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はじめに

ジアルジア(ランブル鞭毛虫)は、下痢を主症状とするジアルジア症の原因となる腸管寄生原虫

であり、先進国から発展途上国まで世界中に分布し､特に熱帯･亜熱帯地域では小児の慢性下痢、

栄養障害の原因原虫として注目されている。しかしながら、本原虫に対する有効な公衆衛生対策

は未だ確立しておらず、発展途上国の流行地域では小児、特に乳幼児において5-20%の感染

率が報告され､また先進国においてもしばしば水を介した集団発生が問題となっていることから、

対策構築のベースとなる基礎データの充実と新たな介入方法の確立が求められている。

近年の分子疫学の進歩は、この病原性腸管寄生原虫の種内に形態学的には区別のできない複数

の遺伝子型の存在を明らかにしてきた。遺伝子型は現在までに7タイプ(AからG)が知られ、

そこには、ヒトを含む多くのほ乳類に感染するAおよびBのような人獣共通感染症型や、各種

ほ乳類に特異的とされるC､D､E､F､Gのような異なる宿主特異性を示すタイプが含まれ、また、

ヒトに感染する遺伝子型AとBの中にも多様な亜型の存在が報告されてきた。しかし、その種

内多型の成立と維持のメカニズム、そして宿主であるヒトとの共進化の経緯は不明であり、また

流行地域である熱帯･亜熱帯の発展途上国におけるジアルジアの分子疫学的研究も十分とはいえ

ず、地理的な遺伝子型分布の実体についても未だ明らかになっていない。

本報告書では､人工的な淘汰圧の付与による病原性原虫集団に対する進化学的な介入を目指し

た我々のジアルジア研究における初の研究助成である平成18年度一平成19年度科学研究費

補助金基盤研究(B)「ジアルジアの種内変異に関する研究：インドネシアの孤立地域での遺伝

子型分布」によって得ることのできたジアルジアの種内多型、地理的分布、宿主特異性さらに多

型の維持・成立のメカニズムに関する現在までの知見を網羅的に記載する。

本研究では､未解明であった本原虫の遺伝子多型解析のための分子疫学的な手法の確立と今後

の解析においてリファレンスとなる基礎的なデータ収集を実現し､初期の目的をほぼ達成するこ

とができた。本研究の遂行にあたっては分担・協力研究者はもとより本報告書に記すことのでき

なかった多くの方々のご協力をいただいた。ここに記し心より感謝を表したい。

-1-



Ｉ
ｌ
Ｉ
ｌ
ｌ
Ｉ
Ｉ
Ｉ
ｌ

｜
I

’

目次

はじめに

1．研究組織

2．研究経費

3．研究発表

3-1雑誌論文

3－2学会発表

3-3図書

1

3

3

4

4

6

研究成果 74

学会誌等発表資料 195

－2－



1

2

研究組織

研究代表者

研究分担者

研究協力者

研究経費

年度

平成18年度

平成19年度

総計

所正治（金沢大学大学院医学系研究科講師）

井関基弘（金沢大学大学院医学系研究科客員教授）

DinSyafruddin(インドネシアエイクマン研究所主任研究員）

仲本賢太郎（金沢大学大学院医学系研究科）

AIIIjadl．A.Hussein(金沢大学大学院医学系研究科）

荒井朋子（金沢大学大学院医学系研究科）

吉田知代（金沢大学大学院医学系研究科）

山口智博（金沢大学大学院医学系研究科）

田中身和（金沢大学大学院医学系研究科）

(金額単位：円）

直接経費 間接経費 合計

3,100,000 930,000 4,030,000

2,100,000 630,000 2,730,000

5,200,000 1,560,000 6,760,000

－3－



3．研究発表

3－1雑誌論文

1）所正治、井関基弘：クリプトスポリジウム症：特集/消化管寄生虫症の最近の話題

G.I.Research(査読なし)2006.8;14(4):336-341.

2）仲本賢太郎、所正治世界的にみた感染症の検査法一赤痢アメーバ、クリプトスポリジウム

臨床と微生物（査読なし）2007.7；34(4)：329-334

3)NaganoS,MatsubayashiM,KitaT,Narush加aT,Kimatal,IsekiM,HajiriT,TaniH,Sasai

K,BabaE:DetectionofamixedinfectionofanovelQWﾌtoSpori(iil"7an(frYsoniandits

subgenotypeinJapanesecattle.VetParasitol.(査読あり)2007NOvlO;149(3-4):213-8.

Epub2007Sep6.

4)AbeN,MatsubayashiM,Kimatal,IsekiM:SubgenotypeanalysisofCrWtospormil"17parvu"

isolatesfromhumansandanimalsinJapanusingthe60-kDaglycoproteingeneseqUences.

ParasitologyResearch(査読あり)99(3),303-5,2006.

