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(病原性赤痢アメーバのメチオニ ンガンマ リアーゼ アイソザイムの同定 と解析:

硫黄転移経路 を持たない嫌気性寄生原虫 における含硫 ア ミノ酸分解酵素の重要性)

所 正　治

内容の要旨

(A的)病 原 性 脇 管 内 寄生 原 幽 で あ る赤痢 ア メ ー バEntamucba

hislolyticaにおいては、 グル タチ才ン代謝経路が 存在 しない ことから、

システ イ ン、メチ オニ ンなどの含硫 ア ミノ酸 とその代謝経路 が細胞

内チ 才一ルの調 整に よ り抗酸化機能 を補完 している と考 え られて き

た。そ こで、奉研 究では、含硫 ア ミノ破 代謝 にお いて中心 的な役割

を果た してい るビ リ ドキサ ル リン酸 依存酵 素の 同定 と解析 に よ り,

これ まで未解明 であった赤痢 アメーバ の特 異 な含 硫ア ミノ酸代 謝経

艶 の解明 と、 この経路 をターゲ ットと した薬剤開発 の 簡∫能性 を評価

することを目指 した。

〔方法)赤 痢 アメーバのゲ ノムデー タペース検索 によ り決定 された ビ

リ ドキサ ル リン酸依存 酵素の遺伝 子配列 を珊 い 、PCRに よ りcDNA

libraryからクローニ ング、組換 え タンパ ク質 を作 戚 し艀 崇学的解析

を行 った。 また,培 養赤痢 ア メーバ を材料 とした本酵 素の粗 製性 を

行 い、その 詐細 な解折 を行 うとともに、本酵 禦を標的 とした限害剤

お よびプロ ドラックの赤痢 アメーバ培養系への影響 を評価 した。

(轄果 と考察)赤 痢 ア メーバでは、2つ の ビリ ドキサル リン酸依存酵

素遣伝子が欝 られたが、組換 え タンパク質の酵 講学的解析 よ1)、 こ

れ らの遺伝子は メチ 才ニ ンガンマ リアーゼの2つ の アイソタイ プと

考え られた。 したがって、赤uaア メーバは 、他撹 のe}物 とは異 な り、

メチ 才ニ ンとシステ インを転換す る硫黄転移経路 を欠損 す ると同時

に、広範な含硫 ア ミノ酸 を分解す るメチオニ ンガ ンマ リア ーゼ に よ

る細胞 内チ オー ル濃度 の調整系 を持つ もの と考 えられた。 また 、 ピ

リ ドキサ ル リン酸依存酵 素FII7ifilであ るプ ロパ ジル グリシンの培 地

へ の添加 に より、赤痢 アメーバの粗抽出液中 にお ける メチオニ ンガ

ンマ リアーゼ活性は完全 に阻書 され るにもかかわ らず 、栄養体の増

殖抑制は軽度 であ り、培養条件 ードでは本酵素 はその生存 に必 須で は

ないもの と考え られた。 しか しなが ら、 メチ オニ ンアナ ログであ る

トリフル オロメチオニ ンを用い た場 合の殺 原虫作 用は、 メ トロニ ダ

ゾー ルの約2倍 のICwを 示 し、 また、この効果 は、 プロパ ジル グリ

シンの存在 下では抑 剥 され 、本騨 讃を必須 とす るプ ロ ドラ ックであ

る ことが示唆 され た。

論文審査の要旨

　 含硫 ア ミノ酸 代謝 は微生物 で も徹 に よって多様 性i.r7ん でい る。
ヒ トとは異 なるs._.一 クな進化 を遂げて いる原虫 であ る赤痢 アメー

バにおいて も、薬剤の新 しい標的 と しての特 異 な代 謝経路 が 見出 さ

れる ことが予想 され る。本研 究13,生 理的 に重要 な含硫 ア ミノ酸 で

あ るメチ 才ニ ンとシステ インの相 互変換 経路のkoyと なる群素 であ る

ビ リ ドキサ ル リン酸 依存酵 素の解析 を試み 、赤痢 アメー バにおけ る

含硫 ア ミノ酸代 謝経 路の全 体像 を示 す とと もに、 ほ乳 類 には認め ら

}tな い特 異 な含 聴ア ミノ酸分解 群 累(メ チ オニ ン汐 ンマ リア ーゼ)

を見 い出 し、 その同定 と解析 、更 に本酵 素を標 的 と した薬剤 開発の

町能性の評 価 を行 い、 メチ オニ ンアナ ログの殺 ア メーバ効果 を明 ら

かに した ものであ る。審査 では 、 メチオニ ンガ ンマ リアー ゼの 組換

え タンパ ク質 を用い たプ ロパジ ルグ リシンによる阻警 反応にお ける

限霧剤 のSlow　bindings:つ いて 、解析 方法の詳細が 問わn,本 酵 素に

おけ る510w　bindingの 解析13,プ ロパ ジル グリシ ンの静 講蛋 白へ の

bindingを 直接 測定 した ものでは な く、.一・定時 間阻害剤 との インキュ

ペー シ ョン後の見かけ 上の阻 審反応 解析 を酵 素活 性測建 に よ りおこ

なった旨が 回答 され た。 また、赤痢 アメーバにお け るメチオニ ンガ

ンマ リアー ゼの高次構造 がホ モテ トラマ ーであ るこ とについて 、近

縁の原虫 である トリコモ ナスとの比 較の上での特騒 について問 われ、

トリコモナ スにおいて はヘ テ ロテ トラマ ーの 構造 を取 るL秘 類 の メ

チ 才ニ ンガ ンマ リアー ゼが 発現 してい るもの と考 え らnて いるの に

k?し て、赤痢 アメーバ にお いては.そ れ ぞれがホ モテ トラマ ーの構

造 を取 る2穐 煩の ア イソザ イムが と もに細胞 質中 に兎 現 して いる も

の と考 え られ る と回答 され た。 まf.:,メ テ 才ニ ンガ ンマ リアーゼ週

伝子 による系統樹解 析にお いて、 近縁 の原虫 とは異 な り、む しろ古

細菌 と同 じクラスターに赤痢 ア メー バの遭伝子 が含 まれ ると云 う解

析結果 につ いて、 この ような遣伝 子 のホ リゾン タル トランス フ ァー

を示唆す る所見の赤痢 ア メーバにお ける意義が 問われ 、赤痢 アメー

バにおいて は多 くの代 謝経路 でモ+rイ ク状 と形 容 され る他 穏由 来 も

しくは他種 との1pdLtflSS:を示唆 する遺伝 子群が 存在 す る と云 う系続

樹解析 の結果が 示 されてお り、本研 究の デー タは こftら に矛盾す る

もの では ない との回答 がな され た。 また、 メチ 才ニ ンガ ンマ リアー

ゼに よって含硫 ア ミノ酸 か ら産生 され る分解 産物 の生理的機 能 に関

連 し,DNAの メチル化の制御 、 レ ドックス制御 等にお いていか なる

機能 を担 ってい るの かは興味 深い 課題であ り、今後 検urす べ きであ

るとの 指摘 が な され た。 以上、本研 究13,今 後更 に検討 を継 続す る

余地 を残 してい る ものの 、赤痢 アメーバにお ける含硫 ア ミノ酸代謝

経路 におけ る分解系 の 重要な酵累 の解析 を行 い、 かつ これ らを標的

と した抗 原虫薬開発 の可能性 を示 した もので あ り、有意義 な貫献で

ある と評価 さnた 。
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