamoeba 
nuttalliを検出した。その分離株には地理的距離を反映する遺伝的多型性を認めた。一方、学童における調査で
は、E. nuttalliは検出されなかった。検出された赤痢アメーバやE. disparの遺伝的多型解析から、クラス内で
アメーバが伝播していることが示唆された。また、E. nuttalliの全ゲノムを解析し、種特異的に発現される表
面タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Entamoeba nuttalli was detected in the feces of various macaques in Asia. 
The isolates showed genetic polymorphism reflecting geographical distance. On the other hand, no E. 
nuttalli infections were found in the survey of school children. Genotyping of E. histolytica and E.
 dispar suggested transmission of these amoebae within school classes. Whole genome analysis of E. 
nuttalli revealed a unique species-specific surface protein.

研究分野：寄生原虫学

キーワード： Entamoeba nuttalli　赤痢アメーバ　マカク　疫学　遺伝子多型　ゲノム　人獣共通感染症　進化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国ではニホンザルがヒトの生活圏に出没し、他のアジア諸国でもテンプルモンキーや飼育マカクにおいてヒ
トとの濃厚な接触がみられる。マカクの腸管寄生病原アメーバが人獣共通感染症の病原体なのかを明らかにする
ことは重要であるが、本研究の範囲ではヒトの感染例は確認されなかった。また、腸管寄生アメーバの遺伝的多
型解析は、宿主マカクと寄生アメーバの地理的分布の解明やヒトにおける感染経路の解明に有用であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 赤痢アメーバ (Entamoeba histolytica) は熱帯・亜熱帯を中心に世界に広く分布しており、
年間約 5 千万人が大腸炎や肝膿瘍を発症し、約 10 万人が死亡している。わが国でもアメーバ
赤痢は 5類感染症に分類されており、最も報告数の多い原虫感染症である。従来、赤痢アメー
バはヒト以外の霊長類にも感染すると考えられており、サル類における赤痢アメーバ感染の実
態を明らかにすることは、人獣共通感染症対策の観点からも重要である。研究代表者らは、以
前に国内の飼育ザルや飼育チンパンジーにおける腸管寄生アメーバの感染状況を調べ、赤痢ア
メーバの感染はみられず、形態的に差はないが非病原性の Entamoeba dispar感染が多いこと
を報告した。ところがその後、ネパールのアカゲザルから分離したアメーバ株について解析し
たところ、18S rRNA遺伝子の配列が赤痢アメーバと E. disparの中間に位置していた。この
虫体はハムスターに実験的に肝膿瘍を形成する病原アメーバであることを確認し、Entamoeba 
nuttalli という学名を復活させた。さらに、中国やミャンマーのアカゲザル、中国のチベット
モンキー、タイのカニクイザル、スリランカのトクザルなど、アジア各地に生息するマカク類
において、E. nuttalliを分離培養した。そして、宿主マカクの種や地理的分布によって多様な
遺伝子型を有することを確認している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アジアにおいて更に調査地を拡げ、各種マカク類における腸管寄生アメーバの
感染実態を明らかにする。そして、E. nuttalliの株間における遺伝的多型について比較解析し、
宿主マカクの分化、進化、拡散に伴う共進化について検討する。E. nuttalliの標準株について
は、全ゲノム配列の解析を進め、他の Entamoeba 属虫体ゲノムとの比較解析を行う。また、
アジア地域においてヒトの腸管寄生アメーバ感染の実態を調査し、E. nuttalliが人獣共通感染
症の病原体であるのかについても検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)調査地と試料収集 
 ネパールのカトマンズ渓谷における野生のアカゲザルとアッサムモンキーの糞便収集や学校
におけるヒト糞便試料の収集は、エベレスト国際臨床研究センターのスタッフらの協力を得て
実施し、同センターにおいて試料の処理を行った。中国の黄山における野生チベットモンキー
の糞便試料の収集は、復旦大学基礎医学院のスタッフの協力によって実施し、同大学病原生物
学系研究室において試料を処理した。タイ南部における野生のカニクイザルとミナミブタオザ
ルの糞便収集やタイ北西部の学校でのヒト糞便試料の収集は、チュラロンコン大学医学部のス
タッフの協力を得て実施し、同医学部寄生虫学教室において試料の処理を行った。台湾東部と
南部における野生タイワンザルの糞便試料収集は、国立屏東科技大学のスタッフの協力により
実施し、同野生動物保育研究所にて試料処理を行った。日本国内各地の野生ニホンザル生息地
においても、糞便試料の収集を行った。 
 