3－2学会発表

1)MasaharuTokoro,TomohiroYamaguchi,AI11jadl.A.Hussein,DinSyafruddin,Motohirolseki:

Studyonintra-speciesdiversityofGiaMiaintesti"a"s:molecularepidemiologicalanalysis

asapowerfultool:0penScienceMeeting2007TowardsaSustainableWorld,Nov.2007,De叩asar,

Indonesia

2)TomoyoYoshida,MiwaTanaka,DinSyafruddin,MinoruYamada,NaokiArizono,MasaharuTokoro:

GenotypingofQ'cloSporacayetanensis:Anassessmentofzoonosispotential:0penScience

Meeting2007TowardsaSustainableWOrld,NOv.2007,De叩asar,Indonesia

3）山口智博、AIIljad1.A.Hussein、所正治：ジアルジアの遺伝子型間の混合感染に関する考

察第25回北陸病害動物研究会、2007.6、金沢

4）田中身和、仲本賢太郎、所正治：赤痢アメーバ、クリプトスポリジウムのPCR・市販キッ

トによる検出の有用性第25回北陸病害動物研究会、2007.6、金沢

5）荒井朋子、仲本賢太郎、AInjad1.A.Hussein、吉田知代、田中身和、山口智博、所正治:発

展途上国のフィールド調査で見られる多彩な腸管寄生原虫第25回北陸病害動物研究会、

2007.6、金沢

6）吉田知代、及川陽三郎、高田伸弘、所正治：野鼠から検出されるトリパノソーマはヒトへ

感染するのか？第25回北陸病害動物研究会、2007.6、金沢

7）及川陽三郎、吉田知代、所正治、高田伸弘：野鼠血液中バベシアの検出法に関する考察第

25回北陸病害動物研究会、2007.6、金沢

8）及川陽三郎、高田伸弘、矢野泰弘、吉田知代、所正治：野鼠の赤血球に寄生するバベシ

アの形態学的特徴と遺伝子型との関係第15回ダニと疾患のインターフェースに関するセミ

ナー(SADI綾の照葉樹大会）、2007.5、宮崎

9)MasaharuTokoro,Amjadl.A.Hussein,KentaroNakamoto,DinSyafruddin,MotohiroIseki:

－4－



GenotypingofGia畝iai"testi"a"s:Phylogeneticanalysisusingmultiplegeneloci第76

回日本寄生虫学会大会、2007.3、大阪

10)KentaroNakamoto,MasaharuTokoro,TomoyoshiNOzaki:Characterizationof

S-adenosyl-L-methioninesynthasefroma7tamoeba"sto〃画ca:E)q]ressionanalysisofnative

enzymeintrophozoites第76回日本寄生虫学会大会、2007.3、大阪

1l)Amjadl.A.Hussein,TomohiroYamaguchi,KentaroNakamoto,MasaharuTokoro:Genotyping

ofclinicalisolatesofGiazてiiamtesti"a"sfromPalestine第76回日本寄生虫学会大会、

2007.3、大阪

12)TomokoArai,IsaoKimata,KentaroNakamoto,Motohirolseki,MasaharuTokoro:Aninvitro

growthassessmentmethodofC加〕ro"orMM77parvz""usingquantitativereal-timePCR第

76回日本寄生虫学会大会、2007.3、大阪

13)TomoyoYOshida,MiwaTanaka,DinSyafruddin,MinoruYamada,NaokiArizono,MasaharuTokoro:

GenotypingofQ'cloSporacayetanensis:anassessmentofzoonosispotential第76回日本

寄生虫学会大会、2007.3、大阪

14）所正治、伽jadlAHussein、春木宏介、木村憲司、DinSyafmddin、TudorROlariu、井関

基弘：多地域由来のジアルジアの遺伝子型解析：複数遺伝子座による系統樹解析第47回日

本熱帯医学会・第21回日本国際保健医療学会合同会（2006.10、長崎）

15)MasaharuTokoro,TomohiroYamaguchi,KenjiKimura,TudorRaresOlariu,Motohirolseki:Study

ofintra-speciesdiversitiesinGia㎡iaintestina"s:Whatisthedrivingforceinthe

formationofvariousgenotypesThe9thAsian-PacificCongressforParasiticZoonoses,GifU,

Japan,Au9.24to25,2006

16)KentaroNakamoto,IsaoK加ata,NiichiroAbe,Motohirolseki,MasaharuTokoro:Anovelone

steppolymerasechainreactionmethodtodetectmajorhumanclinicalisolatesof

QWﾌto"orid加刀The9thAsian-PacificCongressfbrParasiticZoonoses,Gifu,Japan,Au9.24

to25,2006

17)Anljad1.A.Hussein,TomohiroYamaguchi,KentaroNakamoto,MasaharuTokoro:Genotypingof

