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研究成果の概要（和文）：テトラヒメナ（Tetrahymena pyriformis）に２種類のアルギニンキナ

ーゼ（AK1, AK2）が発現していることを示すとともに，その酵素学的性質と細胞内での局在を

明らかにした．AK1 及び AK2 の抗体を用いたウエスタンブロット法，また免疫蛍光抗体法によ

り，AK1が繊毛内に局在していることを明確にした．局在を促進しているのは，AK1の N末端に

結合する可能性が高いミリストイル基ではないかと考えられる． 
 
研究成果の概要（英文）：Two arginine kinases (AK1 and AK2) of Tetrahymena piriformis were 
characterized based on their structural and enzymatic properties. The AK2 had an unusual 
two-domain structure with two actives sites in a molecule. Intracellular localization 
of the two AKs was examined by using Western blotting and immunofluorescence technique, 
and the AK1 was identified unambiguously to localizing in cilia. On the other hand, AK2 
appears to be distributed widely in cell body. We suggest that the localization of AK1 
in cilia is promoted by putative myristoylated group of AK1. 
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１．研究開始当初の背景 

 アルギニンキナーゼ（AK）はフォスファゲ

ンキナーゼ（PK）の一種である．PKは， ATP

とグアニジン化合物からフォスファゲンと

ADPを合成する反応を可逆的に触媒し，エネル

ギー需要が高い組織（筋肉，脳，神経系，鞭

毛など）に多く発現している．フォスファゲ

ンは高エネルギーリン酸・グアニジン化合物

の総称で，ATPの急激な消費に対して速やかに

ADPからATPの再生を可能とし，エネルギーの

緩衝剤として重要な働きを担う．  

PKの分布は生物学的に興味深い話題であり，

古くから研究対象とされてきた．すべての脊

椎動物及び一部の無脊椎動物には，PKとして
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クレアチンキナーゼ(CK)が含まれている．一

方，節足動物や軟体動物等，多くの無脊椎動

物においてはAKが含まれる．特に興味深いの

は環形動物内の分布で，この動物門（及び近

縁の動物門）においては， CK， AKに加えて，

グリコシアミンキナーゼ（GK），ロンブリシ

ンキナーゼ（LK），タウロシアミンキナーゼ

（TK）等，これまでに発見されているすべて

のPKが分布している．環形動物門においての

みPKに著しい多様化が起こった理由は，興味

ある謎である． 

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．ま

た我々は，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アミノ酸配列を抽出した．眠り病の

原因となる原生生物TrypanosomaにもAKが含

ま れ て い る 報 告 が あ る が ， こ の AK は

Trypanosomaのホストであるサシバエの遺伝

子が水平移動したものと推定されている． 

このように，この酵素群の遺伝子は著しい

変化を遂げており，それが結果として，酵素

の多様化を生み，各種アイソフォームや異常

なドメイン融合型酵素等の出現を生んでい

る． 

さて，原生生物テトラヒメナ（Tetrahymena 

pyriformis）の繊毛運動を持続させるために

は，ATPの連続的な供給が必要である．現在

のところ，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．

この研究では，この酵素の構造（cDNA配列及

びゲノム配列決定），機能及び進化を明らか

にするとともに，２種類のAKアイソフォーム

の細胞内分布の特徴を探る． 

 
２．研究の目的 

我々は T. thermophilaには２種類の AK遺

伝子が存在していることをゲノムレベルで

明らかにしたが，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．一方，2001年 Noguchiは，ゾウリムシ

の表層シートを調整し，繊毛の運動のために

必要な ATPが「アルギニンリン酸シャトル」

によって供給されることを生理学的に示し

た．このためには，ゾウリムシの繊毛に AK

が実際に存在していることが前提だが，その

直接的な証拠はまだ得られていない． 

これらのことを踏まえて，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 及びゲノム配列を決

定する．また，大腸菌内で 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．

T. thermophila 及び T. piriformis の AKの

アミノ酸配列から，AKの繊毛内の微小管等へ

の結合の可能性を推定し，「アルギニンリン

酸シャトル」の存在を補強する．２種類小野

AKが，部位特異的に分布している可能性も探

る． 

一方，原生生物の酵素機能の決定は，AK機

能の初期進化に関して重要な知見を与える．

現在，原生生物の AK の酵素特性は不明であ

り，単細胞生物でのこの酵素の機能解明は興

味深い． 

 

３．研究の方法 

（１）Tetrahymena pyriformis の mRNA の抽

出， AK cDNAの PCR増幅，及びプラスミドへ

のクローニングは，定法に従って行う． 

（２）原生生物ではコドンの使用が異なる．

大腸菌内での発現のために，AK遺伝子へ適切

な変異導入を PCRを用いて導入する． 

（３）リコンビナント酵素の発現と詳細な酵

素活性の測定は，従来の方法によって行う． 

（４）２種類の AK アイソフォームの細胞内

局在の解明は，抗体を用いたウエスタンブロ

ット法や免疫蛍光法で行う． 

（５）AK機能の初期進化を探る目的から，バ

クテリア AK 様酵素の遺伝子クローニングと

そのリコンビナント酵素の機能特性の解明

を行う． 

 これらの研究の多くの部分は，研究分担者

と共同で行う．研究分担者は同じ研究室に所

属しており，日常的に議論を進める．  

 

