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角膜炎に関連したAcmt/zα川e6α分離株の

ミトコンドリア

ＤＮＡ制限酵素切断型による分類

八木田健司

（掲載決定：平成５年11月17日）

要約

角膜，コンタクトレンズ保存容器および土壌などより分離した28株のアカントアメーバについて

制限酵素を用いたミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）の切断型による分類を行ない，分離株間の遺

伝的関係，ならびに形態分類との関係を検討した。環状ＤＮＡの抽出に利用されるアルカリ抽出

法によりアメーバからは40-52ＫｂｐのＤＮＡが抽出された。これらはマウスのチトクロームｂ遺

伝子の一部をプローブとしたサザンハイブリグイゼーションで陽性反応を示したことから

ｍｔＤＮＡと同定された。調べた分離株のうちの70％は40-43ＫｂｐのｍｔＤＮＡを有していた。角

膜分離の７株（100％）およびレンズ保存容器分離の６株（87.5％）はこの大きさのＤＮＡを有し

ていた。これに対し52ＫｂｐのｍｔＤＮＡをもつアメーバは土壌からのみ検出された。つぎに

ｍｔＤＮＡを６種類の制限酵素を用いて消化し，アガロース電気泳動によりそれらの切断パターン

(切断型）を調べた。相同性の比較から28の分離株は複数の分離株を含む５種類のＲＦＬＰフェノ

タイプと，単一の分離株からなる10種類のＲＦＬＰフェノタイプに分けられた。そのうち特に

ＡＣα"t/ｚａｍｏｅ６ａｃａｓＭＺα"iiのＭａ株に代表されるＲＦＬＰフェノタイプのアメーバが最も高率

に（28.5％）検出された。制限酵素切断型の相同性から算出された塩基置換率の値はＳ７とSl3に

代表されるＲＦＬＰフェノタイプ（3.2％）およびCastellaniとＭａに代表されるＲＦＬＰフェノ

タイプ（4.9％）のアメーバが極めて近縁な関係にあることを示した。

一方，本研究により同一形態種間の遺伝的距離が異種間でのそれと同等か，それよりも大きな値

を示すなど，従来の形態種を遺伝的に単一，あるいはごく近縁な集団とみなすことができなかった。

これにより分類上の検索項目として用いられてきた形態的特徴が遺伝的な根拠を欠いていることを

示すものと解釈された。本論文ではアカントアメーバにおける分類の新たなとりくみとして，

ｍｔＤＮＡの制限酵素切断型を用いた分類法の利点および有用性について論じた。

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＡＣα〃ｔｈａｍｏｅ６ａ，amoebickeratitis，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，restriction

