
 

 

[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 



 

 

［目的］ 繊毛虫 Blepharisma japonicum は、飢餓状態

になると有性生殖である接合を開始する。B. 
japonicum の接合型は I 型と II 型があり、相補的な接

合型が分泌する接合誘導物質ガモンの相互作用に

よって接合が開始される 1,2）。この接合開始の制御機

構を明らかにするため、cDNA サブトラクション法

を用いて、接合誘導物質の一つであるガモン 1 を受

容した II 型細胞内で活性化される遺伝子の同定を

行った。単離した遺伝子断片のうち、他生物の

Cyclin  dependent  kinase（cdk1,  cdk2）、Cyclin 
dependent kinase regulatory subunit （cks）、4-ヒドロ

キシフェニルピルビン酸デオキシゲナーゼ（4-
HPPD）とそれぞれ相同性のみられた 3 配列

（s1001、s1008、s1007）は、ガモン 1 処理により著

しく転写量が増加することが明らかになった 3）。さ

らに、これらの転写産物は、定常期およびガモン 2
によって接合誘導された I 型細胞や、細胞周期が進

行していると考えられる対数増殖期の I 型、II型細胞

ではともに発現していないことが明らかになった
４）。このことから、これらの cdk1、cks、4-HPPD 相

同遺伝子（s1001、s1008、s1007）がコードするタン

パク質は、これまでに知られた機能ではなく、接合

開始に関連した機能を持つことが期待される。本研

究では、これらの分子的特徴についてさらに詳細に

調べるため、RACE PCR で全長配列の決定を行っ

た。また、cdk1、cks、4-HPPD 相同遺伝子（s1001、
s1008、s1007）が II 型細胞の接合誘導時に特異的な

発現を示したことから、Blepharisma では他にも

cdk、cks をコードする遺伝子が存在しそれらが増殖

期に発現しているのではないかと考えられる。それ

を明らかにするため、対数増殖期の細胞由来の RNA
を用いて cDNA を合成し、degenerate primer を用い

た PCR により、増殖期に発現する cdk1 相同遺伝子

の単離を試みた。 
 
[方法] cdk1、cks 相同遺伝子（s1001、s1008）の全長

配列を決定する為、SMART RACE Amplification kit
（Clontech）を用いて RACE PCR を行った。ガモン

１処理した B. japonicum の II 型細胞（R48 株）から

polyA+RNA を精製し cDNA の合成を行った。以前に

明らかにした遺伝子の断片配列から設計したプライ

マーを用いて 5' および 3' RACE PCR を行った。PCR
産物をクローニングして、シークエンスを行った。

配列は、日本データバンク（DDBJ）提供 BLAST 
server で相同性検索を行い、モチーフ解析には

GENETYX （version7.0）および Predict Protein server
（EMBL）を用いた。 

 対数増殖期に発現する cdk1 相同遺伝子を単離する

ため、対数増殖期の II 型細胞から得た polyA+RNA よ
り cDNA を合成した。他生物の cdk1、cdk2 において

保存されていることが知られているアミノ酸配列の

うち二箇所（GYGTYG、WYRAPE)から degenerate 
primer を設計し、PCR を行った。得られたバンドを

切り出してクローニングし、シークエンスを行っ

た。 
 また、各遺伝子の発現パターンを調べるため、対

数増殖期、初期定常期およびガモン１で処理した II
型細胞由来の total RNA を抽出した。それらの total 
RNA をナイロンメンブレンに滴下し、それぞれの遺

