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研究成果の概要（和文）：N末端シグナルペプチドは小胞体からのタンパク質輸送に必要である。しかしシグナ
ルペプチドが無くとも細胞外に分泌されるタンパク質は原虫や宿主細胞で複数報告されている。本研究では、小
胞体に局在する赤痢アメーバのRab8A GTPaseによってEhTolAが細胞表面に輸送されることを示した。EhTolAはN
末端にミリストイル化修飾を受けることが輸送に必要だと考えられた。またマラリア原虫でも、小胞体に局在す
るミリストイル化PfRab5bが、ミリストイル化される基質のAK2を寄生胞膜への輸送に関与していること、また
PfRab5bの輸送制御に関わる結合因子の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The N-terminus signal peptide of secreted proteins is required for the 
protein to be transported out of the endoplasmic reticulum. However, several secreted proteins 
without a signal peptide have been reported in protozoa and host cells. In this study, I showed that
 EhTolA is transported to the cell surface by the endoplasmic reticulum-localized Rab8A GTPase in 
Entamoeba histolytica. N-terminal myristylation modification of EhTolA was necessary for transport 
to the amebic cell surface. In addition, myristoylated PfRab5b GTPase, which is localized to the ER,
 is involved in the transport of myristoylated substrate, AK2, to the parasitophorous vacuolar 
membrane in Plasmodium falciparum. The regulatory factors involved in the regulation of PfRab5b were
 also analyzed.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 赤痢アメーバ　マラリア原虫　Rab GTPase　メンブレントラフィック

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
寄生性原虫は宿主表面の抗原を認識・接着した後に細胞侵入を開始するため、原虫の細胞表面への表面抗原の輸
送機構の解明は重要である。本申請課題で解析を行った赤痢アメーバとマラリア原虫は共に国内外で感染者が多
く、感染防御の機構解明が必要である。本研究結果により赤痢アメーバとマラリア原虫は、共に特殊な細胞内輸
送系を獲得していることが明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞外へのタンパク質輸送は、分泌タンパク質の N 末端にシグナルペプチドがあることが小胞
体からの輸送に必要である。しかしシグナルペプチドが無くとも細胞外に分泌されるタンパク
質は原虫や宿主細胞で複数報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
一般的な真核生物の細胞内輸送では、シグナルペプチドを有するタンパク質は Sar1 GTPase の
制御により、COPII 小胞を介してゴルジ体に輸送される。しかし赤痢アメーバとマラリア原虫に
それぞれ EhRab8A と PfRab5b という独自の Rab GTPase が小胞体に局在し、それらの局在が Sar1 
GTPase/COPII 小胞とは異なることが報告されている。よって、原虫独自の輸送経路の解明を行
うことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
赤痢アメーバの EhRab8A 依存的に細胞表面に輸送されるタンパク質を、細胞表面のビオチン化

と質量解析によって単離した。得られた候補タンパクが細胞表面に輸送されることを、タグを付
加した形質転換アメーバ株の作成と、蛍光抗体染色によって確認した。候補タンパク質の機能を、
発現抑制株の作成によって確認した。 
マラリア原虫の PfRab5b の結合タンパク質候補として PfArf1, PfRab1b, PfSec7 が単離されて

いる。それぞれの候補タンパク質が PfRab5b 依存的に輸送されるかどうかを、PfRab5b の GTP 固
定、ならびに GDP 固定型変異との共発現株を作成し、候補タンパク質の輸送阻害を蛍光抗体法に
よって観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
赤痢アメーバの EhRab8A 発現抑制株と、野生株との細胞表面プロファイル比較を行うことによ
り、EhRab8A 発現抑制株で細胞表面への提示が低下する EhTolA を候補として得た。EhTolA には、
赤痢アメーバゲノムに他に５つのホモログが存在していたが、EhTolA 特異的な発現抑制株を作
成することが可能であった。EhTolA の表現系として、赤血球への接着が低下すること、またプ
ラスチックプレートへの接着低下も観察された。しかし、コラーゲンコートプレートへの接着は
影響を受けなかったため、細胞接着の特異性を認識していると考えられた。定常状態での TolA
の局在を観察するために、内部のコイルドコイル領域に FLAG タグを挿入し、発現誘導可能なプ
ロモーターの下流で発現させる赤痢アメーバ形質転換株を作製した。抗 FLAG 抗体で染色した
TolA の細胞内局在は、phagocytic cup であり、赤血球を捕獲した非常に初期の phagosome に
局在していた。また、細胞辺縁の TolA の局在はファロイジンで染色される F-Actin と共局在し
ていた。TolA は細胞表面にも検出されるのに関わらず、シグナルペプチドと膜貫通ドメインが
存在しない。２番目のアミノ酸がミリストイル化修飾を受けると予測されるグリシンであるた
め、このグリシン残基をアラニン置換することで、TolA の細胞辺縁への局在が阻害された。よ
って TolA はミリストイル化を受け、細胞辺縁への集積に必要であることが分かった。 
 
