
 

 

82 原生動物学雑誌 第 41 巻 第 1 号 2008 年 
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SUMMARY 
  Recent molecular studies of the genus Acanthamoeba have revealed that DNA analysis is more reliable than 
morphology of the cyst or the trophozoites to identify a genus. We extensively studied the relationships between 
mitochondrial (mt) DNA RFLP types and 18S rDNA sequence types for genotypic identification of Acanthamoeba. We 
examined 99 isolates from keratitis patients and some authentic strains. Mt RFLPs were obtained by BglII and EcoRI 
digestion of whole mt DNA extracted from cultures. A partial 18S rDNA region (ASA.S1) that contains a diagnostic 
fragment was sequenced using extracted genomic DNA. The 7 most common mt RFLP types (which include most of the 
keratitis isolates) had T4 sequences, while the other less common mt RFLP types (found in Japanese isolates) had T3 and 
T5 sequences. All the major mt RFLP types, except for JAC/E4, were distributed in different sub-clusters in the T4 
clade. This means that most of the 18S rDNA sub-clusters consist of multiple mt RFLP types. Interestingly, the isolates 
of the JAC/E4 type shared a single 18S rDNA sequence. In conclusion, it seems that both the major mt RFLPs and the 
genotype T4 of 18S rDNA sequence types are able to distinguish the specific clades within Acanthamoeba that are 
associated with human keratitis. This suggests that Acanthamoeba strains with any of the 7 major mt DNA types can be 
classified as T4 in the absence of sequencing data. 

比と比べると、約 5 倍に増加した。BP-B, D も約 2.5
倍増加した。この結果から、イソプロピル基の数に

応じて増加比が比例することが明らかとなり、一つ

の開始ユニットは isovaleryl-CoA であることが示唆さ

れた。また、酪酸ナトリウムを 12.8 mM 投与した場

合、BPs の比は、A:B:C:D:E=30:38:68:10:19 であっ

た。通常培養時の BPs と比べると、BP-A の比は 10
倍以上に増加し、BP-B, D の比の増加も見られた。L-
ロイシンと同様に、エチル基の数に応じて増加する

ことが明らかになり、もう一つの開始ユニットは

butyryl-CoA であることが示唆された。 
 重水素標識された[D10] L-ロイシンを用いた摂食実

験で得られた BPs について、1 分子の[D10] L-ロイシ

ンが取り込まれた場合は 7 Da、2 分子の[D10] L-ロイ

シンが取り込まれた場合は 14 Da の分子イオンの増

加が観測されると期待できる。LC/ESI-MS 分析の結

果、BP-B, D は 7 Da、BP-C, E は 7 Da と 14 Da の分子

イオンの増加が観測され、それぞれの BP の有する

イソプロピル基の数と一致し、isovaleryl-CoA の前駆

体である L-ロイシンの取り込みが確認できた。 
 以上の摂食実験の結果から、BPs の生合成開始ユ

ニットは isovaleryl-CoA、あるいは butyryl-CoA であ

り、その前駆体として L-ロイシンと酪酸ナトリウム

が用いられていることも明らかになった。 

 
[文献]    

1) Checcucci, G.; Shoemaker, R. S.; Bini, E.; Cerny, R.; 
Tao, N.; Hyon, J. S.; Gioffre, D.; Ghetti, F.; Lenci, F.; 
Song, P. S. (1997) J. Am. Chem. Soc., 119, 5762-5763. 

2) Maeda, M.; Naoki, H.; Matsuoka, T.; Kato, Y.; 
Koutsuki, H.; Utsumi, K.; Tanaka, T. (1997) 
Tetrahedron  Lett., 38, 7411-7414. 

3) Uruma, Y.; Sakamoto, K.; Takumi, K.; Doe, M.; Usuki, 
Y.; Iio, H. (2007) Tetrahedron 63, 5548-5553. 

4) Mahmud, T.; Bode, H.; B. Silakowski, B.; 
Kroppenstedt, R. M.; Xu, M.; Nordhoff, S.; Hoefle, G. 
Muller, R. (2002) J. Biol. Chem., 277, 32768-32774. 

Figure 2. The starter units of blepharismins biosynthesis 
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渦鞭毛虫の初期進化：遊走子のネオテニーとコア渦鞭毛虫の出現 
福田 康弘（金沢大・院自然科学・生命科学） 

Origin of core-dinoflagellates via neoteny of noctilucid-like zoospores 
Yasuhiro FUKUDA (Div. of Life Sci., Grad. Sch. of Natural Sci. and Technol, Kanazawa Univ.) 

