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SUMMARY 
 We examined the effects of six cysteine protease inhibitors (Z-Phe-Ala-DMK, E-64d, Z-Phe-Phe-DMK, E-64, 
ALLM and cathepsin inhibitor III) on the excystation and metacystic development of Entamoeba invadens. Excystation 
was assessed by counting the number of metacystic amoebae after the induction of excystation. We found that 
excystation was inhibited by the cysteine protease inhibitors Z-Phe-Ala-DMK and E-64d, and that inhibition was 
concentration-dependent during incubation. Metacystic development was assessed by counting the number of nuclei in 
amoeba, and was also found to be inhibited by the same protease inhibitors. The other four cysteine protease inhibitors 
(Z-Phe-Phe-DMK, E-64, ALLM and cathepsin inhibitor III) had a weak or little effect on the excystation, but they 
inhibited cysteine protease activity in the lysates of E. invadens cysts. During gelatin substrate gel electrophoresis, we 
detected broad bands with gelatinase activity of metacystic amoebae, as well as cysts and trophozoites that were inhibited 
by Z-Phe-Ala-DMK. There was a difference in the protease composition of cysts and trophozoites, and the protease 
composition of metacystic amoebae changed from cyst-type to trophozoite-type during development. These results 

え発色反応させた。 
 
[結果と考察] 

 演者らは D. discoideum のデータベースから 5 種類

の Sir2 ホモログを発見した(dicty base ID: DDB0216430, 
DDB0216432, DDB0216433, DDB0219946, DDB0219946, 
DDB0219995)。本発表では Sir2E(DDB0219995)につい

て報告する。 
 Sir2 は触媒作用を行うコアドメインの配列によっ

て 5 つのクラスに分類されるが、Sir2E のそれはどの

クラスにも分類されなかった。Sir2E と相同性をもつ

タンパク質を検索したところ、G. lamblia がコードす

る Sir2 ホモログの内の 1 つが発見された。Sir2E と

G. lamblia Sir2 ホモログのコアドメインの相同性は

42%を示した。このため、Sir2E はこのタンパク質と

類似した機能を有していると予想される。 
 sir2E が D. discoideum においてどのような役割を果

たしているか調べるため、RT-PCR によって sir2E の

発現パターンを確認した。D. discoideum は微生物が

存在する環境では単細胞アメーバとして増殖する。

しかし飢餓に陥ると、個々の細胞が集合し、マウン

ドと呼ばれる多細胞体を形成する。そして、移動体

を経て最終的に柄と胞子から成る子実体を形成す

る。sir2E は D. discoideum の生活環を通してほぼ一定

に発現していた。このことから、sir2E はいずれの時

期にも重要な役割を果たしていると考えられる。 
 D. discoideum の移動体は前方 20%が予定柄細胞域

と後方 80%が予定胞子細胞域に分化しており、予定

柄細胞域は最終的に子実体の柄細胞に、予定胞子細

胞は胞子になる(5)。また、子実体形成後期では予定

柄細胞は柄、基盤、upper cup および lower cup に分化

する(6)。sir2E のプローブを用いて WISH を行った結

果、移動体の予定柄細胞域に染色が見られた。ま

た、子実体形成後期では upper cup と lower cup に染

色が見られた。この結果より、sir2E は予定柄細胞域

で強く発現しており、これらの領域で機能している

と考えられる。 
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[目的] 赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica )のヒトへ

の感染は摂取された嚢子の小腸下部での脱嚢および

脱嚢したアメーバ(metacystic amoebae)の発育、大腸

に下って栄養型としての生長により成立する。この

機構の解明は感染の理解および感染防御を考える上

で重要である。システインプロテアーゼ(CP)は消化

酵素として赤痢アメーバの増殖を担うとともに、そ

の病原性因子の一つとして重要性が明らかになって

いる。しかし、アメーバの脱嚢および脱嚢後アメー

バの発育への関与に関しては報告がみられていな

い。そこで今回、アメーバの脱嚢・発育への CP の

関与を調べるため、CP 阻害剤を用いて検討した。 

 
[材料と方法] 赤痢アメーバの脱嚢・発育のモデルと

なる E. invadens の系を用い、その栄養型を嚢子形成

液に移し 3 日間培養することにより嚢子を形成さ

せ、界面活性剤処理により栄養型を除き、得られた

嚢子を栄養型培養液に戻すことにより脱嚢を誘導し

た。6 種の CP 阻害剤、Z-Phe-Ala-DMK、 Z-Phe-Phe-
DMK、E-64、E-64d、ALLM および cathepsin inhibitor 
III を用いた。      

                     
[結果と考察]  種々の濃度の CP 阻害剤存在下で脱嚢

したアメーバ虫体数を比較した結果、用いた 6 種の

CP 阻害剤のうち、Z-Phe-Ala-DMK と E-64d の存在下

で、濃度に依存したアメーバ虫体数の減少が認めら

れた。一方、これらの CP 阻害剤は嚢子の生存率に

は影響を及ぼさなかった。脱嚢したアメーバの発育

をその核数により調べた結果、これらの CP 阻害剤

は発育も抑制することが明らかになった。一方、他

の 4 種の CP 阻害剤 Z-Phe-Phe-DMK、E-64、ALLM
および cathepsin inhibitor III の脱嚢抑制効果は弱かっ

たが、嚢子の抽出液中の CP 活性は抑制することが

でき、E-64 が最も強い阻害活性を示した。E-64d は

E-64 の膜透過型アナログであり、嚢子壁透過により

阻害効果を示したと考えられた。ゼラチンゲル電気

泳動により検出された嚢子と栄養型のプロテアーゼ

のバンド・パターンには違いがみられ、その多くが

CP 阻害剤 Z-Phe-Ala-DMK の存在下で消失した。脱

嚢直後および発育の進んだアメーバのバンド・パ

ターンを嚢子および栄養型と比較した結果、脱嚢直

後のアメーバのプロテアーゼは嚢子タイプであるの

に対し、発育の進んだアメーバでは栄養型タイプに

変化していることが判明した。以上の結果から、シ

ステインプロテアーゼはアメーバの脱嚢・発育にも

関与しており、ひいては感染の成立に貢献している

ことが示唆された。  
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strongly suggest that cysteine proteases contribute to the excystation and metacystic development of Entamoeba 
invadens, and assist the successful infection.  
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SUMMARY 

 When deprived of nutrients, ciliate Blepharisma japonicum starts a sexual reproductive process, conjugation. To 
clarify the molecular mechanism of the initiation of conjugation, we isolated genes expressed specifically during 
induction of conjugating pairs in mating type II cells, using suppression subtractive hybridization. Three of the isolated 
gene fragments showed homology to cdk1, cks and 4-HPPD in other organisms. These gene fragments showed enhanced 
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