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３ 研究の狙い： 

嫌気性原虫赤痢アメーバはヒトの大腸に寄生し、複数の病原因子を細胞外に放出して免疫細

胞を融解したり、感染局所の組織破壊を起こすとともに、破壊された細胞・組織を活発に貪食（フ

ァゴサイトーシス）・除去して寄生を成立させる。病原因子の分泌や貪食は赤痢アメーバの寄生に

不可欠であり、その分子機構を解明することは、赤痢アメーバの病原機構を理解するために不可

欠である。我々は分泌や貪食を調節する細胞機構としての小胞輸送に注目し、赤痢アメーバの小

胞輸送の特殊性を分子レベルで明らかにすることにより、赤痢アメーバの小胞輸送が病原機構に

どう関与するかを解明することを目指した。 

 

４ 研究成果： 

1. プロテオーム解析によるファゴソームタンパク質の網羅的同定 

 貪食過程に関わる分子を網羅的に同定することを目的として、貪食胞（ファゴソーム）を分離・精

製し、ファゴソームに存在するタンパク質をプロテオーム解析により同定した。これによりファゴソ

ームの形成、成熟の過程でファゴソームに動員される 160 を超えるタンパク質とそれぞれのタンパ

ク質の動態を明らかにした。赤痢アメーバに特異的な細胞表面レクチン、システインプロテアーゼ

(CP)を含む様々な加水分解酵素、Rab タンパク質などが同定された。約 40％のタンパク質はいか

なる既知のタンパク質とも有意な同一性をもたない新規タンパク質であり、赤痢アメーバ特異的な

ファゴソーム成熟機構が示唆された。また、これまで細胞表面やミトコンドリアに存在すると予測さ

れていたタンパク質がファゴソームに構成的に見られた。以上の結果をもとに赤痢アメーバのバ

ーチャルファゴソームを構築することができ（図 1）、赤痢アメーバのファゴソーム形成・成熟に関与

するタンパク質群の全体像とその詳細な動態が解明された。同時に、赤痢アメーバのファゴソー

ム成熟過程の特殊性の一端が分子レベルで明らかになった。 

 

2. 赤痢アメーバの貪食における Rab タンパク質の役割の解明 

 低分子量 GTPase Rab タンパク質は特定の小胞間の特異的な結合と融合(docking/fusion)に機

能する重要なタンパク質である。我々は貪食の際に機能する数種類のRabタンパク質の特異的な

役割を明らかにした。赤痢アメーバがほ乳動物の赤血球に接着すると、貪食が開始する前に、フ

ァゴソームと独立した 2-3µm の空胞(prephagosomal vacuole, PPV)が形成された。この空胞の形

成には少なくとも Rab5 と Rab7A の 2 種類の Rab が関与していた。Rab5 は PPV 形成に、Rab7A

は PPV の形成と PPV を介するリソソーム分解酵素のファゴソームへの輸送に機能していた。PPV

は他種生物に見られないユニークなオルガネラであり、リソソーム由来の分解タンパク質である

CP やアメーバポア(AP)などを活性化し貯蔵する準備空胞であると予想された（図 2）。 

 更に Rab7A の機能を調節するタンパク質として Rab7A 結合タンパク質を生化学的精製により単

離したところ、他種生物でレトロマー(retromer)と呼ばれている複合体と似た構造を示す複合体を

獲得した。赤痢アメーバのレトロマー様複合体は赤痢アメーバ Rab7A と特異的に結合し、リソソー

ム酵素の輸送をネガティブに制御していた（図 2）。複合体との結合を介した Rab7A の調節機構は
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他種生物と異なった前例のない制御機構であった。 

 赤痢アメーバの小胞輸送の特殊性として、Rab の高度の多様性が挙げられる。一般に酵母など

の単細胞生物では 7-11 種、多細胞生物のハエ、線虫、植物、ヒトでも 29-57 種の Rab が存在す

るに過ぎないのに対して、単細胞生物である赤痢アメーバは少なくとも 90 種の Rab タンパク質を

有する。赤痢アメーバの Rab の多様性を示す１つの例としてヒトでは存在しない Rab7 のアイソタイ

プの存在が挙げられる。赤痢アメーバでは少なくとも 8 種類の Rab7 アイソタイプが存在する。我々

は上記 Rab7A に続いて Rab7B, Rab7D の貪食の小胞輸送における役割を明らかにした（図 2）。こ

れらの一連の成果により赤痢アメーバの貪食における Rab7 アイソタイプの貪食における特異的

な役割が明確になった。 

 

