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研究成果の概要（和文）：このプロジェクトでは、Entamoeba histolytica（E. histolytica）のポリアミン生
合成経路に関わる2つの酵素を精製し、特性評価しました。遺伝子サイレンシングとメタボローム解析を行い、
寄生虫の生存に必要なポリアミン経路酵素を特定しました。この酵素はヒトには存在せず、新しい薬剤のターゲ
ットとして考えられています。研究の目的は、この酵素を標的とした寄生虫の増殖を阻害する新しい薬剤を見つ
けることです。また、昨年度には1件の原稿を出版し、5件の共著を執筆しました。さらに、2つの原稿が現在審
査中であり、データを編集し、投稿準備中です。

研究成果の概要（英文）：In this project, we purified and characterized two enzymes involved in the 
polyamine biosynthesis pathway in E. histolytica. We conducted gene silencing and metabolome 
analysis of the polyamine biosynthesis pathway enzymes (Ornithine decarboxylase and a novel 
decarboxylase) in Entamoeba histolytica. We identified one polyamine pathway enzyme essential for 
parasite survival, which lacked a human homologue, making it a novel drug target candidate. We are 
optimizing a high-throughput screening assay against the novel decarboxylase identified in this 
study, aiming to find inhibitors that target this essential enzyme and inhibit the growth of the 
parasite.
In the last fiscal year, we published one manuscript and co-authored five manuscripts. Additionally,
 two manuscripts, one related to the Riboflavin pathway and the other related to the hexosamine 
biosynthesis pathway in E. histolytica, are currently under review. We are now compiling the data 
and preparing the manuscript for submission. 

研究分野： Parasitology
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Our research on drug development against protozoan parasites is significant. I identified enzymes 
crucial for parasite survival, potentially leading to new treatments. Socially, this work addresses 
global health challenges, offering new compounds to improve treatments and reduce disease burden.

※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 
赤痢アメーバ (Entamoeba histolytica) は、大腸炎、赤痢、肝膿瘍を引き起こす原虫です。世界
保健機構 (WHO) は、赤痢アメーバ感染による年間死者数を約 7 万人と報告しており、これは
熱帯熱マラリアに次ぐ 2 番目の死亡原因とされています。日本では、この病気は 5 類感染症と
して分類され、特に男性同性愛者や知的障害者に多く見られます。現在、赤痢アメーバ症の治療
にはメトロニダゾールやその類似体が使用されています。しかし、この薬剤に対する耐性株は臨
床例からはまだ確認されていないものの、散発的に治療に対する抵抗例が報告されています。さ
らに、実験室内の試験 (in vitro) では、赤痢アメーバが治療レベルの薬剤濃度に容易に適応し、
耐性を獲得することが示されています。このため、新しい抗赤痢アメーバ薬の開発が急務です。
新しい薬剤を開発するためには、赤痢アメーバ特有の代謝経路とそれに関与する酵素の同定が
不可欠です。 
プトレッシン、スペルミジン、スペルミンなどのポリアミンは、2 つ以上のアミノ基を有する低
分子化合物です。ポリアミンは細胞内に普遍的に存在し、生理的条件下で完全にプロトン化され
て正電荷を持ちます。この正電荷により、RNA、DNA、ATP、特定のタンパク質やリン脂質と
相互作用し、細胞の成育・増殖に重要な役割を果たしています。ポリアミン代謝経路は赤痢アメ
ーバを含めた真核生物の中で多様に変化しており、その重要性にもかかわらず未解明な点が多
く残されています。 
 
２．研究の目的 
赤痢アメーバや他の寄生原虫のゲノムには、S-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素、スペルミジン
シンターゼ、スペルミンシンターゼなど、他の生物でポリアミン生合成に関与する酵素の相同遺
伝子が存在しない。そのため、赤痢アメーバには古典的なポリアミン代謝経路が欠如していると
考えられてきました。スペルミジンはタンパク質翻訳開始因子 eIF5A のリジン残基をデオキシ
ハイプシンへと翻訳後修飾する際に使用されます。デオキシハイプシン合成酵素の発現を抑制
された赤痢アメーバでは生育阻害が起こり、同 eIF5A のハイプシン化と基質であるスペルミジ
ンの合成がアメーバの生育に必須であることが判明しました。申請者らのメタボローム解析に
よれば、増殖中の赤痢アメーバ栄養型にはスペルミン、スペルミジン、ノルスペルミジン、N8-
アセチルスペルミジンなどのポリアミンが豊富に存在し、嚢子化の進行に従ってこれらが劇的
に減少することが見いだされました。また、アスパラギン酸セミアルデヒドとジアミンからトリ
アミン(スペルミジン・ノルスペルミジン)を生合成する新規ポリアミン合成経路の可能性が示唆
されました。これらの知見から、赤痢アメーバは人とは異なる反応経路や新規酵素によってポリ
アミン生合成を行っていると考えられます。しかし、赤痢アメーバのポリアミン生合成および代
謝経路、生理機能の詳細は未解明であり、その解明が待たれています。 
 
