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[目的] 赤痢アメーバ (Entamoeba histolytica：Eh) 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成長により成立す

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。Eh の嚢子内虫体は脱嚢誘導

により運動性を回復し、嚢子壁に開けた小穴から運

動性を介して脱嚢することから、脱嚢時にアクチン

細胞骨格の再編成による運動性及びその調節は必須

であると考えられる。そこで今回、アクチン細胞骨

格再編成の最重要分子の一つであるアクチン脱重合

因子 (ADF) コフィリン (cofilin: Cfl) に注目し、その

系統解析、局在及び発現解析を行った。 

 

[方法] Eh の脱嚢・発育のモデルとなる E. invadens 

(Ei) の系を用い、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得、この嚢子を栄養型培

養液に戻すことにより脱嚢を誘導した。大腸菌で発

現させた組換え EiCfl-2 の免疫により得られたウサ

ギ抗血清及び市販のモノクローナル抗アクチン (Act) 

抗体を用いた蛍光抗体法により Cfl 及び Act の局在

を調べた。発現解析はリアルタイム RT-PCR により

行った。  

 

[結果と考察] Eh 及び Ei ゲノムデータベースを検索

したところ、Eh  には１種 (EhCfl)、Ei  には３種 

(EiCfl-1, Cfl-2, Cfl-3) の Cfl の存在が判明した。系統

解析により、Entamoeba の Cfl は他の生物の Cfl/

ADF とは離れた独立のクレイドを形成した。免疫蛍

光染色により EiCfl 及び EiAct の局在を調べた結

果、栄養型においては細胞膜直下の領域が両者とも

に染色され、同じ局在を示した。特に、仮足の部分

は両者ともに強く染色され、アメーバの運動への関

与が強く示唆された。嚢子においても両者とも細胞

膜直下の周辺部に局在がみられた。リアルタイム 

RT-PCR により、EiCfl の脱嚢誘導５時間後の mRNA 

量を誘導前と比較したところ、すべての Cfl  で 

mRNA 量の亢進が認められた。一方、嚢子における 
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SUMMARY 

Entamoeba hystolytica (Eh) cysts restore motility with the induction of excystation. The amoeba moves out, 

passing through a small hole made on the cyst wall. Reactivation of motility and its control by actin cytoskeletal reor-

ganization are necessary processes in excystation. This study investigated important molecules in actin cytoskeletal reor-

ganization: actin depolymerizing factor cofilin (Cfl). In addition, E. invadens (Ei) was used as the excystation and devel-

opment model of Eh. For this, the cysts formed in an encystation medium were transferred into a trophozoite culture me-

dium to induce excystation. A search of the Eh and Ei genome database revealed one type for Eh (EhCfl) and three types 

for Ei (EiCfl-1, Cfl-2, and Cfl-3). Phylogenetic analysis revealed that Entamoeba Cfl formed a clade that is separate from 

other organisms. Immunofluorescence staining using rabbit anti-EiCfl-2 antibody and mouse monoclonal anti-actin (Act) 

antibody revealed that both EiCfl and EiAct proteins of trophozoites were localized immediately beneath the cell mem-

brane. In particular, staining in pseudopodia was intense for both EiCfl and EiAct, suggesting strong implications related 

to amoeba motility. Actually, EiCfl and EiAct were also localized around the area immediately below the cell membrane 

in cysts. Real-time RT-PCR revealed that Cfl mRNA expression in cysts was remarkably lower than that of trophozoites, 

and that the expression of EiCfl-1 and Cfl-3 was nearly absent even in trophozoites. Higher mRNA levels were observed 

in all EiCfl proteins 5 hr after excystation than those observed before excystation. Furthermore, remarkably increased 

mRNA levels of EiCfl-1 and Cfl-3 but not Cfl-2 were observed in the presence of cytochalasin D, by which enhanced ex-

cystation was previously reported by us. These findings demonstrate increased EiCfl expression by excystation induc-

tion, EiCfl colocalized with EiAct, and close correlation between EiCfl expression and amoeba motility. In addition, en-

hanced excystation by cytochalasin D was closely associated with highly increased mRNA levels of EiCfl-1 and Cfl-3. 
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Cfl の発現量は栄養型に比して著しく低く、EiCfl-1 

