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球を介して大脳に侵入することで発症し，大脳の
軟化や出血を伴う壊死がみとめられる病気であ
る。感染後の症状の進行は急速で，約2週間でほ
とんどの感染者が死に至る。ネグレリアフォーレ
リは川や湖，温水施設，塩素処理が不十分なプー
ル等に生息しており，これらは私たちの身近な生
活範囲にあるため注意が必要である。アメリカで
は1962-2013年で132件の感染例が報告されており
（フロリダ州の34例，テキサス州の32例，など南
部で報告が多い），18歳以下の犠牲者が全体の８
割を超える。日本国内でも棲息が確認されてお
り（De Jonckheere et al., 1991），感染死亡例も報
告されている（Sugita et al., 1999）。世界全体では
2012年までに310例が報告されており，報告数は
近年増加している（病原体の検出方法の進歩によ
ると思われる）（El-Maaty & Hamza, 2012）。
　このように重篤な病状を引き起こす病原体であ
るため鋭意研究が行われているが，病原因子や発
症機序に関しては未だに多くが不明である。ネグ
レリアフォーレリが鼻腔から大脳に至るのは迷走
の結果であるのか，それとも神経細胞に本病原体
と相互作用する何らかの親和性因子が有るのか，
あるいは中枢神経系に何らかの誘因因子が有るの
か，また大脳の破壊に用いられる因子（孔形成タ
ンパク質やタンパク質分解酵素等）にはどのよう
な種類が有りそれらはどのような生化学的性質を

要旨

　ネグレリアフォーレリ (Naegleria fowleri) は温
水を好む病原性アメーバで，ヒトの鼻腔から大脳
に侵入し大脳組織の軟化や出血を伴う壊死（原
発性アメーバ性髄膜脳炎 ; PAM）を引き起こす。
PAM の進行は急速で有効な治療法もなく，約2週
間でほとんどの患者が死に至り，臨床では僅かな
生存例があるのみである。筆者は，ネグレリアフ
ォーレリの分子生物学的解析を行い本病原体の特
性と病原性を理解するとともに迅速簡便な検出法
の開発を目的として，本邦で分離された株につい
て次世代シーケンサによる全ゲノム解析を行っ
た。その結果，本株のゲノムサイズは27.61 Mb，
GC 含量は35.7%，遺伝子数は15108であることが
分かった。また，青色光受容ドメインを有するタ
ンパク質が2種類コードされていることが分かり，
本病原体が青色光に応答する可能性が示唆され
た。

1. 緒言

　ネグレリアフォーレリ（Naegleria fowleri）は温
水環境を好む真核微生物であり，極めて致死率の
高い原発性アメーバ性髄膜脳炎 (primary amoebic 

meningoencephalitis; PAM) を引き起こすことから，
殺人アメーバとも呼ばれている。PAM は，鼻腔
内に入ったネグレリアフォーレリが嗅粘膜から嗅
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3. 結果と考察

　次世代シーケンサにより得られた情報のクオ
リティーの目安となる sequence contigs は2493，
N50 of contigs は62162，coverage は140であった。
塩基情報を解析した結果，ネグレリアフォーレ
リ kurume のゲノムサイズは27.61 Mb，GC 含量
は35.7%，遺伝子数は15108であることが分かっ
た。遺伝子オントロジー（Gene Ontology）解析
を行ったところ，生物学的プロセス（Biological 

process）に分類される遺伝子は3760種，分子機能
（Molecular Function）に分類される遺伝子は6303
種，細胞の構成要素（Cellular Component）に分
類される遺伝子は1124種であった。
　ネグレリアフォーレリと同属で非病原性のネ
グレリアグルベリ（N.gruberi）については全ゲノ
ムが既に解析されており，ゲノムサイズは40.96 

Mb，GC 含量は33.1%，遺伝子数は15727と報告
されている（Fritz-Laylin et al, 2010）。同属の生
物種ではあるがネグレリアフォーレリ kurume の
ゲノム構造はかなり異なっていることが分かっ
た。両者のゲノムを比較したところ，ネグレリ
アグルベリがコードせずネグレリアフォーレリ
kurume がコードしている遺伝子は183種であっ
た。この内の多くについては翻訳産物の機能予
測が困難であったが，13種については次のタン
パク質のオーソログをコードしていた。ヒスト
ン - リジン N- メチルトランスフェラーゼ NSD3 