clinicalisolatesofGiardiamtestma"sfromPalestine:APhylogeneticanalysisusing

multiplegenelociThe9thAsian-PacificCongressforParasiticZoonoses,GifU,Japan,

Au9.24to25,2006

18)TolnokoArai,IsaoK加ata,Hiroshilchimura,Motohirolseki,MasaharuTokoro:Atrialfor

thedetectionofintestinalprotozoanparasitesbyreal-timePCRThe9thAsian--Pacific

CongressforParasiticZoonoses,Gifu,Japan,Au9.24to25,2006

19)TomoyoYoshida,TomokoArai,KentaroNakamoto,MotohiroIseki,MasaharuTokoro:Arehumans

theonlyhostforCj/cIoSpolaca)ﾉeta"ensis？：AgeneanalysistodetectzoonosesThe9th

Asian-PacificCongressforParasiticZoonoses,Gifu,Japan,Au9.24to25,2006

20）仲本賢太郎､所正治:腸管寄生原虫のPCRによる検出第24回北陸病害動物研究会(2006.5、

富山）

21）山口智博,及川陽三郎,所正治：ジアルジア（ランブル鞭毛虫）の遺伝子型解析第24回北

－5－



陸病害動物研究会（2006.5、富山）

22）荒井朋子,吉田知代,古川博,小松八千代,所正治:PCR法によるサイクロスポーラの検出第

24回北陸病害動物研究会（2006.5、富山）

23）所正治、古川博、小松八千代、吉田知代、荒井朋子、井関基弘:PCR法によるサイクロ

スポーラの検出第17回日本臨床寄生虫学会（2006.6、東京）

24）仲本賢太郎、坪井敬文、所正治、野崎知義:赤痢アメーバにおけるS-adenosyl-L-Inethionine

synthaseおよびS-adenosyl-L-homocysteinehydrolaseの解析第75回日本寄生虫学会大会

（2006.5、弘前）

25）所正治、仲本賢太郎、荒井朋子、井関基弘：ジアルジアの遺伝子型における多型解析第

75回日本寄生虫学会大会（2006.5、弘前）

26）原田倫世、藤本陽子、中村公亮、城戸康年、坂本君平、八木欣平、所正治、藪義貞、鈴

木高史、北潔：〔加〕to"orid畑"シアン耐性酸化酵素(AOX)の解析第75回日本寄生虫学会

大会（2006.5、弘前）

27）荒井朋子、仲本賢太郎、木俣勲、北出幸夫、坪井敬文、所正治：リアルタイムPCRを用い

たアデノシンアナログのクリプトスポリジウム増殖抑制効果の評価第75回日本寄生虫学

会大会（2006.5、弘前）

28）中村一内山ふくみ、所正治、福田一、鮫島直樹、澤田浩武、布井博幸、廣松賢治、名和

行文：治療に難渋した無γ－グロブリン血症患者のランブル鞭毛虫症の1例第75回日本

寄生虫学会大会（2006.5、弘前）

3--3図書

1）所正治:消化管・泌尿生殖器寄生の原虫症.医学書院：今日の治療指針－私はこう治療して

いる2008.1:184-186

2）所正治:ジアルジア症（ランブル鞭毛虫症）・クリプトスポリジウム症．熱帯病治療熱肝

究班：寄生虫症薬吻治療の手引き（2007年.1）改訂第6.0版:11-14

3）所正治、仲本賢太郎:腸管寄生原虫の病原因子.日本臨床：増刊新感染症学一新時代の基

礎・臨床研究一（下）2007.3;65(増刊号3):470-473.

4）井関基弘、所正治:クリプトスポリジウム症.日本臨床：増刊新感染症学一新時代の基礎・

臨床研究一（下）2007.3;65(増刊号3):287-290.

5)TokoroM,NakamotoK,HusseinAIA,AraiT:GenotypingofQWto"orゴd加"species:current

statusandfilturedirection.Sankei-shaCo.,Ltd.:ParasiticZoonosesinAsian-PacificRegions

2006:3－7

6)HusseinAIA,NakamotoK,YamaguchiT,YoshidaT,TokoroM:TechnicalnotesforthegenotyPing

