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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバで多様化したレトロマー構成因子の機能解明を目指した本研究により、
いくつかの構成因子特異的機能が明らかとなった。特筆すべきは、Vps35-1がレトロマーの貪食胞への動員を制
御していること、Vps35-2が病原因子である分泌されたシステインプロテアーゼの活性を制御していることが明
らかになったことである。また、それぞれの構成因子が異なるレトロマーのコア複合体を形成し、異なるコア複
合体同士で二から四量体を形成していることである。本研究により、レトロマーの高度に複雑な複合体の構成と
その異なる機能の一旦、特にVps35-1, Vps35-2が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study, which aims to elucidate the functions of retromer constituents 
that have diversified in Entamoeba histolytica, has clarified several constituent-factor-specific 
functions. Notably, Vps35-1 regulates the recruitment of retromers to phagocytic vesicles, and 
Vps35-2 regulates the activity of secreted cysteine proteases, which are virulence factors. is. In 
addition, each component forms a different retromeric core complex, and the different core complexes
 form dimers to tetramers. This study revealed the organization of a highly complex complex of 
retromers and their distinct functions, especially Vps35-1 and Vps35-2.

研究分野：分子寄生虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レトロマーはパーキンソン病やアルツハイマー病の原因遺伝子であるVps35を含む複合体だが、レトロマー構成
因子のisotypeの違いによる役割の違いは未だよく明らかになっていない。本研究により、レトロマー構成因子
のそれぞれのisotypeによる異なる働きの一端が明らかとなったことはレトロマーの機能を明らかにするために
重要である。
これを軸として、他のisotypeの機能や複合体の形成様式が明らかとなれば、赤痢アメーバのみならず、哺乳類
における上記の疾病の原因解明と新規治療方法の発見に繋がことが期待される。

※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 

(1) 赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica)とその病原機構理解の現状 

全世界人口の約 1%に感染、赤痢・肝膿瘍を起こし、年間約 10万人が死亡する。治療薬として

は、メトロニダゾールのみが唯一の選択薬剤であり、新規治療薬標的の発見が求められている。

赤痢アメーバでは細胞接着・貪食・プロテアーゼ分泌が病原性の中心を担っているとされる 

(Labruyere & Guillen, 2006; Ralston et al., Nature, 2014)(図 1)。貪食対象物のリソソームでの分解や

プロテアープロテアーゼの分泌にはレトロマー複合体(レトロマー)が深く関与している(詳細は

後段を参照)。 

(2) 一般的なレトロマー複合体の機能 

ヒトにおいてレトロマーは大きく 2種類の経路(1. エ

ンドソーム→ゴルジ; 2. エンドソーム→細胞膜)で多

様な輸送体/受容体 (e.g., 1. プロテアーゼ輸送体; 2. グ

ルコース・β2アドレナリン・グルタミン受容体など)の

逆行輸送を調節している(図 2)。そのため、レトロマー

のコアタンパク質の欠損は、プロテアーゼの輸送・分

泌、小胞輸送全般に異常を来し、リソソームの機能不

全をもたらす。レトロマー構成因子である Vps26a, Vps35 欠損マウスは胎生致死である(Wen et 

al., 2011; Kim et al., 2010)。ヒトの Vps35変異は神経伝達物質の放出を障害し、パーキンソン病の

原因となる (Eleuteri and Albanese, 2019)。アルツハイマー病にもレトロマーの安定性が関連して

いる (Mecozzi et al., 2014)。 

(3)

レトロマー複合体コアタンパク質アイソタイプの多重性と下流シグナル：他種生物での知見 

レトロマーは 3 つのコアタンパク質(Vps26, 29, 35)による中核(=積荷選択 中心複合体)を形成

し、さらに SNX [PX domain(リン脂質結合)]と Rab7 (低分子量 GTPase)などと結合することで機

能する(P.4の図 4)。多くの生物ではレトロマーの上記コア構成因子は各々1種類だが、一部の動

物・植物・原虫では複数の isotypeが存在する(ヒト Vps26×2; シロイヌナズナ Vps26×2, Vps35

×3)。ヒトに存在する 2 種類の Vps26a/b は異なるタンパク質(TBC1D5/GOLPH3 や CI-M6PR)と

選択的に結合することが知られる。Vps26aのみ胎生致死である(Bugarcic et al., 2011)。しかし一

般に isotypeの違いによる機能の相違はほとんど知られていない。 

(4) 赤痢アメーバにおけるレトロマー複合体の多様化について 

 
図 2:細胞内での逆行輸送(破線で囲まれた部分) 



申請者のゲノム探索の結果、赤痢アメーバではコアタンパク質の多様化が見られた[Vps35×5

個(a-e), Vps26×6個(a-f), Vps29×1個]。双方向的免疫沈降実験の結果、レトロマー形成時に幾つ

かの組み合わせが存在すること

が示された(図 3左)。また、SNX3 

(PX domainタンパク質、種特異的)

が Vps35a, bと Vps26a-cを含む複

合体に、Rab-GAP (Rab活性化タン

パク質)が Vps26a, b, eを含む複合

体のみと選択的に結合すること

が明らかとなった (図 3右)。同時

にレトロマーは 250-700 kDaの少

なくとも 4種類の大きさの複合体

を形成することを確認している。以上、レトロマーが複数種存在し、異なる機能を持つことを示

唆している。 

 