fragmentlengthpolymorphism（ＲＦＬＰ),RFLPphenotype

DonzisetaZ.，1989)。欧米諸国に例をひぐまでもなく，

わが国においてもコンタクトレンズの普及には著しいも

のがあり，その利用者は人口のおよそ８％に及んでいる。

このような背景から1987年に著者ら（石橋ら，1988）に

よって本症の第１例が発見されて以来，僅かな期間に３０

名以上の患者が見つかっている（太刀川ら，1993)。

本症に関しては特に治療法の開発が急がれるところで

あるが（ＭｏｏｒｅｅｔａＺ.，1985；Jones，１９８６；Binder，

1989)，その一方で本アメーバの病原性の解明，あるい

は予防医学的な側面から病原種の特定が当面の重要課題

となっている。これまでに患者角膜から注

緒ロ

アカントアメーバ』性角膜炎は潰瘍を伴った難治性の眼

感染症で，当初，米国（Jones，1973）と英国

(NagingtonetaZ.，1974）においてほぼ同時に報告さ

れた。本症は1984年を境として欧米を中心に多数の患者

が報告されるところとなっているが，患者の大半がコン

タクトレンズ装用者であることが際だった特徴である

(Stehr-GreenetaJ.，１９８７；Stehr-GreenetaZ.，１９８９；

国立予防衛生研究所寄生動物部



469

Aca7zt/zamoe6acasteZZα"ｉｔをはじめとして数種のア

カントアメーバが報告されている（ＣＤＣ報告，1986)。

しかしながら，その種の異同や独立性に関しては異論も

あり，必ずしも広く認められているところとはなってい

ない。近年では形態分類に用いられてきた検索点が果し

て種を特徴付けるのに足る性質なのか疑問視されるに及

び（DeJonckheere，１９８３；遠藤ら，1991)，その根幹

である分類方法を含めて再検討を迫られる況状となって

いる。これを受けて－部ではアイソザイム（De

Jonckheere，1983)，あるいはＤＮＡの塩基配列に見

られる多型性を分類に利用する試みがなされている

(BogleretaJ.，１９８３；ByersetaZ.，１９８３；Ｃｏｓｔａｓｅｔ

ａＬ，１９８３；KilvingtonetaL，l991a，l991b；Mclau-

ghlinetaZ.，１９８８；YagitaandEndo，1990)。ミト

コンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）はそれ自体が独立した分

子で高度に遺伝的変異を蓄積していること，また多くは

環状ＤＮＡであるため取扱いやすいことから様々な生

物種の分類に利用されている。制限酵素切断型による分

類はｍｔＤＮＡのもつ制限酵素切断断片長の多型性（re-

strictionfragmentlengthpolymorphism：ＲＦＬＰ）

を利用したもので，各種の酵素における切断パターンの

組み合せ，いわゆるDigestionPhenotype（以下

ＲＦＬＰフェノタイプとする。ＡｖｉｓｅｅｔａＬ，1979）によ

り個体の遺伝的特徴を表現する方法で，遺伝的に近縁な

生物種の異同を識別するのに有効とされている。原虫類

においてはミトコンドリアＤＮＡのコピー数また構造

の点で単離および精製が難しい場合があるが

(Goddardandcummings，１９７５；BorstandHoei-

jmakers，1979)，アカントアメーバにおいては回収，

実験操作の面でこのような制約がなく，容易に

ｍｔＤＮＡを利用できることが大きな利点となっている。

本研究ではｍｔＤＮＡの多型性の解析を通して，わが国

において分離された28株のアカントアメーバの遺伝的近

縁関係を検討し，本法が実際の分類，あるいは疫学調査

に有用な手段となり得るものか考察した。

材料および方法

1．アカントアメーバ分離株

1987年から1991年までの間に当研究室において分離，

または同定を依頼されその後継代保存している28の分離

株を研究に供した。その内訳は角膜など臨床材料から分

離した７株，コンタクトレンズ保存容器内の保存液から

分離した７株，および土壌などより分離した14株である

(Tableｌ）。
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培地を用いた。寒天（Bactoagar，Difco）を濃度1.5

％となるように蒸留水に煮沸溶解し，直径90ｍｍのプ

ラスチックシャーレを用いて厚さ３～４ｍｍの無栄養

寒天培地を作製した。大腸菌（Ｋ１２－ＤＨ１）は細菌培

養用培地(Antibioticmedium3,Difco)で２～３日培

養し，１００倍希釈時の吸光度（スー560nｍ）が約1.0にな

るように蒸留水に懸濁し，６０℃で１時間加熱処理をほど

こした。ちなみに，このＫ１２－ＤＨ１株はプラスミド

ＤＮＡをもたないのでｍｔＤＮＡの抽出時における細菌

由来のプラスミドＤＮＡの混入を考慮する必要はない。

この大腸菌懸濁液を適宜希釈（およそ50～100倍）して

上述の無栄養寒天培地にうすく塗布したのち被検材料を

接種した。その際，コンタクトレンズ保存容器内の保存

液や患部洗浄液は遠心し，0.5ｍｌほどに濃縮したものを

滴下した。また土壌は小指先大の量をそのまま培地上に

のせた。培養温度は25-30°Ｃとした。増殖したアメーバ

はその＋子をマイクロキャピラリー法で１個体づつ分離

培養し，得られた分離株（クローン）を便宜的に従来の

形態分類に従って同定した。次いで各分離株は＋子の状

態で0.1Ｎの塩酸で12時間，２５°Ｃで無菌化し，その後プ

ロテオースペプトン；１０９／１，イースト抽出粉末；１０

９／１，グルコース；１０９／１，ＮａＣｌ；５９／１，Ｌ－

システイン塩酸塩；0.959／１，リン酸第１カリウム；

0.689／１，リン酸第２カリウム；0.879／ｌを含む液

体培地（ＰＹＧＣ培地）に順化させた。

2．アメーバの分離および培養

検査材料からのアメーバ分離には細菌を塗布した寒天

3．ミトコンドリアＤＮＡの調整

１０ｍlのＰＹＧＣの培地を入れた75㎡底面の培養用フ
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で行なった。電気泳動後，ゲルをエチジウムブロマイド

