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研究成果の概要（和文）：腸管内寄生原虫赤痢アメーバの貪食特異性を解析するために、細胞内の分子スイッチRab8細
胞内局在を検討した結果、Rab8はBiPと最も高い共局在を示し、小胞体に局在することが分かった。また、ER exit sit
eマーカーのSec13とは局在が一致せず、COPII小胞には組み込まれないことが示唆された。よって、Rab8が細胞外に輸
送する細胞表面レセプターは、COPIIを介していないことが予測された。

研究成果の概要（英文）：Phagocytosis is indispensable for the pathogenesis of the intestinal protozoan 
parasite Entamoeba histolytica. This report showed that in E. histolytica Rab8A, which is generally 
involved in trafficking from the trans-Golgi network to the plasma membrane in other organisms, but was 
previously identified in phagosomes of the ameba in the proteomic analysis, primarily resides in the 
endoplasmic reticulum (ER) and participates in phagocytosis.
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１．研究開始当初の背景 
	 赤痢アメーバが宿主細胞や細菌を貪食す
る際には、異なる細胞表面レセプターが貪食
の対象を認識している。特に、細胞表面の
Gal/GalNac レクチンが貪食の対象を認識す
るのに重要であり、Gal/GalNac レクチンは赤
痢アメーバの病原性を考える上で、重要な表
面レセプターである。近年の赤痢アメーバの
ゲノム情報の公開により、赤痢アメーバには
TMKファミリーと総称されるGal/GalNacレク
チンに相同性を示す膜タンパク質が 80 種類
以上も存在することが明らかとなった。さら
に、TMK ファミリーの幾つかのサブファミリ
ーは、赤血球や細菌など、対象物の認識に関
与していることが報告されている。しかし、
赤痢アメーバ表面には他にも多くの細胞表
面タンパク質が提示されており、その機能や
細胞外への提示機構は明らかにされていな
い。	 
	 
２．研究の目的 
 申請者は真核生物に保存された細胞内輸送
経路のスイッチタンパク質 Rab	 GTPase の解
析を行い、赤痢アメーバなど貪食能を有する
原虫には、細胞内輸送関連遺伝子が多様化し
ていることを報告してきた。また、Rab	 GTPase
の局在や機能も、マクロファージとは異なっ
ていた。このことは、赤痢アメーバの細胞内
輸送が、貪食能の獲得とともに、特殊化して
きたことを示唆している。貪食の特殊性を解
析するために、赤痢アメーバのファゴソーム
のプロテオーム解析で Rab8 のモホモログが
同定されていた。Rab8 の貪食における役割を
解析するために、Rab8 の発現抑制株を作成し
たところ、貪食効率が低下することが分かっ
た。よって、Rab8 には、対象物の認識に必要
な細胞レセプターの輸送に関与しているこ
とが示唆された。本研究では、Rab8 の細胞内
局在を解析すると共に、細胞表面レセプター
の輸送メカニズムを明らかにすることを目
的にする。	 
	 
３．研究の方法 
	 Rab8 の細胞内局在を解析するために、TGN
マーカーの Rab11B,	 エンドソーム系に局在
する Vps26 との共局在をそれぞれの特異的な
抗体を用いて観察した。また小胞体マーカー
として、小胞体内腔シャペロンの Hsp70 であ
る Bip	 (EHI_199890)、小胞体からの COPII	 小
胞の出芽に必要なコートタンパク質 Sec13	 	 
(EHI_001050)	 の抗体を作成した。BiP は C 末
端ドメインに相当する 433-661 残基を、Sec13
は全長の大腸菌の組換えタンパク質を作成
した。また、ゴルジ体マーカーとしてシスゴ
ルジに局在する繋留因子 SNARE である Sed5	 
(EHI_148750)	 と	 糖鎖合成酵素ガラクトシ
ルトランスフェラーゼ GalT1	 (EHI_000660)	 

