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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバにユニークに存在するリソソーム酵素輸送受容体(cysteine protease 
binding protein family, CPBF)の赤痢アメーバ病原性への関与を検討した。11存在するCPBFの遺伝子発現抑制
株のマトリゲル侵入性を評価し、CPBF2が関与することを見いだした。CPBF2は一種類のα-amylaseをリガンドと
するが、マトリゲル侵入にα-amylase活性やα-amylase分子の関与は見いだせなかった。一方でCPBF2遺伝子発
現抑制株では運動能力の有意な低下が観察されたことから、CPBF2に細胞運動制御に関わる機能が存在すること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of cysteine protease binding protein family (CPBF), 
Entamoeba unique lysosomal hydrolase receptor, and their involvement in the pathogenesis of 
Entamoeba histolytica, the causative agent of amebiasis. We established small RNA mediated gene 
silencing strains of all the eleven CPBFs and evaluated invasion efficiency using Matrigel matrix. 
As a result, CPBF2-silenced strain showed significant reduction in Matrigel invasion. CPBF2 is a 
receptor of solo α-amylase, however, there was no relation between α-amylase activity, α-amylase 
molecules and Matrigel invasion. On the other hand, CPBF2-silenced strain showed significant defect 
in cell motility. These results suggest that the deficiency in Matrigel invasion was caused by the 
reduced cell motility of CPBF2-silenced strain, independent of its role as a lysosomal hydrolase 
receptor. We found a novel role of lysosomal hydrolase receptor in the regulation of E. histolytica 
cell motility.

研究分野：分子寄生虫学

キーワード： lysosome　phagosome　Entamoeba histolytica　protease　traffic

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リソソーム酵素輸送受容体にこれまで知られていなかった細胞運動制御機能を見いだした。予想外の発見であっ
たが、細胞内シグナル伝達機構が未解明の赤痢アメーバ原虫における運動制御機構に、新しい分子メカニズムを
見いだす端緒となった。初期に分化した真核生物である赤痢アメーバでの研究は、真核生物に重要な役割をもつ
細胞運動の進化と分化にユニークな知見を与えることが期待される。また、細胞運動は赤痢アメーバの生存およ
び病原性に重要である。赤痢アメーバにユニークな分子機構の解明は宿主への副作用が少ない創薬標的となるこ
とが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
赤痢アメーバは発展途上国に蔓延する下痢症の主要な病原体の一つである。しかしアメーバ症
は衛生環境の整った本国においても男性同性愛者コミュニティー、性風俗業界や知的障害者・
老人施設での国内感染がある。年間 1000 例を超える報告数があり、日本で最も多い原虫感染
症である。抗アメーバ薬は一剤しか保険適用がなく、副作用、適応の可否、さらに耐性株出現
の懸念からも新規薬剤開発が求められている。さらに赤痢アメーバは初期に分化した真核生物
であり、赤痢アメーバ生物学の探求は真核生物成立と進化という基礎生物学分野にも知見を与
えると期待される。 
我々は赤痢アメーバの主要な病原因子として細胞外へ分泌され、かつリソソームへもターゲ
ットされるシステインプロテアーゼ(CP)の解析から、赤痢アメーバにユニークなリソソーム酵
素輸送受容体 cysteine protease binding protein family 1: CPBF1を同定した(Nakada-Tsukui, 
Cell Microbiol, 2012)。CPBF1は CP-A5を含む数種類の CPに結合可能で、CP-A5のリソソ
ームターゲティングと成熟化に関与していた。さらに 11 ある CPBF のうち二種類(CPBF6, 
CPBF8)がそれぞれ α-amylaseと γ-amylaseまたは β-hexoaminidaseと lysozymesを結合し、
リガンド分子のファゴソームへ輸送に関与することを示した(Furukawa, PLoS Pathog, 2012; 
Furukawa, Inf Immunol, 2013)。さらに 11ある CPBFにおけるリガンド多様性、構造の特徴
を明らかにし、CPBFが β-シートのみで構成され 6個の prepeptidase C-terminal (PPC)ドメ
インから成ること、11ある CPBFはまず PPCを 6個持つタンパク質として成立してから分化
したことを示唆した(Marumo, Nakada-Tsukui, Int J Parasitol, 2014)。この解析では CPBF1
のPPCドメイン単独でもリガンドであるCP-A5に結合できることも明らかにした。6個のPPC
ドメインから構成されるタンパク質は真核生物の中で
CPBFが初めての報告であった。 
 
