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研究成果の概要（和文）： 
赤痢アメーバの病原機構のおいて中心的な役割を果たすシステインプロテアーゼの細胞内輸送

機構を理解することを目指し、システインプロテアーゼの輸送体の同定とその機能解析を行っ

た。生化学的手法により、システインプロテアーゼ結合ファミリータンパク質 1(CPBF1)が同

定され、その結合特異性が確認された。また、細胞分化特異的に発現するシステインプロテア

ーゼを網羅的転写解析により明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified and characterized a putative receptor/carrier for cysteine proteases, which is 
believed to play a pivotal role in pathogenesis of the enteric protozoan parasite Entamoeba 
histolytica. We also identified the members of cysteine protease genes that are 
stage-specifically expressed during differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 赤痢アメーバ症とその病原機構 
赤痢アメーバ症は世界人口の約 1％に感染し、
年間 10 万の死亡を起こす、マラリアに次い
で死亡者数の多い原虫性感染症である。発展
途上国だけでなく、わが国でも知的障害者な
どに濃厚な感染を起こしている。その医学
的・保健衛生学的重要性に加えて、嫌気的代
謝・ミトコンドリアの二次的喪失など生物進
化上興味深い生物学的特徴が多く備わって

いる。赤痢アメーバがヒトに寄生すると、腸
管上皮に接着し、腸管及び組織内で活発に貪
食を行い、システインプロテアーゼ(CP)を始
めとする複数の融解性病原因子を放出して
細胞・組織傷害を起こす。特に CP は赤痢ア
メーバの腸管上皮の潰瘍、肝膿瘍の形成、免
疫からの回避において中心的な役割を果た
す病原因子であることが確立されていた。赤
痢アメーバはゲノムに>40 もの CP 遺伝子を
もつが、それぞれの CP の機能的特異性はほ
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とんど理解されていないのみならず、この病
原因子の輸送と活性調節機構は未解明であ
った。 
(2)これまでの研究成果 
これまでの研究により以下の事実が既に明
かにされている。 (1) 小胞輸送が CP の活性
制御に重要な役割を果たす。特に低分子量
GTPase Rab5 (Saito-Nakano J Biol Chem 
2004), Rab7A (Nakada-Tsukui Mol Biol Cell 
2005; Nozaki Parasitol Res 2006), Rab7B 
(Saito-Nakano Cell Microbiol 2007), 
Rab11B(Mitra Cell Microbiol)の研究成果によ
り、(1-a) Rab7A 及び Rab7B がゴルジ体から
リソソームへの CP の輸送過程で協調的に調
節を行っていること、(1-b) Rab7A はレトロ
マーと呼ばれる制御分子を介して CP 輸送体
のリソソームからゴルジ体への逆行輸送の
制御にも関与していること、(1-c) 通常細胞
膜へのリサイクリングに機能する Rab11B が
CP の細胞外への分泌を制御していることな
どが明らかにされていた。 (2) CP 活性を制
御する内因性タンパク質 Inhibitor of CP 
(ICP)を同定し、EhICP が結合により CP 活性
を阻害し、分泌を抑制することを示した(Sato 
FEBS Lett 2006)。すなわち、(2-a) 局在の異
なる（ICP1:細胞質、EhICP2:リソソーム内）
２種の ICP により CP 活性が抑制されること、
(2-b) ２種の ICP は CP に対する基質特異性
を有すること、即ち ICP2 は細胞表面に発現
し、病原性に強く相関する CP5 を ICP1 より
も約 10 倍強く阻害すること、(2-c) ICP の過
剰発現により細胞内 CP 量に変化はないが、
活性が減少すること、それに対して分泌する
CP 量が 10 倍減少し、哺乳動物細胞に対する
傷害性が大きく傷害されることなどを示さ
れていた。(3) DNA マイクロアレイを用いた
トランスクリプトーム解析により、肝臓・腸
管感染に伴い、一部の CP アイソタイプの発
現プロファイルが選択的に変化することを
明 ら か に し た (Gilchrist Mol Biochem 
Parasitol 2006; Okada unpublished)。具体的
には、CP4, CP6 の発現は腸管感染に伴い
6-35 倍上昇し、CP4 は肝臓感染に伴っても 3
倍上昇していた。以上、CP の輸送・活性を
調節する巧緻な分子機構の一端が研究の開
始時に一部明らかにされつつあった。 
(3) 海外の研究の現状 CP が本原虫の病原
機構において重要な役割を果たすことは、阻
害剤及びアンチセンスを用いた発現制御に
よって培養細胞に対する傷害性が減弱する
こと、哺乳動物への病害性が弱まることより
示されていた(Lauwaet J Biol Chem 2003; 
Olivos-Garcia Parasitology 2003; Ankri Infect 
Immun 1999; Moncada Gasterology 2006)。
また CP5 の過剰発現により他の CP1, CP2
の活性が上昇することが示され、CP5 が他の
CP のプロセシングに関与する可能性が指摘
された (Tillack Mol Biochem Parasitol 2006)。
赤痢アメーバの逆遺伝学的手法は急速に展
開しており、アンチセンス、RNA 干渉法に次
いでGene silencing(Bracha PLoS Pathogens 