の GFP 融合遺伝子を作製し、赤痢アメーバで
初めて小胞体とゴルジ体の可視化を行った。	 
	 
４．研究成果	 
 今回作成した抗Bip抗体で染色した赤痢ア
メーバの小胞体は、ER 内腔に局在する組換え
タンパク質(シグナルペプチド GFP-KDEL）と
間接蛍光顕微鏡観察ではシグナルが完全に
共局在した。その染色像は、以前、赤痢アメ
ーバの ER として報告されていた細胞全体に
広がるネットワーク状の構造を示した。また、
Sec13 の局在は、薄い細胞質の局在と、強い
ドット状の局在像を示した。この強いドット
状のシグナルは、調節可能なテトラサイクリ
ンのプロモーター下流で一過的に発現させ
た積み荷タンパク質（システインプロテアー
ゼ 5-HA）の染色像と一致し、このドットが
ERからのCOPII小胞の出芽部位（ER	 exit	 site）
であると考えられた。	 

図１、赤痢アメーバの COPII	 小胞出芽部位	 
（ER	 exit	 site）の可視化。調節可能なテト
ラサイクリンプロモーター下流で２時間発
現誘導させた積み荷タンパク質と共局在す
るドット状の構造が観察された。	 
	 
GalT1-GFP の染色像は、BiP で染色されるネ
ットワーク構造の表面の特異的部分にドッ
ト状に近接していた。このことは、赤痢アメ
ーバの ER が発達しておらず、小さなオルガ
ネラであることを示す。実際に、赤痢アメー
バには、ゴルジ体に局在する糖タンパク質合
成遺伝子酵素群が欠質している他、ゴルジ体
層版間輸送に関与する Rab6 や GRASP などの
ホモログ遺伝子が欠質している。	 

図２、抗BiP抗体で染色したER	 (緑)	 とGalT1
で可視化したゴルジ体（赤）。ネットワーク
状の ER の周辺にドット状の GalT1 のシグナ
ルが局在していた。	 
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赤痢アメーバのシスゴルジ SNARE ホモログで
ある Sed5 は、ヒトと酵母の Sed5 ホモログと
28％ならびに 24％の相同性を示し、赤痢アメ
ーバにコードされる 25 個の Syntaxin の中で
最も高い相同性を示した。間接蛍光観察での
赤痢アメーバの Sec5 は GalT とは異なる膜に
局在していることを示し、赤痢アメーバのゴ
ルジ体は、他種生物と特殊化していることを
示唆していた。	 

図３、シスゴルジマーカーSed5 ホモログと
GalT1 を共発現させた株の二重染色像。両者
のシグナルは共局在していない。	 
	 
	 赤痢アメーバ Rab8 の細胞内局在は細胞全
体に広がる膜構造であり、TGN やエンドソー
ムに局在する Rab11B や Vps26 とは局在は一
致しなかった。Rab8 は BiP と最も高い共局在
を示し、広く小胞体に局在すると考えられた。
また、ER	 exit	 site マーカーの Sec13 とは局
在が一致せず、COPII 小胞には組み込まれな
いことが示唆された。よって、Rab8 が細胞外
に輸送する細胞表面レセプターは、COPII を
介していないことが予測できる。Rab8 を介す
る輸送が小胞体からの小胞を介していない
なら、今後、Rab8 の機能を欠損した変異株が、
小胞体ーゴルジ体間の輸送を介するシステ
インプロテアーゼの輸送には影響を与えな
いことを確認する必要があるだろう。興味深
いことに、ヒトの Rab8 と Rab10 はアミノ酸
で 66％の同一性を示し、同一の Rab8	 サブフ
ァミリーに属している。ヒト Rab8 は TGN か
ら形質膜への輸送を制御するのに対し、
Rab10 は小胞体の脂質形成のサブドメインに
局在していることが報告されている。おそら
く、赤痢アメーバの Rab8 も小胞体上の脂質
形成サブドメインに局在し、脂質代謝の異常
がメンブレンラフトに局在する細胞表面レ
セプターの輸送に影響を与えたと推測して
いる。	 
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