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研究成果の概要（和文）：本研究では赤痢アメーバが合成する含硫脂質の１つであるコレステロール硫酸（CS)
の輸送に着目、細胞外に添加したCSの動態および細胞に与える影響を解析した。その結果、CSがシスト形成にお
いて、細胞膜に直接作用して細胞の球形化を誘導し、シスト壁形成の完了に繋がること、細胞膜の透過性を低下
させ、成熟シストが乾燥耐性を獲得することを見出した。さらに、CSによる細胞膜透過性の低下には、超長鎖セ
ラミド合成の誘導が重要であることも見出した（Mi-ichi et al, mSphere, 2021; Mi-ichi et al, mSphere, 
2022）。

研究成果の概要（英文）：Entamoeba histolytica, a protozoan parasite, causes amoebiasis, which is a 
global public health problem. We previously showed that cholesteryl sulfate (CS) plays an important 
role in Entamoeba encystation, a cell differentiation process from proliferative trophozoite into 
dormant cyst (Mi-ichi et al, PNAS 2015). 
In this project, we analyzed the cellular localization of CS and its precious role during Entamoeba 
encystation using in vitro cultures of Entamoeba invadens as a E. histolytica model. Results showed 
that CS induced and maintained encysting cells as spherical maturing cysts in a dose-dependent 
manner. CS-treatment also caused time- and dose-dependent development of membrane impermeability in 
encysting cells via induction of de novo synthesis of dihydroceramides containing very long N-acyl 
chains(Mi-ichi et al, mSphere 2021; Mi-ichi et al, mSphere, 2022). Hence, these results indicate 
that CS-mediated morphological and physiological changes is necessary to form mature cysts.

研究分野： 分子寄生虫学

キーワード： 赤痢アメーバ　シスト形成　含硫脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではコレステロール硫酸が赤痢アメーバのシスト形成において、細胞膜に直接作用して細胞の球形化を誘
導し、シスト壁形成の完了に繋がること、細胞膜の透過性を低下させ、成熟シストが乾燥耐性を獲得することを
見出した。シストは寄生原虫が次の宿主へと到達するための必須形態であり、その形成過程の分子機構の解明は
「寄生適応」という観点から寄生虫学の中心命題の1つである。一方で、休眠化は宿主への感染メカニズムを解
き明かすことに繋がる。以上のことから、本研究によって得られた成果は赤痢アメーバの寄生適応戦略を解明す
る基礎研究としての意義と社界的意義があると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
赤痢アメーバは、ヒトの大腸に感染しアメーバ赤痢症を引き起こす原虫である。臨床薬が少な

く、病原性の解明、新規薬剤開発が危急の課題である。これまで申請者は、赤痢アメーバの含硫
脂質代謝に着目し研究を進めている。   
硫酸代謝は、生物界に普遍的に存在する重要な代謝経路である。しかし、赤痢アメーバの硫酸

代謝は、ヒトを含む多くの生物とは大きく異なり、含硫脂質代謝に特化している。申請者らは、
最終代謝産物の 1 つコレステロール硫酸がシスト形成に必須な分子であることを見出した（Mi-
ichi et al, PNAS 2015）。さらに近年、他の最終代謝産物として、新規含硫脂質 fatty alcohol disulfates
を同定し、この分子が栄養体期の原虫生存に必須であることも見出した（Mi-ichi et al, Mol 
Microbiol 2017）。つまり赤痢アメーバの含硫脂質代謝は、生活環を通じて重要な代謝経路である。
しかし、基質ならびに中間体の輸送については、未解明な点が多い（下図参照）。赤痢アメーバ
の含硫脂質代謝の全容を理解し、新規抗アメーバ薬創生に資する基盤的知見を提供するには、こ
れらの輸送系の分子機構の解明は必須である。 
本申請研究では含硫脂質代謝に必須な輸送体群の同定および特徴を明確化することを目的と