イソフォーム X1　[J.jaculus]，ラクトシルセラ
ミド 4- アルファ - ガラクトシルトランスフェラ
ーゼ　[E.telfairi]，DNA ポリメラーゼ デルタサ
ブユニット3　[A.forsteri]，O- アセチル -ADP- リ
ボースデアセチラーゼ 1　[A.carolinensis]，シス
テインプロテアーゼ ATG4A　[X.laevis]，FAD-

linked スルフィドリルオキシダーゼ ERV2, ミト
コンドリア前駆体　[C.tropicalis]，テロメラーゼ
逆転写酵素　[C.melo]，テロメラーゼ逆転写酵素
[M.ochrogaster]，グリコシルトランスフェラー
ゼ　[Lacinutrix sp. 5H-3-7-4]，スフィンゴシン -1-

リン酸ホスファターゼ 2-like　[N.vitripennis]，リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Z　 [R.slithyformis]，conserved 

有するのか，等は PAM の発症機序を理解するう
えでも，発症予防法や治療法を開発するためにも
重要なポイントであるが，現在のところ不明な点
が多い。
　現時点では PAM の有効な治療法がないため感
染を予防することが重要であり，そのためには高
感度で迅速なネグレリアフォーレリ検出法の開発
が必要である。従来より本病原体の検出・同定に
は，採水試料に含まれるアメーバを培養し，増殖
したアメーバについて顕微鏡観察やアイソザイム
パターン解析を行って判定する方法がとられてい
た。しかし，アメーバは形態的特徴に乏しいため
形態観察による同定はあまり有効ではなく，アイ
ソザイムパターンによる同定は時間と労力を要す
るため迅速な同定ができない。そこで，高感度か
つ迅速で簡便な検出・同定法の開発が求められて
おり，例えばネグレリアフォーレリに固有の塩基
配列を探索しこれを標的とした PCR 法や LAMP

法が検出・同定法の候補として考えられる。ネグ
レリアフォーレリに固有の塩基配列を探索するに
は，当該病原体がコードする塩基配列をゲノムデ
ータベースと照合し候補を選択することになる
が，照合作業のためにはそれに先立ってゲノム情
報を解析する必要がある。そこで筆者は次世代シ
ーケンサを用いてネグレリアフォーレリの全ゲノ
ム解析を行った。本稿では筆者の行ったゲノム解
析の成果の一部について記述する。

2. 材料と方法

　日本人感染者から分離されたネグレリアフォー
レリ kurume（Sugita et al., 1999）の DNA を精製し，
イルミナ社製の次世代シーケンサ HiSeq2000にて
解析した。塩基情報の読み取りとアセンブルは北
海道システムサイエンス株式会社にて，得られた
塩基情報の解析は北海道システムサイエンス株式
会社および東北化学薬品株式会社生命システム情
報研究所にて行った。また，比較検討のためにネ
グレリアフォーレリ KUL およびネグレリアフォ
ーレリ NF66の DNA を精製し実験に使用した。
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みとめられず，ネグレリアフォーレリ細胞内に
おける本タンパク質の機能は不明である。また，
BLUF ドメイン以外のアミノ酸配列についてデー
タベースを検索したが，ネグレリアフォーレリ以
外のどの生物からも相同性の高いタンパク質が見
つからず，本病原体に特異的な遺伝子産物である
可能性がある。
一方，NfBLUFP2は670個のアミノ酸残基から成
り，C 末側に BLUF ドメインが配置されている。
この BLUF ドメインについても，アデニル酸シク
ラーゼドメインとの融合タンパク質を構築して解
析したところ，やはり青色光応答を示すことが確
認された（未発表）。データベース解析により，
NfBLUFP2はネグレリアグルベリのタンパク質
Ngr45871（1284個のアミノ酸残基から成る機能不
明のタンパク質）と部分的に相同であることが分
かったが機能は不明である。ただし，NfBLUFP2
は分子内に核局在シグナルと推定されるアミノ酸
配列がみとめられるため，ネグレリアフォーレリ
の核に局在して青色光に応答する因子であると考
えられる。
　これまでネグレリアフォーレリの光応答に関す
る知見はなかったが，筆者の行った解析から本病
原体が青色光に対して応答する可能性が強く示さ
れた。今後の研究を待つ必要があるが，本病原体
の光応答性を理解することによってその性質を利
用した駆除法や PAM の治療法が開発されるかも
しれない。
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oligomeric Golgi complex component, putative 