で染色，紫外線により制限酵素切断パターンを観察し，

ポラロイドフィルムに記録した。

ラスコにアメーバを接種し，２５℃で３－４日間静置培養

を行なった。ＤＮＡ抽出用の材料としては対数増殖期の

栄養型虫体を用いた。ｍｔＤＮＡはアルカリ抽出法

(YagitaandEndo，1990）により抽出した。本法は1.5
ｍl微量遠心チューブですべての操作ができる簡便な抽

出法で，以下にその手順を示した。培養で得た栄養体

(５×106程度）をＰＢＳで洗浄しＰＹＧＣ培地を除いて

から100mのＴＥＧ溶液（50,Ｍトリス塩酸緩衝液／

ｐＨ８．０，５０，Ｍグルコース，ｌ０ｍＭＥＤＴＡナトリウ

ム塩）に再浮遊した。これに細胞溶解液として200m

の氷冷した0.15Ｍの水酸化ナトリウムを含む１％ＳＤＳ

溶液を加え，５－６回チューブを転倒混和した。直ちに

氷上に５分間静置し，その後150mの氷冷した中和用

の３Ｍ酢酸カリウム溶液（ｐＨ5.6）を加えた。穏やかに

チューブを転倒混和し，３０分間以上氷上に静置した。そ

の後４℃で12,0009,15分間の遠心操作により上清を得

た。上清を新しいチューブに移し，これに等量のフェノー

ル／クロロフォルム（１：１）溶液を加え強く攪枠，直

ちに12,0009で15分間の遠心を行なった。再び上部の水

層を新しいチューブに移し，１／10容の３Ｍ酢酸ナトリ

ウム溶液と2.5容の冷エタノールを加え充分混和し，－８

０°Ｃで30分間，静置した。その後４°Ｃで20分間，12,000

9で遠心を行ない沈澱を回収した。500mの70％エタ

ノールで洗浄した沈澱は真空乾燥した後，50,ｕｌのＴＥ

溶液（10,Ｍトリス塩酸緩衝液／ｐＨ８．０，１，Ｍ

ＥＤＴＡナトリウム塩）に溶解した。調整したＤＮＡ溶

液は使用するまで-20℃で保存した。

5．チトクロームｂ遺伝子プローブの作製

常法によりマウス肝臓から抽出した全ＤＮＡを鋳型

として，PolymeraseChainReaction（ＰＣＲ）法を

用いてｍｔＤＮＡの特異部分の合成を行なった。目的の

ＤＮＡとしてはチトクロームｂ遺伝子を選んだ。本反応

にはマウスチトクロームｂ遺伝子の塩基配列（Marten

andClayton，1979）を参考に，５，－ＴＧＡＡＴＴＣＣＣ

ＡＡＣＡＴＣＴＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＡＡＡ(Sense）と５，－

ＴＧＡＡＴＴＣＣＴＣＡＧＡＡＴＧＡＴＡＴＴＴＧＴＣＣＴＣＡ

(reverse）のプライマーを作製し，これによりチトクロー

ムｂ遺伝子内の349ｂｐを増幅した。ＰＣＲの反応条件と

しては94℃で1分間の変1性，５８℃で１分間のアニーリン

グ，７２°Ｃで２分間の合成を１サイクルとして，これを３０

サイクル繰り返すこととした。なお本反応における温度

コントロールにはFA100型温度調節装置（ＭＪリサー

チ社）を使用した。得られたＰＣＲ産物をアガロースゲ

ルで電気泳動後，目的のフラグメントを含むゲルを回収

し，ゲル中のＤＮＡをガラスパウダーで精製した

(ＧｅｎｅCleanⅡ：BIO-101社製)。得られた約ＬＵｇ

の精製ＤＮＡをジゴキシゲニンで標識し（DNALa-

belingandDitectionKit-Nonradioactive：ベーリ

ンガー・マンハイム社製)，ＤＮＡプローブとした。

6．ＤＮＡハイブリダイゼーションと免疫学的検出

アルカリ抽出法で得たＤＮＡをアガロース電気泳動

後，ゲルごと0.25Ｎ塩酸に20分間，続いて0.5Ｍ水酸化

ナトリウムと1.5Ｍ塩化ナトリウムの混合液に40分間，

最後に0.5Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ7.5）と1.5Ｍ塩化ナ

トリウムの混合液に40分間，軽く振とうしながら浸した。

ゲル内で変性させたＤＮＡはサザンブロッティング法

により10倍濃度のＳＳＣ溶液（1.5Ｍ塩化ナトリウムと

0.15Ｍクエン酸ナトリウム／ｐＨ7.0）を用いてニトロセ

ルロース膜に16時間転写し，さらに紫外線処理により膜

上に固定した。その後68℃で16時間，マウス由来のチト

クロームｂ遺伝子プローブを含むハイブリダイゼーショ

ン溶液で反応を行なった。なおハイブリダイゼーション

液は市販（DNALabelingandDitectionKit-

Nonradioactive：ベーリンガー・マンハイム社製）の

ものを用いた。ハイブリダイゼーション後，ニトロセル

ロース膜を0.1％ＳＤＳを含む２倍濃度のＳＳＣ溶液中に

移し，室温において10分間の洗浄，さらに0.1％ＳＤＳを

含む１／10の濃度のＳＳＣ溶液で20分間の洗浄を行った。

その後常法に従い酵素抗体法により目的のＤＮＡを検

4．制限酵素消化と電気泳動

ＲＮＡ消化酵素（終濃度10,9／ｍｌ）処理により抽出

ＤＮＡに混在するＲＮＡを消化除去し，0.5％アガロー

スゲルによる電気泳動でＤＮＡの純度を確認した。そ

