
[目的] 自由生活性アメーバであるNaegleria fowl-

eri，Balamuthia  mandrillaris  お よ び Acanthamoeba 

spp．はヒト中枢に感染し致死的なアメーバ性脳炎を

引き起こす。国内においてはBalamuthia mandrillaris 

がアメーバ性脳炎の主要な病原体であることが疫学

的調査から判明しているが，これらのアメーバに関

する感染実態は明らかではない。従来の一般的組織

染色法，また抗アメーバ抗体を用いた免疫組織染色

法は特異性および汎用性の面から確定診断法として

の利用に限界が見られる。in situ  hybridization 法

（ISH）は，より高い特異性と利便性を有し，

Acanthamoebaの細胞レベルのDNA同定にも応用され

ている１)。本研究ではアメーバ性脳炎の鑑別診断法

としてのISHの有用性を，病理切片標本を用いて検討

した。 

 
[材料および方法]  Naegleria  fowleri，Balamuthia 

mandrillaris およびAcanthamoebaの18S rRNA領域の

登録配列を利用して，各アメーバ特異プローブ（約

40ｂｐ）を数種類設計した。各プローブは5‘側にビ

オチン標識を施し，PeroxidaseあるいはAlexa488標識

アビジンで2次染色が可能にした。プローブの特異性

を調べるための交叉反応試験には，スライドグラス

上に上記3種類のアメーバ培養株およびヒトの培養細

胞を塗抹した標本を用いた。また病理組織標本には

上記アメーバを脳内接種した感染マウスのパラフィ

ン脳病理切片を用いた。染色手順としては，病理組

織標本を定法に基づき脱パラフィン処理し，

Proteinase K処理(37℃，15分間)の後， プローブ（最

終濃度0.01pmol）をのせハイブリダイゼーション

（52℃，2時間），さらに保温洗浄液（10倍希釈SSC

緩衝液）中に浸漬（20 分間）して洗浄を行い，

PeroxidaseあるいはAlexa488標識アビジンで2次染色

を行った。Peroxidase の発色反応にはGenPoint シス

テム（DAKO）を用いた。なおPeroxidase発色標本で

はヘマトキシリンによる核染色，Alexa488染色標本

ではEvans Blueによりカウンター染色を行った。 

 

[結果と考察] 塗抹標本を用いた交差反応試験で

は，各アメーバプローブは高い特異性を示し，また

細胞全体が染色され，いずれも使用可能と判断され

た。病理切片上での反応においてはN. fowleriでは

Naeg2ish，B. mandrillaris ではBala3ish，Acanthamoeba

ではAcanth3ish の各特異プローブが優れた反応性を

示した。 PeroxidaseあるいはAlexa488いずれの場合

も，アメーバの細胞全体が染色されることで周囲の

組織より明確に識別することが可能であった。

Naegleria fowleriではGenPoint システム（DAKO）の

染色特性として，細胞質全体は比較的弱く茶褐色に

染色され，部分的に強く点状に染まる傾向が示され

た。本方法ではB. mandrillarisとN. fowleriの間に交差

反 応 は 示 さ れ な か っ た が，B.  mandrillaris と

Acanthamoebaとの間では，反応条件を緩やかにする

ことで微弱な交差反応が観察された。したがって，

38 原生動物学雑誌 第 40 巻 第 1 号 2007 年 

SUMMARY 
 Among free-living amoebae, Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris and Acanthamoeba spp. are known 

causative agents of amoebic encephalitis in humans. Immunohistochemical methods using anti-amoeba antibodies have 

been used for diagnostic separation of these amoebal pathogens. However, anti-amoeba antibodies are limited in practi-

cal use because they are not available commercially and are not easy to develop in house. We have used in situ hybridi-

zation (ISH) for diagnosis of amoebic encephalitis on histological preparations of central nervous system tissue from 

mice experimentally infected with the amoebae. Oligonucleotide probes (approximately 40 bp) specific to each amoeba 

were designed based on the sequence of the 18S ribosomal RNA gene and were used for whole-cell hybridization. The 

probes, which contained a biotin at the 5'-end, were detected with streptavidin-conjugated HRP or Alexa 488. Specificity 

and reactivity of the probes were confirmed by staining the respective amoebae prior to histological application. High-

resolution ISH images of the amoeba cells with excellent contrast were consistently obtained with fluorescence light 

microscopy. The advantage of ISH for the detection of specific pathogens in pathological specimens might be queried 

because of the complexity of the stain technology. However, probes specific to pathogenic microbes can be developed 

easily once the DNA sequence data are available. 



Balamuthia を標的とした染色では，ハイブリダイズ

の反応条件を厳密にする必要があると考えられた。 

これまで主な鑑別診断法として用いられてきた免

疫抗体染色法は特異性の高い抗体を多量に要する

点，また限られた検査・研究機関での診断に止まる

という点で，その利用が限定的であった。これに対

し，in situ hybridization 法は特異プローブが開発され

た段階で，合成によりプローブの入手が容易とな

り，また技術の普及を含めて，より有用性が高い診

断法であると考えられる。 
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SUMMARY 
 Using an axenic excystation system in vitro, we examined the effect on excystation and metacystic development of 

Entamoeba invadens of inhibitors of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and protein kinase C (PKC), which are signal-

ing molecules responsible for numerous cellular responses. Excystation, which was assessed by counting the number of 

metacystic amoebae after the induction of excystation, was inhibited by wortmannin, a potent inhibitor of PI3K, in a 

concentration-dependent manner. As cyst viability was not affected by this inhibitor, reduced excystation was not due to 

a direct toxic effect on cysts. Metacystic development, as determined by the number of nuclei in the amoebae, was de-

layed by wortmannin, because the percentage of single-nucleate amoebae was lower than in controls at day 3 of incuba-

tion. The PKC inhibitors staurosporine and chelerythrine chloride also inhibited excystation and metacystic development 

of E. invadens in a concentration-dependent manner. These results indicate that signaling through PI3K and PKC con-
tributes to the excystation and metacystic development of E. invadens. 

[目的] 赤痢アメーバのヒトへの感染は摂取された嚢子の小腸での脱嚢および脱嚢したアメーバの発育によ

り成立する。この機構の解明は感染の理解および感

染防御を考える上で重要である。今回，これらの過

程に関わる情報伝達系の解析を行った。チロシンキ

ナーゼを介した情報伝達系において重要なフォス

ファチジルイノシトール３キナーゼ(PI3K)は，３種

の phosphatidylinositol をリン酸化し，その産物がタン

パク質との相互作用により，種々の細胞機能を担

う。一方，プロテインキナーゼ C  (PKC  )は，

Receptor を介した phospholipid の分解により生じた

diacylglycerol により活性化され，種々のタンパク質

のリン酸化を担い，細胞の増殖・分化に関ってい

る。今回，赤痢アメーバの脱嚢・発育のモデルとし

て重要な Entamoeba invadens の in vitro 脱嚢系を用

い，PI3K および PKC 阻害剤の効果を検討した。 