 
SUMMARY 
 Dinoflagellates have some of the most unique protozoan characteristics (e.g., they lack histone proteins, have 
condensed chromosomes throughout the cell cycle, and have RNA editing). My previous study suggested that N. 
scintillans is the second-earliest branch after Oxyrrhis marina within the dinoflagellates. Here, I propose that noctilucids 
are a possible evolutionary link between ancestral diploid dinoflagellates and other haploid core dinoflagellates. If this 
hypothesis is correct, a common ancestor of the core dinoflagellates would have evolved from an ancestor with a haploid 
nucleus (such as the noctilucid gametes) via neoteny. This would have made it possible for the haploid trophonts (the 

[目的] Acanthamoeba 属は環境中に存在する一般的な

小型自由生活性アメーバであるが、ヒト（あるいは

動物）に対しアメーバ角膜炎あるいはアメーバ性肉

芽腫性脳炎の病原因子となるものが含まれる。同ア

メーバは形態的な特徴に基づく種同定が極めて難し

く、現在 Acanthamoeba 属の同定法にはミトコンドリ

ア（mt）whole genome の RFLP 解析法１）あるいは

18S rDNA 遺伝子の高変異領域の塩基配列解析 2,3）に

よるＴタイピング法などが用いられる。これらの遺

伝的タイピングの結果により、角膜炎あるいは脳炎

に関連する Acanthamoeba はある特定の遺伝的集団に

収束する傾向がみられるというデータが集積しつつ

ある。本研究では、臨床分離株に関するこれらの遺

伝的タイピングによる解析から DNA タイプと感染性

との関連性を調べることで、Acanthamoeba 属の病原

性解明につなげたいと考えている。本学会では、こ

れまで行われていなかった mtDNA の RFLP タイピン

グ（mtRFLP タイピング）と 18S rDNA の Tタイピン

グの関係を明らかにするとともに、臨床分離株の詳

細な遺伝学的解析に関する結果を報告する。 
 
[材料と方法] 国内・国外の角膜炎分離株（99 株）

ならびに参照株を加え 107 株を解析した。アメーバ

は PYGC 培地により無菌増殖した、あるいは大腸菌

塗布寒天培地にて増殖した栄養体を材料として用い

た。mtDNA はアルカリ抽出法により調整し、BglII
ならびに EcoRI（6 塩基認識制限酵素）を用いて

RFLP 解析を行った１）。一方、抽出した全ゲノム

DNA を用いて 18SrDNA 遺伝子の高変異領域

（ASA.S1）の PCR 増幅を行い 3）、その産物のダイ

レクトシークエンス（約 400bp）を行い、シークエ

ンスデータを得た。それに基づき系統樹（NJ 法）を

作成し 18SrDNA 遺伝子によるクラスター形成を調べ

るとともに、GeneBank に登録された T タイプ既知

の 18SrDNA 遺伝子配列を利用して T タイピングを行

い mtRFLP タイプとの関係を調べた。 

[結果と考察] 角膜炎分離株のほとんどは mtRFLP の

主要 7 タイプ（Ma、Castellanii、JAC/E2、Aikas、
Cook、JAC/E4 ならびに JAC/E5）に分類され、これ

らは 18SrDNA 遺伝子解析から T4 タイプに分類され

た。T4 タイプは現在知られる T1 から T15 タイプの

中で、最も臨床分離株からの検出頻度が高い（角膜

分離株に関してはおよそ 94％）3）ことが知られてお

り、Acanthamoeba の角膜分離株は mtDNA ならび

18SrDNA の 2 種類の遺伝的解析から、一定の集団に

収束することが示された。本研究では、国内分離さ

れた株の一部が mtRFLP の JAC/E25 タイプあるいは

JAC/E27 タイプに分類されたが、これらは低頻度な

がら角膜炎分離株に見られる T3 あるいは T5 に各々

分類されることが示された。さらに細かく 18SrDNA
遺伝子によるクラスター形成と mtRFLP タイプとの

関係を見ると、T4 は多数のサブクラスターより構成

されたが、JAC/E4 タイプを除いた主要 6 タイプは一

定のサブクラスターに収束せず、複数の異なるサブ

クラスターに分散した。即ち、T4 内サブクラスター

は複数の mtRFLP タイプより構成されることが示さ

れた。これに対して JAC/E4 タイプは、その分離株が

世界的に分布するにも関わらず、単一の 18SrDNA
シークエンスを示すという興味深い結果が示され

た。以上の結果は、主要な mtRFLP タイプと T4 タイ

プは各々、Acanthamoeba 属の中の角膜炎に密接に関

連した遺伝的集団を特徴付けるものであること、ま

た 7 種類の主要な mtRFLP タイプの株に関しては、

その株の 18SrDNA シークエンスデータが得られなく

ても T4 タイプと同定できる関係にあることが示され

た。 
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