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研究成果の概要（和文）：ピルビン酸キナーゼ（PK）は解糖系の最後のステップを触媒する酵素であり、糖代謝
の律速酵素の一つでもある。哺乳類では4つのアイソフォームが知られているが、PKM2をノックアウトするとが
ん細胞の増殖は顕著に抑制される。従って、PKM2の酵素活性を決定する部位を原子レベルで解き明かし、その作
用原理を明らかにすることは、様々な種類のがんに用いることが可能な抗がん剤の開発に繋がる。本研究では、
ヒトPKM2及び家族性がん患者由来のPKM2 mutant (H391Y)の構造をクライオ電子顕微鏡による単粒子解析を用い
てそれぞれ2.9Å、3.1Åという原子レベルの解像度で解き明かした。

研究成果の概要（英文）：Pyruvate kinase (PK) catalyzes the last irreversible step of glycolysis, and
 is known to be one of the rate-limiting enzyme of glycometabolism. There are four PK isoforms in 
mammals, PKM2 knockout lead to the reduction of cancer cell growth. Therefore, to elucidate the 
molecular mechanism of PKM2 enzymatic activity by atomic level is very valuable to develop a new 
drug on various kinds of cancer. In this project, we use the latest cryo-electron microscopy machine
 to resolve the atomic model of human PKM2 wild type and patient-derived mutant PKM2 H391Y. By using
 a single particle analysis, we clarified PKM2-WT, and PKM2-H391Y for the resolution of 2.9 Å and 
3.1 Å, respectively. Taken together, we learned how to use a breakthrough technology in structural 
biology field in this international collaborating grant.
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１．研究開始当初の背景	
(1)	我々多細胞生物では、構成する細胞の違
いを規定している大きな要素は発現してい
る遺伝子の種類と量の違いである。これら遺
伝子発現が刻々と変化するには、「転写」の
「開始」と「終結」が精緻に制御されていな
ければならないが、高等真核生物におけるそ
の仕組みは複雑で全貌はまだ明らかになっ
ていない。	
	 	
(2)	これまでに申請者らは、発現アレイと次
世代シークエンサーを用いた網羅的解析か
ら、血管内皮細胞の恒常性維持、サイトカイ
ンや低酸素刺激による活性化シグナルにつ
いて研究を重ねてきた（2009	JBC,	2011	EMBO	
J,	MCB,	2012	MCB,	EMBO	J、2014	JBC など）。
血管内皮細胞にとって必須の栄養因子は血
管内皮増殖因子（Vascular	Endothelial	Cell	
Growth	Factor;	VEGF）であるが、これは生
理的な血管新生のみならず、悪性固形腫瘍や
糖尿病性網膜症などの病的血管新生でも重
要な役割を果たしている。本研究の基盤とな
っている研究（若手研究 A）は、血管内皮細
胞が腫瘍環境下の高濃度 VEGF 刺激下におか
れることで駆動する転写制御機構解明から、
より副作用の少ない新規創薬シーズを探索
することを目的としている。	
	
(3)	HUVECs（ヒト臍帯静脈内皮細胞）に VEGF
刺激	(50	ng/ml)を行うと、1 時間以内に 20
個程度の転写因子（EGR3、EGR2、NR4A2 など）
が新たに転写され、その発現は一過性である
ことを我々は報告している	(2014	JBC)。EGR3
などこれら早期誘導遺伝子はノックダウン
により血管新生を顕著に抑制することから、
VEGF 刺激下の master	transcription	factor	
(以下 MTF)	と考えられる。これら MTF が一過
性に転写される際の転写因子エピゲノム複
合体を解析することから開始した。	
	
	(4)まず、上記 MTF のみに共通のヒストン修
飾が存在することを見出した。刺激前から
H3K27me3 修飾があること、刺激後に H3K4me3
修飾が加わりイントロン領域に bivalent	
state（H3K4me3 と H3K27me3 が共存する状態）
を形成すること、Pol	II が転写を行っている
と考えられる 15分後にも H3K27me3修飾は特
に変化していないこと、である（下図）。
Bivalent は ES 細胞が分化する際の MTF で見

られることが分かっている（Bernstein	BE	et	
al	2006	Cell）が、これまでに、分化した細
胞で刺激に応じて形成されるbivalent	state
に関する報告はない。	
	
(5)	更に、これら複雑なヒストン修飾を媒介
するタンパク質として、PTIP を同定した。In	
vitro で PTIP を si-RNA でノックダウンする
と、VEGF依存性の早期誘導転写因子群は抑制
されるが、恒常的に発現している転写因子
（GATA2、KLF2 など）は抑制されなかった。
更に PTIP の miRNA を静脈注射したマウスで
は、腫瘍増大、腫瘍内血管新生が抑制された
（下図、創薬標的として国際特許取得）。	
	

(6)	以上の知見により、エピジェネティクス
は生体において発生や発がんだけではなく、
終末分化した細胞の性質もコントロールし
ていることが分かった。更に、エピゲノムは
タンパク質が複合体としてどのように機能
しているかが重要であり、構造生物学的なア
プローチがないとこれ以上の分子機構解明
や創薬開発は難しい、ということが分かった。	
	
２．研究の目的	
これまでに明らかとなった血管新生の早
期誘導転写因子群の転写モデル図を下に示
す。従来にない詳細な分子レベル解析で明ら
かにした腫瘍血管新生の機構から、より副作
用の少ない抗癌剤を開発することが、本研究
の最終的な目標である。	

