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研究成果の概要（和文）：我々は以前腸管寄生性原虫赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica)の

貪食と貪食胞の成熟にフォスファチジルイノシトール 3-リン酸を介したシグナルが重要であ

ることを示した。本研究ではリン脂質シグナルを介した貪食胞成熟の分子機構を明らかにする

ことを目的に研究を展開したが、その過程でリソソーム酵素を小胞体からリソソームあるいは

貪食胞へ輸送するレセプター分子を見出し、その機能解析を行った。CPBF1: cysteine protease 

binding protein family 1 と名付けた分子はシステインプロテアーゼ（CP）との結合分子とし

て見出され、E. histolytica ゲノムに 11 のファミリー分子として存在していた。少なくとも 4

つの CPBF はリソソーム酵素をリガンドとすることが明らかになっており、ファミリー分子間

でリガンドを分担し、輸送を行う分子群と考えられた。ここでは CPBF8 について機能解析を

行った。CPBF は酵母やヒトで MPR, Vps10p/Sortilin として知られる分子の機能ホモログと

考えられるが、ファミリー分子がこの役を担うのは初めての発見であった。 

 
研究成果の概要（英文）： In our previous study, we found the important role of 
phosphatidylinositol 3-phosphate during phagocytosis and phagosome maturation in 
enteric protozoan parasite Entamoeba histolytica. In this study we try to figure out the 
signaling from lipid mediator on phagosome maturation. As a result, we found a novel 
receptor molecule which involved in transport hydrolytic enzymes from endoplasmic 
reticulum to lysosomes or phagosomes and characterize their function. Cystene 
protease binding protein family 1 (CPBF1) is identified as a binding protein of cysteine 
protease and there are 11 familial genes encorded in E. histolytica genome. At least 4 
of them are bind to lysosomal hydrolase and we characterize CPBF8 in this study. It is 
suggests that these family molecules share their ligands and involved in lysosomal 
trafficking. In yeast or mammals there are receptors involved in ER to lysosome 
transport, i.e. MPR, VPS10p/Sortilin. CPBFs are functional homologue of these 
molecules but this is the first example the familial molecules involved in this process. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管寄生性原虫赤痢アメーバ (Entamoeba 
histolytica)の貪食は重要な病原機構である
が、その分子レベルでの理解は不十分である。
我々はイノシトールリン脂質[PtdIns]のひと
つ、フォスファチジルイノシトール 3 リン酸
[PtdIns(3)P]が貪食胞へ速やかに動員される
ことを見いだした。原虫ゲノムデータベース
に既知の PtdIns(3)P エフェクターが存在し
ないこと、貪食における PtdIns(3)P の動態
が動物細胞や酵母と大きく異なることから、
ユニークな分子機構の存在が予想された。ま
た、我々の研究から貪食に関わる分子が
PtdIns(4)P とアフィニティーを持つことが
示された（Nakada-Tsukui, 2009）。よって
PtdIns(4)P と貪食過程のかかわりについて
も検討を行った。また、これらの脂質シグナ
ルは貪食胞成熟のシグナルを担うと予想さ
れた。よって貪食胞の成熟化に関わる分子過
程の解明を行った。 

 

２．研究の目的 

(1) 赤痢アメーバの貪食に於けるイノシトー
ルリン脂質を介したシグナル伝達の解明。 

(2) 貪食胞成熟化に関わる分子機構の解明。 

 

３．研究の方法 

(1) 赤痢アメーバにおける PtdIns(3)P 結合
タンパク質の探索 

(2) 赤痢アメーバにおける PtdIns(4)P 可視
化の試み 

(3) 貪食胞成熟に関わる分子、リソソーム酵
素輸送体の同定と機能解析 

 
４．研究成果 
(1) 赤痢アメーバにおける PtdIns(3)P 結合
タンパク質の探索 

PtdIns(3)P に特異的に結合する分子を探索
する目的で、PtdIns または PtdIns(3)P を結
合したビーズによるアフィニティー精製を
試みた。１％Triton を含むバッファーで可溶
化した赤痢アメーバ粗抽出液と各ビーズを
混合し、結合分子を SDS-PAGE と銀染色に
より探索した。しかし PteIns ビーズに対し
ても結合分子が見いだせなかった。続いて
PtdIns(3)P を含むリポソームを作成し、フォ
スファチジルコリンリポソームと比べ高い
アフィニティーで結合する分子をやはり
SDS-PAGE と銀染色により探索した。しかし
バックグラウンドシグナルが高く、特異的な
タンパク質の特定には至らなかった。 

