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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバ原虫におけるホスファチジルイノシトール（PtdIns）シグナルの解明を
行った。3位の脱リン酸化酵素であるEhPTEN1の解析から、貪食とエンドサイトーシス制御にそれぞれPtdIns(3,
4,5)P3, PtdIns(4,5)P2が重要であった。核内PtdIns4Pは赤血球依存的に代謝され、PtdInsPおよび関連分子の局
在を観察した。本原虫におけるPtdInsP代謝の重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the phosphatidylinositol (PtdIns) signal in the enteric 
protozoan parasite Entamoeba histolytica. Among the various PtdInsP metabolizing enzymes, functional
 analysis of EhPTEN1 showed involvement of PtdIns(3,4,5)P3 and PtdIns(4,5)P2 in phagocytosis and 
endocytosis, respectively. A unique characteristic of this parasite is that PtdIns4P localizes in 
nuclei and metabolizes after binding with erythrocytes. We established bio probes to observe various
 PtdInsP and related molecules. This study revealed the indispensable role of PtdInsP in varieties 
of biological processes and conservation of the lipid signaling mechanisms among eukaryotes.

研究分野：分子寄生虫学

キーワード： イノシトールリン脂質　赤痢アメーバ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より赤痢アメーバにおける貪食、エンドサイトーシス、細胞運動、細胞増殖、小胞輸送、核内応答に
PtdInsシグナルが関与することを示した。細胞表面での応答にPtdIns(3,4,5)P3とPtdIns(4,5)P2が、小胞輸送に
PtdIns3Pが関与することはモデル生物と類似する。一方でPtdIns(3,4,5)P3量が増加するPTEN発現抑制株での増
殖阻害、核内PtdIns4Pの代謝、PtdInsPプローブの局在など、赤痢アメーバ独自の現象を見出した。今後これら
の知見の分子基盤を明らかにすることで、新規創薬標的の発見、PtdInsシグナルの生物学に新たな知見を与える
ことが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
イノシトールリン脂質(phosphatidylinositol, PtdIns)は広く真核生物に存在するリン脂質の一
つであり、mol%として全リン脂質の 10~20%を占めるマイナーな脂質種である。同時に特徴的
な脂質種であり、head group であるイノシトール環の 3, 4, 5 位の水酸基がリン酸化を受け、
1~3個のリン酸基を持つ都合 7種のアイソタイプを生じる（図１）。それぞれのアイソタイプは
特異的な結合タンパク質を動員し、また生成と分解が局所のリン酸化酵素（キナーゼ）と脱リン
酸化酵素（フォスファターゼ）により制御されることから、細胞機能の時空間的制御に重要であ
る。すなわち、遺伝子発現変化を介さない早い応答を制御する。さらに PtdIns(4,5)P2 は
phosholypase Cによる切断により Inositol 3-phosphate (IP3)と diacylglycerol（DAG）に分解
され、IP3受容体を介したカルシウムシグナルおよび DAGにより活性化されるタンパク質キナ
ーゼシグナルといったセカンドメッセンジャーの生成に重要である。 

赤痢アメーバ原虫では特に活発な運動性、貪食能力への PtdInsシグナルが知られ、さらに細胞
機能に IP3/IP4を介したカルシウムシグナルの存在が示唆されていた。唯一機能解析の報告がな
されたのは 2019年に発表された図１の Fに示す type I PIPKのみであり、PtdInsの代謝酵素
の実態は明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
赤痢アメーバ原虫における PtdIns 代謝酵素の解析から、PtdIns シグナルを明らかにする。ま
た、多様な PtdInsPの細胞機能への関与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）代謝酵素の解析： Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN)（図１のＳ）の機能解析 
２）特異的オルガネラに関連する PtdIns の解析：核内 PtdIns4P の解析 
３）多様な PtdInsP と関連分子の解析：各種 PtdInsP および関連分子結合ドメインによる局在
検討 
 
