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研究成果の概要（和文）：　トキソプラズマのミトコンドリアとアピコプラストには生理的役割が不明なピルビン酸キ
ナーゼIIが存在する。この酵素の役割を知るためにその基質供給系を検討した。まずPEPCKの遺伝子組み換え体（合計
２種類）を作製する実験を行った。遺伝子組み換え体はPCR法によりトキソプラズマRH株のcDNAより増幅し、発現ベク
ターであるpGEX系に挿入する方法を最初に行った。最後に低温で発現を行うpCold TFベクター系でのPEPCKとの融合タ
ンパク質の発現に成功した。II型のPEPCKは全く検出されなかったが、PCR装置、Taqポリメラーゼ、アニーリング温度
を変換するなどの検討を行い、検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：     A pyruvate kinase II in mitochondria and apicoplast of Toxoplasma gondii has 
not been known its physiological function. To understand the physiological function of this enzyme, the su
bstrate supplying system of this enzyme was investigated. For the first time, a production of two recombin
ant PEPCKs was studied.  The genes of enzymes were produced by PCR using a cDNA of RH strain of T. gondii 
and reconstituted into a protein producing plasmid pGEX.  Type I gene of PEPCK was recognized, however, ty
pe II gene was completely recognized.  After several trials to other protein producing plasmid (pET etc.),
 we found that pCold TF plasmid producing a protein at low temperature could produce the type I recombinan
t PEPCK as a GST-fusion protein.  Since type II PEPCK gene could not been obtained by PCR, we tried severa
l PCR techniques (Taq polymerase, annealing Tm, thermal cycler, etc.).  Finally, type II gene was obtained
.
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１．研究開始当初の背景 

 トキソプラズマ症は我が国をはじめとし

て世界中に分布する日和見感染症であるが、

発病後は重篤な症状を示しその治療ははな

はだ難しい。現在、エイズ患者や臓器移植患

者の増加に伴い発症頻度の増加がみられる。

既存の治療薬は治療効果が低く、特効性の高

い新規治療薬の開発が求められている。現在

トキソプラズマ原虫の全遺伝子塩基配列が

明らかになり、遺伝子のノックアウトやタン

パク質のオーバープロダクションなど遺伝

子操作を加えた研究が盛んである。そのため

酵素の反応調節など基本的なタンパク質の

機能に関する研究はあまり行われていない。

その原因は、バクテリアやほ乳類で蓄積され

た酵素に関する情報が膨大にあり、寄生原虫

でも同じ反応を行う酵素はバクテリアやほ

乳類の酵素と基本的に同じだと思われてい

るからである。 

 我々はこのような状況下で糖代謝に関連し

た研究を行ってきている。糖代謝の研究は 

生化学の勃興期に盛んであったことから、す

でに終わった研究であり、今更研究する価 

値があるのかといった意見を聞くことが多々

ある。たしかにほ乳類、イースト、細菌など

では詳細な研究が行われており代謝調節機構

における新たな発見はあまり期待できないか

もしれない。しかし細胞内寄生という特殊な

環境に適応した生物であるトキソプラズマは、

他の生物と同じ代謝調節機構ではなく未知の

調節機構で糖代謝を行っているという考えに

至った。その根拠は、これまでの研究でトキ

ソプラズマとその近縁の原虫にのみ存在する

NTPaseを発見したことに起因している。
NTPaseの存在はトキソプラズマが細胞内に
寄生するために既知の代謝経路とは全く異な

る未知の経路を持っていることを示している。

高エネルギー化合物であるNTPの代謝にリン
クした特殊な代謝経路が存在するはずである。

しかしトキソプラズマは虫体を大量に得るこ

とが困難であったため生化学研究の材料とし

ては難があり、各種の代謝に関連した酵素の

性質は網羅的に調べられていない。最近トキ

ソプラズマ遺伝子の全塩基配列が明らかとな

りようやく各種の酵素の性質を調べる環境が

整ってきた。我々が糖代謝の重要酵素を調べ

たところ、低濃度のグルコースに適応してい

ること（Saito et al. Int. J. Parasitol. 2002;  

32(8): 961-967）や,解糖系の最初の産物であ
るグルコース６リン酸が解糖系終盤の酵素で

あるピルビン酸キナーゼをアロステリックに

活性化すること（Maeda et al. Parasitol. 
Res. 2003; 89: 259-265）を見出した。これら
の結果を総合すると、トキソプラズマの糖代

