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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバの嚢子モデルであるEntamoeba invadensを用いて、嚢子化過程において、キャ
ピラリー電気泳動飛行時間計測型質量分析計を用いたメタボローム解析、DNAマイクロアレイを用いたトランスクリプ
トーム解析を行い、代謝物の動態、遺伝子発現を網羅的に解析し、高度な代謝の変化を確認した。更にこれまで未同定
の新規の代謝経路を発見した。本研究成果は、遺伝子発現と代謝物の動態から代謝の流れと調節点を同定し、嚢子化の
代謝変化の分子機構を理解することを可能とした。

研究成果の概要（英文）：Metabolomics and transcriptomics analyses of encystation in Entamoeba invadens was
 conducted. We demonstrated a comprehensive view of metabolisms during encystation, including several unpr
edicted pathways and metabolites. These data should help us to further identify key regulatory points of g
ene expression and metabolic fluxes, and eventually understand elaborate regulation of entire metabolic ne
twork during encystation.
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１．研究開始当初の背景 

 
３．研究の方法 
1) メタボローム 
ヘビアメーバE. invadensを用いてインビト
ロ嚢子化過程での代謝物抽出を行った。イン
ビトロの嚢子化は既に応募者らにより確立さ
れた方法(Picazarri Inf Immun 2008; Picazarri 
Methods Enzymol 2008)を用い、グルコース
飢餓と浸透圧低下により誘導後、0.5, 2, 8, 24, 
48, 72, 128時間後の細胞をトリプリケートで
採取した。CE-ToFMSは確立された方法
(Husain J Biol Chem 2010)を用い、約100種の
陽・陰イオン性並びに核酸性化合物の定量を
行った。変動代謝物をKEGGの代謝経路にマ
ップした。 
2) トランスクリプトーム  
上記の方法で、嚢子化過程の時系列で採取さ
れた細胞からRNAを抽出し、Affimetrixプラッ
トフォームのカスタムアレイに既に確立した
方法(Gilchrist Mol Biochem Parasitol 2006)で
ハイブリダイゼーションを行った。得られた
データはSAMにより統計解析し、少なくとも
1点で3倍以上上昇する遺伝子を抽出する。
Cluster解析により、動態により遺伝子のグル
ーピングを行うとともに、KEGGマップを用
いて、変動遺伝子を代謝経路にマップした。 
3) 形質転換系の作成  

E. invadensの形質転換法を確立する。E. 
histolyticaで用いられている電気穿孔法、リポ
フェクションなどの既存の方法を検討した。 
4) ポリアミン代謝経路の証明とバイオジェ
ニクアミン合成酵素の同定 
嚢子化で誘導される代謝経路、特にポリアミ
ン合成・分解経路の存在を確認するため、更
に機能解明のために、細胞内外のポリアミン
や誘導体を計測するアッセイ系の構築を目指
した。嚢子化誘導初期に上昇するバイオジェ
ニクアミン(Cadaverine, isobutylamine)等の
合成酵素の候補遺伝子をゲノムから検索した
。 
 
４．研究成果 
1) メタボローム解析 
メタボローム手法を用いて栄養型から嚢子
への細胞分化の過程で起こる代謝産物の量
的変化を解明した。キャピラリー電気泳動飛
行 時 間 計 測 型 質 量 分 析 器 (Capillary 
electrophoresis-Time of Flight Mass 
Spectrometry)を用いて、グルコース飢餓と浸
透圧低下により赤痢アメーバの嚢子化誘導
後、0.5, 2, 8, 24, 48, 72, 120 時間後のメタボ
ローム解析を行った。解糖経路・核酸・アミ
ノ酸代謝などの中心的代謝経路だけでなく、
嚢子壁合成経路・ポリアミン合成・分解経路
などの中間代謝物の>100 の嚢子過程の継続
的プロファイリングを達成した。この解析に
より、嚢子化過程で解糖経路・発酵、核酸合
成が止まり、グルコースからの代謝の流れが
転換されていた。更に、キチンの合成経路、
ポリアミンの代謝経路に関与する中間代謝
物に大きな変化が観察された。誘導後速やか
に、解糖経路・発酵が止まり、代謝の流れが
嚢子壁合成に誘導されるていた。ポリアミン
経路を経て神経伝達物質としても知られる
ガンマアミノ酪酸(GABA)が合成されること、
嚢子化初期にバリン・イソロイシンなどから
脱炭酸により嚢子化初期にアミンが合成さ
れることが初めて示された。 
 
2) 嚢子化過程の細胞から mRNA を抽出し、
遺伝子発現プロファイリングを DNA マイク
ロアレイを用いて行った。この結果、全12000
の遺伝子に関して、嚢子化過程の網羅的遺伝
子発現制御様式が解明された。 
 
3) また、Entamoeba invadens において遺伝
子の個別機能を解明するために、形質転換法
の確立を行った。LipofectAmine を用いたリ
ポフェクションにより外来性遺伝子を発現
する系を確立した。更に安定形質転換体の作
成に不可欠な薬剤耐性遺伝子の選択を終え
た。 
 
4) 嚢子化で誘導される代謝経路のアッセイ
型の構築と機能解明を行った。嚢子化で誘導
される代謝（ポリアミン、脱炭酸化アミノ酸）
の生成を調節する酵素を組換えタンパク質

寄生適応や病原性などの原虫に不可欠な細胞
機構は、一般に、個別の遺伝子・タンパク質
の生化学・細胞生物学・遺伝学的解析手法、
並びにゲノム〜プロテオームなどの網羅的解
析手法により解析されることが多い。しかし
、これらの遺伝子〜タンパク質だけを対象と
した解析結果は必ずしも表現型を反映しない
。一方、メタボローム解析では表現型にもっ
とも近い細胞内応答である代謝物の絶対量を
捕えることが可能である。本研究では、腸管
寄生原虫赤痢アメーバの感染伝播に不可欠な
細胞分化（嚢子化）における代謝調節のネッ
トワークを、メタボロームとトランスクリプ
トームの統合解析により解明することを目指
した。 
 
２．研究の目的 
本研究の具体的な目的は以下の通りである。
Entamoeba histolyticaの嚢子モデルである
Entamoeba invadensを用いて、嚢子化過程に
おいて、キャピラリー電気泳動飛行時間計測
型質量分析計(CE-ToFMS)を用いたメタボロ
ーム解析を行い、代謝物の動態を網羅的に理
解し、合成・分解経路を同定することを目的
とした。更に、トランスクリプトーム解析に
より、転写誘導される遺伝子を時特異的に同
定することとした。これにより、最終的には
、遺伝子発現と代謝物の動態から代謝の流れ
と調節点を同定することを目指した。更に、
嚢子化過程で上昇する代謝物や発現上昇する
遺伝子から、嚢子化の初期のキー分子、機構
を理解することを長期的な目的とした。 



として発現させた。ポリアミン代謝経路の個
別の酵素を同定し、その生化学的性質を解明
するためには簡便でハイスループットなア
ッセイ型の構築が不可欠である。誘導体化ポ
リアミンを吸着するカラムを用いたHPLCに
よるアッセイ型を構築した。嚢子化過程に上
昇するバイオジェニクアミン合成酵素の機
能解析を目的としてゲノムから嚢子化誘導
初期に上昇するアミンの合成の分子機構を
デカルボキシラーゼの候補遺伝子をゲノム
から同定した。 
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