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研究成果の概要（和文）： 
原虫感染症における代謝の役割を明らかにすることを目的に、赤痢アメーバをモデルとして、

その代謝機構を、メタボローム・トランスクリプトーム等のオミクス手法を用いて、俯瞰的に

解析した。システイン負荷・飢餓ストレスに応答する代謝変化、並びに、細胞分化に伴う代謝

変化、更にそれらの変化に伴う遺伝子発現変化などを統合的に解明した。その結果、これまで

全く知られていない新しい酸化ストレス応答代謝経路や代謝産物が同定された。また、嚢子化

に伴う代謝フラックス、及び遺伝子発現の調節が明らかにされた。以上、原虫におけるオミク

ス解析による統合的代謝解析系は充分に構築された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To better understand the role played by metabolism in protozoan infections, we 
investigated metabolic responses of the enteric protozoan Entamoeba histolytica toward 
oxidative stress and stage conversion by “omics” approaches such as transcritpomics and 
metabolomics. We have discovered novel pathways and networks associated with 
cysteine-supplementation/deprivation stress and encystation. We have established 
comprehensive analytical methods to examine the metabolic networks using 
transcriptomics and metabolomics. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 赤痢アメーバ症  
 赤痢アメーバ症は世界人口の約 1％に感染
し、年間 10 万の死亡を起こす、マラリアに

次いで死亡者数の多い原虫性感染症である。
発展途上国だけでなく、わが国でも知的障害
者などに濃厚な感染を起こしている。その医
学的・保健衛生学的重要性に加えて、嫌気的
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代謝・ミトコンドリアの二次的喪失など生物
進化上興味深い生物学的特徴が多く備わっ
ている。 
(2)赤痢アメーバの代謝：これまでの研究
成果  
 赤痢アメーバの代謝は進化の過程で大き
く変化しており、含硫アミノ酸代謝を始めと
して様々な、宿主と異なる代謝経路をもつ。
特殊な代謝経路を含硫アミノ酸代謝経路を
例に以下に示す。 

 
我々のグループはこれまで、赤痢アメーバの
含硫アミノ酸代謝の特殊性を示してきた。例
えば、1. メチオニンとシステインをつなぐト
ランスサルフレーション経路が不完結であ
ること、2. 含硫アミノ酸がメチオニンガンマ
リアーゼにより分解されること、3. システイ
ンが硫化水素とセリンからデノボ合成され
ること、などを明らかにした。更に、メチオ
ニンガンマリアーゼを標的とした創薬研究
を展開して来た。しかしながら、これまでの
既存の代謝研究は、解糖経路と含硫アミノ酸
代謝に限定的であり、統合的な代謝ネットワ
ークは全く理解されていなかった。そこで本
研究では、赤痢アメーバの代謝全体をオミク
ス手法を用いて俯瞰することを目的とした。 
 (3) 海外の研究の現状  
 原虫の代謝はその生物学的理解と創薬標
的の探索の両面から、解析が進んでいる。一
方で俯瞰的な研究はほとんど展開されてい
なかった。この数年間で、原虫のオミクス代
謝研究は、本研究が展開するのと同時に、マ
ラリア原虫、トリパノソーマなどの複数の原
虫種で行われるようになった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腸管寄生虫赤痢アメーバをモデ
ル原虫として、感染における含硫アミノ酸等
の代謝の変化を明らかにすることを目的と
して、トランスクリプトーム、プロテオーム、
メタボロームなどのオミクス技術を融合さ
せた統合的アプローチを用いた解析を行う。
長期的ゴールは、感染・寄生及び病原機構に
おける含硫アミノ酸代謝の役割を理解する
ことであり、感染の代謝学という新たな代謝
学の一分野を創造することである。 

 
３．研究の方法 
(1) トランスクリプトーム解析手法の開発 
 赤痢アメーバ 9327 の全遺伝子とヘビアメ
ーバ Entamoeba invadensの 12384の全遺伝
子を網羅したアリメトリクスプラットフォー
ムのマイクロアレイを作成した。作製はアリ
メトリクスに委託した。使用した試薬、条件
等はアリメトリクスのプロトコル、マニュア
ル に 従 っ た 。 詳 細 は Husain, A. BMC 
Genomics 12, 275, 2011に譲る。 
 
(2) メタボローム解析手法の開発 
 キャピラリー電気泳動-飛行時間計測型質
量分析計によるメタボローム解析は、アジレ
ント社製機材を用いて、カチオン・アニオ
ン・核酸解析モード行った。データ解析はマ
スターハンドで行った。詳細は既述による
(Soga, T, Anal Chem 81:6165–6174, 2009)。 
 
(3)システイン負荷・飢餓による代謝中間体
と酵素遺伝子発現に対する影響の解析 
 通常のBI-S-33培地のシステインを除去し
たものと、10mM追加したものを用いた。嚢
子化は常法によった (Picazarri, K. Inf. 
Immmun. 76, 278-288, 2008)。 
 