2006)により複数遺伝子を制御できるように
なっている。赤痢アメーバの CP は 36 の
C1(CP-A 12 コ, CP-B 11 コ, CP-C 13 コ)の他、
数個の C2、C19、C54、C65 などに大別され、
ゲ ノ ム 開 示 (Loftus Nature 2005; TIGR, 
Sanger, http://www.tigr.org/tdb/e2k1/eha1/)
により遺伝子の全情報は完備している。その
ため生化学的手法により獲得された新規タ
ンパク質の実態(ID)の決定は容易である。 
 
２．研究の目的 
赤痢アメーバのシステインプロテアーゼ
(CP)は、腸管上皮や肝細胞などの傷害、免疫
細胞の貪食・分解による免疫回避、細菌など
の貪食・分解による栄養摂取などに関与し、
生存・寄生・病原性に必須な役割を果たして
いる。赤痢アメーバはゲノムに>40 もの CP
遺伝子をもつが、それぞれの CP の機能的相
違・特異性ほとんど理解されていない。また、
CP の細胞内での輸送機構、活性の調節機構
などの分子基盤は十分に理解されていない。
そこで本研究では赤痢アメーバの生存と寄
生・病原に必須な CP の輸送ならびに活性調
節機構を、生化学的・細胞化学的・逆遺伝学
的手法を駆使し解明するとともに、トランス
クリプトーム・プロテオームなどの”-omics”
手法を応用した統合的アプローチにより多
様な CP 遺伝子群の機能的特異性を解明する
ことを目的とした。 
 いくつかの主要な命題は、 (1) CP は N 末
端にプレ領域、プロ領域をもつ未成熟な前駆
体として合成され、通常の分泌経路中でプロ
セシングを受けて活性化型になるが、そのプ
ロセシングの起こる細胞内局在、並びにその
分子機構は全く不明である。 (2)必要に応じ
て、CP の「細胞内での貯蔵」と「細胞外へ
の分泌」を決定する輸送経路の決定及びそれ
に繋がるシグナル伝達は全く未知である。(3) 
CPは>40種もの遺伝子群として存在するが、
病原性への関与の指摘されている CP1, 2, 5
以外の CP の機能的相違と特異性（即ち、役
割り分担）に関しては、全く解明されていな
い。 
 
３．研究の方法 
(1) CP 輸送体の同定 
 CP 輸送体の同定・機能解明を目的として、
CP の刺激依存的分泌や、貪食に伴う CP のフ
ァゴソームへの動員などに関与する CP の特
異的輸送体(CP 受容体; CPR)の実態を明らか
にする。CP5-HA 発現株の抽出液中から CP5
に結合する分子をアフィニティ精製し、この
タンパク質の実態を明らかにする。初年度は、
組換えタンパク質・抗体およびエピトープ標
識 CPR 発現形質転換体の作製により、細胞内
局在の確認、結合する CP 種の特定、他の補
助因子との結合を解析した。 
 更に、CP の輸送の制御因子 Rab11B の機能
調節機構の解明を目的として、Rab11B の解



 

 

析を行う。Rab11B は過剰発現により細胞外
への CP 輸送を 10 倍上昇させる。この CP 輸
送活性化は CP1, CP2, CP5 いずれの CP にも
起こるが CP1 が最も大きく影響を受ける。そ
こで、Rab11B による CP 調節機構の詳細を明
らかにするために、Rab11B に結合してその
機能を調節するエフェクター分子をアフィニ
ティ精製により獲得した。 
(2) CP 輸送体の機能解析 
 これまでの同定した CP 輸送体(CPBF1)に
は遺伝子族を形成する遺伝子群が存在する
(CPBF1-8)。このうち、mRNA の発現量の多
いCPBF6とCPBF8に関して細胞内局在と機
能に関して解析した。また、会合するタンパ
ク 質 群 を ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し 、
LC-MS/MS/MS により同定を試みた。 
(3) ICPによるCPの活性・分泌阻害の分子機
構及びその生理的役割の解明 
 ICP による CP 活性・分泌阻害の機構を理
解することを目的として、Gene silencing 法
による ICP の発現阻害株を用いて、ICP1, 
ICP2 それぞれの発現阻害による変化を、細
胞内外の CP 活性の測定、イムノブロットと
ザイモグラフィーによる CP アイソザイムの
発現プロファイルで検証した。 
 ICP の過剰発現体と発現抑制体を用いて、
哺乳動物細胞に対する傷害性、アポトーシス
誘導等を比較した。 
 また、ICP の CP 阻害機構を理解するため
に、両者の共結晶の３次元結晶構造を解明す
ることを目的として、ICP の精製と結晶化条
件のスクリーニングを行った。 
(4) CPアイソタイプ間の機能的相違の解明 
Entamoeba invadensの発現解析により、栄養
型の嚢子化過程における約40のCP遺伝子の
発現プロファイルが明らかとなった。これら
E. invadens CP遺伝子のannotationを完全に
するとともに、ステージ特異的に発現するCP
をグループ分けした後、各遺伝子の機能解析
を行う。E. invadensで逆遺伝学を導入するた
めに、まず、形質転換の方法論を確立した後、
各CP遺伝子の過剰発現体を作製し、嚢子化へ
の影響、動物細胞への傷害性などの変化を検
討する。同時に、より広範な環境因子でCPの
発現パターンに変化が出ることを想定し、ま
ず様々な環境変化に伴うCP遺伝子の発現の
変動をDNAマイクロアレイを用いて経時的に
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) CP 輸送体の同定 
CP の中でも病原性に関与することが示唆さ
れている CP5 の輸送に関与すると示唆され
る分子を同定し、その機能を明らかにした。
HA により標識した CP5 を発現したから免疫
沈降法により、CP5 に結合する分子として
CP5 輸送体(CPBF1) が同定された（図 1）。   