 

(2) 赤痢アメーバにおける PtdIns(4)P 可視
化の試み 

動物細胞で PtdIns(4)P に結合する分子プロ
ーブとして FAPP1, OSBP2 の PH ドメイン
が使用される。そこで各ドメインに GFP を
融合し、赤痢アメーバで発現と局在を検討し
た。GFP-FAPP1-PH は発現株の樹立ができ
ず、発現か安定性に問題があると考えられた。
GFP-OSBP2-PH は高い濃度の薬剤選択（通
常 10g/mL で外来遺伝子の発現がみられる
が、40g/mL での培養を行った）の後 GFP

とGFP-OSBP2-PH融合タンパク質の発現が
ウエスタンブロットで確認された。しかし
90％以上が GFP の大きさにとどまり、顕微
鏡による観察においても細胞内の膜構造へ
の局在が確認できなかった。 

そこで、テトラサイクリンによる発現誘導の
系を導入した。プローブの発現を一過性に行
うことでプローブ発現に伴う副反応が小さ
くなること、不安定なタンパク質でも短時間
の誘導により観察が可能になることを期待
した。しかし GFP-FAPP1-PH の発現誘導は
確認されず、GFP-OSBP2-PH も 90％以上が
GPF 単体の大きさで発現誘導された。以上よ
り赤痢アメーバで上記のプローブを使用す
ることは難しいと考えられた。 

 

(3) 貪食胞成熟に関わる分子、リソソーム酵
素輸送体の同定と機能解析 

PtdIns(3)P は貪食胞形成の後期から閉鎖し
た貪食胞に動員される。この挙動は貪食胞の
成熟化に関わる分子の動員と一致すると予
想された。そこで貪食胞へ動員されるタンパ
ク質分解酵素であり、同時に細胞外に分泌さ
れ、宿主細胞の障害に直接的にかかわること
が知られているシステインプロテアーゼ
（CP）に結合する分子の同定を試みた。50

以上存在する CP 遺伝子のうち、発現量が高
く病原性との関与が知られている CP5 につ
いてインフルエンザウイルスへモアグルチ
ニンタグ（HA タグ）を C 末端側に融合した
融合タンパク質の発現ベクターを作成し、
CP5-HA の安定発現株を樹立した。そこから
抗 HA 抗体を結合したアガロースビーズを使
用し、CP5-HA に結合している分子の免疫沈
降と、特異的結合パートナーの検索を行った。
検索は CP5-HA 発現・非発現細胞からの免疫
沈降物を SDS-PAGE で展開し、銀染色法で
タンパク質を可視化して行った。 

この結果、約 110kDa のタンパク質が
CP5-HA 特異的に結合し、質量分析から 903

アミノ酸をコードする遺伝子に由来するこ
とが明らかとなった。この分子は赤痢アメー
バゲノムに他に 10 の相同性のある遺伝子を
持つことからファミリー分子であると考え
られ、 cysteien protease binding protein 



family: CPBF と名付けた。 

過去に本研究室で行っていた貪食胞のプロ
テオーム解析から、CPBF6, 8 が貪食胞へ動
員されるタンパク質であることが示されて
いた。そこでマイクロアレイ解析から
CPBF1 に続いて発現量の高かった CCPBF8

の局在を C-末端側に HA タグを付した融合
タンパク質の安定発現株で観察した。 

 