の際，抽出ＤＮＡの大きさを測定するためにｌ０－６０

Ｋｂｐの既知の大きさをもつサイズマーカーを同時に泳

動した。これらのサイズマーカーにはｐＪＫ，ｐＢＲをベ

クターとする大腸菌のゲノムの一部をインサートとして

含む細菌由来のプラスミドＤＮＡ（WatanabeetaZ.，

1990）を用いた。次いで抽出したＤＮＡをＢｇｌＬ

ＥｃｏＲＩ，ＨｉｎｄｍＳｃａｌ，ＨｐａｌおよびＸｂａｌ等

の制限酵素により37°Ｃで12時間消化した。0.7％のアガ

ロースゲル（13cm×13cm）で50Ｖ，５－６時間電気泳動

し，ＤＮＡ断片の分離を行なった。その際ＤＮＡ断片の

サイズマーカーとしてスＤＮＡ／Sａｌｌ消化物（l5-32

kbp)，スＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ消化物（２－２４kbp）およ

びｄＸ１７４ＤＮＡ／ＨａｅⅢ消化物（0.6-1.3Kbp）を用

いた。なお，いずれの電気泳動もＴＢＥ溶液（0.089Ｍ

トリス・ホウ酸緩衝液，２，ＭＥＤＴＡナトリウム）中
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出した。 レンズ保存容器より分離したものであった。同様に，Ｊ

ＡＣ／Ｌ２，ＪＡＣ／Ｌ４およびＪＡＣ／Ｌ５は実際に角膜

炎患者の使用していたレンズ保存容器より分離したもの

であった。ＪＡＣ／Ｌ６およびＪＡＣ／Ｌ７は健常者のレ

ンズ保存容器より分離したものであった。士壌からは１３

株（ＪＡＣ／Ｓｌ－Ｓ１５）を分離した。一部，同一地点

から複数の分離株を採取しているがそれらはいずれも形

態が著しく異なっていた。ＪＡＣ／Ｓ１，ＪＡＣ／Ｓ３お

よびＪＡＣ／S15は東北地方の山間部の一地点より分離

したもの，またＪＡＣ／Ｓ２およびＪＡＣ／Sll-Sl4は

同一地域の別の地点から分離したものであった。ＪＡＣ

／Ｓ４は東京都，ＪＡＣ／Ｓ６，ＪＡＣ／Ｓ７およびＪＡＣ

／Ｓ８は神奈川県の土壌より分離した。そのうちＪＡＣ

／Ｓ７とＪＡＣ／Ｓ８は同一地点からのものであった。

結果

1．アカントアメーバ分離株

本研究に供したアカントアメーバ分離株をＴａｂｌｅｌ

にまとめた。臨床材料より分離した７株（JAC／Ｅ１－

Ｅ７）のうちＪＡＣ／Ｅ１－Ｅ５およびＪＡＣ／Ｅ７は患

者角膜由来で，患者はいずれもソフトコンタクトレンズ

装用者であった。ＪＡＣ／Ｅ６はアメーバ性角膜炎の強

く疑われた患者の前房水（Aqueoushumor）より分

離したもので，患者にコンタクトレンズ装用の前歴は無

かった。レンズ保存容器より分離した７株（JAC／Ｌ

ｌ－Ｌ７）のうちＪＡＣ／Ｌ１およびＪＡＣ／Ｌ３は，そ

れぞれＪＡＣ／Ｅ１およびＪＡＣ／Ｅ２を分離した患者の

Table2RFLPphenotypes，ｍｔＤＮＡｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅｓｂａｓｅｄｏｎＲＦＬＰｓａｎd

morphologicalspecies

RFLP

phenotype

Genome＊

size(Kbp）

lsolateswith

thisphenotype Remarks

Ａ・casrcﾉﾉα"〃十

Ａ・caSlfe"α"//

Ａｐｏﾉｿp"αｇａ

Ａｐｏ/yphagd
A､caS/e"α"ﾉﾉ

ﾈ

4２Ｍａ JAC/Ｅ６

ＪＡｑＥ７

ＪＡｑＬｌ

ＪＡｑＬ２

ＪＡｑＬ７

ＪＡｑＳｌ

ＪＡｑＳ２

ＪＡｑＷｌ

ＪＡｑＥｌ

ＪＡｑＬ４

ＪＡｑＥ２

ＪＡｑＥ３

ＪＡｑＬ３

ＪＡｑＳ３

ＪＡｑＳｌ２

ＪＡｑＳｌ５

ＪＡｑＳｌ３

ＪＡｑＳｌ４

ＪＡｑＥ４

ＪＡｑＥ５

ＪＡｑＬ５

ＪＡｑＬ６

ＪＡｑＳ４

ＪＡｑS６

ＪＡｑＳ７

ＪＡｑＳ８

ＪＡｑＳ９

ＪＡｑＳｌｌ

Castellani

E2

4３

４２

Ａｃａｓｒｅﾉﾉα"/／

Acaslfcﾉﾉα"//

Ａ､cas/e"α"ノノ

Ａ・cqSrC"α"ノノ

Ａｃｑｓ/ﾋﾟﾉﾉα"〃

S３ 5２

5２Sl3

１

４
５
５
６
４
６
７
８
９
ｌ

Ｅ
Ｅ
Ｌ
Ｌ
Ｓ
Ｓ
Ｓ
Ｓ
Ｓ
Ｓ

１
３
６
０
２
２
２
７
６
３

４
４
４
４
４
４
５
４
４
４

Ａｃｑｓｒｅ"α"ノノ

Acasleﾉﾉα"ノノ

Ａ・cqs/c"α"ノノ

A・pobp/zａｇｑ

*GenomesizebasedonrestrictionendonucleasefiPagmentsizescorre-

spondedwelltothatofwholemtDNAmolecule・

fMorphologicallyidentified．
#Identificationwasnotdone．
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ＡＢＳ９は三重県の土壌より分離した。またＪＡＣ／Ｗｌは