ofGiazてiiai"testma"aSankei-shaCo.,Ltd.:ParasiticZoonosesinAsian-PacificRegions

2006:10-13

－6－



4．研究成果

4-1研究の背景

ジアルジアは､下痢を主症状とするジアルジア症の原因となる腸管寄生原虫であり、先進国から

発展途上国まで世界中に分布し、特に熱帯。亜熱帯地域では小児の慢性下痢、栄養障害の原因原虫

として注目されている[1]。様々な動物から検出されるジアルジア属の中で、ヒトに病原性を示す

唯一のジアルジアがaazてiiamtestma"sだが、近年の分子生物学の進歩は、この病原性原虫の種

内に形態学的には区別のできない複数の遺伝子型の存在を明らかにしてきた。遺伝子型は現在まで

に7タイプ(AからG)が報告され[2]、そこには、ヒトを含む多くのほ乳類に感染するAおよびB

のような人獣共通感染症型や、各種ほ乳類に特異的とされるC、D、E、F、Gのような異なる宿主特

異性を示すタイプが含まれ、また、ヒトに感染する遺伝子型AとBの中にも多様な亜型の存在が報

告されてきた。

ジアルジアは､系統樹解析によって最も古いタイプの真核生物のひとつに分類されてきたが[3]、

上記のような著しい種内多型の成立と維持のメカニズム、そして、宿主であるヒトとの共進化の経

緯は不明であり、また、問題となっている熱帯地域におけるジアルジアの分子疫学的研究は、わず

かであり、遺伝子型分布の実体は未解明といえる[4]。

我々は、病原性原虫に対する進化学的アプローチでの対策構築を目的とした研究の一環として、

そのベースとなる種内多型の解析をC.intesti"a"sを材料として実施してきたが[5]､本研究では、

さらに研究を発展させるべく、これまでに分子疫学的研究が実施されていないインドネシアにおけ

るジアルジアの地理的分布と宿主特異性の遺伝子型との相関に的をしぼり、種内多型形成および維

持機構の解明を目指した。

4-2研究目的

ジアルジアの種内変異の研究のための分子疫学的データ解析方法の確立とともに､今後の研究の

基礎となる各遺伝子型（ジアルジア研究ではassemblageとされる）のリファレンス遺伝子配列の収

集を実施した｡また､種内多型の形成･維持機構の解明のために､以下の具体的な課題を設定した。

1）地理的隔離による遺伝子型多型形成の可能性評価:インドネシアの遠く隔たった2つの地域

でのフィールド調査を実施し、各地域における遺伝子型分布の特性を明らかにし、例えI鶏l始者効

果のような限定的な遺伝子型分布が実際に認められるのかを確認。

2)ジアルジアの宿主特異性あるいはライフサイクルの物理的な隔離といった同一地域での部分

的な隔離が遺伝子型多型形成の原因となる可能性の評価：乳幼児および学童を対象とした検診方式

によるヒト検体の採取とともに人獣共通感染症であるジアルジアのリザーバと考えられる動物由

来サンプルの解析を実施。

4-3材料と方法

4-3-1調査地域とサンプル採取予備調査によってインドネシアの小児における高率のジアルジア

感染を認めていたため、すでに現地保健関係者との関係構築済みのシベル島およびスンバ島の2カ

所を調査地域として選定した（表1、図1）。これらの調査地域は互いに直線距離で2500伽隔たつ

－7－



ており、また、ともに同国の辺境に位置することから、異なる島唄部に分布するジアルジアの遺伝

子型の地理的隔離による影響評価が可能である。同国最西部のインド洋に面した西スマトラ州のメ

ンタワイ諸島シベル島では、港湾都市であるムアラシベルおよび内陸の隔離村落ウガイ村．マドバ

ック村で調査を実施した。また、最南東部の東ヌサトウンガラ州スンバ島では内陸都市ワイカブバ

ックにおいて調査を実施した。さらにインFネシア島喚部のサンプルとの比較を目的に、ユーラシ

ア大陸部のジアルジアサンプルとして、これまでに解析済みのネパールの学童（6-12歳）から採取

されたジアルジア陽性サンプル（9サンプル）および日本国内で検出された旅行者を主とする下痢

症患者サンプル（5サンプル）とともに、今回は調査を実施しなかったインドネシア南スラウェシ

のマカッサルサンプル（3サンプル）を解析のための追加データとして使用した。

黙

P噂 蕊

職

鏡

騨蕊繍瀧騨蕊繍瀧

図1.調査地域(A,B)同国最西部のインド洋に面した西スマトラ州のメンタワイ諸島シベル島（港

湾都市であるムアラシベルおよび内陸の隔離村落ウガイ村・マドバック村）

調査地域(C)最南東部の東ヌサトウンガラ州スンバ島（内陸都市ワイカブバック）
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表1本研究で実施されたフィールドワークおよびジアルジア検出率の一覧

Giaz五iapositiverateOO
Fieldworksite COllectiondate

GoatPig肋9 MuseHLm週、

Previousstudiesl7/235(7."NAf 肌NA NA
Siberutlsland,West

SuIIBtra,Indonesia
2006.11.7-11.163/160(1.郡0 剛NAⅢNA

2007.1.4-1.1116/179(8."NA 肌NANA

Sumbalsland,EastNusa
2007.4.6-4.1521/140(15.WO13/20(65."3/4(7"1/49(2.M)0/8(W6)

Tenggara,Indonesia

2007.7.1J7.2836/204(17."0/14(MO4/13(30.7901/52(1."1/24(4.190

*NA;notavailable.