 更に、HA 標識した CPBF1 を強制発現した
形質転換体から免疫沈降法により結合する
タンパク質を同定したところ、CP5 並びに
CP4 が特異的に同定され、CPBF1 の輸送物
(cargo)の特異性が示された（図 2）。 
 

 
図 1 CPBF1 の単離 レーン 1, 2: コントロー
ル；レーン 3: CP5-HA 発現形質転換体から抗
HA 抗体で免疫沈降してきたタンパク質 矢
印は CPBF1 と同定された端パック室を示す 

 

 

図 2 CPBF1 に結合するカーゴの確認 CP1
及び CP5 が CPBF1-HA を発現する形質転換
体からのみ特異的に免疫沈降(IP)されている 

 

 (2) CP 輸送体の機能解析 
次に CPBF1 遺伝子抑制株を作成し、CP の輸
送の変化を調べたところ、CPBF1 発現抑制
体では野生型と比較して、細胞内の CP 活性
が減少し、細胞外に分泌される CP 活性が約
2 倍に上昇していた。また特異的抗体による
解析でも CP5 が選択的に細胞外に放出され
ていることが確認された（図 3）。以上のこと
より CPBF1 は CP4/CP5 の輸送に、恐らくは
リソソーム等への輸送に関与する特異的輸
送体であることが示された。 
 



 

 

 

図 3 コントロール株とCPBF1 gene silence
株における細胞中や培養液中に存在する
CP1 と CP5 の検出 
 
(3) ICPによるCPの活性・分泌阻害の分子機
構及びその生理的役割の解明 
ICP1及びICP2に結合し、その働きを調節す
る可能性のある分子群をアフィニティ精製
し、同定を試みたが、再現性をもって会合
するタンパク質の単離は成功しなかった。
また、結晶構造を得るために、結晶化条件
を至適化した途中で、海外のグループからI
CPの結晶構造に関する論文が発表された
(Casados-Vázquez LE, Lara-González S,
 Brieba LG. Crystal structure of the cyst
eine protease inhibitor 2 from Entamoeb
a histolytica: functional convergence of a
 common protein fold Gene 471:45-52, 2
011)。 
 
(4) CPアイソタイプ間の機能的相違の解明 
Entamoeba invadensを用いて嚢子過程
におけるCPの発現プロファイルの変化
を追跡することにより、CPのステージ
特異的な発現を解析した。同時にCPの
輸送調節の中心分子である>90種以上の
Rabの発現の変動をモニターした。まず、
E. histolyticaのゲノム上で発見された約
50のCPと90のRabの相同遺伝子、並び
にE. invadens特異的遺伝子の注釈付け
（アノテーション）を行った。その結果
、ほとんどのE. histolyticaのホモログは
E. invadensに存在する一方で、CP-A群
ではA2, A3のアイソタイプで、CP-B群で
は多くのアイソタイプに関してE. 
invadens特異的な遺伝子の多重化が起
こっていた。一方、Rab遺伝子は他種生
物と保存性の高いRab1, Rab2, Rab7, 
Rab11等で両者間で極めて高い相同性
が見られた。一方、E. invadensに特異的
な7種のRab遺伝子、E. histolyticaに特異
的な19種のRab遺伝子が発見された。こ
れらの遺伝子のE. invadensの嚢子化過
程における発現変化を調べたところ、栄
養型特異的に発現する18種のCPとシス
ト特異的な5種のCPが同定された。また
、Rab遺伝子に関しても様々なパターン

で発現する遺伝子群が特定され、約20
のRabが嚢子で発現上昇した。代表的な
13遺伝子の発現プロファイルを図4に示
す。以上嚢子化に伴いCP並びにその輸
送経路は大胆なリモデリングを受ける
ことが明らかとなった。  

 
図4 嚢子過程で転写調節を受けるCPの
うち代表的な13遺伝子の発現パターン  
 
 また、Entamoeba invadens の全遺伝子を網
羅したAffymetrixカスタムDNAマイクロアレ
イを用いた解析により、栄養型の嚢子化過程
における約 40のCP遺伝子の発現プロファイ
ルを明らかにした。更にこれらの CP の特徴
を明らかにするために、E. invadens CP 遺伝
子の注釈付けを終了し、報告した。 
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