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本研 究は ､ 寄生性 の 原生動物で あ る赤痢ア メ
ー バ ( E n t a m o e b a hist olyti c a)

の 細胞増殖お よ び病原性に重要 な役割を担 っ て い る と考え られ る食食 の 分子機構 を

明らか にす るた め､ プ ロ テ オ
ー

ム 解析を用 い て ､ フ ァ ゴ ソ - ム に局在す るタ ン パ ク

質を網羅的 に同定 し､
フ ァ ゴ ソ - ム の 成熟に伴うそれ らの 動態 を調 べ た ｡ ま た

､ 赤

痢アメ ー バ の 標 準株串よ び 臨床分離株 の フ ァ ゴ ソ - ム の タ ン パ ク 質プ ロ フ ァ イ ル を

比較 した｡ 結果は 以下 に記 した｡

1 . アメ ー バ 細胞 の 標準株 H M l: M IS S ( H M l) - ラテ ッ ク ス ビ ー ズ を食食 させ
､

ビ

ー ズ の会食後 o , 3 0 ､ 60 お よび 1 2 0 分の フ ァ ゴ ソ - ム を シ ョ 糖濃度密度勾配遠

心 により精製 し､ liq uid ch r o m a t o g r a ph y
- m a s s s p e c tr o m e try ( L C I M S) および t a n d e m

m a s s sp e c tr o m e try ( M S/ M S) に より解析 した結果 , 合計 6 0 43 ペ プチ ド､ 1 5 9 の

タ ン パ ク質が 同定され たo 検出され た主 なタ ン パ ク質は ､ 小胞輸送タ ン パ ク質 ､

細胞骨格系タ ン パ ク質 ､ 加水分解酵素 ､
レ クチ ン ､ プ ロ トンおよびカ ル シ ウム

ポン プ ､ お よび ､ ミ ト コ ン ドリアタ ン パ ク質で あ っ た｡ 同定 されたタ ン パ ク質

の 67 % は ､
フ ァ ゴ ソ

- ム の 回収時 点 (成熟段階) に特異的に検出され ､ こ れ に

より ､ フ ァ ゴ ソ - ム の 成熟に伴うタ ン パ ク質の ダイナ ミ ッ ク な変化が示唆 され

た ｡

2 . 精製 したフ ァ ゴ ソ -

ム の純度 を電子顕微鏡およびイ ム ノ ブ ロ ッ トに より解析 し

た結果､ 精製 フ ァ ゴ ソ - ム は ､ 細胞粗抽出液に比 べ 他 の膜構造物の 混入が比較

的少なく ､ 細胞質タ ン パ ク質は混入 して い ない こ とが示 され たo また ､ ラテ ッ

ク ス ビ ー ズ - 非特異的に結合するタ ン パ ク質を L C - M S お よ び M S/ M S に よ り解

析 した結果 ､ 24 0 ペ プチ ド
､

4 1 タ ン パ ク質が同定 され た｡ こ の 内､ わずか 5 つ

の タ ン パ ク質が精製フ ァ ゴ ソ - ム か ら検出されて おり ､ フ ァ ぎソ - ム 分画 - の

非特異的タ ン パ ク質の 混入 は ､ 究めて低 い程度で あ る こ とが示唆され た｡

3 . 同定された小胞輸送タ ン パ ク 質にお い て ､
R ab の プ ロ フ ァイ ル は､

マ ウス の マ

/

ク ロ フ ァ
ー ジの プ ロ フ ア

■
ィ ル と著 しく異な っ て い た｡ また ､ 他生物種にお い て

フ ァ ゴ サイ ト - シ ス 以外 の 小胞輸送に関わる こ とが示 され て い るさまざま なタ

ン パ ク質が赤痢アメ ー バ の フ ァ ゴ ソ - ム か ら検出された ｡ こ れ らの こ と か ら､

赤痢アメ ー バ の フ ァ ゴ ソ - ム バイ オ ジ ェ ネ シ ス にお ける小胞輸送は マ ウス マ ク

ロ フ ァ
ー ジと究めて異な っ て い る こ と示唆され た｡



4 . 検出され た加水分解酵素は ､
マ ウ ス の マ ク ロ フ ァ

ー ジ の フ ァ ゴ ソ - ム プ ロ フ ァ

イ ル と類似 したプ ロ フ ァ イ ル が得られた｡
こ れ らの加水分解酵素 の ほ とん どは ､

フ ァ ゴ ソ - ム の 初期 ( ビ ー ズ の会食後 0 分) か ら後期 (12 0 分) に か けて持続的

に検出され た｡
これ により ､ 加水分解酵素は ､

ビ ー ズ の 会食後す ぐに動員され ､

持続的に局在 して い る こ とが示唆され た｡

5 . フ ァ ゴ ソ - ム の プ ロ テ オ ー ム 解析か らミ ト コ ン ドリア タ ン パ ク 質で ある p y ri din e

n u cl e o tid e tr a n s h y dr o g e n a s e および m it o ch o n d ri a トty p e H s p 7 0 が検出され た｡ こ れ ら