群馬県の温泉の浴槽より分離した。ちなみに，臨床材料

およびレンズ保存容器より得た株については，従来の分

類基準（Page，１９６７；PussardandPons，1977）に
従い便宜的に種の同定を行なった（Table２）。なお実

験に供した28株はいずれもPussardandPons（1977）

のいう第２グループに属するものと考えられた。

Kbp

SO、

4ｓ／
1８－

2．分離株からの環状ＤＮＡ抽出

環状ＤＮＡの抽出には大型の培養用フラスコで３－

４日間静置培養した栄養型虫体を用いたが，対数増殖期

を過ぎたアメーバでは環状ＤＮＡの回収率か低下する

ため５×106-107／75㎡の密度に増殖するように培養条

件を調整した。またＤＮＡの精製度の面からはエッペ

ンドルフチューブあたり５×１０６個の虫体が良好な結果

を得る際の上限と思われた。虫体数が107個を越えると

ＲＮＡやタンパク質などの來雑物が増加し，その後の制

限酵素処理等に悪影響を及ぼした。なおエチジウムブロ

マイド染色でバンドとして確認することのできるＤＮＡ

の最少量は約longと算定され，それにはおよそ105個

の栄養体が必要であった。

抽出した環状ＤＮＡは0.5％アガロースゲル中で電気

泳動し，サイズマーカーである細菌由来のプラスミド

ＤＮＡの移動度から大きさを測定した。その結果，40-

52ｋｂｐのものが得られ，そのうちの約70％（19／28）

は40-43Ｋｂｐの範囲に収まるもので，特に角膜分離の

７株（１００％)，およびレンズ保存容器分離の６株

(87.5％）はこの大きさのものを有していた。同様に，

土壌分離株の半数からもこの大きさのものが回収された。

他の士壌分離株からは５０Ｋｂｐを越える大型のＤＮＡが

得られた（Fig.１）。

一
一一｜聿亜四四エ』一一
二一口■■ロロロロ■。

FiglAgarosegelelectrophoresisofcircularDNAfTom
Acα"rhamoebaisolates・TheDNAswereextractedfTom

JAC/Ｅｌ(Ａ)andJAC/S3(Ｂ)byamodifiedalkalinelysis

method,andwereelectrophoresedon0.5％agarosegeI
inTBEbufferfOr30min,ｓｈｏｗｉｎｇ２ｂａｎｄｓｏｆ４３ａｎｄ

Ｓ２Ｋｂｐｉｎｓｉｚｅ，respectivelyBacterialplasmidswere
usedassizemarkers(Ieftlane）

3．チトクロームｂ遺伝子プローブによるミトコンドリ

アＤＮＡの同定

得られた環状ＤＮＡがｍｔＤＮＡであることの確認は

チトクロームｂ遺伝子をその分子内に検出することによ

り行なった。Ｆｉｇ．２にマウスのチトクロームｂ遺伝子

をプローブとしてハイブリダイゼーションを行なった結

果を示した。アメーバ由来の環状ＤＮＡはプローブと

の間に特異反応が認められ（Fig.２，矢尻)，ｍｔＤＮＡ

であることが確認された。またしばしばゲルのウェル内

にＤＮＡが一部泳動されずに残ることがあったが（Ｆｉｇ．
２，矢印)，この部分でも陽性反応か認められた。これ

は本来閉環型（closedcircular）のｍｔＤＮＡが抽出の

過程でその一部か開環型（opencircular）に変性した

ためと考えられた。

4．ミトコンドリアＤＮＡの制限酵素切断型の相同’性に

よる分類

個々の分離株より得られたｍｔＤＮＡを６種類の６塩

基認識制限酵素（ＢｇｌⅡ，ＥｃｏＲＩ，ＨｉｎｄｍＳｃａｌ，

ＨｐａｌおよびＸｂａｌ）で消化し，得られた断片を電気

泳動することによりそれらの泳動パターン（切断型）の

比較を行なった。６塩基認識制限酵素を用いた場合，

ＤＮＡは約４Ｋｂｐにつき１箇所切断される。従って４０－

５２ＫｂｐのｍｔＤＮＡでは10本前後の断片が生じること

が予測される。Ｔａｂｌｅ３にＢｇｌⅡ消化による28分離株
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て別の患者より分離したＪＡＣ／Ｅ１とその患者の使用