3. 赤痢アメーバにおける貪食過程の可視化 

貪食におけるファゴソームの成熟過程をリアルタイムで追跡するシステムを構築した。赤痢アメ

ーバのファゴソーム内腔はファゴソームの形成後 2 分以内に pH4.5 まで低下し、少なくとも数時間

酸性化されたまま維持された。また、貪食胞における緑色蛍光タンパク質(GFP)を発現した酵母や

リーシュマニア原虫の分解も半減期10分以内であり、効率的な酸性化と分解が急速に起こってい

ることが明らかになった。病原性の効率の異なる複数の赤痢アメーバ株と非病原性関連種である

E. diapar を用いてファゴソームの酸性化と分解の比較を行った。ファゴソームの酸性化の効率とフ

ァゴソームでの GFP 分解は良く相関していたが、酸性化・分解の効率は必ずしも見かけの病原性

と相関していなかった。以上のことはファゴソームの酸性化が分解機構と密接に相関していること

を示していると同時に、ファゴソームの酸性化・分解・成熟の効率だけが赤痢アメーバ原虫の病原

性を規定しているのではなく、分解酵素の細胞内での分別輸送・分泌の調節がより密接に病原性

に関与していることが予想された。 

 

図 1 プロテオーム解析によるバーチャルファゴソーム 
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図 2 赤痢アメーバにおけるファゴソームの形成と成熟過程 

 

 

５ 自己評価： 

赤痢アメーバの病原機構を小胞輸送という観点からとらえた研究を目指し、充分な成果を挙げ

ることができたのではないかと考えている。第１に貪食過程に関与する分子を網羅的に同定する

ことにより、他種生物との相似及び赤痢アメーバにおける特殊性が明らかにされただけでなく、今

後病原性と直接リンクするタンパク質を解明する基盤を構築することができた。第２に病原機構の

一部である貪食の小胞輸送に関与する個別のタンパク質の機能を解明する過程で、赤痢アメー

バ原虫に特異的な細胞内オルガネラの同定と空胞の成熟機構の発見に至った。第３に赤痢アメ

ーバにおける小胞輸送を分子プローブを用いて可視化することに成功した。また、本報告書には

記載しないが、赤痢アメーバに選択的に存在するアミノ酸代謝酵素メチオニンガンマリアーゼ、並

びに、低分子量 GTPase の脂質修飾酵素の発見とこれら標的酵素に対する創薬も達成しており、

目指した研究提案の多くを達成することが出来たのではないかと考える。しかしながら、命題の中

心である貪食・分泌の病原機構における必須性に関しては、今後の研究で明らかにしたい。特に、

貪食に関与するどの分子が病原性と最も高く相関しているかを、病原性株・非病原性分離株間、

及び赤痢アメーバ・非病原性アメーバ間での量・動態の比較により発見し、その機能を逆遺伝学

的手法を用いて解明する予定である。また、赤痢アメーバ全遺伝子を網羅した DNA マイクロアレ

イを作製し、病原性に強く相関する小胞輸送、或いはそれ以外の経路に関与する遺伝子を網羅

的に同定したいと考えている。 

 

６ 研究総括の見解： 

 腸管寄生原虫赤痢アメーバの小胞輸送の特殊性を分子レベルで明らかにすることにより、赤痢

アメーバの小胞輸送が病原機構にどう関与するかを解明することを目的とした研究である。赤痢

アメーバの貪食の特殊性を明らかにするとともに病原性に直接関与する蛋白因子を解明した。ま

た貪食の小胞輸送に関与する蛋白の機能を解明して、赤痢アメーバに特異的な細胞内オルガネ

ラの同定と空胞の成熟機構を発見した。さらに小胞輸送を分子プローブを用いて可視化すること

に成功し、初期の研究目的を達成した。 
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