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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバの分泌する加水分解酵素は大腸への病変形性に重要である。この酵素は細胞内
ではリソソームに存在することから細胞内輸送経路の解析を行い、ユニークな酵素輸送受容体cysteine protease bind
ing protein family (CPBF)を発見した。11存在するCPBFのうち、CPBF1はタンパク質分解酵素を、5分子は糖分解酵素
を輸送していた。CPBFは6個のbacterial pre-peptidase C-terminal (PPC)ドメインから構成されており、このドメイ
ンがリガンド認識に重要であることが示された。赤痢アメーバにユニークな分子機構の一端が解明された。

研究成果の概要（英文）：Lysosomal soluble proteins are targeted to endosomes and lysosomes by specific 
receptors. The enteric protozoan parasite Entamoeba histolytica has a novel class of lysosomal targeting 
receptors, named the cysteine protease binding protein family (CPBF). Among 11 CPBFs, CPBF1 is a solo 
receptor for cysteine proteases and other 6 CPBFs recognize glycolytic enzymes, i.e. amylases, 
β-hexosaminidases, and lysozymes. It was shown by bioinformatics analysis and phylogenetic 
reconstruction that each CPBF contains six prepeptidase carboxyl-terminal domains, and the domain 
configuration is evolutionarily conserved among CPBFs. Taken together, CPBFs with unique and conserved 
domain organisation have a remarkable ligand heterogeneity toward cysteine protease and carbohydrate 
degradation enzymes. These findings add new insights into the unique molecular event in enteric protozoan 
pathogen E. histolytica.

研究分野： 分子寄生虫学

キーワード： lysosome　receptor　traffic　Entamoeba histolytica
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１．研究開始当初の背景 
 システインプロテアーゼ(CP)は寄生体か
ら分泌され宿主細胞の障害を行い、寄生体内
では貪食等により取り込んだ細菌・細胞や栄
養素の消化を行う。よって CP の細胞内輸送
経路・分泌経路の解明は赤痢アメーバの生存
と病原機構において重要な研究課題である。 
 リソソーム酵素はトランスゴルジネットワ
ークからリソソームへ受容体を介して輸送
される。赤痢アメーバには既知のリソソーム
酵素輸送受容体は保存していないが、ユニー
クなレセプターを持つことを我々が見出し
た(Nakada-Tsukui et al., Cell. Microbiol, 
2012)。cysteine protease binding protein 
family: CPBF1 は赤痢アメーバで優位に発現
している CP の一つである CP-A5 に結合する
分子として同定された。また 11 のファミリ
ー分子である CPBF のうち CPBF8 も CPBF1 同
様貪食胞のプロテオーム解析(Okada et al., 
20005)で見出されており、その遺伝子発現抑
制がリガンドである β-hexosaminidase, 
lysozymes の貪食胞への輸送を阻害したこと
(Furukawa et al.,PLoS Pathog., 2012)から、
CPBF はそれぞれのリガンドをリソソームや
ファゴソームへ輸送する受容体であること
が明らかとなった。これは生物界で初めて明
らかとなったファミリー分子によるリソソ
ーム酵素輸送体であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では赤痢アメーバで初めて見つか
った CPBF によるリソソーム酵素輸送システ
ムの詳細な分子機構を明らかにすることを
目的とした。具体的にはほかの CPBF ファミ
リー分子のカーゴの同定と CPBF 自体の輸送
を制御する分子機構の解明。また、カーゴが
同定されている CPBF と各カーゴがどのよう
な立体構造を介して結合するのかを理解す
るために結晶構造解析を目指した。また、一
次配列の検索では CPBF のドメイン構成が不
明であるため、立体構造を含めた解析をバイ
オインフォマティックスを専門とする研究
者と協力して行い、CPBF の分子構造の解明を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1)CPBF6 の機能解析 
以前我々の研究室で行われた赤痢アメーバ
ファゴソームのプロテーム解析から、CPBF1, 
CPBF8 とともに検出されていた CPBF6 につい
てその機能解析を行った。 
 
a. CPBF6 リガンドの特定 
CPBF6 の C-末端側に HA タグを挿入し、
CPBF6-HA 融合タンパク質として発現するベ
クターを構築し、赤痢アメーバ株 HM1:IMSS 
cl6 に導入し CPBF6-HA 発現株を得た。
CPBF6-HA 株とベクターコントロールである
HA 株から抗 HA 抗体結合ビーズを用いて免疫
沈降を行い HA ペプチドで溶出した。このサ