４．研究成果 
１）代謝酵素の解析 
図１に示す多様な PtdInsP 代謝酵素のうち、
PtdIns(3,4,5)P3の 3 位脱リン酸化酵素である
PTEN の解析を行った。ヒトにおいて 1 遺伝子
である PTEN は赤痢アメーバにおいて 6 遺伝子
存在し、うち１遺伝子がほかの PTEN に比べ 7
倍以上高く発現していた。そこでこの遺伝子
(EHI_91710)をEhPTEN1として解析した（図２）。
遺伝子発現抑制株およびGFP-EhPTEN1高発現株
を作成した。これらの株を用い、貪食、ピノサ

図１ ホスファチジルイノシトールアイソタイプの代謝 
左：リン酸化反応、右：脱リン酸化反応により生成する 7種類のアイソタイプ。各反応に関与する酵素
遺伝子数(ヒト)を数字で、括弧内に赤痢アメーバにおける遺伝子数を示す。A～Sに示す反応過程に関与
する酵素名は右端の囲み内に示す。MTM:myotubularin, SNJ:synaptojanin 

図２ ヒト・赤痢アメーバ PTENのドメイン構造
左にアミノ酸数を示す。PMD, PtdIns(4,5)P2-
binding motif; Ptase, Phosphatase tensin-type 
domain; C2, C2 tensin-type domain; UDF547, 
Domain of unknown function); PDZ-BM, PDZ-
binding motif; PEST, proline, glutamine, serine, 
threonine sequence. 



イトーシス、エンドサイトーシス、細胞運動
への関与を検討した。結果、発現抑制により
貪食が亢進し、ピノサイトーシス、エンドサ
イトーシス、細胞運動は低下した。GFP-タグ
融合 PTEN 高発現株ではこれらへの効果は逆
転し、貪食は低下、ピノサイトーシス、エン
ドサイトーシス、細胞運動が亢進した。さら
に遺伝子発現抑制により細胞増殖が抑制され
た（図３）。 
 さらに、組換え PTEN タンパク質を
作成し、酵素活性を検討した。7種類の PtdIns
アイソタイプに対して脱リン酸化活性を検討
したところ、PtdIns(3,4,5)P3に対して最も高
い酵素活性を示し、最適な基質であることが
示 さ れ た （ Km=92.5μM, Vmax=16.9 
nmole/min/mg, Kcat=0.31/min）（図４）。よって、

他 種 生 物 同 様 EhPTEN1 は
PtdIns(3,4,5)P3に対する脂質脱リン酸
化酵素活性を持つことが示された。この
活性は保存された活性中心のシステイ
ンをセリンに置換した点変異（C140S）に
より消失したことから、相同分子と同様
の反応機構を保存すると考えられた。 
 本研究から赤痢アメーバにお
いても PtdIns(4,5)P2, PtdIns(3,4,5)P3
が重要なシグナル分子であることが示
された。エンドサイトーシスはアクチン
を介さない過程であるが、貪食、ピノサ
イトーシスはアクチン依存性である。よ
って、当初ピノサイトーシスも貪食同様
EhPTEN1 高発現により負の制御を受ける
と予想していた。しかしピノサイトーシ
スはエンドサイトーシス同様の表現型と
なった。赤痢アメーバにおいて、ピノサ
イトーシスの初期に必要な膜表面のラッ
フル形成に PtdIns(4,5)P2が集積するラフト形成が必要であるとの報告がある。実際ラフト形成
を阻害するとピノサイトーシスが阻害されたとの報告がある。よって、赤痢アメーバのピノサイ
トーシスは Ptdins(4,5)P2による制御が優位に機能していると考えられた。アクチンを介した過
程が PTEN により異なる制御を受ける初めての例であった。さらに、EhPTEN1 の発現抑制が増殖
抑制の表現型となったことは哺乳動物細胞での結果と逆であった。哺乳動物細胞で PTEN は癌細
胞で最も高頻度に欠損している遺伝子としても知られ、PTEN 欠損により PtdIns(3,4,5)P3量が
増加、AKT が活性化し、増殖シグナルが亢進する。赤痢アメーバにおいては増殖のシグナル伝達
が異なる可能性が考えられる。さらに EhPTEN1 発現抑制株ではピノサイトーシスが減少したこ
とから、栄養源摂取量が減少し、増殖抑制に働いた可能性が考えられる。また、原虫特異的に増
殖抑制を誘導する新たな薬剤標的となる可能性を示した。 
 これらの結果は、赤痢アメーバにおける初めて PtdIns フォスファターゼの機能解析と
して報告した(Kadri and Nakada-Tsukui et al., PLoS Pathogens, 2022)。 
 