４．研究成果 

（１） T. pyriformisから mRNAを抽出し， フ

ォスファゲンキナーゼのコンセンサス配列



 

 

に基づいたプライマーを用いた PCR法により

二種類の AK cDNA を増幅した．増幅産物は，

プラスミド pGEMへクローニングした．AK1は

分子量 40 kDaの通常の大きさを持つ AK酵素

であったが，AK2 は遺伝子重複と融合により

生じたと考えられる２ドメイン型酵素（80 

kDa）であった．AK 遺伝子の進化では，２ド

メイン型酵素は，独立に，複数回生じている

ことが分った． 

 

（２）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．従って，

原生生物のタンパク質を大腸菌で発現させ

るためには，このコドンを通常のものに変異

させる必要がある．T. pyriformis AK1 には

１カ所，２ドメイン型 AK2のドメイン 1に２

カ所，ドメイン２に３カ所の Glnのコドンが

あるので，これらを通常のコドンに変異させ

た．更に，C末に 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，pET30-bベクターへ乗せ換えた． 

 

（３）T. pyriformis からゲノムを抽出し，

イントロン領域を PCR増幅し，最終的に２種

類の AK 遺伝子のエキソン／イントロン構造

を明らかにした．  

 

（４）テトラヒメナの２種類の AK の野生型

リコンビナント酵素を可溶性酵素として得

ることができた．また，AK2（2ドメイン型酵

素）については，切り離したドメイン（ドメ

イン１及び２）についても可溶化したリコン

ビナント酵素として得ることができた． 

 

（５）テトラヒメナ AK1，及び AK2 のドメイ

ン 1部分を用いて，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トにより，

２種類の AK 酵素の細胞内局在を調べた．テ

トラヒメナの繊毛を取り除いた細胞体から

抽出したタンパク質プールでは，AK2 が強く

検出され，AK1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

毛から抽出したタンパク質プールでは，AK2

は検出されず，AK1 が強く検出された．これ

らの結果から，AK1 は繊毛に局在しているこ

とが明らかになった．この結果は，免疫蛍光

染色法によって可視化して確かめた． 

 

（６）二種類の AK の機能を比較するために，

C 末に His タグを付加しリコンビナント酵素

を用いて，両者の酵素活性を詳細に比較した．

２ドメイン型の AK2 に対しては，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．AK2 の各ドメインは単独でも活性を

示し，また，触媒効率（kcat/Kd
Arg・Km

ATP値）の

比較から，ドメイン間に相互作用があること

が示唆された．一方，AK1 と AK2 の触媒効率

を比較すると，AK1 が約 1.5 倍程度高い値を

示し，AK1 の方がより効率的な酵素であると

考えられた．従って，両酵素は，局在する場

所に応じた酵素機能を持つと言える．  

 AK1のリコンビナント酵素は構造的に不安

定らしく，信頼性のある酵素パラメータを出

すには時間を要した．AK1は，ウエスタンブロ

ットや免疫蛍光染色法の結果から，繊毛に局

在していることが明らかになっている．そこ

で，AK1のアミノ酸配列を詳細に検討した結果

，N末にミリストイル基結合シグナルが存在す

ることが明らかとなった．即ち，AK1のN末端

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のである．従って，AK1

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，AK1におけるミリストイル基の存

在の実証，テトラヒメナでミリストイル化を

触媒する酵素（N-ミリストイル•トランスフェ

ラーゼ）のクローニングが課題となった．ま

た，ミリストイル基の存在下，及び非存在下

におけるAK1酵素機能の差異等を明らかにし

ていくことも重要である． 

 

（７）「AKIの N末端に存在する疎水的なミリ

ストイル基が AKI の繊毛膜への局在を促進し

ているのではないか」という作業仮説に基づ

き，これを実証していくための基礎となる実

験を行った．ミリストイル化が起こるために

は，その反応を触媒する酵素ミリストイルト

ランスフェラーゼ（NMT）が必要である．NMT

が原生生物にも存在することを，原生生物の

EST 及びゲノムデータベースを解析して確認

した．その結果を基に，縮重 PCR プライマー



 

 

を設計して，テトラヒメナ NMTの大部分を PCR

増幅した．また，NMT で最も性質が良く分か

っているシロイヌナズナの遺伝子クローニン

グにも着手した．  

 

（８）バクテリア Sulfurovum lithotrophicum

から AK遺伝子を単離し，His-tag付き酵素と

して発現させた．この AKは非常に強い基質親

和性を示すことが分かった．この結果や，テ

トラヒメナの AK 酵素の特徴は，AK 酵素の初

期進化を解明する上で重要な役割を果たすだ

ろう． 
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