(2)試料の解析 
 収集した糞便試料については、鏡検を実施すると共に、糞便からDNAを抽出し、E. nuttalli、
赤痢アメーバ、E. dispar、E. moshkovskii、大腸アメーバ、E. chattoni、E. poleckiについて、
種特異的なプライマーを用いて PCR法による検出を行った。また、細菌共棲培養によって E. 
nuttalli株を分離培養し、一部の株は無菌化した。18S rRNA遺伝子の他、セリンリッチタン
パク質遺伝子、tRNA 関連反復配列などについて PCR 増幅し、シーケンスを解析した。タイ
の学校において、児童生徒から検出された赤痢アメーバと E. disparについても、DNA多型を
解析した。また、一部の糞便試料については、宿主マカクのmtDNA HVS-I遺伝子を PCR増
幅し、解析した。 
 
(3)全ゲノム解析 
 E. nuttalli の標準株である P19-061405株について、ロングリードとショートリードの塩基
配列データを用い、全ゲノムの解析を行った。 
 
(4)タンパク質の解析 
 大腸菌で E. nuttalli由来の組換えタンパク質を調製した。精製タンパク質でマウスを免疫し
てポリクローナル抗体を作製し、免疫染色に使用した。 
 
４．研究成果 
(1) ネパールの野生マカクから分離した E. nuttalliにおける遺伝的多型性 
 カトマンズ市内の寺院やナガルジュン国立公園に生息するアカゲザルやアッサムモンキーの



糞便 49検体について、各種Entamoebaの感染率をPCR法で調べた。E. chattoni陽性が 92%、
大腸アメーバ陽性が 86%、E. nuttalli陽性が 41%、E. dispar陽性が 18%であったが、赤痢ア
メーバは検出されなかった。培養により 4株の E. nuttalliを分離し、そのうち 3株については
無菌化に成功した。セリンリッチタンパク質遺伝子の解析では、4株は 2つのタイプに分類さ
れた。これらの遺伝子型は以前にカトマンズの別の場所で分離した株の遺伝子型とそれぞれ一
致し、カトマンズ渓谷の北西部と北東部において異なるタイプの株が分布していると考えられ
た。 
 
(2) タイ南部の野生マカクから分離した E. nuttalliにおける遺伝的多型性 
 タイ南部のチュンポーンとラノーンにおいて採取したカニクイザルとミナミブタオザルの糞
便 106検体における各種アメーバの陽性率は、E. chattoniと大腸アメーバが 75%、E. nuttalli
が 44%、E. disparが 8%であり、赤痢アメーバは検出されなかった。細菌共棲培養により、7
株の E. nuttalliを分離した。分離株では地理的分布や宿主の違いを反映する遺伝的多型性が認
められた。 
 
(3) 台湾の野生タイワンザルから分離した E. nuttalliにおける遺伝的多型性 
 台湾東部の東河と南部の南化において収集した糞便 68 検体における各種アメーバの陽性率
は、E. chattoniが 93％、E. nuttalliが 47％、大腸アメーバが 44％であった。赤痢アメーバ、
E. dispar、E. polecki、E. moshkovskiiは検出されなかった。さらに糞便を細菌共棲培養する
ことにより、東河の検体から 3株の E. nuttalliを分離した。また、tRNA関連反復配列の座位
D-Aの塩基配列を解析したところ、これまでに 5タイプが同定され、これらは他種マカク由来
の E. nuttalliの配列とは異なっており、地域によって特異な DNA型であることを確認した。 
 
(4) 中国の野生チベットモンキーから分離した E. nuttalli 株における遺伝的多型性と宿主-寄
生体遺伝子の相関解析 
 中国の黄山に生息するチベットモンキーの糞便 60検体について、PCR法による Entamoeba
の検出を行った。E. chattoni陽性が 87%、E. nuttalli陽性が 58%、大腸アメーバ陽性が 25%
であったが、赤痢アメーバや E. disparは検出されなかった。E. nuttalliを 6株分離培養して
遺伝的多型を調べたところ、セリンリッチタンパク質遺伝子と tRNA関連反復配列はすべての
株で同じであったが、これまでに報告している峨眉山に生息するチベットモンキーや中国のア
カゲザル由来株の型とは異なっていた。これらの株も含めて解析したところ、地理的距離と遺
伝的距離において、有意な相関が認められた。さらに、宿主マカクのmtDNA HVS-I遺伝子も
含めて解析したところ、より強い相関が認められた。 
 