２）特異的オルガネラに関連する PtdIns の解析 
赤痢アメーバ原虫において、PtdIns4P は核内に存在した。これは抗 PtdIns4P 抗体（図５）、
PtdIns4P 結合ドメイン(SidM)融合タンパク質高発現赤痢アメーバ株、両者により評価した。こ
れまで核内に PtdIns4P が豊富に存在する細胞種の報告はなく、赤痢アメーバにユニークな現象

図３ 赤痢アメーバ PTEN1高発現株表現型のまとめ 
EhPTEN1 高発現により、PtdIns(3,4,5)P3 の 3 位の脱リン酸化が亢進し、PtdIns(4,5)P2 が増加、
PtdIns(3,4,5)P3が減少する。これによって促進されたピノサイトーシス（受容体を介さない飲作用、図
中Macropinocytosis）、エンドサイトーシス（受容体を介した飲作用、図中 CME; clathrine mediated 
endocytosis）は PtdIns(4,5)P2 により正に制御されたと考えられる。一方貪食（図中 Trogo-
/Phagocytosis）は負の制御となり、PtdIns(3,4,5)P3により正に制御されるべき分子機構と考えられた。
また、細胞運動（図中 motility）は PtdIns(3,4,5)P3の代謝が重要であることが細胞性粘菌で示されて
いることから、代謝の亢進により活性化したと考えられた。これらの現象は EhPTEN1 発現抑制株で
逆の表現型となり、各 PtdInsPが異なる生物過程を制御することが明らかとなった。 

図４ 赤痢アメーバ PTEN組み換え体の基質特異性 
下に示す PtdInsP に対する組換え EhPTEN1 の脱リン酸
化活性（nmol/min/mg）を示す。各基質を用いた脱リン酸
化反応を行い、遊離リン酸量をマラカイトグリーン試薬に
より検出した。 



と考えられた。さらに核内
PtdIns4P 量は赤血球（図５）、
Chinese hamster ovary（CHO）細
胞との共培養後に有意に減少し
た。しかしカルボキシル化ビーズ
の貪食では核内 PtdIns4P 量の減
少は観察されず、生きた細胞膜と
の接触によるシグナルがこの現
象に必要であった。放射性同位体
ラベルリン酸を用いた TLC解析か
ら、赤血球貪食後にPtdIns(4,5)P2
が主要なアイソタイプと考えら
れる、2 か所リン酸化された
PtdInsP 量が減少した。よって、
核内 PtdIns4P と PtdInsP アイソ
タイプの代謝が関連しているこ
とが示唆された。しかし抗
PtdIns(4,5)P2 抗体を用いた免疫
染色では赤痢アメーバ核に PtdIns(4,5)P2は検出されず、赤血球との共培養前後の変化も見いだ
されなかった。そこで、赤痢アメーバ核のリピドーム解析を行った。赤痢アメーバの核を赤血球
との共培養あり、なし、の条件で培養後に回収し、イノシトールリン脂質のアイソタイプ変化を
評価した。ホスファチジルセリン（PS）、PtdIns、PtdIns3P、PtdIns4P、PtdIns5P、PtdIns(3,5)P2、
PtdIns(4,5)P2、PtdIns(3,4,5)P3について評価を行った。しかし、赤血球との培養後も PtdIns4P
の量に変化が見いだせなかった。赤血球由来の脂質種が検出された可能性が考えられる。よって、
脂質の由来を明らかにするため、安定同位体ラベルなど工夫を行った検討が必要である。一方で、
赤血球との共培養を行わない赤痢アメーバ核サンプルからも、PS、PtdIns、PtdIns(3,5)P2、
PtdIns(4,5)P2、PtdIns(3,4,5)P3が検出された。よって、PtdIns4P だけではないイノシトールリ
ン脂質代謝の存在が示唆された。本研究成果の一部は論文として報告した（Watanabe et al., 
Microorganisms, 2020）。 
 