２．研究の目的 
赤痢アメーバにおけるCPBFの新たな機能を明らかに
するため、病原性に関与する CPBFを見いだす。さらに
CPBF の細胞内輸送システム、リガンド認識機構の解明
を目指す。CPBF はファミリー分子として存在し、共通
のドメインから成るが、分子間で多様なリガンド特異性
を持つ。この解析から典型的なモデル生物では得られな
いリソソーム形成分子機構に関する知見や新規薬剤ター
ゲットの提供が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）組織破壊に関与する CPFBの特定 
11 ある CPBF 全てについて遺伝子発現抑制株を作成
し、ブタ大腸組織を用いた ex-vivo 実験系、トランス
ウェルを用いたムチンとマトリゲルに対する侵入評価
系により組織侵入に関与する CPBFを検索した。 
 
（２）リガンド認識機構の解明 
CPBF1と CP-A5をモデルに、小麦胚芽無細胞系を用
いて組換えタンパク質を作成し、結合を in vitroで再
現した 
 
（３）CPBF2遺伝子発現抑制株の性状解析 
実験（１）でマトリゲル侵入抑制が観察された CPBF2
遺伝子発現抑制株について、そのリガンドである
α-amylase、CPBF2遺伝子発現抑制株の細胞機能の解
析から、マトリゲル侵入と CPBF2 の関連を明らかに
した。 
 
４．研究成果 
（１）組織破壊に関与する CPFBの特定 
リソソーム酵素、特にシステインプロテアー
ゼ（CP）の分泌が赤痢アメーバによる組織破
壊に直接関連することが知られている。
CPBFが輸送するリソソーム酵素に未知の組
織破壊に機能するリソソーム酵素があれば、
CPBFの遺伝子発現抑制株では組織破壊が亢
進すると考えた。11 ある CPBF 全てについ
て遺伝子発現抑制株を作成し(図１)、ブタ大腸に対する侵入性を評価した(図２)。 

図 1 CPBF 遺伝子発現抑制の確認（遺伝子発現
抑制＝gene silencing, gs）。各遺伝子発現抑制株
またはベクターコントロール(mock)株から total 
RNA を抽出し、逆転写の後各 CPBF（上段）ま
たは RNA polymerase II(下段)のプライマーで
PCRを行った。 

図 2 CPBF遺伝子発現抑制株のブタ大腸組織侵入活性。上
段、下段は独立した実験結果を示す（＊, P<0.05）。ブタ大腸
片の内腔側に赤痢アメーバ株を播種し、7時間後組織を 10％
ホルマリンで固定した。組織をパラフィン切片とし、組織を
ヘマトキシリン-エオジンで赤痢アメーバを抗赤痢アメーバ
Vps26抗体で染色した。一視野につき、全赤痢アメーバのう
ち組織内に侵入した赤痢アメーバの割合を算出した。各サン
プル 24視野観察を行った。 



                                                                     
11全ての CPBF遺伝子発現抑制株が樹立されたが、ブ
タ大腸への侵入活性について再現性のある有意な結果は
得られなかった。そこでトランスウェルを用い、ムチン
とマトリゲルへの侵入活性を評価した（図３）。ムチンへ
の侵入活性についても再現性のある有意な結果が得られ
なかった。しかしマトリゲルに対して CPBF2 遺伝子発
現抑制株に有意な侵入活性の低下が観察された（図３）。 
よって、CPBF2は組織障害に関与するリソソーム酵素輸
送受容体であると考えられた。 
 
（２）リガンド認識機構の解明 
CPBF1は CP-A5と結合するが、その結合様式の詳細は
不明である。詳細な解析を行うため、組換え型の受容体
と酵素を小麦胚芽無細胞系にて作成する事を試みた。 

CPBF1、CP-A5、また CP輸送に関与する CP阻害タ
ンパク質 ICP2、CPBF と結合が示唆されたシャペロン
HSP70 について、それぞれ GST、Flag、His、V5 タグ
を付した融合タンパク質として発現するベクターを作成
した。CPBF1, CP-A5, ICP2を単独で発現させた場
合、それぞれのポリペプチドは合成されたが CPBF1
と CP-A5の結合は再現されなかった。そこで三者を
同時合成させたところ、結合が観察された。よって
同時合成を行うことでレセプターとリガンドの結合
解析が可能と考えられた(図４)。 
 
一方で CP 活性は単独発現、三者同時発現共に観察で
きなかった。生理的条件下での結合を示すためには CP
活性を持つ CP-A5 が合成できる条件の同定が必要と考
えられる。そこで合成時に HSP70 を加える、また活性
を有するタンパク質が分解されている可能性を考え、可
逆的な CP 阻害剤である dithiodipyridine を添加して合
成を行う、を試みたが活性は検出できなかった。 
そこでCP活性とは独立に結合特異性を検討するため、

