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研究成果の概要：リソソームへの膜融合は Rab7 という GTPase によって担われる。多くのモ

デル生物や寄生性原虫では Rab7 はゲノムに１種しかコードされないが、赤痢アメーバには９

種のアイソタイプが存在し、リソソーム周辺で異なる機能を担っていることを明らかにした。

赤痢アメーバがリソソームに病原因子を蓄積し病原性を発揮するには、複雑なリソソーム輸送

と多様な機能を担う Rab7 が必要なのではないかと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 赤痢アメーバ症は赤痢アメーバによって
引き起こされる、下痢、大腸炎、肝膿瘍を
主症状とする感染症であり、国内では年間
700 例の感染と、数例の死亡が報告される
感染症法５類の感染症である。 
 申請者のこれまでの解析により、赤痢ア
メーバの主要な病原因子であるシステイン
プロテアーゼはリソソームに蓄積されてお
り、リソソーム周辺の細胞内輸送機構がア
メーバの病原性の理解に重要であることが
解明されてきた。さらに近年の赤痢アメー
バのゲノムプロジェクトの終了に伴い、申
請者は赤痢アメーバの細胞内輸送に関与す

るRab GTPaseはヒトや高等植物よりも多様
化しており、リソソーム輸送に関与すると
予想される Rab7 が９種と最も大きなサブ
ファミリーを形成していることが明らかに
されてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、寄生性原虫赤痢アメーバに
おけるリソソーム輸送の複雑さの意義を明
らかにする目的で、それぞれの Rab7 アイソ
タイプの特殊な機能を明確にする。また、
なぜ赤痢アメーバに Rab が多様化する必要
があるのかを Rab7 アイソタイプの機能特
異性を明らかにすることで解明する。 
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３．研究の方法 
（１）Rab7 アイソタイプの定量 PCR 
 定常状態の赤痢アメーバ HM1:IMSS cl6 細
胞からmRNAを抽出し、polyA-RNAを合成した。
定量 PCR は各アイソタイプ間に特異的な C 末
端 200bp を増幅させ、ABI PRISM 7700 を用い
て解析した。種内コントロールには RNA 
polymerase II 15kDa サブユニットを用いた。 
 
（２）定常状態における細胞内局在 
 発現量の高い Rab7B, 7D, 7E, 7G, 7H につ
いて、全長を大腸菌内で発現させた。それぞ
れの組換え蛋白質を精製し、ウサギに免疫を
行った。得られた抗血清を用いて、赤痢アメ
ーバでの細胞内局在を観察するために間接
蛍光観察を行った。リソソームは
LysoTracker Red を用いて染色した。 
 
（３）大量発現株を用いた解析 
 複数の Rab7 アイソタイプの細胞内共局在
を観察するために、Rab7B に 3HA のタグを N
末端に付加させ、赤痢アメーバ内で大量発現
する形質転換株を作製した。Rab7B について
はその機能をさらに詳細に解析する目的で、
ドミナントネガティブ変異 H69L も発現させ
た。ファゴソームの pH は FITC でラベルした
酵母を貪食させ、495nm と 440nm で励起した
ときの発光の比を計測することで求めた。 
 
 
４．研究成果 
（１）定常状態における Rab7 の発現 
 ９種の Rab7 アイソタイプのうち、定常状
態での発現が高いものは 7A, 7B, 7D, 7G, 7H
であった。発現量が少ない 7C, 7F, 7I も僅
かながら定常状態での発現が認められ、偽遺
伝子でないことが示された。ハムスターを用
いた動物モデルの肝膿瘍から得られた病原
株を用いて、病原株に於ける Rab7 の発現変
化を検討したが、アイソタイプの発現に変化
は見られなかった。 

 

 
（２）定常状態における局在 
 Rab7B, 7D, 7E, 7G に特異的に反応するウ
サギ抗血清を用いて細胞内局在を間接蛍光
抗体法により観察したところ、7B, 7E, 7G は

リソソームに局在することが分かった。さら
に、7E と 7G はリソソーム以外にも細胞内の
小胞上に局在した。7D は定常状態ではリソソ
ーム状に局在しなかったが、赤血球の貪食刺
激によって形成される前貪食胞上に局在し、
貪食開始 30 分後に 7D が局在する前貪食胞が
酸性化した。よって、各々の Rab7 アイソタ
イプは細胞内局在が異なるが、リソソーム周
辺で機能していることが明らかになった。 
 
（３）Rab7B と Rab7A の機能分け 
 Rab7B と Rab7A の共局在を観察する為に、
3HA-Rab7B 大量発現株を用いて、Rab7B の局
在は抗 HA 抗体、Rab7A の局在を抗 Rab7A ウサ
ギ抗体で染色した。その結果、定常状態では
多くの Rab7B と Rab7A は共局在しないことが
分かった（下図）。つまり、28％の Rab7B 陽
性空胞は Rab7A と共局在し、60％の Rab7A 陽
性空胞が Rab7B と共局在した。このことは、
Rab7B と Rab7A が部分的に異なる空胞に局在
していることを示している。 
 

 

 
 
 3HA-Rab7B 発現株を用いてリソソーム酵素
であるシステインプロテアーゼ（CP）とアメ
ーバポア（AP）の局在を観察したところ、
3HA-Rab7B 空 胞 に は CP, AP な ら び に
LysoTracker Led が含まれていることを示し
た。そこで、リソソーム酵素の輸送を阻害す
る目的で 3HA-Rab7B H69L 変異を発現させた。
その結果、野生型 3HA-Rab7B 発現で観察され
た空胞が形成されなかった。細胞分画を行っ
たところ、3HA-Rab7B H69L 蛋白質は半分以上
が可溶画分に回収された。さらに、3HA-Rab7B 
H69L 発現株は CP の細胞外への分泌が上昇し
ていることが明らかとなった（下図）。この
現象は Rab7B に特異的であり、Rab7A のドミ
ナントネガティブ変異を発現させた株では
観察されなかった。よって、Rab7A と Rab7B
は一部の局在を共有しつつも機能は異なり、
Rab7B は Rab7A よりもリソソームに近い経路
で機能していることが分かった。 



 

 Rab7B がリソソームへの融合に関与してい
るならば、リソソームの酸性度にも影響を与
える可能性がある。そこで FITC ラベルした
酵母を貪食させることによりリソソームの
pH を計測した。その結果、貪食開始 2-10 分
間の pH の平均はコントロールの株では
4.58+0.11 であったのに対し、3HA-Rab7B H69L
発現株では 5.01+0.1 と上昇していた。よっ
て、3HA-Rab7B H69L の発現はリソソーム酵素
の輸送に障害を与えるだけでなく、リソソー
ムの酸性化にも影響を与えることが分かっ
た。 
 

 
 
（４）まとめ 
 本研究結果は、赤痢アメーバの Rab7 アイ
ソタイプには機能分けがあることを明らか
にした。モデル生物や多くの原虫では Rab7
が１種しかゲノムにコードされていないの
に対し、赤痢アメーバは９種の Rab7 アイソ
タイプをコードする。そして、そのアイソタ
イプ間の機能と局在は同一でなく、１種ごと
の Rab7 アイソタイプが異なる機能を担うこ
とが分かった。赤痢アメーバの病原性を理解
する上で、リソソーム酵素の輸送は非常に重
要である。よって、赤痢アメーバは宿主に寄
生するにあたって、リソソームへの輸送系を
多様化する必要があったのではないかと考
えている。 
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