３）多様な PtdInsP と関連分子の解析 

赤痢アメーバにおける PtdInsP, PS, DAG のライブイメージングによる解析を目指し、多様な
PtdInsP, PS, DAG 結合ドメインと蛍光タンパク質との融合タンパク質プローブ発現株を作成し

図５ 赤痢アメーバ PtdIns4Pの局在 
(a)定常状態、(b)赤血球との共培養後、の赤痢アメーバを、以下
の材料で染色した。抗 PtdIns4P抗体（緑）、核（DAPI, 青）、
PKH26 染色赤血球（赤）。共焦点レーザー顕微鏡による観察像
を示す。（スケールバー、10μm） 

表１ PtdInsP結合ドメイン、標的アイソタイプ、赤痢アメーバでの局在評価のまとめ 
上記の既知の PtdIns および関連脂質結合ドメインを蛍光タンパク質との融合タンパク質と
して、テトラサイクリン誘導的に発現するプラスミド作成を行った。3xING-PHDのみ作成
途中である。2xEvectin-PH 以外のプラスミドについてトランスフォーマントを作成、テト
ラサイクリン添加後の細胞内局在を評価した（localization）。PtdIns(4,5)P2プローブについ
て、細胞内の膜系に広く局在する様子が観察された。PtdIns(3,4,5)P3プローブは発現が弱く、
一部の細胞で点状の構造が観察された。 



た。テトラサイクリン誘導性にプローブを発現するプラスミドを作成し、トランスフォーマント
を作成した。しかし 3xING-PHD のみプラスミドが完成しておらず、2xEvectin-PH のみトランス
フォーマントが未完成である。 
 観察ができたプローブについ
て、PtdIns(4,5)P2プローブは予想外に
細胞内膜系に広く局在する像が見られ
た（図６）。通常細胞膜に多く存在する
とされ、抗 PtdIns(4,5)P2抗体での観察
では細胞膜への局在が示唆されていた
ことから、内因性のプローブとの違い
を 検 討 す る 必 要 が あ る 。
PtdIns(3,4,5)P3 プローブは発現が弱
く、観察が困難であった。過去の解析お
よび EhPTEN1 の解析からも、赤痢アメー
バの多様な膜輸送にPtdIns(3,4,5)P3が
関与すると考えられ、技術的な不備で可
視化できていないと考えられた。
PtdInsP 結合ドメインはリン酸化され
たイノシトール環を認識するため、
IP3/IP4そのほかイノシトールリン酸と結合する可能性がある。赤痢アメーバにおけるイノシト
ールリン酸シグナルの実態は明らかでないが、IP3/IP4によるカルシウムシグナルの惹起や、内
因性 IP6の検出といった報告がある。よって、イノシトールリン酸シグナルは重要な役割を持つ
と考えられ、動物細胞よりプローブの発現に伴うイノシトールリン酸シグナルへの影響が大き
く、発現細胞が生存できない可能性が考えられた。解決策として、赤痢アメーバが持つ PH ドメ
インの性状解析を行い、これを PtdInsP プローブとして使用する方法が考えられる。 
 
本研究から、赤痢アメーバにおける高度に保存された PtdInsP 代謝（EhPTEN1）や、ユニーク
PtdInsP の挙動（核内 PtdIns4P, PtdInsP プローブ）を明らかにすることができた。真核生物に
保存された分子機構でありながら、原虫特異的制御がある PtdInsP 代謝の解析は、脂質生物学へ
の貢献のみならず新規抗原虫薬開発においても重要な研究対象である。実際マラリア原虫にお
いて PtdIns4-リン酸化酵素阻害剤の抗原虫薬としての研究が進んでいる。現在の赤痢アメーバ
薬は原虫のレドックス制御を破壊する低分子化合物(メトロニダゾール)のみ世界的に使用され
ている。作用機序の異なる薬剤標的を提供する意味でも、今後の研究が期待される。 
 
 

図６ PtdIns(4,5)P2プローブの局在  
蛍光タンパク質融合PLCδ4-PH発現細胞の共焦点レ
ーザー顕微鏡観察像。蛍光タンパク質由来の蛍光を
検出。細胞全体の膜構造が可視化された。 
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