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研究成果の概要（和文）：アカントアメーバ角膜炎の感染成立機序について Mannose-binding 

protein(MBP1)と接着する可能性のある蛋白質を解析するため無細胞蛋白合成により、MBP1 の

キメラ蛋白は作成し、その蛋白と接着した蛋白を SDS-PAGE で展開して、切り出したバンドを

MALDI-TOF/MS を用いて解析した。アメーバーのユビキチンプロモーターを人工合成し、アメー

バーを蛍光標識することに成功した。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated receptor for Mannose-binding 
protein(MBP1) which thought to be need for establishment of acanthamoeba keratitis. We 
made MBP1 chimera protein by cell free system and analyzed binding protein with the MBP1 
chimera protein by MALDI-TOF/MS. Also we made ubiquitin promoter fluorescent protein 
constructs, and then we made fluorescent protein labeled acanthamoeba.   
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１．研究開始当初の背景 

近年、頻回交換型の使い捨てソフトコンタ

クトレンズ（FDSCL）とマルチパーパスソリ

ューション(MPS)を使用しているユーザーに

感染性角膜炎が急増している。その中でも、

アカントアメーバ角膜炎は極めて難治であ

り、治療時期を逸すれば数ヶ月の入院治療が

必要となり、最終的に治療的角膜移植を余儀

なくされるケースもある。治癒後も視機能障

害を残すことは少なくなく、コンタクトレン

ズ使用者が主として若年層である点におい

て大きな社会問題となっている。 

アカントアメーバ角膜炎の治療が困難な原

因の１つは特効薬の欠如にある。現在使用さ

れている治療薬はすべて限定的な効果しか

有していない。さらに、生存環境が悪化する

と薬剤抵抗性のシストに変化する能力

（ability to encyst ）を有していることが

治療をさらに困難としている。この点におい
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て、特異的な治療薬の開発が大いに望まれる

が、マーケット規模は細菌性角膜炎より小さ

いため、その重篤性にも関わらず、製薬メー

カーによる開発研究はほとんど行われてい

ない。現在、アカントアメーバ角膜炎に関す

る研究は欧米の一部研究機関において実施

されてはいるが、病態の解明あるいは治療法

の開発に直接結びつくものではない。一方、

Niederkorn らは、アカントアメーバ角膜炎の

感染成立機序について Mannose-binding 

protein(MBP1)を介した仮説を提唱している

が、想定されたイベントがヒト生体内で起こ

っているのか、特に角膜実質内へ進展後の病

態については不明である。 

２．研究の目的 

MBP1 が接着するヒト角膜の糖蛋白を特定

する。詳細な病態解析を行うために、赤色蛍

光発現アカントアメーバを作成、さらに遺伝

子組み換えなどの技術応用が可能な免疫細

胞蛍光標識マウスでの感染モデルを開発し、

アカントアメーバと宿主免疫細胞系との関

係を明かにする。 

３．研究の方法 

角膜上皮への接着糖蛋白と考えられている

アカントアメーバの Mannose Binding 

Protein1(MBP1)が結合する角膜の糖蛋白を

同定するため、ヒトの細胞膜蛋白分画をより

細 SDS-PAGE で分離し、band を切り出して

MALDI-TOF/MS で結合した蛋白の解析を行う。

アカントアメーバのユビキチンのプロモー

ターと考えられる 1.7kbの領域を人工遺伝子

合成してアカントアメーバの蛍光標識を行

う。 

４．研究成果 

角膜上皮への接着糖蛋白と考えられている

ア カ ン ト ア メ ー バ の Mannose Binding 

Protein1(MBP1)が結合する角膜の糖蛋白を

同定するため、MBP1 細胞外 N-domain と

C-domainのGST結合蛋白の精製無細胞蛋白合

成のコンストラクト pEU-E01-MBPNC-TEV-GST 

(NC), pEU-E01-MBPN-TEV-GST (N) 及 び

pEU-E01-MBPC-TEV-GST (C)を作成した。SV40T 

antigen 不死化ヒト角膜上皮細胞から細胞膜

分画抽出キットで細胞膜分画を分離し、３つ

のコンストラクトから得られた MBPNC-GST、

MBPN-GST 、 MBPC-GST と反応させたのち

SDS-PAGE で展開し、MBPNC-GST、MBPN-GST の

みに存在するバンドを MALDI-TOF/MS で解析

した。KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 

1、 KRT9 Keratin, type I cytoskeletal 9、 

KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 1、 

Keratin-8-like protein 1、 ACTB 14 kDa 

protein ACTG1 cDNA FLJ57283, highly 

similar to Actin, cytoplasmic 2 、HRNR 

Hornerinが MBP1の N-domainと接着している

ことが解った。蛍光標識アカントアメーバの

作成では、CAG,CMV,pgk などの真核生物で働

くプロモーターは働かないことを確認した。

そこでアカントアメーバのユビキチンのプ

ロモーターと考えられる 1.7kbの領域を人工

遺伝子合成して tdTomato の発色を検討した

ところ、数日間細胞質に蛍光を観察すること

ができた。 
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