4-3-2ゲノムDNA精製と遺伝子配列決定各糞便サンプルからのジアルジアのシストの糠製はショ

縞童心浮遊法によって実施し、QIAallIFMAMiniKit(QIAm)またはQuickGeneDNAtissueKitS

(FUJIFIIM)によってgenomicDNAを精製した。遺伝子型解析のためのPCRには、Gintestma"sの

glutamatedehydrogenase(GM)、18SribosomalRNA(18SrRNA)、elongationfactorlcM(EF1-α）

およびtriosephosphateisomerase(TPI)の各遺伝子をターゲットとしたプライマーセットおよび各

PCR条件をそれぞれ最適化し（表2)使用した[6]｡PCRは、TaKaRaLATaqwithGCBuffer(TaKaRa)

の標準プロトコルにおいて、GCbufferlを用い5%MSO添加の条件で実施した。増幅産物は2%ア

ガロースエチジウムブロマイドゲルを用いて電気泳動によって確認後、ゲル内から切り出し、

QuantumPrepFeeze$NsqueezeDNAGelExtractionSpinColumns(Bio-Rad)およびエタノール沈殿

によって精製を行った｡PCR増幅産物のⅢA配列決定には､BigDyeOTerminatorv3.1CycleSeqUencing

Kit(AppliedBiosystems)およびABIPRISM310GeneticAnalyzer(AppliedBiosystms)を用いた

ダイレクトシーケンスによって配列を決定した。また、異なる遺伝子型の混合感染がシーケンス波

形より疑われたサンプルに関しては、PCR後の増幅産物をTaKaRaBKLKit(TaKaRa)を用いてベク

ター(pBluescriptnSK+,STRAMGHWE)にサブクローニングし、各遺伝子型を分離の上DNA配列を

決定した。

表2使用したプライマーセットと各PCRの条件

Annealingteinp. CycleNOPrimersequenceTargetgene Productsize

eF:5'-T℃AANTYAAYmYGGYTI℃鮒T－3'

R:5'-GTIRIWIvlCCACAICIm-3'
52℃ 30455bp

GMI*'
iF:5'-CAGTACAACI℃YGCICImG-3'

R:5'-GTTRImrlCCACAI℃Im－3'
52℃ 30432bp

5'-TMGTYGAImlC側-3'

5'-CICGATIﾊ伽mGCICCT-3'

Ｆ
Ｒ

60℃ 3018SrRNA 480bp

７
，

３
３

－
冊

》
晒

燕
“

，
，
５
５

Ｆ
Ｒ

56℃ 30EF1-a 709bp

eF:5'-AAATYAICCCIGCImTW-3'

R:5'-TCIWCAGIvlRCTYmAITCGC-3'
53℃ 30675bp

TPI*'
iF:5'-TGCImTWY(Mrl℃AIm-3'

R:5'-TCrmCAGTIRCTYKArlCGC3'
60℃ 30665bp

*IGⅢおよびTPI遺伝子についてはseminested-PCRのためにexternalforwardprimer(eF)とinternal

forwardprimer(iF)を使用した。
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4-3-3データ解析得られたDNA配列の解析はmADataBankofJapan(DDBJ;

http://www.ddbj.nig.ac.jp)のCLUSTALW(ver.1.83)[7]およびTreeView[8]、PAUP*version4.OBeta[9]、
MacCladeversion4.08[10]による系統樹解析(Neighbor-Joining法、Parsimony法および最尤法）に