していたレンズの保存容器から分離したＪＡＣ／Ｌ１は

それぞれCastellaniフェノタイプとＭａフェノタイプ

を示し，両者は異なるという結果を得た。ちなみに，各

ＲＦＬＰフェノタイプのアメーバがもつｍｔＤＮＡの大き

さを見ると，１５のＲＦＬＰフェノタイプのうち60％（９

／15）が40-43ＫｂｐのｍｔＤＮＡを有していた。一方，

52ＫｂｐのｍｔＤＮＡをもつものは全体の20％（３／15）

を占めており，その存在は必ずしも例外的ではないもの

と思われた。

鞍稚鯏■鱒一

5．ミトコンドリアＤＮＡのＲＦＬＰフェノタイプ間で

の遺伝的近縁関係

さらに得られた15のＲＦＬＰフェノタイプの近縁関係

を知る目的でＮｅｉａｎｄＬｉ（1979）の方法に従って塩

基置換率を算定した（YagitaandEndo，1990)。置

換率は６種類の酵素によって得られたｍｔＤＮＡの切断

パターンから相同なバンドの対の数と非相同なバンドの

総数の比率より計算した(Table３)｡最も相同性の高かっ

たＳ７とS13フェノタイプのアメーバについて見た場合，

両者の合計バンド数130本中74本（37対）が相同で，そ

の時の塩基置換率は3.2％と計算された。Castellaniと

Ｍａフェノタイプのアメーバ間でもほぼ同様の低い塩基

置換率が示された。逆に最も高い塩基置換率はＥ２とＳ

３フェノタイプのアメーバ間の21.2％であった。なお

ＭａグループにおいてＪＡＣ／Ｅ６がグループ内の他の

アメーバとＨｉｎｄⅢとＳｃａｌの切断型においてそれぞ

れ１本ずつバンドが異なっていたが，その塩基置換率は

わずか０３％であったことからこれらは同一のＲＦＬＰフェ

ノタイプとして扱えるものと判断した。Fig.４にはＴａ‐

ble3の塩基置換率から作成したＲＦＬＰフェノタイプ

の近縁関係を系統樹として表わした。

43-

Ｋｂｐ

UHiHHi＜

Fig.２Southemblotof43KbpDNAfromJAC/El

hybridizedwithmousecytochromebgeneThe

hybridizedbandwasdetectedbyimmunologi-
calmeansPositivereactionsweredetectedat

thesiteswherecircularDNAmigrated(arrow

head),aswellasatthestartingpoint(arrow)．

のｍｔＤＮＡ切断型を調べた結果を示した。各分離株の

ｍｔＤＮＡは約20ＫｂｐからＯ８Ｋｂｐの大きさの範囲で３－

１２本の断片に切断され，切断型の比較からはいくつかの

分離株が相同のｍｔＤＮＡを有していることが明らかと

なった。６種類の制限酵素による切断型の相同性から分

離株はＴａｂｌｅ２に示す15のグループに分けられた。そ

れぞれのグループ名とそのグループの示す制限酵素切断

型の組み合せ，すなわちDigestionPhenotype

(ＲＦＬＰフェノタイプ）名は基本的に分離株の名前で代

表させたが，文献的な検索によりすでに報告されている

ＭａとCastellani（ＢｏｇｌｅｒｅｔａＺ.，1983）については

混乱を避けるためにそれに従った。このうちＭａグルー

プにおいてはＪＡＣ／Ｅ６がＨｉｎｄⅢとＳｃａｌの切断型

がグループ内の他のアメーバとごくわずかな違いを見せ

た（後述)。

興味あることに分離株のうちＭａフェノタイプを示

すものが最も多く，角膜，レンズ保存容器，野外環境の

いずれからも検出され，全体の約29％（８／28）を占め

た。Ｅ２フェノタイプのＪＡＣ／Ｅ２とＪＡＣ／Ｌ３は角

膜炎患者とその使用していたレンズ保存容器から分離し

た株で，レンズを汚染したアメーバがレンズを介して角

膜に感染したことを証明する結果となった。これに対し

6．形態とミトコンドリアＤＮＡのＲＦＬＰフェノタイ

プとの関係

従来の形態分類を踏襲して種名を決定した臨床分離株

およびレンズ保存容器分離株（Tableｌ）について，形

態とｍｔＤＮＡのＲＦＬＰフェノタイプとの関係を調べ

た。形態的にＡｃａｓＭＺα"jiの特徴を示す10株は６種

類（Castellani，Ｅ２，Ｅ４，Ｅ５，ＭａおよびＬ５）

のＲＦＬＰフェノタイプに分けられ（Table２），フェノ

タイプ相互の塩基置換率は4.9％（CastellaniとＭａフェ

ノタイプの間）と比較的近縁な関係にあるものから，

15.2％（Ｅ２とＬ５フェノタイプの間）と離れたものま

で多岐にわたった。ＪＡＣ／Ｅ２とＪＡＣ／Ｌ５の間に見

られたこの置換率は，これらとApoZyp/Dagαの特徴

を示すＪＡＣ／Ｌ６の間の置換率よりむしろ大きかった。
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Table3EstimatesofgeneticdivergenceinpairwisecomparisonofRFLPphenotypes