図１・CPBF8 の局在。CPBF8-HA 発現株
で貪食胞（A）、リソソーム（B）、pyridine 

nucleotide transhydrogenase (PNT) (C) 

との共局在を検討した。（A）青く染めた
CHO 細胞を貪食した赤痢アメーバにおい
て緑で示す CPBF8-HA が貪食胞に動員さ
れてることを示す。（B）Lysotracker Red

にてリソソームを赤く染色した細胞で
CPBF8-HA の緑のシグナルが一部共局在
す る こ と を 示 す 。（ C ） 定 常 状 態 の
CPBF8-HA発現細胞を定常状態で抗HA抗
体（緑）、抗 PNT 抗体（赤）で染色した。
両者が良く共局在することを示す。 

 

図１に示すように、CPBF8 は予想通り貪食
胞へ動員され、リソソームと一部共局在し、
PNT とよく共局在した。PNT は赤痢アメー
バのファゴソームのプロテオーム解析で最
も頻度が高く検出されたタンパク質で、他種
生物ではミトコンドリア内膜に存在する。現
在赤痢アメーバ PNT がミトコンドリア痕跡
オルガネラであるマイトソームに存在しな
いことが明らかとなっており、貪食胞におけ
る独特な機能が予想されている。PNT もまた
貪食胞へと動員される分子であることから、
CPBF8 と輸送機構を共有し、両者の局在が

よく一致するのではないかと考えられるが、
詳しくは更なる研究が必要である。 

 

続いて CPBF8 と結合するタンパク質の同定
を行った。CPBF1 は CP5 を小胞体（ER）
からリソソーム/ファゴソームへ輸送するレ
セプター分子であったことから、CPBF8 も
リソソーム酵素を輸送することが予想され
た。CPBF8-HA 発現・または非発現株で抗
HA 抗体による免疫沈降を行い CPBF8-HA

特異的な結合分子を SDS-PAGE と銀染色に
て検索した。すると図 2 に示すように 6 種類
のタンパク質が CPBF8-HA 特異的に免疫沈
降された。 

 

図２・CPBF8-HA と HA のみ発現する細胞
からの抗 HA 抗体免疫沈降。SDS-PAGE と
銀染色から CPBF8 特異的に A~F で示す 6

種類の特異的バンドを検出した。 

A~F で示したバンドを切り出し質量分析に
よりタンパク質を特定したところ、A~C は
CPBF8：EHI_059830（予想分子量では C）、
E が-hexosaminidase -subunit (Hex)：
EHI_148130、F が lysozyme：EHI_199110, 

EHI_096570 であった。CPBF8 が A, B の
バンドに検出されたのは、糖鎖修飾によると

考えられた。以上より、CPBF8 は Hex と
lysozoyme と結合することが明らかとなった。 

表１・CPBF8-HA 発現株特異的に見出され
た 6 種類のバンドの質量分析結果 

CPBF8 の機能を知るため、CPBF8 遺伝子発
現抑制株（CPBF8gs）の作成を行った。
CPBF8 特異的遺伝子発現抑制は RT-PCR と
トランスクリプトーム解析により確認した
(図3)。A, B両方の結果はよく相関しており、
CPBF の間で CPBF8 特異的に遺伝子発現抑



制をしていることが確認された。 

 

 

図３・CPBF8 特異的遺伝子発現抑制の確認。
作成した CPBF8gs株からmRNAを精製し、
RT-PCR（A）、またはトランスクリプトー
ム解析（B）を行った。CPBF8 のみ特異的
に発現が抑制されていることがわかる。 

 

続いて CPBF8gs 株の Hex, lysozyme 活性を
細胞粗抽出液または精製した貪食胞で測定
した。Hex について、-hexosaminidase 

-subunit に対する特異的人工基質 MUGS 

(4-methylumbelliferyl--D-N-acetylglucosa

minide 6-sulfate ) と -hexosaminidase 

-subunit と-subunit 両方で切断される
MUG 

(4-methylumbelliferyl-β-D-N-acetylgluco
saminide)を用いて活性を測定したところ
細胞粗抽出液で MUGS でのみ活性が抑制
され、CPBF8gs により-hexosaminidase 