供し、総合的に得られた樹形の妥当性を評価した。またリファレンス配列としては、上記D肥Jより

assemblageA1(L40509)、A2(L40510)、B3(AFO69059)、B4(L40508)、C(U60982)、D(U60986)、

E(U47632)、F(AFO69057)、G(AFO69058)およびアウトグループとしてGarWae(AFO69060)をホ

モロジーサーチにより選択し使用した。

4-4結果と考察

4-4-1フィールドワークにおけるジアルジアの検出率本研究で実施されたフィールドワークの詳

細とジアルジア検出率の一覧を表1に示した。2年間の研究期間に計4回のフィールド調査を実施し、

ヒト糞便については計683検体を収集し、76サンプル（11.1%）のジアルジアを得ることができた。

シベル島での2回のフィールドワークでは、全体として1.8-7.2%のジアルジアが12歳以下の小児

から検出された(表1）。年齢別の検出率の評価を内陸部の熱帯雨林に孤立した二つの村落ウガイ・

マドバック地域で実施したところ、6歳未満の低年齢層では高いジアルジアの検出率が小学生では

減少し、高学年ではほとんど感染を認めないことが判明した（表3）。最終的にシベル島では計20

サンプルのジアルジアを得たが、ほとんどが低年齢層の小児からの検出だった。

一方、スンバ島においては、2007年の1月から7月に3回のフィールドワークが実施され、ヒト由

来計73サンプル（検出率8.9-17.6%）およびイヌ13サンプル（検出率0-65%）、野鼠7サンプル（検出

率30.7-75%）、ブタ2サンプル（検出率1.9-2%）、ヤギ1サンプル（0-4.1%）を採取した。

発展途上国の特にジアルジアの流行地域での成人におけるジアルジアに対する獲得免疫の存在

は、旅行者下痢症が住民に問題のない通常の環境で先進国からの旅行者のみに問題となる点で明ら

かであり、またジアルジア特異的なIgG抗体価が1歳を境に年齢とともに上昇し16歳までに成人レベ

ルに達するというエジプトでの調査でも示されている[11]。したがって本研究で得られた小学生高

学年でのジアルジア検出率の減少は、おそらくジアルジアによる繰り返しの暴露とそれに伴う獲得

免疫発達の結果と考えられる。

表sウガイ・マドバック地域で採取されたヒト糞便サンプルの年齢階層別ジアルジア検出率

Agegroup(years)Sex

<6

7－12

Total

M

F

Total

M

F

Total

M

F

Total

NO.ofsamples

33

38

71

22

18

40

55

56

111
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No.ofGiardiapositivesamplesei)

2（6.06）

3（7.89）

5（7.04）

1（4.54）

0（0）

1（2.50）

3（5.45）

3（5.25）

6（5.40）



実際、スンバ島において2007年の4月にジアルジアが検出された小児の内14人について同年7月に

追跡調査を実施したところ、3ケ月後にもほぼ全員がジアルジア陽性であることを確認した。この

感染の継続が同一株による持続感染なのか、あるいは新たに別の株による暴露をうけて再感染して

いるものなのかについては現在解析を進めているが、いずれにせよ持続的なジアルジアの感染が起

こっており、このような状態の小児の栄養および成長への影響の評価とともに、その対策の構築が

今後の重要な課題である。

4-4-2遺伝子型解析表4に、現在までに遺伝子型同定が実施されたジアルジアサンプルの一覧を

示した。マカッサル（3サンプル）、ネパール（9サンプル）、日本（国内感染1，帰国者サンプ

ル4サンプル）の各サンプルはこれまでに当研究グループにおいて同定したものを系統樹解析でコ

ントロールとして用いたものである。

ヒト由来のジアルジアでは、混合感染を疑う重複波形がシーケンス時に認められたシベルの2

検体(IdnH-7および17)についてサブクローニングを実施し、各10クローンを分離しそれぞれ4

タイプ、2タイプの異なる遺伝子配列を同定した。これらの2つの混合感染例からは、IdnH-8とと

もにイヌに特異的な遺伝子型とされるassemblageCおよびDが同定された。このようなイヌ特異的

な遺伝子型のヒトからの検出は日本人のアフリカからの帰国者下痢症においても検出されている

(JpH-1)。一方、その他のヒト由来サンプルについては、assellIJlageAまたはBのみが検出され、

assemblageAについてはすべての同定配列がヒトに特異的とされるA2および動物に多いAlと10M

の一致を認めた。対照的にassemblageBにおいては著しい多型の存在が確認され、これまでに報告

されているDMJ/GenBankのリファレンス配列を含めた検索の結果でも100%のⅢA配列の一致を認め

るサンプルは限られていた。このため、assemblageBのサンプルについては系統樹解析により単系

統に属することを確認する方法で遺伝子型同定を実施する必要があった。

一方、動物由来のジアルジアについては、イヌ、ブタ、野鼠のいずれからもassemblageB3、B4

とともにBの亜型が検出され、唯一、野鼠由来のIdnM-2から溺歯類特異的とされるasseIIIJlageG

がassemblageBとの混合感染として検出された。

ヒトから検出されたイヌ特異的な遺伝子型がほぼすべて混合感染として検出されたことは､これ

らのサンプルに検出されたジアルジアにおけるゲノム上での対立遺伝子多型の存在を示唆するが、

これまでに分離培養されたジアルジア株から複数遺伝子型が検出されたことはなく、また、基本的

にクローナルな2分裂によって増殖し有性生殖は例え起こっているとしても通常の増殖には関与し

ないと考えられている本原虫ではヘテロ接合状態がありうるかどうかも不明である。今回のサンプ

ルについては分離培養が実施できなかったためにその詳細を解析できなかったが、ヒトにおいてイ

ヌ特異的な遺伝子型による感染が、複数遺伝子型による混合感染の形式であれ、あるいは特異な遺

伝子構成を保持する株による感染であれ、実際に起こりうることが判明したことから、このような

特異ケースの解析はジアルジアの種内多型構造を理解する上で重要な課題である。

一方､複数の遺伝子座位をターゲットとしたことから認められうるマーカー間での同定遺伝子型

の矛盾は、上記のイヌ特異的な遺伝子型の混合感染と考えられるサンプル以外には比較的少数に留

まった。このことは、ジアルジアが基本的にクローナルな集団として構成されているという従来の

見解を支持する結果である｡それでもいくつかのサンプル(IdnH-19,21,22,23,25,35やJIJI-3)では、

assemblageAとBという非常に異なる遺伝子型が柵とTPIターゲットでそれぞれ同定された。
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マーカーによる遺伝子型の矛盾については、プライマーによる特定遺伝子型の選択によって説明す