謝は非常に単純な調節機構であることがわか

った。しかしなんと言っても最大の発見は、

GDP-依存性のピルビン酸キナーゼが存在す
ることに気づいたことである。我々が先に調

べたピルビン酸キナーゼの他に、役割が不明

な新規の酵素であることが判明した。この
酵素はミトコンドリアとアピコプラスト
に存在し、特異な酵素学的性質を有して
いる（ Saito et al. J. Biol. Chem. 
2008;283(20): 14041-14052）。GDP-依存
性ピルビン酸キナーゼは今まで知られて
いない新規の酵素である。ミトコンドリ
アに存在するピルビン酸キナーゼは殆ど
の生物で報告されていない。トキソプラ
ズマの生活史の上で最も研究に用いられ
るタキゾイト型虫体以外の形態で発現さ
れていると考えた。しかしこの酵素はタ
キゾイト型虫体で発現されており、しか
もミトコンドリアに存在することが判明
した。ミトコンドリアの不明の代謝系と
リンクしていることが考えられる。免疫
細胞組織学の検討で、この酵素はミトコ
ンドリア以外の細胞内小器官にも存在す
る図が得られ、我々はアピコプラストに
も存在すると考えた。我々はアピコプラ
ストのマーカーを持ち合わせていなかっ
たので、米国ペンシルバニア大学生物学
部のDavid S. Roos博士との共同研究を行
い、アピコプラストにも存在することを
確認した。この酵素に関して研究を行っ
ている国内・国外のグループは我々だけ
である。GDP-依存性や高pH領域での反応
など意外性が重なり、その基本的性質を
見極めることに手間取りようやく第一報
目の論文を発表したところである（Saito 
et al. J. Biol. Chem. 
2008;283(20):14041-14052）。またマラ
リア原虫ではアピコプラストにのみ近縁
の酵素の存在が明らかとなった（Maeda 
et al. Parasitol Int.2009;58:101-105） 
 以上の結果を踏まえ、GDP-依存性のピ
ルビン酸キナーゼの基質供給源を確立す



るための実験を行った。 
 
２．研究の目的 

 GDP-依存性ピルビン酸キナーゼの反応に

必要な基質、特にホスホエノールピルビン酸  

(PEP)の供給がどのように行われているのか

を研究期間内に決定する。この事はこの酵素

の役割を解明するのに重要な情報となる。

PEP を供給する経路としてはミトコンドリア

内への輸送経路が考えられるが、そのような

経路は見つかっていない。現在考えられるの

はホスホエノールピルビン酸カルボキシキ

ナーゼ（PEPCK）による供給である。 

 トキソプラズマには２種類のPEPCKが存在

することが知られている。研究期間内にこれ

らの酵素の細胞内分布を確定し、PEP の供給

が可能か決定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 トキソプラズマにおけるPEPの合成酵素は

エノラーゼとホスホエノールピルビン酸 

カルボキシキナーゼ(PEPCK)が検出される

（http://www.toxodb.org/toxo/home.jsp）。 

 これらの酵素はそれぞれ二種類のアイソザ

イムが存在する。もし外部からPEPの供給 

がミトコンドリアに無ければ、ミトコンドリ

ア内でこれらのいずれかの酵素が働いてい

ることが考えられる。しかしエノラーゼに関

しては詳細な細胞内分布がすでに報告され

ている（Ferguson et al. Int. J. Parasitol. 

2002;32(11):1399-1410）。この報告によれ

ば、アイソザイム酵素が核に存在することが

知られており、GDP-依存性ピルビン酸キナー

ゼの基質を供給しているとは考えられない。

もちろん全く未知の酵素の存在も考えられ

るが、PEP関連遺伝子の存在は上記以外には

認められない。また前述のごとく、PEPのト

ランスポーターが存在しないことから、まず

手がかりとなる実験としてPEPCKの遺伝子組

換え体（合計２種類）を作製する。遺伝子組

換え体はPCR法によりトキソプラズマRH株の

cDNAライブラリーより増幅し、発現ベクター

であるpGEX系に挿入する。遺伝子情報はすべ

てトキソプラズマのデータベースより入手

可能である。我々の教室では、現在８種類の

トキソプラズマ酵素をpGEX系で発現させて

いるが、その内７種類の酵素は活性のあるも

のが得られている。活性の無い１種類も大量

にインクルージョンボデイで発現されてお

り、pGEX系は良い結果をもたらしている。酵

素活性の有無に拘わらず発現された酵素は

精製し抗体を作製する。 

   
４．研究成果 
 PEPCK の遺伝子組み換え体（合計２種類）
を作製する実験を行った。遺伝子組み換え体
は PCR 法によりトキソプラズマ RH 株の cDNA
より増幅し、発現ベクターである pGEX 系に
挿入する方法を最初に行った。しかし、I 型
の PEPCK は簡単に検出可能であったが、II 型
の PEPCK は全く検出できなかった。また I型
の PEPCK は pGEX 系では発現できないことも
判明した。そこでまず I型の PEPCK の発現系
を確立するために各種の発現ベクター系
（pET 系など）の検討を行った。しかし通常
の発現系は機能せず、結局、低温で発現を行
う pCold TF ベクター系での PEPCK との融合
タンパク質の発現に成功した。ただこの融合
タンパク質は生成が難しく、融合タンパクを
切り離したPEPCKだけの精製には至っていな
い。最終的には PEPCK-融合タンパク質を生成
して、これを抗原とした実験に取りかかる予
定である。 
 II 型の PEPCK は全く検出されなかったが、
PCR 装置を替え、Taq ポリメラーゼを替え、
アニーリング温度を変換するなどの検討を
行ったところ、ようやく検出に成功した。こ
ちらの PEPCK は現在 pGEX 系への挿入を行っ
ている。 
 当初予定した実験結果は得られていない
が、ようやく２種類の PEPCK の遺伝子組み換
え体の作製に成功した。発現ベクター系と検
出PCR系が予想した以上に難解であったこと
が原因である。 
 トキソプラズマのピルビン酸キナーゼ II
は解糖系の酵素ではなく全く新しい代謝経
路に関連した酵素であると思われる。この酵
素を発見したのは我々であり、国内外でこの
酵素について研究しているグループは現在
存在しない。ただ特異な酵素であることから
今後は海外の研究者が各種の研究を開始す
ることが予想される。 
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