ＣａｓｔｍＥ４ＥＳＭａＬ５Ｌ６Ｓ３Ｓ４Ｓ６Ｓ７Ｓ８Ｓ９ＳｌｌＳｌ３

Ｃａｓｔ

Ｅ２

Ｅ４

Ｅ５

Ｍａ

Ｌ５

Ｌ６

Ｓ３

Ｓ４

Ｓ６

Ｓ７

Ｓ８

Ｓ９

Ｓｌｌ

Ｓｌ３

７．０１０．４

－１０．４

1１．１

９．９

９．３

４．９

８３

８．２

１４１

１２．０

１３．１

１４．２

１２．１

１２.５

１３．３

1１．０

１５．２

１５．０

１１．３

９．９

lＬＯ

２１．２

１０．４

１４３

１１．４

９１

１６．６

９．５

１１．５

１３３

１０１

１ＬＺ

ｌＬＯ

ｌ1.7

11.4

１３．２

１１０

１１．６

１０．４

１２．８

１１．２

１４．８

１４.７

１０．７

143

11.7

12.4

11.1

10.8

10.6

12.７

１０．４

１０．７

１１０

７
２
６
４
４
２
９
５
４
７
３

●
●
●
●
●
■
●
●
●
●
●

０
５
８
７
４
３
５
３
０
２
１

１
１

１
１
１
１
１
１
１

1０９

１０．２

１２．２

９．６

１１．２

１１．６

１４．６

１４．５

１３．７

１３．６

１４.６

１３．３

9.7

13.0

11.1

10.4

９．３

１１．４

９．７

８．６

１９．５

１１．０

１０．４

１１．５

１２．３

1０．１

８．７

９．６

１０．１

１０．０

１３．２
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ｍｔＤＮＡを有していたが，同時に46～52Ｋｂｐの大型の

ｍｔＤＮＡを有するアメーバの存在も明らかとなった。

一般に，哺乳動物を含めた後生動物についてみた場合，

ｍｔＤＮＡは概ね16～l9Kbpの中に収まるものとされて

いる。これに対し原生動物やカビ類では20～l00Kbpと

平均して大型のｍｔＤＮＡが報告されており，サイズが

大きくなるに従って種間，あるいは種内のばらつきが大

きくなる傾向があるとされている（Mahler，1983)。ア

カントアメーバもこの例にもれず，最大でl2Kbp近く

にもおよぶばらつきが認められた。ｍｔＤＮＡの大きさ

に変化が生ずる生物学的な意味は不明であるが，大型の

ｍｔＤＮＡの分離株は主に土壌から得られたことを考え

ると，あるいは環境への適応性の違いを反映しているの

かも知れない。今後さらに分離株を増して確認する必要

があるが，大型のｍｔＤＮＡを有するアメーバが水系の

環境に馴染みにくいなどの原因で角膜炎の病原体として

の対象から除外することができれば，疫学的に意味のあ

るところである。

制限酵素切断型の解析から得たＲＦＬＰフェノタイプ

間の塩基置換率（Table３）からは，CastellaniやＭａ

フェノタイプなど一部のアメーバはごく近縁な関係にあ

ることが判明した。一方，全体的には塩基置換率は高値

を示す傾向が認められ，本属のアメーバにはかなりの遺

伝的変異が蓄積していることが明かとなった。加えて，

異なった分子量のｍｔＤＮＡをもつアメーバが系統樹に

示されたように集団内に比較的まんべんなく分布してい

ることなど（Fig.４），アカントアメーバの分化は複
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Fig.４Phenogramshowingrelationshipsbetweenmito-
chondrialDNARFLPsofAcα"rhamocbqisolates．

一方，ＪＡＣ／Ｌ１およびＪＡＣ／Ｌ２の２株は形態的に

はApoZypmgaの特徴を示したのにもかかわらず，
そのＲＦＬＰフェノタイプはＭａフェノタイプであった。

考察

従来，アカントアメーバ属のｍｔＤＮＡはおよそ

42Ｋｂｐの大きさをもつものと報告されていた（Bogler

etaム１９８３；YagitaandEndo，1990)。今回調べた２８
分離株のうち，その約70％（19／28）はこの大きさの
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一な遺伝集団に複数の形態種が含まれ，さらには同一形