ンプルを 5～20％のグラディエントゲルで
SDS-PAGE 後、銀染色を行い CPBF6-HA サンプ
ルで特異的に共免疫沈降されるタンパク質
を検索した。特異的バンドを切り出し、質量
分析にて当該タンパク質を同定した。 
 
b. CPBF6遺伝子発現抑制株の作成と表現型の
検討 
CPBF6 の機能を知るため、特異的遺伝子発現
抑制(gene silencing: gs)株を作成した。
CPBF6gs 株と親株からのファゴソームプロテ
オーム解析を行いCPBF6の欠損でファゴソー
ムへの輸送が阻害されるタンパク質の検索
を行った。 
 
c. CPBF6 の局在に関与する領域の決定 
CPBF6 の細胞質ドメイン全体または半分を欠
損させたミュータントを作成し、CPBF6 の貪
食胞への局在を検討した。 
 
(2)CPBF のリガンド探索 
11 ある CPBF のうちリガンド探索を行ってい
なかった CPBF2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11
について、HAタグとの融合タンパク質として
発現させ、抗 HA 抗体を用いた免疫沈降と質
量分析によりリガンドの同定を行った。 
 
(3)CPBF の構造の解析（バイオインフォマテ
ィックス） 
産業技術総合研究所・創薬基盤技術研究部
門・ゲノム情報研究センターの富井健太郎 
生体分子情報研究チーム長との共同研究に
より、CPBF の構造予測、ドメイン構造の解明
を行った。 
 
(4)CPBF の PPC ドメインによるリガンド結合
能の評価 
上記の構造解析から見出された CPBF を構成
する bacterial pre-peptidase C-terminal 
(PPC)ドメインが、単体でリガンドとの結合
能を持つのか評価した。CPBF１の 6 つの PPC
ドメインについてGSTとの融合タンパク質を
大腸菌で発現、GST カラムで精製後赤痢アメ
ーバ粗抽出液と反応させ、リガンドである
CP-A5 との結合をウエスタンブロットで評価
した。 
 
(5)CPBF の結晶構造解析 
愛媛大学プロテオサイエンスセンターの坪
井敬文教授、高島英造准教授、京都工業繊維
大学の原田繁春教授、志波智生准教授との共
同研究により CPBF1 の結晶化とその解析を
試みた。 
 
４．研究成果 
(1)CPBF6 の機能解析 
a. CPBF6 リガンドの特定 
CPBF6-HA 株とコントロール株からの抗 HA 抗
体による免疫沈降により 75, 50ｋDa の
CPBF6-HA 株特異的なバンドが検出された。こ



のバンドを切り出し、質量分析を行い、75kDa
の バ ン ド か ら γ-amylase(EHI_044370, 
XP_652380) を 、 50kDa の バ ン ド か ら
α-amylase (EHI_023360, XP_655636)を同定
した。予想分子量は各 77.6、56.7ｋDa であ
り、切り出された大きさとほぼ一致した。 
 
b. CPBF6遺伝子発現抑制株の作成と表現型の
検討 
CPBF6 の遺伝子発現抑制株を作成し、その貪
食胞へのCPBF6のリガンドであるα-amylase、
γ-amylase の輸送を評価した。CPBF6gs 株で
はコントロール株で観察される貪食胞への
α-amylase、γ-amylase の集積がなくなり、
CPBF6も CPBF1, 8 同様リガンドを貪食胞やリ
ソソームへ輸送する輸送受容体として機能
することが考えられた（図１・A）。さらに貪
食胞のプロテオーム解析からもこれらの
amylase の集積が減少していることが見出さ
れた（図１・B）。しかし 2つの amylase 以外
に有意に集積が減少したタンパク質は見出
せなかった。また、細胞全体と貪食胞のアミ
ラーゼ活性を測定したが有意な差はみられ
なかった。これは β-amylase などの他の酵
素による相補的な活性が存在するためと考
えられた。 

