
Title Expression and characterization of recombinant pyruvate kinase from Toxoplasma gondii
tachyzoites

Sub Title 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
Author 前田, 卓哉(Maeda, Takuya)

Publisher 慶應医学会
Publication year 2004

Jtitle 慶應医学 (Journal of the Keio Medical Society). Vol.81, No.2 (2004. 6) ,p.30-  
JaLC DOI
Abstract
Notes 号外
Genre Journal Article
URL https://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=AN00069296-20040602-

0030

慶應義塾大学学術情報リポジトリ(KOARA)に掲載されているコンテンツの著作権は、それぞれの著作者、学会または出版社/発行者に帰属し、その権利は著作権法によって
保護されています。引用にあたっては、著作権法を遵守してご利用ください。

The copyrights of content available on the KeiO Associated Repository of Academic resources (KOARA) belong to the respective authors, academic societies, or
publishers/issuers, and these rights are protected by the Japanese Copyright Act. When quoting the content, please follow the Japanese copyright act.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


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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