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Expression and characterization of recombinant pyruvate kinase

         from Toxoplasma gondii tachyzoites

(トキ ソプラズマ急増虫体の遺伝子組換 えピル ビン酸キナーゼの発現 と解析)

前 田 卓 哉

内容の要旨

 トキ ソプラズマ(Toxoplasma gondii)の 急 増虫体(tachyzoite)は

エネルギー源を主に解糖系に依存 していると考えられているが、そ

の活性調節機構を含めた詳細については、未だ体系的には理解 され

ていない。特に解糖系の律速酵素として知られるヘキソキナーゼ、

ホスホフルク トキナーゼお よびピル ビン酸キナーゼの うち、ヘキソ

キナーゼおよびホスホフルク トキナーゼは非調節酵素 として存在 し

ていることが既に報告されている。一方、原虫の粗抽出酵素を用い

た検討では、ピルビン酸キナーゼがアロステリック酵素として存在

し、解糖系の調節酵素 として重要な役割を果たしていると報告 され

ているが、実際の調節メカニズムについては不明な点が多く残 され

ている。今回、 トキソプラズマのピル ビン酸 キナーゼ遺伝子 をク

ローニングし、組換え酵素を作製 して、その酵素学的性質と解糖系

における役割について検討を加えた。

 は じめに、ESTの デ ータベースをもとに、 T.gondii cDNAラ イ ブラ

リーから全長2,207塩 基のピル ビン酸キナーゼの遺伝子をクローニン

グし、組換え酵素を作製 した。酵素学的性状 としては、①至適pHを

7.0近傍 にもち、②活性にはカリウムイオンが必須であ り、2価 の陽

イオン、特にマンガンによって著明に活性化を受けた。 さらに③基

質であるホスホエノールピルビン酸に対 してはアロステリックに作

用する一方、従来か ら活性化物質 として知 られ るフルク トース1,

6一 ビスリン酸によっては影響を受けず、ヘキソキナーゼの反応生

成物であるグルコース6一 リン酸の存在下においてのみ酵素は特異

的に活性化 された。 さらに、この特徴的な性質は酵素のアミノ酸配

列にも反映 してお り、酵素の活性部位 を含む領域では種を超 えて非

常によく配列が保存 されていたが、フルク トース1,mビ ス リン

酸などの リガンドが結合する活性調整領域の相同性は低 く、 トキソ

プラズマでは極めて特異なアミノ酸配列を有していた。

 トキソプラズマではホスホフル ク トキナーゼが非調節酵素であ

り、第一の律速酵素 として知られるヘキソキナーゼは、反応生成物

であるグルコース6一 リン酸によってフィー ドバック阻害を受けな

いが、活性が低 く律速酵素 として機能することが報告されている。

その うえ、グルコース6一 リン酸によってピル ビン酸キナーゼが活

性調節を受けてお り、グルコースmリ ン酸を介す るヘキソキナー

ゼーピル ビン酸キナーゼの系が、解糖系の流れを調節する重要な役

割 を果たしていることが示唆された。この特徴的なメカニズムにつ

いては、 トキソプラズマの細胞内寄生現象 と関連するか否か、その

生物学的意義については今後の検討が必要である。

論文審査の要旨

 細胞 内寄生原虫である トキソプラズマは、そのエネルギー産生の

多くを解糖系に依存 しているが、未だ解糖系の調節のメカニズムに

ついての詳細な検討は行なわれていない。本研究は、多 くの細胞で

解糖系の律速酵素の一つであるピルビン酸キナーゼについて、その

重要性に鑑み、 トキソプラズマ急増虫体(tachyzoite)か ら遺伝子を

クローニングし、組換え蛋白を作製 して、その酵素学的解析 を試み

たものである。解析の結果、 トキソプラズマの酵素はグルコース6一

リン酸による活性調節を受けるとい う極めて特異な性質を明らかに

した。またこの所見に基づいて、グルコース6一 リン酸結合部とおも

われる部分のア ミノ酸配列について詳細に検討 を加えた。審査では

組換えピル ビン酸キナーゼが四量体を形成することについて、その

解析方法の詳細が問われ、組換え蛋白とnativeの蛋 白について、ゲル

ろ過法 とSDS-PAGE法 を行ない、四量体を形成す ると推定した旨が

回答されたが、さらに超遠心法等を併用してより詳細に分子量を検

討す る必要があること、さらに、どのよ うな結合様式で四量体を形

成するのかも併せて検討する必要があることが指摘 された。また、

細胞内において、ピルビン酸キナーゼが糖付加などの修飾を受ける

可能性について質問がなされ、組換え蛋白とnativeの蛋 白について分

子量に差がみられないことか ら、糖付加などの修飾 を受けていない

と考えて矛盾 しない旨が回答 された。さらに、二価の陽イオンによ

る酵素の活性化効果に関連 し、酵素蛋白にintrinsicに結合 している可

能性のある金属イオンの有無、酵素反応系でのイオン濃度の調整方

法の詳細が問われ、組換え蛋白を予めEDTAに てキレー ト処理後、陽

イオンが添加 された旨が回答 された。また、組換え蛋 白の至適pHに

つ いても質問がなされ、pH7.0近 傍で最も高い活性が得られ、酸性側

では比較的低いpHま で活性が得 られる一方、アルカリ性側では、 pH

が8.0を超 えると急速に活性が低下す る事が答えられた。 さらに、解

糖系のバイパス経路であるペン トースリン酸回路について、その系

の存在 と活性調節メカニズムについては、グルコース6一リン酸の解

糖系における役割について解析す る上で非常に重要であ り、さら

に、宿主 と異なる性質をもつこのピル ビン酸キナーゼが、抗 トキソ

プラズマ薬の開発 ターゲ ッ トにな りうるか どうかを検討する上で

も、今後検討するべき課題であるとの指摘がなされた。

 以 上、本研究は、グルコース6一リン酸による活性調節の生理的意

義の解明など、今後更に検討を継続する余地を残 しているものの、

トキソプラズマにおける解糖系の律速酵素の一つであるピルビン酸

キナーゼの解析を組換え蛋 白を用いて行ない、従来の報告にはない

新たな活性調節メカニズムを明らかにしたものであり、原虫感染症

研究の上で有意義な研究と評価 された。
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