マラリア原虫の小胞体に局在する Rab5b GTPase (PfRab5b) が、同じく N末端にミリストイル化
修飾を受ける AK2 タンパク質の輸送に関与していることが明らかになっている。PfRab5b の輸送
メカニズムを明らかにするために、共免疫沈降と質量解析によって結合タンパク質の単離を試
み、PfArf GTPase、PfRab1b, PfSec7 を候補として得た。候補タンパク質のうち PfArf GTPase は
N 末端がミリストイル化修飾をうける。PfArf と PfRab5b との二重発現株を作成し、PfArf はマ
ラリア原虫の小胞体近傍で PfRab5b と共局在していることを確認した。PfRab5b の変異型を発現
させると、ミリストイル化 AK2 の輸送が阻害されることが報告されている。そこで PfArf の変異
型を発現しても、AK2 の輸送が阻害され細胞内に蓄積することを示した。別の候補タンパク質の
PfRab1b の変異型を発現した際には、AK2 の輸送阻害は観察されなかった。よって、マラリア原
虫でもシグナルペプチドに依存しない輸送経路を解明することができた。 
 
PfArf1 による細胞外タンパク質の輸送がシグナルペプチドを有する輸送タンパク質には影響が
ないことを確認した。マラリア原虫の赤血球に輸送されるタンパク質にはシグナルペプチドの
下流に PEXEL (plasmodium export element) モチーフを有する。その１つの PEXEL タンパク質
である Rifin (PlasmoDB accession number, PFA0745w) の PEXEL 領域の直後に RFP を融合させ
た fusion タンパク質の輸送が PfArf1 に調節されているかどうかを検討した。その結果、Rifin-
RFP の感染赤血球への輸送は、GDP 型 PfArf1 と共発現させることにより、原虫細胞内へと蓄積



した。また、PfArf1 と同様に PfRab5b 結合タンパク質として単離されている PfRab1b の GDP 型
を発現させた場合でも、Rifin-RFP の細胞外への輸送は阻害された。小胞体近傍に局在する
PfRab5b がエフェクターを介して PfArf1 を活性化し、AK2 の詰め込みと寄生胞膜への輸送を担
う。その後 PfArf1 が局在する膜は成熟し PfRab1b と相互作用する。最後に PfRab1b は小胞体か
ら輸送された Rifin をゴルジ体へと輸送するモデルが考えられた。 
 
最後に、Sec7 ドメインを含むタンパク PF3D7_1442900 の解析を行った。他種生物で Sec7 は Arf1 
GTPase の guanine nucleotide exchange factor グアニンヌクレオチド交換因子(GEF)と機能を
もち、GDP 型の Arf1 を GTP 型へと活性化する働きがある。ヒトには Sec7 ドメインはタンパク質
は複数ゲノムに存在するが、マラリアの Sec7 はゲノムに１つしか存在せず、ヒト Sec7 よりも倍
の 400kDa の大きさを持つ。PF3D7_1442900 は中央に Sec7 ドメイン、N 末に ARM ドメイン
(Armadillo repeat)、C 末はマラリア種間で保存した配列が存在した。マラリアの Sec7 の機能
を解析するために、Plasmodium berghei Sec7 に C 末端側に mCherry を融合させた PbSec7-
mcherry を発現させる原虫株を single crossover 法で作成した。赤内期では mCherry のシグナ
ルは核周辺のドット状構造を示し、 赤内期の進行とともにシグナルのドットの数は多くなった。
赤内期の原虫ライセートを還元状態の NuPAGE ゲルで泳動を行い、抗 mCherry 抗体でウエスタン
ブロットを行うと、400kDa のサイズのバンドが得られ、全長の PbSec7-mCherry が発現している
ことが分かった。また、非還元状態の BN-PAGE ゲルで泳動すると、800kDa のサイズのバンドが
得られ、細胞内で PbSec7 は二量体を形成、あるいは他のタンパク質と相互作用していることが
示された。PbSec7 が PfArf1 と相互作用していることを確認するために、PbSec7-mCherry と
PfArf1-mAG を同時に発現する二重発現株を作成したところ、両者のシグナルは核近傍で一致し
た。よって、ミリストイル化 Rab5b の結合タンパク質 Sec7 と Arf1 は、核近傍で輸送調節を行っ
ていることが考えられた。 
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