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１．研究計画の概要 
含硫アミノ酸代謝はすべての生物に普遍的
に存在し、多くの重要な生物反応に必須であ
る。本研究では、寄生性原虫赤痢アメーバを
モデルとして、感染における含硫アミノ酸代
謝の役割を解析する。具体的には、原虫に特
異的に存在している含硫アミノ酸代謝経路
及び解糖経路等中心代謝が寄生と環境変化
に応答してどのように機能しているかを、遺
伝子の転写調節、タンパク質発現、代謝中間
産物の解析を統合したアプローチにより明
らかにする。初-3 年度は、原虫に特異的に存
在している含硫アミノ酸代謝経路とエネル
ギー代謝経路が寄生の過程でどのように機
能しているかを、主に遺伝子のトランスクリ
プトーム解析、メタボローム解析により明ら
かにしようとした。更に、3 年次にはシステ
イン負荷・除去により発現が大きく変化した
酸化還元酵素を抽出し、詳細な生化学的検討
を行い、酵素学的特徴、生理機能を解明した。  
 
２．研究の進捗状況 
トランスクリプトーム解析では、赤痢アメー
バ 9000 の全遺伝子を網羅したアリメトリク
スプラットフォームのマイクロアレイを作
成し、トランスクリプトーム解析を行った。
病原性に係る遺伝子発現を解明することを
目的として、腸管感染から分離された原虫と
無菌培養されている原虫とでトランスクリ
プトームの比較を行ったところ、セリン代謝
経路の 2酵素、システイン生合成経路の 2酵
素、硫酸活性化回路の 1酵素の遺伝子、メチ
オニン分解酵素などに大きな遺伝子発現の
変動があった。これらの酵素遺伝子発現はお
おむね減少していた。しかし、メチオニンガ

ンマリアーゼ 1 だけは腸管感染に伴い 10 倍
以上発現が上昇していた。また、解糖経路の
5酵素遺伝子にも発現低下が見られた。更に、
含硫アミノ酸代謝に関与する酵素活性に影
響を与える培養条件のスクリーニングを行
い、高濃度のメチオニン並びにセリンにより
含硫アミノ酸及びエネルギー代謝が調節を
受けることが明らかにされた。 
 更に、含硫アミノ酸代謝酵素活性を変化さ
せる様々な条件(セリンおよびメチオニン負
荷)により生じる遺伝子発現の変化を DNA マ
イクロアレイを用いて明らかにした。これに
よりメチオニン、セリン、システインの付加
によって増減する遺伝子群が特定された。特
にシステイン負荷におり多くの遺伝子が増
減した。これらの中には多くの機能未知タン
パク質が含まれていたが、同時に病原性の違
いと相関する ArfA2 遺伝子が含まれていた。 
 また、キャピラリー電気泳動法と質量分析
計を用いたメタボローム解析により、原虫の
抽出液から約 150の代謝中間体を再現性よく
定量する系を確立した。これらの解析により、
これまで信じられていた教科書的な赤痢ア
メーバの解糖経路の流れが謝りであること
が示された。具体的には、グルコースの大部
分がグリセロール 3 リン酸に蓄積すること、
フォスフォエノールピルビン酸からのアセ
チル CoAの合成はピルビン酸を介さずに行わ
れるなどの新規な知見が得られた。 
 また各代謝経路の各酵素のもつ代謝経路に
おけるそれぞれの役割を解明するために、含
硫アミノ酸分解に重要な働きをするメチオ
ニンガンマリアーゼと、硫黄同化的システイ
ン合成において重要なセリンアセチル転移
酵素の過剰発現体を作製した。今後これらの



形質転換体を用いたメタボローム解析の準
備が整った。また、メチオニンガンマリアー
ゼの反応機構が確立されるとともに、プロド
ラッグトリフルオロメチオニンの作用機序
が証明された。  
 トランスクリプトーム解析により抽出さ
れた遺伝子の機能解析を行った。フェレドキ
シン:NAPD 還元活性、並びに、シスチン・2
価鉄還元活性を有することが明らかとなっ
た。同時にメトロニダゾールを還元し、イン
ビボでの薬剤感受性に関与することが明ら
かとなった。従って本酵素は細胞のレドック
ス状態により厳密な調節を受け、システイン
や鉄の代謝に関与する酵素であることが明
らかとなった。 
 
３．現在までの達成度 

①当初の計画以上に進展している。 
 (理由) 
 予定された赤痢アメーバ原虫のトランス
クリプトーム解析、メタボローム解析の手法
はほぼ完璧に樹立され、具体的な比較解析、
経時変化の定量解析などの応用が可能とな
った。同時に、発現調節を受ける遺伝子の具
体的な機能に関しても順調に解析が進めら
れている。メタボローム解析に係る論文がま
だ投稿・発表されていないが、4-5 年次での
達成が予定されている。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) メタボローム解析により、システイン枯
渇によって上昇する新規分子が発見された。
この新規分子の構造と生理機能の解明に向
け、一部、研究の方向性をシフトする予定で
ある。 
(2) トランスクリプトーム解析、メタボロー
ム解析により明らかとなった重要な酵素に
関しては、個別の機能解析を継続し、今後の
研究期間で、含硫アミノ酸代謝のネットワー
クの調節ポイント、調節機構の解明を目指す。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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