図１．CPBF6 遺伝子発現抑制株の表現型 
 
c. CPBF6 の局在に関与する領域の決定 
CPBF6の15アミノ酸からなる細胞質ドメイン
を全てまたはC-末端側8アミノ酸欠損させた
変異体を発現させ、貪食胞への局在を検討し
た。すると細胞質側 15 アミノ酸を全て欠損
した変異体は貪食胞への局在が消失し、8 ア
ミノ酸欠損させた変異体は局在変化がみら
れなかった。C-末端側には他種生物でアダプ
タータンパク質複合体と結合するモチーフ
として知られる YxxΦモチーフが存在するが、
その重要性はCPBF6の局在に関しては高くな
いと考えられた。一方で細胞質ドメインが局
在の決定に重要であることが示された。 
 
(2)CPBF のリガンド探索 
CPBF2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11-HA 発現株
を樹立し、抗 HA 抗体による免疫沈降と質量
分析により結合タンパク質の同定を行った。
この結果、表に示すリガンドが同定された。

（CPBF1, 8 については先行研究の結果。）新
たに CPBF2, 7, 10 のリガンドを決定した。
しかし他の CPBF については有意に結合する
タンパク質が見出せず、結合条件の検討、融
合するタグの変更などの工夫が必要である。 
リガンドが同定された CPBF について、CPBF1
のみが CP への結合能を持つことが明らかと
なった。また、これまで同定された CP 以外
のリガンドはほとんどが糖分解酵素であっ
た。CP と糖分解酵素をどのように見分けてい
るのか？リソソームに輸送される加水分解
酵素として脂質や核酸分解酵素も予想され
たがそれらはどのように輸送されるのか？
今後の研究が必要である。 

 
表.CPBF のリガンド一覧 
 
 
(3)CPBF の構造の解析（バイオインフォマテ
ィックス） 
富井らが開発したタンパク質立体構造予測
を 加 え た 解 析 （ FORTE ；
http://cbrc3.cbrc.jp/forte/index.html ）
により CPBF は 6 個の PPC ドメインから構成
され、二次構造として β-シート構造のみ存
在することが明らかとなった。 
11の CPBFに存在する6個のPPCドメイン（D1
～D6）をについて系統解析を行った（図２）
CPBF のドメインはドメインごとにクレード
を作ることから 6 個の PPC ドメインを持つ
CPBF の前駆タンパク質が確立され、その後
11 種に分化したと考えられた。 



図２．CPBF の PPC ドメインの系統解析 
 
(4)CPBF の PPC ドメインによるリガンド結合
能の評価 
CPBF1 の 6 種の PPC ドメインを単独で GST 融
合の組換えタンパク質として大腸菌で発
現・精製し、赤痢アメーバ粗抽出液と反応後、
リガンドであるCP-A5をウエスタンブロット
により検出した。ドメイン４（D4）は発現が
安定せず今回の解析からは除いたがそれ以
外の D1～D6 は良好に発現・精製された（図
３・A）。D3, D5 が D1, D6 に比べ有意に CP-A5
との高い結合能を示した（P<0.05, 図３・B, 
C）。よって PPC ドメイン単独でリガンド特異
性と結合能を持つことが明らかとなった。 
 