 

２．研究の目的 

赤痢アメーバのレトロマーの構造と機能の多様性を解明する。コアタンパク質 Vps26, 35 の各

isotypeの生理的役割(e.g., 運搬する積み荷、経路)の相違を解明する。また Vps26, 35の各 isotype

に結合する新規タンパク質(e.g., PX domainタンパク質や Rab-GAP)の機能を解明し、レトロマー

全体としての構造、多層的制御、病原機構への関与を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

(1). コアタンパク質(Vps26,29,35)の遺伝子抑制株を用いた各レトロマー構成因子の機能の解明 

コアタンパク質の各 isotype (Vps35a-e, Vps26a-f, Vps29)の発現抑制株を antisense small RNAによ

る gene silencing法で作成する。BlueNative-PAGEを行い、複合体の有無やサイズの変化によりコ

アタンパク質の各 isotypeの複合体形成における役割を明らかにする(各 isotypeが 250-700kDaの

複数の複合体を形成することを既に野生株で確認)。Vps26a,b と Vps35a の関与が示された

(Nakada-Tsukui Mol Biol Cell 2005)リソソーム酸性化やプロテアーゼ分泌等への影響を検証する。 

(2). 新規 SNXの脂質結合特異性と局在解析 

免疫沈降によりコアタンパク質 isotype 特異的結合(Vps35a,b; Vps26a-c; Vps29 のみ)が確認され

た SNX3(図 3, EHI_064590)には、phosphatidyl 3-phosphate (PI3P)への結合が知られる PX domainが

存在し、このレトロマー()を選択的に、PI3P依存的にエンドソームに動員することが予測され

る。HA, GFP 標識付加した SNX3 を発現する赤痢アメーバ株を樹立する。任意の脂質を固相化

したニトロセルロース膜に前述の抽出液を反応させ、抗 HA(又は GFP)抗体で検出し SNX3の脂

質特異性を確認する。GFP-SNX3発現株を用いたライブイメージングによりプロテアーゼ輸送・

エンドサイトーシス・貪食・咀嚼食における関与(Watanabe Cell Microbiol 2020)を時空間分解的に

予測する。SNX3発現抑制株を用いて、SNX3発現抑制株における Vps26-35各 isotypeの局在と上

記表現型を観察し、生理的役割を再検証する。 

(3). 特異的レトロマー複合体結合 Rab-GAPが不活性化する Rabの特定 

2と同様に、低分子量 GTPase Rab-GAP(不活化因子, EHI_169850)はコアタンパク質 isotypeのう

 
図 3:赤痢アメーバにおけるレトロマー複合体/機能の多様化 



ち、Vps26a,b,eのみへの結合により同定された(図 3)。Rabは真核生物に普遍的に保存される小胞

輸送の主要な調節因子である。Rab-活性化因子(GEF)により活性化され下流のエフェクターを動

員し、Rab-GAP により不活性化される。赤痢アメーバには 100以上の Rab(ヒトの 2倍)と 40以

上の Rab-GAPが存在することからも Rabは本原虫の膜輸送を中心的に制御すると言える。この

Rab-GAPが制御する Rabを同定するため、HA又は BioID標識を付加した Rab-GAPを発現する

赤痢アメーバ株を作成し、免疫沈降または近接依存性ビオチン化標識法により相互作用タンパ

ク質の同定を行い、2と同様の手法でこのレトロマー()の局在と病原機構への関与を検証する。 

 

 

４．研究成果 

それぞれの isotype に HA タグをつけて、赤痢アメーバ内に発現させ、免疫沈降と BN-PAGE を

行なった。その結果、レトロマーは異なる構成因子により、異なる trimerを形成することが明ら

かとなった。また、その trimer が dimer, trimer, tetramer などの super complexを形成することも

BN-PAGEの結果から明らかとなった。免疫沈降したサンプルをMS解析した結果、isotypeごと

に異なるエフェクタータンパク質と結合することも明らかとなった。それぞれの super complex 

は、異なるエフェクターと結合することで、異なる機能を持つことが示唆された。 

また、HAタグ付きタンパク質の発現株において、細胞内/細胞外のシステインプロテアーゼの活

性を測定した。その結果、Vps35-bの過剰発現でのみ、細胞内/細胞外のシステインプロテアーゼ

の活性が上昇した。 

さらに、Vps35-aまたは Vps35-b遺伝子発現抑制株において、Vps26-a/bの phagosome, trogosome

への局在化を観察した結果、Vps35-a遺伝子発現抑制株でのみ、Vps26-1/2の phagosome, trogosome

への動員が阻害された。 

これらの結果は、Vps35が isotypeごとに異なる役割を持つことを示している。 

 

HA-SNX3 発現赤痢アメーバ株を樹立し、その局在を観察した結果、HA-SNX3 は Vps26 と小胞

の膜上ではなく、細胞質内で Vps26が凝集した部分で共局在することが明らかとなった。 

 

また、HA-RabGAP 発現赤痢アメーバ株を樹立し、その局在を確認したところ、HA-RabGAP の

局在も小胞膜上ではなく、細胞質全体と、dot状の小さな凝集体に局在していた。部分的に Vps26

との共局在が確認できた。 

これらの結果から、SNX3と RabGAPはレトロマーの機能に必要である可能性が示唆された。 
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