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L はじめに

　殺人アメ
ーバ N．　fowleriは川や湖，土壌等に棲

息し，致死率 95％以上 の 原発性ア メ
ーバ 性髄嬲 畄

炎 （PAM ）を引き起こす，感染死亡者の 約 8割が小

中学生である．PAM の治療法はな く， 日本で の棲

息も確認 されて い る こ とか ら，野外観察や課外授

業で の児童生徒が感染す る可能性が排除で きな

い ．課外授業を安全に行 うためには N ノ加 ’爾 感

染予 防の ため の 早期発見が重要だが，従来法で は

迅速な検出が 出来ない の が現状で ある，

　演者らは，迅速で簡便な N 　fowleri高感度検出

法を構築するために，PCR 法を用い た N ゆ祕 顔

検出法を構築 した．また本大会で は ， 理科教育の

高度化に貢献するた め ，
PCR 法 をは じめ と した

様々 な生命科学技術にっ い て紹介する．

2．材料 と方法

2．1．次世代シーケン サに よる全ゲノム解析法

　国立感染研 の 保管株 1》ヵw ’顔     e を次世代

シーケンサ Hiseq2000（illumina）を用 い て 全 ゲノ

ム解析した．得 られた塩基配列 の デー
タをBLAST

（hmpth！blast．nibi．nlm ．nih，gov）によ り解析 した．また ，

次世代シ ーケ ン サ の 結果に もとづ き，N 　fowieri
KUL 及び Nfowleri　NF66 （国立感染研の保管株）を

PCR 法で解析 した．

2．2．高感度検出の ため の PCR 法

　全 ゲ ノ ム 解析 よ り得 られ た塩基配 列か らプ ラ

イ マ ーを設計 し，PCR 法に て N 　fowleri高感度検

出を行 り た．肺 吻 k  e ゲノム DNA をサ

ケ精子 DNA 溶液で 5．OxlO2　pg
・−

5．0× 10
’7
　pg に調製し た．これ を

鋳型 として PCR 法を行い （Fig．　1），　
滋

　
’−

PCR 法に て検出可能な N．fowleri　　　　　
「

ゲノ ム DNA の 最ノ」膿 度を調 べ た．　 tl 、　 1　 11… 　 ， 1．．、急

3．結果 と考察

3．1．N ．fowteri固有遺伝子 の 探索

　次世代 シ
ー

ケ ン サ に よる解析か ら，N 　fowleri
が新規遺伝子 をコ

ー ドし て い る こ とを見出した

（Fig．2）．　BLAST を用 い て解析した とこ ろ ， 当該遺

伝子 は他の 生物に はなく N．　fowleriに 固有の新規

遺伝子 で ある と思われる．
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　 　 　 Fig．2、　N．fewleriか ら見 っ か った新規遣伝子 の 制限酵素地 図

32．PCR 法を用い た N．丿
「

owleri の 高感度検出

　調製 した N ．　forvleriゲノ ム DNA を鋳型として

PCR 法を行 っ た結果 ，
0．5　pg の ゲノム DNA ま で

検出することが
4 舷 。賦 姻 。嚇 。 呶

で きた （Fig．3）． ，“ “
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こ の 反応系には　　　h 」 鋸 舮 細 酔 硼 齟 畠

計算上，4個体分 の AC　fo　wleri ゲノ ム DNA が含ま

れて い る．以上 の 結果か ら，Nfowleriがわずか で

も存在すれば PCR 法で容易に検出出来る こ とが

示め され た．更に条件検討を行 うこ とで 高感度な

検出が出来ると思われ る．

4．ま とめ

　PCR 法に よる検出法は，短時間で結果が分か る

ため Nfowleri の 検出・同定に有効な方法で ある．

安全な
1
　 受業を行 うため の 事前検査と して ，

こ

の検出法の利用が期待される．

　また，生命科学技術は 日々 目覚ま しい 進歩を遂

げてお り， PCR 法をは じめとした様 々 な手法が将

来的に 理科教育現場に導入 され て い く こ とが予

想され る．これ らの 生命科学技術は，生徒の 理科

教育へ の 関心 を高め る だけ で な く，理 科教育の 高

度化 に貢献出来る と思われる．
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