(5) 野生ニホンザルから分離した E. nuttalliにおける遺伝的多型性 
 これまでに日本国内において収集した糞便検体の PCRでは、E. nuttalli は本州に生息する
ニホンザルからのみ検出され、赤痢アメーバや E. disparの野生ニホンザルにおける感染は確
認できなかった。分離した E. nuttalli 10 株について、遺伝子型を比較した。その結果、18S 
rRNA 遺伝子では 3 タイプ、セリンリッチタンパク質遺伝子では大きく 4 タイプに分類され、
東日本側の 2 グループはアカゲザルやカニクイザルなどの大陸由来株との差異が大きかった。
ニホンザルは最終氷期に祖先の分布が西日本に縮小し、後氷期に東日本で拡大したとする仮説
があるが、E. nuttalli も共進化したと考えると、本研究結果はこの仮説を支持する。 
 
(6) ネパールの学校における腸管寄生アメーバの感染状況調査 
 カトマンズ市内で校内に野生アカゲザルが出没する２つの学校の計 185名の児童生徒の糞便
検体について、PCR 法によって Entamoeba を探索したところ、大腸アメーバ陽性が 13%、
E. dispar陽性が 0.5%であったが、赤痢アメーバは検出されなかった。E. nuttalli、E. chattoni
もすべて陰性であり、サルを自然宿主とする腸管寄生アメーバのヒトへの感染は確認されなか
った。 
 
(7) タイ北西部ミャンマー国境付近の学校における腸管寄生アメーバの感染状況調査 
 Tak州 Tha Song Yangにおいて、3つの学校の児童生徒 1,233名の糞便検体における各種ア
メーバ陽性率を PCR にて解析した。その結果、赤痢アメーバ陽性は 2.5%、E. dispar 陽性は
4.5%、大腸アメーバ陽性は 22%であった。一方で、E. moshkovskiiや E. nuttalliは検出され
なかった。細菌共棲培養によって、赤痢アメーバ 5株と E. dispar 5株を分離し、このうち赤
痢アメーバ 2 株については完全無菌化に成功した。培養虫体と一部の糞便検体から抽出した
DNAの解析から、この地域における赤痢アメーバと E. disparの遺伝的多型の特徴が明らかに
なった。tRNA関連反復配列の座位 D-Aにおいて、赤痢アメーバでは 13検体で 5タイプ、E. 
disparでは 45検体で 13タイプが確認された。特に小学校では、クラス内で同一の DNA型が
有意に多く認められたことから、校内におけるヒト-ヒト伝播が示唆された。また、兄弟姉妹も
在籍しているグループのアメーバ感染率は有意に高く、家庭内での伝播も示唆された。 
 
(8) E. nuttalliの全ゲノム解析 



 ネパールのアカゲザル由来の E. nuttalli P19-061405株の全ゲノムについて、ロングリード
とショートリードの塩基配列データを用い、9,647遺伝子を含む 23 Mbのアセンブリデータを
構築した。そして、赤痢アメーバに加え、霊長類を宿主とするが非病原性の E. dispar、爬虫類
を宿主とする E. invadensとの比較ゲノム解析を行った。その結果、E. nuttalliゲノムに含ま
れる 6,602 遺伝子群のうち、4,564 遺伝子群は 4種の Entamoeba に共通に存在し、1,327 遺
伝子群は霊長類を宿主とする Entamoebaに共通であった。一方で、114遺伝子が E. nuttalli
に特異的に存在していた。詳細な解析を行った結果、8アミノ酸配列[G,E]KPTDTPSの 42回
反復を含む特徴的なタンパク質をコードする遺伝子が同定された。組換えタンパク質に対して
作製したポリクローナル抗体を用いて E. nuttalliの免疫染色を行い、このタンパク質が虫体表
面に局在していることを確認した。また、他の 3種の Entamoebaは染色されず、種特異的な
タンパク質であることが示唆された。このタンパク質は、E. nuttalliが宿主マカクとの長い共
進化の過程で獲得した可能性がある。虫体の表面タンパク質は宿主特異性や病原性、免疫機構
からの回避に関わると考えられ、このタンパク質の宿主寄生体関係において果たす役割が注目
される。 
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