-subunit 活性が特異的に抑制されたことが
示 さ れ た ( 図 ４ A, B) 。 一 方 lysozyme, 

-amylase活性は細胞粗抽出液で変化がなか
った(図４C, D)。CPBF8 は貪食胞へ局在する
ことから、これらの結合分子を貪食胞へ輸送
する働きをすることが予想された。そこで貪
食胞分画を精製し各酵素の活性を測定した
ところ、細胞粗抽出液でも活性抑制が起きて
いた MUGS による Hex 活性だけでなく、
lysoxyme 活性も抑制されており、CPBF8 と
結合しない-amylase活性は変化しなかった 

(図３E)。lysozyme は CPBF8gs 株で確かに
ファゴソームへの局在が減少しており、
CPBF8gs株で lysozymeの輸送に欠損が起こ
っていることが明らかとなった(図４F)。 

 

 

 

図４・CPBP1gs 株における Hex、lysozyme

活性の検討。（A）細胞粗抽出液における
MUGS に対する Hex 活性。（B）細胞粗抽
出液におけるMUGに対するHex活性。（C）
細胞粗抽出液における lysozyme 活性。（D）
細胞粗抽出液における-amylase 活性。（E）
貪 食 胞 画 分 に お け る Hex, lysozyme, 

-amylase 活性。（F）貪食胞分画の各抗体
によるウエスタンブロット。CPBF8gs 株で
lysozyme, CPBF8 が消失している。 

 

続いて、CPBF8 の病原性への関係を検討し
た。赤痢アメーバは宿主大腸内で共生細菌を
貪食し栄養源とするとともに宿主細胞の貪
食も行い、組織侵入につながると考えられて
いる。また、CPBF8 は貪食胞に局在し Hex

や lysozyme の輸送に関与することから貪食
や貪食物の消化を制御することで病原性に
関わることが予想された。野生型、CPBF8gs

両 株 で グ ラ ム 陽 性 細 菌 Clostridium 
perfringens の貪食と貪食された細菌の消
化検討した。SYTO-59 で核を赤く染色した
C. perfringens を両株に与え、貪食効率を検
討したところ、両者に差は見られなかった。
しかし、貪食 4 時間後に桿菌である
C.perfringens の貪食胞内での形態を観察し、
SYTO-59 のシグナルが消化されず元の形態
を保った棒状か、消化され細胞の形態が崩れ
た丸型か、顕微鏡下でカウントした。すると
CPBG8gs 株で有意に棒状の細菌数が上昇し
た（図５A, B）。さらに動物細胞に対する障
害活性を検討したところ、有意差は出なかっ
たものの、CPBF8gs 株で障害活性が低下す
る傾向が見出された（図５C）。この活性は



システインプロテアーゼ阻害剤(E-64)存在下、
CPBF8gs 株でより顕著に低下した(図５D) 

よって、CPBF8gs 株で貪食物の消化、動物
細胞への障害活性が低下し、CPBF8 が赤痢
アメーバの病原性にも関与することが示さ
れた。 

図５・CPBF8 の貪食、貪食物消化、動物細
胞障害活性のへの関与の検討。（A）野生株、
CPBF8gs 株で C. perfringens の貪食と貪食
された C. perfringensの消化効率を検討した。
赤痢アメーバと C. perfringens を共培養後 4

時間で顕微鏡下で C. perfringens の形態を観
察し、未消化（棒状）か、消化（丸型）かか
ぞえた。（B）は￥（A）の結果のグラフ。（C）
CHO 細胞への障害活性の検討。（D）CHO

細胞への障害かっせの検討。E-64 存在下。 

 

以上の結果より CPBF8 は Hex, lysozyme を
貪食胞へ輸送する分子であると考えられた。
今後、他の CPBF のリガンド特定や機能解析、
さらに CPBF8 を含めた CPBF の立体構造解
析が待たれる。 
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