CPBFのなかでCPBF1と最も相同性の高いCPBF2をコ
ントロールに CP-A5 の結合特異性を検討した。しかし
CPBF2組み換え体の発現が安定せず、結合特異性を示す
に至らなかった。さらにプラスミドの確認とタグ変更な
どの対策により CPBF2 の安定的発現方法を確立
する。または CPBF1以外の CPBFのリガンドと
して同定されたリソソーム酵素を発現させて結合
特異性の検討を行いたい。 
 
（３）CPBF2遺伝子発現抑制株の性状解析 
実験（１）でマトリゲルへの侵入効率の低下が
観察された CPBF2 遺伝子発現抑制株について、
その分子メカニズムの解明を目指した。 
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図３ CPBF 遺伝子発現抑制株のマトリゲルへ
の侵入活性。トランスウェルの上段に無血清培地
中に赤痢アメーバ株を播種し、16 時間後に下段
の含血清培地中へ移動した細胞の割合を表示し
た（＊, P<0.05）。 

図４ 組み換えタンパク質の結合。 小麦胚芽無細胞
系で CPBF1, CP-A5, ICP2の二者（レーンに表記）
または三者（ALL）を同時に発現させ、各サンプルを
グルタチオンアガロースで精製した。続いて抗 GST
抗体または抗 FLAG 抗体でそれぞれ GST-CPBF1、
FLAG-CP-A5を検出した。CPBF1と CP-A5が同時
発現した場合 CP-A5の結合が観察された。 

図５ アミラーゼ発現抑制株の解析。A、
アミラーゼ遺伝子発現抑制の確認。各遺伝
子の発現抑制株（gs）から抽出した total 
RNA から逆転写の後に PCR を行い、各
アミラーゼと RNA polymerase IIの発現
を検討した。B、培養上清（sup）と細胞
内のアミラーゼ活性。各アミラーゼ遺伝子
発現抑制株のアミラーゼ活性についてベ
クターコントロール(mock)を 100％とし、
相マトリゲル侵入活性。各アミラーゼ遺伝
子発現抑制株のマトリゲル対活性量を％
で示した（＊, P<0.05）。C、侵入活性を全
アメーバ数を 100％とし、侵入した細胞
の％で示した。 



CPBF10 のリガンドとなる EHI_153100 (amy-2), 
CPBF6 と 10 のリガンドとなる EHI_023360 
(amy-3)について検討を行った。それぞれの発現抑制
株を作成し（図５A）、アミレース活性を評価した。
amy-2遺伝子発現抑制株の上清中のアミレース活性
が低下したが、他の株では変化は見られなかった（図
５B）。amy-1, amy-2 発現抑制株についてマトリゲ
ル侵入活性の評価を行った。また、CPBF2リガンド
の amy-1 と活性に変化のあった amy-2 についてマ
トリゲル侵入活性を評価した（図５C）。しかしベク
ターコントロールとの差は観察されなかった。さら
に α-amylaseをリガンドとする CPBF2, 6, 10の遺
伝子発現抑制株についてアミラーゼ活性（図６A）
と CP活性（図 6B）を測定した。CPBF６遺伝子発
現抑制株で細胞内アミラーゼ活性が有意に上昇した
以外有意な変化は観察されなかった。以上より
CPBF2 遺伝子発現抑制株でのマトリゲル侵入
の低下はリガンドとなるアミラーゼとは独立し
た現象であると結論した。 
 
 CPBF2 のマトリゲル侵入活性への関与がリ
ソソーム酵素のレセプターとしての機能と独立
している可能性が示唆されたため、CPBF2 遺
伝子発現抑制株の性状解析を行った。マトリゲル
への侵入には細胞接着能力、運動能力が関与する
と考え、コラーゲンコートプレートへの接着、細
胞表面分子の発現パターン、運動能力を評価した。
先ず CPBF1, 2遺伝子発現抑制株について、コラ
ーゲンプレートへ播種したアメーバを 40 分後に
温和に洗い、残った細胞数を計測したところ、コ
ントロールと比較して接着性が上昇していた。し
かし同時に検討した CPBF1 遺伝子発現抑制株も
接着性の上昇があったため、CPBF2 特異的な現象ではないと考えられた。細胞表面分子をビ
オチン化し、SDS-PAGEを行いパターンの変化を検討したが差は見いだせなかった。さらに細
胞運動について、ランダムな移動速度はベクターコントロール、CPBF1 遺伝子発現抑制株、
CPBF2遺伝子発現抑制株、それぞれ0.29±0.10 μm/sec、0.33±0.11 μm/sec、0.09±0.03 μm/sec
であり、CPBF2遺伝子発現株に有意な運動能力の低下が観察された（図７）。 
 
本研究からリソソーム酵素輸送受容体に細胞運動制御という新しい機能を見いだした。今後、
詳細な分子メカニズムの解明が必要である。 
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