 
３．研究の方法 
(1) メタボロミクス/質量分析による新規代謝産物の同定と代謝経路の確定: 安定同位体で標

識されたポリアミン前駆体、L-メチオニン、L-アスパラギン酸、L-アルギニン、L-プトレッ
シンを添加した標準培地で赤痢アメーバを0，0.5，3，9，24時間培養し、代謝物をメタノー
ル/クロロホルムで抽出する。抽出した代謝物をキャピラリー電気泳動−飛行時間型質量分
析装置（CE-TOFMS）に供試し、安定同位体標識された代謝物の分析を行う。Analyst QS 
softwareにてデータ解析を行い、ポリアミン生合成中間代謝産物を同定することによって
代謝経路を確定する。従来の代謝中間体でなく、新規中間体の検出(non-targeted 
metabolomics)を重視する。（2021年度） 

(2) 新規ポリアミン生合成酵素の精製・同定：各種のタンパク質分画法（塩析、各種クロマトグ
ラフィ、分画遠心など）を用いて、赤痢アメーバの細胞破砕液からポリアミン生合成の複数
の段階を触媒する酵素[先行研究から新規合成経路を触媒すると想定される、アスパラギン
酸セミアルデヒドとジアミン(1,3-ジアミノプロバンまたはプトレシン)からトリアミン(ス
ペルミジン・ノルスペルミジン)を作るアミノ転移酵素と脱炭酸酵素を予測、ゲノム中に複
数の候補遺伝子あり]の単離精製を行う。酵素活性の評価は、反応産物のHPLC分析にて行う。
精製タンパク質を質量分析法により解析し、ゲノムデータベースからポリアミン生合成経路
酵素の遺伝子を同定する。（2021, 2022年度） 

(3) 新規ポリアミン合成系酵素組換えタンパク質の発現と精製：大腸菌発現用にコドン最適化し
たポリアミン生合成経路酵素遺伝子で組換えタンパク質発現系を構築、発現させた組換えタ
ンパク質をクロマトグラフィにより単離精製する。（2022年度） 

(4) 新規ポリアミン合成系酵素の生化学的・細胞生物学的解析：精製された組換え体タンパク質
を使用して、その生化学的性質の詳細な解析（基質特異性、酵素学的パラーメーターの決定）
を行う。精製された組換え体タンパク質を使用して、これに対する抗体を作製する。得られ
た抗体を用いて赤痢アメーバ細胞の免疫染色を行い、新規ポリアミン合成酵素の細胞内局在



を検討する。（2023年度） 
(5) 新規ポリアミン合成系酵素の生理機能の解明：antisense small RNAによる転写発現抑制に

よって新規ポリアミン合成系酵素遺伝子の発現を抑制した赤痢アメーバ株を作製し、その表
現型（細胞内ポリアミンの濃度、タンパク合成効率、増殖速度、細胞分化の効率、ヒト細胞
への障害性など）の変化を解析する。（2023年度） 

 
 
 
４．研究成果 
私たちは、Entamoeba histolytica におけるポリアミン経路酵素である 2つの酵素（オルニチン
脱炭酸酵素と新規脱炭酸酵素）の精製および組換えタンパク質の生産を行いました。これら 2つ
の酵素の特性解析を完了しました。また、いくつかのポリアミン阻害剤（メチルオルニチン、ジ
アミノプロパン、ジフルオロメチルオルニチン）が赤痢アメーバの成長に及ぼす影響を調査しま
した。 

疎水性（ブチル-トヨパール）および陰イオン交換（MonoQ）カラムを使用したタンパク質精製
プロトコルを最適化し、HPLC を用いた酵素アッセイ（スペルミジンシンターゼ）を開発しまし
た。しかし、アメーバ溶解物中の酵素活性を確認することはできませんでした。 

この研究で同定されたポリアミン生合成経路酵素（オルニチン脱炭酸酵素と新規脱炭酸酵素）
の遺伝子サイレンシングを Entamoeba histolytica で実施し、そのメタボローム解析を行いま
した。新規ポリアミン経路酵素の発現がエピジェネティックな遺伝子サイレンシングによって
抑制されるトランスフォーマントの作成を試みましたが、失敗しました。この結果は、この遺
伝子が必須であることを示唆しています。 

しかし、このプロジェクトにおいて、寄生虫の生存に必須な新規ポリアミン経路酵素を 1つ特
定しました。この酵素はヒトの相同酵素が存在しないため、新規薬剤ターゲット候補として浮
上しました。現在、我々はこの研究で同定された新規脱炭酸酵素に対するハイスループットス
クリーニングアッセイを最適化しており、この必須酵素を標的とし、寄生虫の成長を阻害する
阻害剤の発見を目指しています。 
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