する。含硫脂質の合成に必要な基質である無機硫酸および脂質は細胞外から供給される。細胞外
から取り込まれた硫酸は、マイトソーム内へと輸送され活性化を受ける（含硫脂質代謝の最初の
ステップである硫酸活性化がマイトソーム内に局在するため）。活性化された硫酸（PAPS）は再
び細胞質へと輸送され、硫酸基転移酵素（SULTs）の基質となり、7 種類の含硫脂質の合成に使
用される。そのうちコレステロール硫酸と fatty alcohol disulfates は細胞内に蓄積、一方、構造が
未同定の 3 種類（SL-II-IV）については、細胞外へと放出されることを見出している（Mi-ichi et 
al, Mol Microbiol 2017）。近年申請者らは、PAPS をマイトソームから細胞質へと輸送する輸送体
が mitochondrial carrier family（MCF）であること、そしてこの MCF が対向輸送体として ATP（硫
酸活性化に必須分子）を細胞質からマイトソームに取り込む機能を持つことを報告した（Mi-ichi 
et al, Eukaryotic Cell 2015）。しかしながら、輸送体の存在が示唆される多くのステップについて
は未だ解明されていない。 
本申請研究では未同定のステップに関わる輸送体群の同定および機能解析、さらに、その特性

の明確化を試みる。 
 
 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、具体的に、その存在が赤痢アメーバの含硫脂質代謝において不可欠と推定され
る以下の 3 種類の輸送体について、 
1) 硫酸の輸送を担うもの（細胞外⇒細胞質、細胞質⇒マイトソーム） 
2) 脂質の輸送を担うもの（細胞外⇒細胞質） 
3) 含硫脂質代謝産物 3 種類（SL-II-IV）の輸送を担うもの（細胞質⇒細胞外） 
それぞれの同定および機能解析、さらには、その特性の明確化を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
1）赤痢アメーバのゲノム情報から輸送を担うと考えられる輸送体の遺伝子の探索を行った。結
果、硫酸ナトリウム共輸送体 5 種類、ABC 輸送体 23 種類を輸送体候補として得た。これらの遺
伝子発現抑制株を作製した。 
 
2）1）で得られた遺伝子発現抑制株 28 種類を用いて、放射ラベルされた硫酸を用いて代謝ラベ
ル実験を行い、含硫脂質の蓄積や、細胞外への輸送に変化がある株のスクリーニングを行った。 
 
3）輸送体を介さない輸送（膜への直接導入）の可能性を検討した。シスト形成に重要な役割を
持つコレステロール硫酸について解析を行った。最初に栄養体、シスト期の細胞内のコレステロ
ール硫酸の濃度を測定した。細胞内の濃度と同じ濃度のコレステロール硫酸を細胞外から単独
で加えた時の細胞に与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 
赤痢アメーバのゲノム情報から輸送を担うと考えられる輸送体の遺伝子の探索を行った結果

硫酸ナトリウム共輸送体 5 種類、ABC 輸送体 23 種類を輸送体候補として得た。これらの遺伝子
発現抑制株を作製、放射ラベルされた硫酸を用いて代謝ラベル実験を行ったが、含硫脂質の蓄積
や、細胞外への輸送に変化がある株を得る事は出来なかった。 
そこで、輸送体を介さない輸送（膜への直接導入）の可能性を検討した。シスト形成に重要な

役割を持つコレステロール硫酸について解析を行った。最初に栄養体、シスト期の細胞内のコレ



ステロール硫酸の濃度を測定したところ、栄養体期は 243 ± 37 μM、コレステロール硫酸は 539 
± 37 μM であった。ヒトの血清中のコレステロール硫酸の濃度が 3.7–6.9 μM であることと比較す
ると非常に高濃度であることが分かる。 
そこで、細胞外に細胞内の濃度と同じ濃度のコレステロール硫酸（0, 100, 300, 500 μM） を細

胞外から単独で加えた時の細胞に与える影響を解析した。その結果、CS がシスト形成において、
細胞膜に直接作用して細胞の球形化を誘導し、シスト壁形成の完了に繋がること、細胞膜の透過
性を低下させ、成熟シストが乾燥耐性を獲得することを見出した。さらに、CS による細胞膜透
過性の低下には、超長鎖（炭素数 26-30）のジヒドロセラミド合成の誘導が重要であることも見
出した（Mi-ichi et al, mSphere, 2021; 論文投稿中）。 
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