態種間の遺伝的距離が異種間でのそれよりも大きな値を

示すなど（Table３)，形態種を単一あるいはごく近縁

な集団とみなすことができないという結果であった。一

方，前述のように本アメーバは無性生殖のみで増殖する

生物であるために他の生物種の例を当てはめて種内，あ

るいは種間の変異の境界を定めることに当面は問題が残

るが，ｍｔＤＮＡのＲＦＬＰフェノタイプを解析すること

で個々のアメーバ分離株を近縁な遺伝集団にまとめてい

く作業は可能であり，本研究により疫学的にも充分意味

のあることが示された。今後，本法は新たな分類法の--

つとして積極的に活用されるべきと考えられ，さらに発

展して病原｣性などとの関連からも詳細に検討されるべき

ものと判断される。

雑な変遷を遂げたものと考えられる。一般に，集団内に

保存されるＤＮＡの変異量を決める因子として，１）

塩基置換率（突然変異率)，２）集団の大きさ，３）世

代の長さが影響を与え，ｍｔＤＮＡではさらに４）細胞

当たりのミトコンドリアのコピー数,５）雌雄の比などが

重要とされている。アメーバは無性生殖で極めて活発に

増殖する。従って，これらの因子のうち２）や５）は特

有な形で変異量に影響するものと考えられ，他の因子に

よる影響が一般の生物とそれほどかけ離れていないもの

と仮定しても本属のアメーバにおいては大きな変異量が

期待される。すなわち，無性生殖を営むアメーバにおい

ては個体に遺伝的に現れた変異が生命の維持に影響しな

いものであれば次世代へ制約なしに継承され，従って多

源的な分化がほぼ無制限に進行する可能性を持つものと

考えられるからである。現に本属のアメーバにおいて多

数のＲＦＬＰフェノタイプが得られているという事実は，

これを表現しているものかも知れない。

一方で疫学的な知見としてCastellaniあるいはＭａ

フェノタイプなど北米で見つかったＲＦＬＰフェノタイ

プのアメーバが，わが国にも広く分布しているという事

実が明らかにされた。上述の無制限に多源的に分化して

行くとする考えと一見矛盾するかに恩われるが，これは

アカントアメーバの＋子が物理・化学的な環境に耐性を

示すことを考慮すれば，塵瑛等と同様に遠距離を運ばれ

て広く分散したものと解釈できる。むしろこのような特

性からアカントアメーバは地理的隔離を受けることなく

地球規模で拡散してるものと推測される。

PussardandPons（1977）はアカントアメーバを

形態学的におよそ20種類に分類することを提唱している。

これに従えば，現在までにAcasteZZα"ii，Ａ

ｐｏＺｙｐ/Zagα，Arhysodes，ＡノzatcMtiおよびA

cuZ6lg7tso7ziの５種類が角膜より分離，同定されている

(ＣＤＣ報告，1986)。しかしながらアカントアメーバの

分類は現在も確定的ではなく，これまで中心的だった形

態分類は再検討を迫られている状況にある。その理由と

して，従来分類上の検索項目としして＋子の形態が重要

視されてきたが，その＋子の形態でさえ棲息環境から影

響を受けて変異する形質であることが判明したり（遠藤

ら，1991)，あるいはアイソザイムによる同定の試みな

どとの結果に著しい隔たりがあることなどから（De

Jonckheere，1983）形態種の独立１ftに疑問が持たれる

ようになっていることが挙げられる。今回の結果も形態

分類とｍｔＤＮＡによる解析結果との間には大きな隔た

りが認められた。Fig.４の系統図からも明らかなよう

に，従来の形態種であるＡ・ＣａｓＭＺα"ｉｔとA

poJyphagaは必ずしも遺伝的に分離した関係にはなく，

またＴａｂｌｅ２のごとく，Ｍａフェノタイプというほぼ均
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CHARACTERIZATION OF ACANTHAMOEBA ISOLATES FROM

EYE INFECTIONS AND THE ENVIRONMENT BY

RESTRICTION ENDONUCLEASE DIGESTION OF MITOCHONDRIAL DNA

Kenji YAGITA

Department ofParasitology, National Institute ofHealth,

Shinjuku-ku, Tokyo 162, Japan

A total of 28 Acanthamoeba isolates from human eye infections, contact lens containers and soil were

characterized by restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) of mitochondrial DNA. Circular DNAs ranging

from 40 to 52 Kbp were isolated from the amoebae by the alkaline lysis method. The DNAs were confirmed to be

mitochondrial by the:presence of particular sequence determined by southern hybridization with a synthesized short

segment of the mouse cytochrome b gene. Interestingly, most amoebae from the cornea and contact lens containers

had approximately 42 to 43 Kbp DNAs. The DNAs were digested with restriction enzymes and analyzed by agarose

gel electrophoresis. By comparing the RFLPs, the 28 isolates could be divided into 15 groups, 5 multiple-strain and 10

single-strain groups. The dominant RFLPs group consists of 8 strains and shares a single RFLP phenotype with the Ma

strain of A. castellanii. Phylogenetic close relationships were demonstrated between RFLP phenotypes with the

estimated sequence divergences of 3.2% (between JAC/S7 and JAC/S13), 4.9% (between Castellani and M a). It is

noteworthy that the maximum sequence divergence of 15.2% was calculated between morphologically identical strains

(between JAC/E2 and JAC/L5). In contrast, the dominant Ma phenotype was a complex of morphologically

heterogeneous strains. These results in turn show that morphology alone does not permit a clear demarcation in the

identification and classification of closely related amoeba species. We suggest phylogenetic typing by RFLPs in the

taxonomy of the genus Acanthamoeba will be useful.