と Cfl-3 では栄養型でもほとんど発現していなかっ

た。先にサイトカラシンD (CD) が予想に反し、脱嚢

促進効果を示すことを明らかにしたが、これと  

EiCfl の mRNA 量との関連について調べた。即ち、

CD 存在下脱嚢誘導５時間後の mRNA 量を比較した

ところ、EiCfl-1 と Cfl-3 の mRNA 量が著しく増加す

ることが明らかになり、CD による脱嚢促進との関連

が強く示唆された。以上の結果から、脱嚢誘導によ

る EiCfl の発現亢進、EiAct との共局在及び運動性と

の密接な関連及び CD による脱嚢促進と EiCfl-1 と 

Cfl-3 の発現亢進との関連が明らかになった。 
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SUMMARY 

  The macronucleus in ciliates has uniquely evolved, but no view or model reasonably explaining its origin has been 

proposed. All ciliates examined to date retain many micronucleus-specific DNA sequences, which are called internal 

eliminated sequences (IES). Those IESs are thought to have originated from certain transposons, suggesting that ances-

tral ciliates suffered from a large-scale of transposon invasion into their genome and faced a severe crisis in survival. A 

scenario of how ancestral ciliates evolved the macronucleus is presented herein. According to Orias’s evolutionary model 

of ciliate cell structure (1976), the ancestral ciliates appear to have been multinucleate with homonuclei because ciliates 

might have evolved from colonial flagellates through cell fusion. To escape the crisis, ancestral ciliates might have ex-

cised the invaded transposons by transiently increasing transposase activity in some nuclei, with subsequent addition of 

telomeres to protect re-integration. This invariably led to fragmentation of chromosomes, engendering the loss of replica-

tion origin and centromere on each mini-chromosome. Such changes were prohibited in the remaining nuclei, resulting in 

maintenance of the capability of mitosis, but abandoning gene expression. The former nondividing nucleus corresponds 

to the karyorelictid macronucleus, although the latter inert nucleus corresponds to the typical ciliate micronucleus.  

 

[背景] 繊毛虫類の最大の特徴は、多数の繊毛をもつ

大型の複雑な体制と、多細胞生物の体細胞核に相当

する大核と生殖核に相当する小核という空間的にも

機能的にも分化した核をもつことである。繊毛虫と

もっとも近縁である渦鞭毛虫類は、二本鞭毛をもつ

単核の細胞で、比較的単純な体制を維持している。

この二者の間には体制上の大きなギャップが存在す

る。このギャップを埋めるため Orias１）は、群体を

形成していた鞭毛虫が細胞融合し、巨大な単細胞の

体制を作り上げ、それが繊毛虫に進化したとする説

を提唱した。この説によれば、祖先的繊毛虫は必然

的に現在の繊毛虫に似た多核、多繊毛の体制をもつ

ことになる。しかしこの段階ではまだ大核は形成さ

れておらず、オパリナ類やステファノポゴンのよう

な同形核をもつ細胞だったと考えられる。では、大

核はどのようにして生じたのだろうか。大核の起源

に関しては何ら有力な説は提唱されておらず、いま

だ謎のままである。 

 現在まで調べられた繊毛虫すべてにおいて、小核

ゲノム内に小核特異的な配列（IES）が多数存在し、

大核分化時に大核からほぼ正確に除去されることが

わかっている。IES の配列は AT 比率が高いことを除

けば特に共通性はなく、サイズもまちまちである。

唯一の共通性は、IES の両末端に短い同方向反復配

列 (Direct Repeat) と逆方向反復配列 (Inverted Repeat) 

が存在することである。このような反復配列は、ト

ランスポゾンなどゲノム内を動き回る可動因子に共

通してみられる構造である。IES がトランスポゾン

起源であると想定できるいくつかの証拠がある。

ユープロテスやヒメゾウリムシの IES は TA-IES と

呼ばれ、共通の構造的特徴をもつ。また、ユープロ

テスの小核ゲノム内には Tec ファミリーと呼ばれる

トランスポゾンが半数体当たり約 7,000 コピー存在

し、IES 同様大核分化時にすべて除去される。Tec ト

ランスポゾンに加え、動植物など真核生物に広く分

布する Tc1/Mariner ファミリーと呼ばれるトランス

ポゾンは、ユープロテスやヒメゾウリムシの IES と

共通の末端反復配列をもつため、これらの IES はこ