ることが可能である。ジアルジアの遺伝子型同定時に使用されるプライマーは、ジアルジアのマー

カー座位における極めて高い多型故に、複数のプライマーの混合であるデジェネレート

(degenerate)プライマーである。このために、テンプレート中に複数の遺伝子型が混合して存在

している場合に、ターゲット部位とプライマーとの相補性の違いによって一部のテンプレートのみ

が選択的に増加する危険性があるものと考えられる。したがってGMでassemblageBであったもの

がTPIでassellMageAと認識される例では、実際はAとBの混合感染であるにもかかわらず、それ

ぞれのプライマーセットのターゲットとのマッチの度合いによって単独の遺伝子型による感染と

認識されているのではないかと考えられる。この可能性の評価には、やはり培養による株の分離が

必要であり、今後の研究においては収集サンプルからの培養分離株の構築に重点を置く必要がある。

4-4-3系統樹解析これまでの解析から、約400bpのⅢA配列を用いているにもかかわらず18SrRNA

遺伝子をターゲットとした部分配列では､assemblageAにおけるA1やA2およびBにおけるB3やB4

といった遺伝子型における亜型の同定が困難なことが判明した。このような系統樹解析における遺

伝子型間のⅢA配列の多型の不足を理由とする解像度の低さは､"1-aにおいても認められたため、

本研究における系統樹解析には主に、GMとTPI遺伝子の部分配列を用いた。

本研究における系統樹解析では､研究の目的で示した、種内多型の形成･維持に関わると考えら

れている2つの因子（地理的隔離および同一地域でのライフサイクルの隔離）の評価を実施した。

4-4-3-1地理的隔離による遺伝子型多型形成の可能性ヒト由来のサンプルにおける地域性の評価

のために、ネパール、日本などのインドネシア以外の地域で分離されたジアルジアサンプルとイン

ドネシア各地の島哩部で採取されたジアルジアサンプルをそれぞれG肌遺伝子座による個別の系統

樹解析によって比較した結果を図2に示した。図2Aに示したユーラシア大陸で採取されたジアル

ジアはassemblageA2とBに分類され、assemblageB内ではB3および別とクラスターを形成する亜

型の存在が砺認された。NepH-3とJpH-2,4は採取地はネパールと日本だが100%の遺伝子配列の一致

を示し、それ以外のassemblageBに分類されたサンプルはすべて異なる配列を保持していた。この

傾向は、インドネシア島哩部に分布するジアルジアにおいても同様に認められ､A2と完全一致する

IdnH-15,20,34,35,43,44,46,47はシベル島およびスンバ島それぞれの異なる地域からのサンプルを

含み、一方assellmlageB内で完全一致をみたIdnH-19,22,25,27,33,36,45,51は全てシベル島由来の

サンプルであり、採取地域での同遺伝子亜型のアウトブレイクを示唆する結果となった。しかし、

その他のサンプルについては遺伝子配列の重複は一切認められず、assemblageBにおける著しく高

い多型の存在を裏付ける結果となった。大陸から島唄部へと進出していった人類の拡散を念頭に、

少数の個体がもとの集団から分かれて新たな地域に進出する際に、その地域での創始者になるこ

とで種分化の原動力になる創始者効果(foundereffect)を、インドネシアの島々 でのジアルジア

の分布について予期していたが、2500kmの距離を隔てたシベル島とスンバ島に分布する遺伝子型に

おいても地域性を示唆する遺伝子型の偏りは認められず、また、島喚部への分布に従って遺伝子型

の多様性が失われるような結果も得られなかった。シベル島のサンプルではヒトに感染している

assemblageCやDが検出され、サンプル数の差があるために断言は困難だが、島喚部に分布するジ

アルジアのほうが大陸部よりもむしろ、豊かな多型を維持しているように見受けられた。

したがってグローバル化に伴う遺伝子型の地域性の喪失はありうるものの、現在のジアルジアの
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遺伝子型の地理的分布には、

なかった。

多型形成。維持の原動力となるような隔離や地域性の痕跡は認められ
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図2GDH遺伝子の部分配列を用いたヒト由来ジアルジアサンプルの系統樹解析町法を用いた系

