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１．研究計画の概要 
 原生生物テトラヒメナ（ Tetrahymena 
pyriformis）の繊毛運動の持続のためには，
ATP の連続的な供給が必要であり，それはア
ルギニンキナーゼ（AK）を介した「アルギニ
ンリン酸シャトル」機構によって維持されて
いると考えられている．1970 年に Watts & 
Bannister は，テトラヒメナ（Tetrahymena 
thermophila）に分子量の異なる二種類の AK
が含まれることを示した．一方我々は，T. 
thermophila のゲノムデータベースを徹底的
にサーチし，ゲノム配列から二種類の AK ア
ミノ酸配列（AK1，AK2）を抽出した．しかし，
実際に両遺伝子がテトラヒメナの中で発現
しているかどうかは，不明である．この研究
では， T. piriformisを材料にして，原生生
物由来の AK 遺伝子（mRNA）の発現を初めて
確認するとともに，その cDNA 及びゲノム構
造を決定する．また，大腸菌で AK 遺伝子を
発現させてリコンビナント酵素を得る．更に，
その酵素機能を詳細に測定し，他の AK との
比較から原生生物の AK の特性を明らかにす
る．また二種類の AK の細胞内局在を明らか
にする． 
 
２．研究の進捗状況 
（１）T. pyriformisからmRNAを抽出し， コ

ンセンサスプライマーを用いたPCR法により

二種類のAK cDNAを増幅して，プラスミドへク

ローニングした．原生生物の遺伝子では，Gln

のコドンが，終止コドンで代用されているの

で，これを通常のものに変異させた．さらに

，Hisタグ（6 x His）を付加したリコンビナ

ント酵素として発現させるために，pETベクタ

ーへの乗せ換えた．一方，二種類のAK cDNA

配列とゲノム配列を比較することでエキソン

／イントロン配置を特定した．  

 

（２）AK I，及びAK IIのドメイン1部分のリ

コンビナントタンパク質を用いて，これらを

抗原としたマウス・ポリクローナル抗体を作

製した。これらの抗体を用いてウエスタンブ

ロッティングを行ったところ，テトラヒメナ

の細胞全体では，AK IIが強く検出され，AK I

はほとんど検出されなかった．一方，ジブカ

イン処理によって単離された繊毛では，AK II

は検出されず，AK Iが強く検出された．即ち

，AKIは繊毛に局在していることが明らかにな

った． 

  

（３）二種類のAKのC末にHisタグを付加しリ

コンビナント酵素を発現させ，両者の酵素活

性を詳細に比較した．更に，２ドメイン型の

AKIIはドメイン１と２に分離した酵素も作成

して酵素活性を測定した．作成した４種類の

リコンビナント酵素は，いずれも十分なAK活

性を保持していた．ただし，AKIのリコンビナ

ント酵素は構造的に不安定で，信頼性のある

酵素パラメータを出すには時間を要した． 
 

 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している.  
（理由）４年計画のほとんどの部分が３年間
で終了し，AK1 のミリストイル化を軸に研究
が大きく進展しつつある． 
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４．今後の研究の推進方策 

AKIのアミノ酸配列を詳細に検討した結果，N

末のグリシンにミリストイル基が結合する可

能性が強く示唆された．AKIは疎水的なミリス

トイル基を介して繊毛膜に結合し，構造的に

も安定化している可能性がある．今後，AKI

におけるミリストイル基の存在の実証，ミリ

ストイル化を触媒する酵素（N-ミリストイル•

トランスフェラーゼ）のクローニング，及び

ミリストイル基の存在下，及び非存在下にお

けるAKI酵素機能の差異等を明らかにしてい

きたい． 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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