４．研究成果 
(1) システイン飢餓によるトランスクリプト
ームの変化 
 メチオニン、セリン、システインの負荷
により生じる遺伝子発現の変化を DNA マイ
クロアレイを用いて明らかにした。特にシ
ステイン負荷により多くの遺伝子が増減し
た。以下に顕著に 3-48 時間のいずれかの点
で 3 倍以上の増加（表 1）または減少（表 2）
の見られた遺伝子と減少のリストを示す。 
 以下のリストでシステイン飢餓により、
発現抑制の見られた NADPH 依存的酸化還元
酵素(EhNO2)に関しては、詳細な機能解析を
行った（下参照）。更に、システイン飢餓に
より発現上昇の見られた Iron-sulfur 
flavoproteinsの 2遺伝子に関しては、gene 
silence 法による発現抑制株の作製を行っ
た。発現抑制株では、システインの枯渇下
で、増殖が抑制された。また、発現抑制に
よって過酸化水素への感受性が上昇するこ
とが確認された（図 3）。 
 また、システイン飢餓時に起こる含硫ア
ミノ酸関連酵素遺伝子の発現プロファイル
の変化を図 4 に示す。また、システイン飢
餓暴露後短時間で、メチオニンガンマリア
ーゼ 1(MGL1)、フォスフォセリンアミノ転
移酵素(PSAT)、セリンアセチル転移酵素
2(SAT2)などが顕著に抑制された。 



 

表 1 システイン飢餓により誘導される遺
伝子群 定常状態での発現レベル、飢餓誘
導後、3, 6, 12 時間後の mRNA の増(+)減(-)
を示す（倍）3-48 時間後のいずれかの点で
3 倍以上の増加があったもののみ示す。 

 
表 2 システイン飢餓により抑制される遺
伝子群 定常状態での発現レベル、飢餓誘
導後、3, 6, 12 時間後の mRNA の増(+)減(-)
を示す（倍）3-48 時間後のいずれかの点で
3 倍以上の減少があったもののみ示す。 

 

図 3 Iron-sulfur flavoprotein1, 2(ISF1, 



2)の発現抑制株の作製と表現型解析 A. 
ISF1, 2 発現抑制株(gene silenced, gs)の
発現抑制の qRT-PCR による確認 B. 発現
抑制株の cysteine 存在下(normal)と非存
在下(CysDep)での増殖動態 C. ISF1, 2 の
過酸化水素の対する感受性 
 

 

図 4 含硫アミノ酸代謝に関与する経路に
関与する遺伝子のシステイン飢餓にともな
う発現変化 A. 含硫アミノ酸代謝経路の
概要 代謝中間体及び酵素を示す B. 核
遺伝子の time 0 に対する発現量の変化 
(log2) 

 
(2) システイン飢餓によるメタボロームの変
化 
 原虫の抽出液から約 150 の代謝中間体を
キャピラリー電気泳動法と質量分析計によ
り、網羅的に、各含硫アミノ酸ならびに含
硫アミノ酸の代謝に関与する中間代謝物を
再現性よく定量する系を確立した。 
 これまで信じられていた教科書的な赤痢
アメーバの解糖経路の流れが謝りであるこ
とが示された。具体的には、グルコースの
大部分がグリセロール 3リン酸に蓄積する
こと、フォスフォエノールピルビン酸から
のピルビン酸への直接の変換が起こらない
ことなどの新規な知見が得られた。更にグ
リセロール 3リン酸、ピルビン酸、フマル
酸などの代謝中間体はシステイン飢餓によ
り上昇し、システインによる解糖経路調節
への関与が示された（図 5）。 
 

一つは S-メチル-L-システインの合成経路
であった。S-メチル-L-システインの合成は、
赤痢アメーバに選択的に存在するメチオニ
ン分解酵素によるメチオニンやホモシステ
インの分解代謝物であるメタンチオールと、
セリンのアセチル化物である O-アセチル
セリンから合成されることが証明された。
これにより、これまでシステインのデノボ
合成に機能すると考えられてきた経路が
S-メチル-L-システインの合成に機能する
可能性が示された。今後、その生理機能の
解明が必要である（図 6）。また、システイ
ン枯渇により誘導される 2つ目の経路とし
て、イソプロパノールアミンやそのリン酸
化物、及びフォスファチジル付加物を合成
するケネディー経路が同定された。本経路
のシステイン枯渇応答における生理的役割
が示唆された（図 7）。 

 
図 5 システイン飢餓時の解糖経路の中間代
謝産物の濃度 黒棒：コントロール、灰棒：
システイン飢餓 

 
図 6 システイン飢餓時の含硫アミノ酸代謝
経路の中間代謝産物の濃度 黒棒：コントロ
ール、灰棒：システイン飢餓 



 
図 7 システイン飢餓時のアミノアルコール
代謝経路の中間代謝産物の濃度 黒棒：コン
トロール、灰棒：システイン飢餓 
 
(3) システイン応答性の新規NADPH-依存
性酸化還元酵素(EhNO2)の解析 
 EhNO2遺伝子のシステイン負荷・除去
により発現変化を確認した（図8）。 

 
 
 更に、詳細に酵素学的検討を行い、Eh
NO2がフェレドキシン:NAPD還元活性、
並びに、シスチン・2価鉄還元活性を有す
ることが明らかとなった。同時にメトロニ
ダゾールを還元し、インビボでの薬剤感受
性に関与することが明らかとなった。従っ
て本酵素は細胞のレドックス状態により
厳密な調節を受け、システインや鉄の代謝
に関与する酵素であることが明らかとな
った（図9）。 

 
図9 予想されるEhNO2のインビボ機能 

 
 (5) 嚢子化過程のメタボローム・トラン
スクリプトーム解析  
Entamoeba invadensを用いて嚢子過程
における発現と代謝の変化を解析した。
メタボローム解析により、解糖経路の代
謝物が嚢子壁の主要構成成分であるキ
チンの生合成に振り向けられることが
明らかとなった（図10, 11）  

 
図10 解糖経路を中心としたエネルギー
生産経路の中間代謝産物と酵素遺伝子、
その転写量  
 

図11 キチン生合成経路の中間代謝産物

と酵素遺伝子、その転写量  
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