統樹解析の結果を示す。ブートストラップ値(1000replicates)については、600以上の値を示す

ノードについて示した。AsseIIIJlageとして示した項目はリファレンスデータであり、材料と方法に

アクセッション番号を示した。それ以外は、すべて本研究で同定したサンプルである。

A;ネパール(Nep)および日本(Jp)で検出されたジアルジアによる系統樹。B;インドネシア国内

で検出されたジアルジアによる系統樹。採取地はIdnH-1-3;マカッサル、IdnH-4-18;シベル島、

1曲H-19-55;スンバ島と示す。

4-4-3-2宿主特異性あるいはライフサイクルの物理的な隔離といった同一地域での部分的な隔離が

遺伝子型多型形成の原因となる可能性同一地域に分布するジアルジア集団が、宿主特異性や環境

による物理的障壁によって隔離される、いわゆる棲み分けが遺伝子型の多様性とどうかかわるかを

評価するために、スンバ島のワイカブバックで採取されたヒトおよび動物からのジアルジアサンプ

ルの､特にasseniJlageB内の多型にについてTPI遺伝子の部分配列による系統樹解析を実施した(図

3）。結果として得られた町法による系統樹には、I-IVの4つのクラスターが形成された。興味

深いことに、それぞれのクラスターには優位な宿主と考えられる特異性が認められた。クラスター

Iはイヌ（2サンプル）、野鼠（1）、ブタ（1）、ヒト（1）と動物優位に。クラスターIIはヒト(7)、

イヌ（2）、野鼠（1）とヒト優位に。クラスタ-IIIはイヌ(5)、野鼠(1)、ヒト(1)と動物優
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位に。また、クラスタ－1Vにはヒト(14)、イヌ(2)とヒト優位な遺伝子型構成を保持する。

これら全ての遺伝子配列はすべてassemblageBに分類されるため、おそらく宿主特異性は直接の

感染を妨げないと考えられるが、各クラスターを構成する亜型にヒトあるいは動物といった最適宿

主が存在するかのようにみえる結果となった。個々 の遺伝子配列は複数の1塩基多型を示しながら

もクラスターを形成していることから、おそらく共通の祖先配列をもち、クラスターごとの独立し

た棲み分けによって特異変異を蓄積し、複数の遺伝子型によるグループを形成しているものと考え

られた。
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図3TPI遺伝子の部分配列を用いたスンバ島で採取されたジアルジアサンプルの系統樹解析NJ

法を用いた系統樹解析の結果を示す。GarWae(AFO69564)をアウトグループとした。各サンプルの

Idn*の*印が検出された宿主を示す。H;human,D;dog,M;mouse,P;pig・クラスターのIIとIVはヒト

優位型にまた、クラスターのIとⅡIは動物優位型と見なすことができる。
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4-5結語

Gmtestmalisに認められる著しい種内での多型は､従来考えられてきた地理的隔離によって成

立するジアルジアの地域種とは考えにくいことが明らかになった。つまり、少なくとも現在のジア

ルジアの遺伝子型の分布には地理的隔離の痕跡は認められない。

一方、宿主特異性による隔離を原因とした種内多型維持の可能性については、asseIIIJlageCやD

およびAl､A2のような､assemblageレベルの多型形成と維持にについては十分に説明可能と考えら

れ、実際、本研究においても、偶発寄生を示唆する感染例が観察はされたものの、ほぼすべてのサ

ンプルにおいて遺伝子型による宿主特異性は従来の見解を支持する結果となった。

しかし、特にassellI〕lageBのような幅広い宿主特異性と著しい多型を保持する遺伝子型の内部の

亜型レベルでの多型については、各宿主に特異的な亜型が持続的に固定し、宿主間での隔離を継続

して上記のような宿主特異性を形成するというような徴候は認められない。むしろ、本研究で観察

することができたスンバ島の事例では、偶然におこるライフサイクルの棲み分けが変異の独立した

蓄積を可能とする隔離を引き起こしているようにみえる。つまり、ジアルジア集団の一部の隔離と

合併がある程度の時間の継続を伴いながら繰り返し、亜型レベルでの多型形成と維持を可能にして

いるというモデルが示唆された。

以上の知見をまとめる。

1）ヒトのサンプルからは、いずれの地域においても高いレベルで遺伝子配列の保存されている

assellI31ageA特にA2と、極めて多型に富みほとんどの検出配列がリファレンスとの完全一致をみな

いassemblageBの亜型が同定された。

2）従来イヌに特異的と考えられてきたasseInblageCやDが、シベル島で採取されたヒトの糞便か

ら検出された。

3）これまでに我々が解析してきたネパールで採取されたサンプルおよび日本人の旅行者下痢症サ

ンプル由来のジアルジアの遺伝子型と本研究で得られたシベル島およびスンバ島で得られたジア

ルジアの遺伝子型について採取/感染地域による特異性の有無を評価したが、少なくとも現在のジ

アルジアの遺伝子型の地理的分布には統計的に認識される地域性は存在しない。

4)assemblageBはスンバ島の同一地域から得られたヒトとヒト以外のほ乳類（イヌ、ブタ、野鼠）

の両方から検出されたが、各宿主に分布するGintestina"sの遺伝子多型にはそれぞれに異なる

優位な単系統のクラスターが存在し、何らかのライフサイクルの隔離機構が存在し、それぞれの亜

型に独自の変異蓄積が起こっている可能性が示唆された。
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