	 この申請書を提出した 2015 年時点で、世
界ではクライオ電子顕微鏡を用いた単粒子
解析法によってタンパク質の構造をネイテ
ィブなまま観察する手法が Nature	of	the	



year を取り、注目を集めていた。ところが、
日本では当時X線結晶構造解析に迫るほどの
解像度で解析できている機関はなく、本申請
の国際共同研究を行う最大の目的は、最新の
クライオ電顕を用いたタンパク質の構造解
析の技術習得にあった。	
	
３．研究の方法	
(1)	クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解
析を行うにあたり、サンプル調整を行う。	
(2)	渡航先の所属研究室で所有しているク
ライオ電子顕微鏡 Titan	Krios で写真を撮影
する。	
(3)	データ解析（Image	Processing）によっ
て、3次元の立体構造モデルを構築する。	
(4)	構造と機能を関連づける。	
下図に、単粒子解析の大まかな流れを示す。	

	
４．研究成果	
(1)	本研究では、解糖系代謝酵素であるピル
ビン酸キナーゼ M2(PKM2)の構造解析を行う
こととした。PKM2 は、解糖系 10 ステップの
最後の不可逆的な反応を触媒する律速酵素
であり、同じ遺伝子 PKM から 2つの splicing	
variant、PKM1 と PKM2 が転写される。これま
での報告から、PKM1 は全身の細胞に比較的ユ
ビキタスに発現しているが、PKM2 はがん細胞
や細胞分裂の盛んな幹細胞などで強く発現
していることが分かっている。	
	 また、PKM2 は正常細胞ではテトラマー（4
量体）の構造を取っており、酵素活性も高い
が、がん細胞ではダイマー	(2 量体)で酵素活
性が低いこともわかっている。酵素活性が低
いことで、がん細胞では解糖系からペントー
スリン酸など他のメタボライトを作る方向
の代謝にシフトし、細胞分裂の材料を供給す
ることで、癌の発育へと繋がっている。つま

り、そのテトラマー、ダイマーの構造生物学
的な違いや、酵素活性を制御している機構を
解き明かせば、抗がん剤開発へ大きく進める
ことになる。	
本研究ではまず、ヒト PKM2 テトラマー
（240kDa）のタンパク質に関して、大腸菌を
用いて発現させ、精製した（前頁図）。	
	
(2)	精製したタンパク質を用いて撮影用グ
リッドを作成し、クライオホルダーに搭載後、
顕微鏡は Titan	Krios（FEI 社）、Detector は
Gatan 社の K2 で撮影を行った。撮影条件は
super	resolution	mode、physical	pixel	size	
0.637Åで行った。得られた結果を選別し、
1,467 枚を次の Image	Processing のステップ
に進めた。	

	
(3)	Image	Processing のステップでは、アル
ゴリズムソフトとして RELION を用いた。
RELION の原理を図で示す。	

最初にマニュアルで約 1,000 個の particle
を選び出し、それをテンプレートに、1,467
枚から particle、371,754 個をオートステッ
プで選び出した。その中から、2Dでクラス分
けを何度か行い、最終的にノイズではない
particle154,171 個を抽出した。次に、3Dの
クラス分けを行い、最終的に構造決定に使用
する 72,712	particles を選び出した（次頁
図上）。ここから、最終的には 2.9Åの解像度
で 3次元構造を決定した（次頁図下）。	



	

(4)	決められた 3次元構造では、この酵素の
アロステリックアクチベーターであるFBPの
結合部位、水素結合なども全て決定した（下
図）。今回のこの成果は、現在のクライオ電
顕では難易度が高いと考えられている小分
子量のタンパク質（合計 240	kDa）を 3Åと
いう非常に高い解像度で決定したものとな
った。	

	
(5)	次に家族性に発がんを起こす Bloom	
Syndrome の患者さん由来の mutant である
391 番目のヒスチジンがチロシンに変異して
いる PKM2H391Yに関しても同様の解析を行った。	
その結果、mutantに関しても 3.1Åという高
い解像度で決定することができた（下図）。	
	

(6)	PKM2WTと PKM2H391Yとの構造、機能の比較	

別途行った生化学的アッセイにより、mutant
は WT に比べると酵素活性は低いことが分か
った。構造解析の結果、391 番目のヒスチジ
ンがチロシンに変化することで、386 番目の
グルタミン酸と新たな水素結合が形成され、
全体として大きな構造変化を引き起こすこ
とが分かった（下図）。	
	

(7)	結論	
本研究では、現在難しいとされている 240	
kDa の小分子タンパク質に対して、現在のク
ライオ電子顕微鏡単粒子解析の限界値に近
い 3Å前後での構造解析に成功した。更に、
アロステリックアクチベーターとの結合様
式を決定し、mutant に関しては、グローバル
な構造変化を起こすことで酵素活性が落ち、
その結果、がん細胞が増殖しやすい環境下に
なっていることが示唆された。	
	
(8)	考察	
本研究においては、このように日本ではま
だあまり実現できていない、クライオ電子顕
微鏡を用いた単粒子解析によってタンパク
質の構造決定を行った意義は大きい。今回の
PKM2 に関しては、更なる生化学的実験、分子
生物学的実験が必要であろう。	
	 また、それとは別に、本研究の基盤課題で
あるエピゲノム因子の構造決定に関しては
今後の課題である。これらの因子は細胞膜上
に発現しているタンパク質ではないために、
今回と同じかあるいは簡便な精製法でサン
プルの準備は可能であると考えられる。しか
し、問題は大きな複合体を形成する点である。
試験管内でその複合体を再構成することが
鍵となるであろう。	
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