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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバ症は世界で最も深刻な感染症の一つである。私たちは赤

痢アメーバ原虫に存在して人にはない酵素である「含硫アミノ酸分解酵素」に着目し、その反

応機構、薬剤標的としての意味付け、および生理学的な重要性を明らかにすることを試みた。

研究の結果、この酵素の反応機構を結晶構造レベルで詳細に解析することに成功した。また、

私たちが薬剤候補と考えている化合物がどのように殺アメーバ作用を示すか明らかにした。本

研究は新規抗アメーバ薬剤を開発する上で有用な情報をもたらすと期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：Amoebiasis is one of the major infectious diseases worldwide. We 

focus on the sulfur-containing amino acids degradation enzymes, which present exclusively 

in the pathogen but missing in humans. We investigated the reaction mechanism, the 

characterization as a drug target, and physiological roles of the enzymes. We successfully 

elucidated the reaction mechanism at crystal structure level, and demonstrated that how 

the lead compounds exhibited the toxicity to amoeba. Our research will provide the 

valuable information on the rational design of novel anti-amoebic drugs. 
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１．研究開始当初の背景 

赤痢アメーバ症は発展途上国を中心に年間

5000 万人が感染し、死亡者数は 4～7 万人に

達すると推定される。日本の感染者数は近年
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増加しており、年間数百件の症例報告がある。

本症を引き起こす寄生性原虫 Entamoeba 
histolyticaは腸管内で炎症を引き起こし、

一部は組織に侵入して膿瘍を形成する。本症

に対する薬剤は組織に侵入した原虫にのみ有

効で腸管内の原虫には効果がなく、さらに薬

剤耐性株の出現も示唆されていることから、

新規抗アメーバ薬の開発は緊急の課題である。 

 本原虫は含硫アミノ酸（メチオニンやシス

テインなど）をケト酸・アンモニア・チオー

ルに分解する酵素メチオニンγ－リアーゼ

（MGL）を持つ。本酵素はヒトには存在しない

ことから有望な創薬標的として期待できる。

研究代表者らはメチオニンの類似体トリフル

オロメチオニン（TFM）が顕著な殺アメーバ作

用を示すことを明らかにしている。TFM を出

発材料としてとして殺アメーバ薬を開発する

上で、MGL の酵素学的特徴（特に基質の分解

メカニズム）、および原虫内での生理的役割を

明確にすることは極めて重要である。本原虫

は基質特異性が多少異なる2種類のMGL（MGL1

とMGL2）を持つが、酵素学的パラメーターを

詳細に比較しても MGL2 が存在する理由を明

確にできなかった。しかしMGL1とMGL2はほ

ぼ等量発現していることから、MGL1では代用

できない何らかの役割を MGL2 は担っている

はずである。また、TFM は MGL1 より MGL2 に

よってよく分解されることから、MGL2の生理

的役割は解明すべきである。 

 MGL1 と MGL2 の基質特異性と一時構造レベ

ルを明らかにすることも試みた。細菌

（Pseudomonas putida）の MGL で提唱されて

いる反応機構を参考に変異体を作製して酵素

活性を調べたところ、補酵素ピリドキサール

5'リン酸の近くに位置するシステイン残基が

基質特異性に重要な意味を持つことが判明し

た。しかしこのシステイン残基が具体的にど

のように基質に作用するのかは未解決である。

また、TFM に対する反応性の違い（前述のよ

うにTFMはMGL1よりMGL2によってよく分解

される）は、このシステイン残基および他の

残基の変異でもうまく説明ができなかった。 

 

 

２．研究の目的 

赤痢アメーバ原虫のMGLの反応機構と生理的

役割を明らかにし、新規抗アメーバ薬開発に

役立つ情報を得る。 

 

 

３．研究の方法 

大別して以下 2 つのアプローチから研究を進

めた 

(1) 立体構造レベルでの MGL の反応メカニズ
ムの解明。野生型と変異体の結晶構造を

詳細に比較し、さらに酵素−基質複合体や

反応中間体を作製して、反応過程の詳細

な解析を試みた。 

(2) 基質や薬剤リード化合物をアメーバに与
え、その挙動をメタボロミクスの手法で

解析し、MGLの生理的役割の解明と創薬標

的としての特徴付けを行った。 

 

 

４．研究成果 

(1) 立体構造レベルでの MGL の反応メカニズ
ムの解明 

2種類のMGLのうち一方（MGL1）の結晶化に

成功した（もう一方はすでに結晶化済み）。両

方を比較してみたところ、活性中心を構成す

るアミノ酸の位置関係に若干の違いが見られ

るが、それが基質特異性にどう関係するか明

確に説明できなかった。これを明らかにする

ため酵素-基質複合体の作成を試みた。その結

果、構造の異なる数種類のMGL1-メチオニン

の複合体が得られた。それらを並べると反応

過程を約8種類に区分することができた。そ

の中にはいくつかの新規の反応が含まれる。

他の酵素と比較しても、反応過程をこれほど

詳細に結晶レベルで観察できたのは初めてで

ある。 

(2) MGL の生理的役割の解明と創薬標的とし

ての特徴付け 

MGLは酵素学的特異性が際立っているにも

かかわらず、生理学的役割はよく分かってい

ない。それを明らかにするためMGLに関連し

た代謝産物をメタボロミクスの手法で観察し

た。赤痢アメーバ原虫は無機硫黄からエネル

ギーを使ってシステインを合成する経路を持

つ一方で、MGLのはたらきで生じたチオール

はそのまま体外へ排出されている。これはエ

ネルギーの無駄に見えるので何らかの形で硫

黄をリサイクルしていると予想し、標識され

たメチオニンやセリンをアメーバに与えて代

謝過程を詳細に解析したところ、メチオニン

の分解で生じたチオールは、セリン由来の代

謝産物と結合してS-メチルシステインになり、

その量はシステイン欠乏下で増加することが

判明した。 

薬剤リード化合物TFMの有効性を上げるた

め、誘導体化して殺アメーバ作用を検討した。

酵素学的性質や結晶構造からTFMのカルボキ

シル基なら官能基の導入が可能であると判断

し、そこに様々な官能基をつけた誘導体を作

製して抗アメーバ作用を検討した。その結果、

いくつかの化合物が既存の薬剤より優れた有



 

 

効性を示した。TFM誘導体の作用メカニズム

を明らかにするため代謝過程を調べたところ、

TFM誘導体はアメーバのプロテアーゼのはた

らきでいったんTFMに変換されたのち毒性を

示すと予想された。これらのことは今後の抗

アメーバ薬の開発に役立つと考えられる。 
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