[R.communis] およびアルファ / ベータヒドラーゼ
[Polaromonas sp. CF318]。これら13種を除いた170
種の遺伝子について，それらの機能を推定（ある
いは決定）するために解析を続けるとともに，ネ
グレリアフォーレリ固有の塩基配列（ネグレリア
グルベリを含め他のどの生物もコードしていない
塩基配列）が含まれるか否かも解析する方針であ
る。ネグレリアフォーレリに固有の塩基配列が見
つかれば，それを標的とすることで本病原体を
高感度に検出できる検出系が構築できるであろ
う。検出系には PCR 法，リアルタイム PCR 法，
LAMP 法などが有効であると思われる。これらは
特別な訓練を必要せず誰でも行うことができる簡
単な検出方法であり，短時間で結果が分かる。現
在，種々のデータベースを用いて，ネグレリアフ
ォーレリの高感度検出に使える塩基配列の探索を
行っている。
　また，ネグレリアフォーレリ kurume の全ゲノ
ム解析の結果，本病原体が BLUF ドメイン（sensors 

of blue-light using FAD の略称であり青色光センサ
ーとして機能する ; Conrad et al., 2014）を有する
タンパク質を2種類コードしていることが分かっ
た。これらを NfBLUFP1および NfBLUFP2と名付
け，更に解析を続けた。NfBLUFP1は293個のア
ミノ酸残基から成り，N 末側に BLUF ドメインが
配置されている。ネグレリアフォーレリ kurume

とは別の株であるネグレリアフォーレリ KUL と
ネグレリアフォーレリ NF66についても当該タン
パク質をコードする塩基配列をクローニングし解
析したところ，ネグレリアフォーレリ NF66で一
カ所の SNP を確認した（アミノ酸に変化はなか
った）。本タンパク質の BLUF ドメインが実際に
青色光に応答するか否かに関しては，このドメ
インの下流にアデニル酸シクラーゼドメインを
融合させたタンパク質を構築し，これを用いて
解析を行った。その結果，NfBLUFP1の BLUF ド
メインが確かに青色光に応答することが確認さ
れた（Yasukawa et al., 2013）。なお，NfBLUFP1は
BLUF ドメイン以外に特徴のあるアミノ酸配列は
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佐藤彩　平成23年度富山大学工学部学位論文「病
原性アメーバ Naegleria fowleri の青色光受容ドメ
インの探索」

羽根田ゆかり　平成23年度富山大学工学部学位論
文「光活性化 cAMP 合成酵素を用いたアミノグリ
コシド系抗生物質菌体内移行の光操作」

佐藤彩　平成25年度富山大学大学院理工学教育部
学位論文「ネグレリア属アメーバがコードする光
活性化アデニル酸シクラーゼの探索」

田畑優希　平成27年度岩手大学教育学部学位論文
「Naegleria fowleri の全ゲノム解析により見いだ
された新規タンパク質 NfBLUFP2の解析」

N a e g l e r i a  f o w l e r i  -  P r i m a r y  A m o e b i c 

Meningoencephalitis (PAM), Centers for Disease 

Control and Prevention, http://www.cdc.gov/parasites/

naegleria/ 

Naegleria fowleri, Free Living Amebic Infevtions, 

DPDx - Laboratory Identification of Parasitic Diseases 
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追記

　ネグレリアフォーレリを遺伝資源として捉え，
本生物から見つかった NfBLUFP1と NfBLUFP2を
新規な生命科学実験ツールの出発材料と考えるこ
ともできる。本稿に記載の融合タンパク質は，青
色光によって活性化し cAMP を合成する光活性化
アデニル酸シクラーゼとして機能した。cAMP は
細胞の様々な機能に関与する情報伝達分子である
ため，これらの融合タンパク質を用いることによ
り細胞機能を光で操作することが可能になると期
待される。今後は光感受性を変更するようなア
ミノ酸置換体や cAMP 合成活性を変更するよう

（富山大学大学院理工学教育部，現・株式会社鹿
島塾），笹川洸氏（岩手大学大学院教育学研究科），
田畑優希氏（岩手大学教育学部）の努力により得
られた。
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なアミノ酸置換体を構築して，生命科学実験に利
用しやすいツールの開発を予定している。また，
NfBLUFP2に関しては，例えばこれが光で活性化
する転写調節因子であった場合，任意の遺伝子の
発現を光で操作する新規実験ツールを開発するた
めの出発材料となり得る。今後は本タンパク質の
局在や機能の解析とともに，新規実験ツールの開
発にも注力する予定である。