の タ ン パ ク 質の いずれも マ ウス の マ ク ロ フ ァ
ー ジ , 好中球 ､ お よび D . dis c oid e u m

の フ ァ ゴ ソ -

ム か らは検出されて い ない ｡ 赤痢ア メ ー バ にお い て ､ p y ridi n e

n u cl e o tid e tr a n sh y d r o g e n a s e は ､ ミ ト コ ン ドリア類似 の細胞小 器官で あ る マ イ トリ

ー ム に局在する と考えられて い るo
マ イ トソ -

ム の
-

7
-

カ
ー

タ ン バ ク質で ある

cp n 6 0 は ､ プ ロ テオ ー ム 解析にお い て も ､ また ､ イ ム ノ ブ ロ ッ トア ッ セイ に お い

て も精製フ ァ ゴ ソ - ム か ら検出され なか っ た｡
こ れ に より ､

マ イ トソ - ム それ

自体が フ ァ ゴ ソ
- ム と融合或 い は物理的に相互作用 して い る の で は なく , ミ ト

コ ン ドリア タ ン パ ク質が単独 で フ ァ ゴ ソ
-

ム に局在 して い る こ とが示 唆され た｡

6 . プ ロ テ オ ー

ム 解析に より検出された代表 の 6 つ の タ ン パ ク 質は ､ 間接蛍光抗体

法により ビ ー ズお よび赤血球 を含む フ ァ ゴ ソ - ム - の 局在が確認 され た｡ また ､

フ ァ ゴ ソ - ム タ ン パ ク質の 時点間における量的変化を定量的イ ム ノ ブ ロ ッ トに

より解析 した とこ ろ､
レ ク チ ン の サ ブ ユ ニ ッ トで ある I gl お よび L gl ､ R a b 7 A

, お

よ び R a b l l B は ､ フ ァ ゴ ソ - ム の 成熟に伴い タ ン パ ク質量が 大きく変化 して い る

こ とが明らか にな っ た｡ さらに ､ O F P を付加 した R a b 7 Å を定常的に発現す るア

メ ー バ 株 - 青色蛍光 ビ ー ズ を食食させ ビデオ顕微鏡に より観察 した結果 ､ R ab 7 A

の時間特異的なフ ァ ゴ ソ - ム - の動員お よび解離が療課 され たQ

7 . さらに ､ 赤痢アメ ー バ の 臨床分離株を用 い て 株間 に お ける フ ァ ゴ ソ - ム タ ン パ

ク質の ばらつ き を調 べ た｡ 臨床分離株で ある K U 33 および H A T A JI - ビ
ー ズ を食

食 させ ､ シ ョ 糖濃度密度勾配遠心法により フ ァ ゴ ソ - ム を精製 し､
L C - M S お よ

び M S/ M S によりタ ン パ ク質を同定 した o そ の 結果 ､ K U 3 3 で は 2 8 6 6 ペ プチ ド､

1 17 タ ン パ ク質が同定され ､ H A T A JI で は 2 7 1 7 ペ プチ ド､
11 6 タ ン パ ク質が 同･定

された ｡ 得られ た臨床分離株 の タ ン パ ク質の プ ロ フ ァ イ ル を標準株で あ る H M l

の プ ロ フ ァ イ ル と比較 した結束､ 2 2 % の タ ン パ ク質が 3 株か ら検出され ､
7 8 % の

タ ン パ ク 質は ､
1 株も しく は 2 株で検出され た｡ これ に よ り ､ 赤痢ア メ ー バ 株間

に お い て ､ 顕著にフ ァ ゴ ソ - ム タ ン パク 質の 多様性がある こ とを示 唆された o

以上 ､ 本論文 は ､ フ ァ ゴ ソ -

ム の網羅的解析によ り ､ 赤痢アメ ー バ に お ける フ ァ ゴ

ソ - ム タ ン パ ク 質の 全体像を明らか に し ､ フ ァ ゴ ソ - ム の 成熟に伴い
､ そ の 構成因



子 が質的 ･ 量的に変化す る こ と を示 した｡ また , その フ ァ ゴ ソ - ム の タ ン パ ク質プ

ロ フ ァイ ル が赤痢アメ ー バ株間 にお い て 多様性を示す こ とを示 した ｡ こ れ らの フ ァ

ゴ ソ
- ム の プ ロ テ オ ミク ス に より得 られた知 見は ､ 赤痢ア メ

ー バ にお ける フ ァ ゴ ソ

- ム バイ オジ ュ ネ シ ス の解明 に重要な貢献をなすと考えられ ､ 学位 の授与に催する

もの と考えられ る ｡