伝子配列から作製したプローブを用いてドットハイ

ブリダイゼーションを行った。 
 
[結果と考察] cdk1 相同遺伝子断片（s1001）の 5' お
よび 3' RACE-PCR により、956 塩基の cDNA 全塩基

配列を決定した。この配列には 307 アミノ酸残基か

らなる ORF が存在した。なお、この ORF 内には

TGA コドンが存在したが、他生物 cdk1 とのアライメ

ントによりトリプトファンをコードすることが示唆

された。この s1001 全長配列の相同性検索を行った

結果、他生物の cdk1、cdk2 と高い相同性を示した。

しかし、この配列には、cdk1、cdk2 においてサイク

リンとの結合に関わり、重要なモチーフとされてい

る PSTAIRE 領域が保存されていなかった。また、

cdk1 や cdk2 において知られる 3 箇所のリン酸化部位

のうちの一つ（ヒト cdk1 では Thr14）が、この配列

では保存されていなかった（Ala23)。 
 次に、cks 相同遺伝子断片（s1008）から設計した

プライマーを用いて、5' RACE-PCR を行い、ｃ DNA
の全長配列を決定した。この全長アミノ酸配列は、

テトラヒメナの cks と高い相同性を示したが、cks に
おいて典型的なモチーフの一つが保存されていない

ことが明らかになった。 
 また、他生物の cdk1、cdk2 において保存されてい

るアミノ酸配列より設計した degenerate primer を用

いて PCR を行い、対数増殖期に発現する cdk1 相同

遺伝子の単離を試みたところ、約 500 から 600 bp の

位置にスメア状にバンドが確認された。ゲルから

PCR 産物を切り出し、クローニングを行った。16 コ

ロニーのシークエンスから、最終的に 6 つの遺伝子

配列を決定した。また、ドットハイブリダイゼー

ションによりこれらの cdk1 相同遺伝子が s1001 とは

異なる発現パターンを示すことが明らかになった。 
 今回の結果より、B. japonicum において、以前に決

定された s1001 とは異なった時期に発現する cdk1 相
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expression when treated with gamone 1. In addition, these gene fragments were not expressed  neither in type I cells nor 
in type II cells  in the log phase, and not expressed in type I cells treated by gamone 2. To further examine the molecular 
feature of these genes, we sequenced the cDNA of cdk1 and cks gene homologs using RACE PCR. The two sequences 
showed strong homology to cdk1 and cks, respectively; however, one of the typical motifs of cdk1 or cks was not 
conserved in these homologs. We also isolated the gene homologs that are expressed exclusively in cells undergoing cell 
cycle. So far, we obtained six cdk1 gene homologs with different expression profiles than our previously isolated cdk1. 
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同遺伝子が存在していることが示された。このこと

から、以前に単離された cdk1 相同遺伝子（s1001）
は II 型細胞においてガモン 1 による接合誘導時にの

み機能する特別な cdk1 相同タンパク質をコードして

おり、B. japonicum ではいくつかの cdk1 相同タンパ

ク質が存在しはたらいていることが示唆された。同

様の発現パターンを示す cks、4-HPPD 相同遺伝子

（s1008、1007）についても、対数増殖期に他の

cks、4-HPPD 相同遺伝子が機能しているのかを調べ

るとともに、今後これら 3 つの遺伝子が接合誘導時

にどのように機能しているのかについて更なる研究

を行う必要がある。 
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SUMMARY 

 In Blepharisma, the universal stop codon UGA has been known to reassign to sense codon (Trp). The 
reassignment of the codon UGA implies that eRF1 (the stop codon-recognizing protein) may loses its binding specificity 
toward UGA. In this study, we examined the stop codon recognizing capacity of eRF1 domain 1, (the stop codon-binding 
domain), infrom Blepharisma musculus by an in vivo assay system in yeast. Unexpectedly, the chimeric eRF1, which 
containsg Blepharisma domain 1, was able to complement a defect in yeast eRF1, i.e. Blepharisma eRF1 and 
recognizeds all three stop codons (UAA, UAG and UGA). Our result leads to a speculation that the stop codon 
reassignment in Blepharisma has occurred by a mechanism that might require the appearance of new tRNA able to read 
the reassigned codon UGA. 

INTRODUCTION 
 The genetic code of nuclear genes in some ciliates 
has been known to deviate from the universal genetic 
code. There are two types of stop codon reassignment have 
been found in ciliates: 1) UAA/UAG reassigned to sense 
codons (Gln) and only UGA used as stop codon; 2) UAA/
UAG used as stop codons and UGA reassigned to sense 
codon (Cys in Euplotes). In Blepharisma, UAA has been 
found to be a stop codon (Liang and Heckmann, 1993), 
and the UGA codon is reassigned to tryptophan (Lozupone 
et al., 2001). Although the assignment of UAG codon is 
still unknown in Blepharisma, this genus was supposed to 
be in the same group with Euplotes. 
 Eukaryotic release factor (eRF1) is believed to play 
an  important  role  in  the  stop  codon  reassignment  in 
ciliates. In most eukaryotes, a single eRF1 recognizes all 
three stop codons. However, in ciliates, the specificity of 
the stop codon recognition by eRF1 has been altered. For 
examples, in Euplotes, eRF1 recognizes UAA and UAG as 
stop codons, but not UGA codon, which instead encodes 
cysteine (Kervestin et al., 2001). The crystal structure of 

human eRF1 has been determined, which is organized into 
three  domains  (Song  et  al.,  2000).  The  functional 
importance  of  the  three  domains  of  eRF1  has  been 
characterized  by  genetic  and  biochemical  studies. 
Especially, in vivo genetic analysis of yeast eRF1 and in 
vitro site-directed mutagenesis of human eRF1 revealed 
that stop codon-binding sites are localized in domain 1. To 
clarify  whether  the  reassignment  of  UGA  codon  in 
Blepharisma relates to the stop codon recognition of eRF1, 
we have examined the stop codon recognizing capacity of 
eRF1 from Blepharisma musculus whose sequence has 
been determined previously (Kim et al., 2005). This study 
is expected to enable us to understand the stop codon 
usage and the molecular basis of genetic code deviation in 
this species. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Chimeric eRF1 construction 
 Domain 1 of eRF1 cDNA from B. musculus (amino 
acid sequence positions: 1-140, human eRF1 numbering) 
which was marked with restriction sites NdeI at 5’-end and 
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