図３．CPBF の PPC ドメインによる結合能の評
価。 
 
(5)CPBF の結晶構造解析 
単一のドメイン構造を持つ 11の CPBF の多様
なリガンド特異性を説明する分子基盤を知
るため、CPFB1 と CP-A5 の結合様式を明らか
にすることを目標に、CPBF1 の結晶構造解析
を目指した。先ず、CPBF1 の 6 個の PPC ドメ
イン全てを含む、ルーミナルドメイン全体を
愛媛大学プロテオサイエンスセンターとの
共同研究で、コムギ胚芽無細胞系での組換え
タンパク質として発現させ、ゲルろ過カラム
にて精製後、京都工芸繊維大学にて結晶化の
条件検討と解析を行った。CPBF1 のコドンを
コムギにあわせたところ十分な発現量が得
られた（図４）。結晶化の条件検討で 2 つの
小型の結晶らしきものが観察されたため高
エネルギー加速器研究機構のPhoton Factroy 
にて回折像の取得を試みたが有用なデータ
は得られなかった。よって細胞内ドメイン全
体の結晶化は難しいと判断した。 



図 4．コムギコドンとした CPBF1, 2 のコムギ
胚芽無細胞系を用いた発現 
次に CPBF1 の PPC ドメインを単体で結晶化す
ることを試みた。前述の実験から最もリガン
ドとの結合能が高いと考えられたCPBF1のド
メイン 3の GST との融合タンパク質の結晶化
を考えたが、回収量が少なく、この状態での
結晶化は困難と考えられた。そこで低温誘導
が可能なpColdIベクターを用い、His-tag と
の融合タンパク質として発現させた（図５）。
300mL の培養液から約 1mg の組換えタンパク
質が回収され、結晶化に十分なタンパク質量
が達成できた。しかし Ni-NTA カラム精製だ
けでは共雑タンパク質が除ききれないこと
から更なる精製を行い、結晶化を行う予定で
ある。 

図５．His-CPBF1PPC3 の発現 
 
本研究から赤痢アメーバが持つユニークな
リソソーム酵素輸送受容体 CPBF の理解が進
んだ。新たに加わった CPBF6 の解析と CPBF2, 
7, 10 のリガンドの特定から、ファミリータ
ンパク質の多くは輸送受容体であると考え
られ、CP 以外に多様な糖分解酵素を輸送する
と考えられた。またバイオインフォマテイッ
クスから CPBF が PPC ドメイン 6 個からなる

タンパク質であること、β-シートのみで構
成されることが明らかとなった。現在のデー
タベースで PPCドメイン 6個で構成されるタ
ンパク質のエントリーは CPBF 以外発見され
ていない。よって赤痢アメーバにユニークな
分子機構として、創薬標的となる可能性があ
る。最近ヒト大腸組織を用いた ex-vivo 実験
から赤痢アメーバと大腸組織の接触依存的
に転写が上昇する遺伝子として β-amylase
が同定された。さらに β-amylase が組織侵
入に重要であることも示された（Thibeaux et 
al.,Cell Microbiol., 2013 ）。 こ の
β-amylase は CPBF10 に結合する分子として
見出されたものと一致しており、CPBF を介し
た輸送と病原機構への関与について解析す
る必要がある。CPBF6 の C 末端側の欠損変異
体が貪食胞へ輸送されなかったことから、多
くの輸送受容体のように C－末端側の細胞質
側ドメインが受容体の輸送に重要であるこ
とが示された。オルガネラ側にあるリガンド
認識の分子機構は赤痢アメーバ独自の発展
を遂げた一方で、輸送制御機構は真核生物に
広く保存した分子機構で行われていること
が予想される。赤痢アメーバにおける受容体
輸送の分子機構は未だ解明されておらず、今
後の解明が待たれる。CPBF の機能で最も注目
されるのがリガンド認識の分子機構である。
このためには結晶構造解析が必須である。今
回挑戦した CPBF1 の 6個の PPCドメインを含
むオルガネラ側全体での結晶化は困難であ
ったが、今後単離した PPC ドメインでの構造
解析を進め、分子機構に迫りたい。 
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