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ヘキソキナーゼは、グルコースを含むヘキソースの6位リン酸化を触

媒する解糖系の律速酵素である.晴乳動物に存在する 4種類のアイソザイムの

うち、 I.......m型はおよそ 100kDaの非常に相向性の高い一本鎖ポリペプチドによ

り構成されている.これら3種のアイソザイムは、それぞれ相向性の高し， 2本の

50kDaポリペプチドが重複・連結した形で構成されている. 一方、 W型 (グルコ

キナーゼ〉は約50kDaの一本鎖ポリペプチドであり、 100kDaヘキソキナーゼにみ

られる重複構造のN-末端側半分およびc-末端側半分各々と相向性がきわめて高

いことから、 I........m型の 100kDaヘキソキナーゼは、 50kDaの先祖へ牛ソキナ ーゼ

が、一方で変異を経てグルコキナーゼなどの 50kDaヘキソキナーゼ遺伝子に、も

う一方では、先祖遺伝子が重複と融合を経て 100kDaヘキソキナーゼに、進化し

たのではないかと従来考えられていた. しかしなが.ら、 100kDaへ牛ソキナ ーゼ

の遺伝子構造はこれまで解析されておらず、したがって、先祖ヘキソキナーゼ

の遺伝子重複による進化説は、推測の域を出ていなかった.

そこで申請者は、すでに報告されている 100kDaラット H型ヘキソキナーゼを

コードする cDNAの塩基配列をもとに作製したプロープを用いて、ラット肝臓ゲ

ノムライブラリーのスクリーニングをおこない、ラット H型ヘキソキナーゼ遺

伝子の一部分を得ることに成功した.その解析により明らかになった 100kDaIl 

型ヘキソキナーゼ遺伝子の部分構造と、 50kDaグルコキナーゼ遺伝子の構造とを

比較した結果、両遺伝子の対応するエクソンの長さ、およびイントロン挿入部

位が完全に一致することを見い出した. さらにヒトの E型ヘキソキナーゼ遺伝

子についても単離・解析を行いヒトグルコキナーゼ遺伝子の構造と比較したと

ころ、ラットの場合と同様の結果が得られた.これらのことより、 100kDaヘキ

ソキナーゼ遺伝子は、 2つの50kDaグルコキナーゼ遺伝子からその構造を保存し



た形で重複と融合を経て進化したことが強く示唆された.

このような進化を経て形成された附乳動物ヘキソキナーゼの4極のアイソザイ

ムは、 1次構造上の相向性が非常に高いにもかかわらず、その機能的性質は大き

く異なることが知られている.すなわち、グルコキナーゼのグルコースに対す

るKm値は、 1----皿型ヘキソキナーゼの 100倍以上もの高い値を示し、特に反応生

成物であるグルコース 6リン酸(Glc-6-P)によって、 100kDaヘキソキナーゼは反

応が阻害されるが、グルコキナーゼは阻害されない.そこで、相向性の高いヘ

キソキナーゼアイソザイム間における、このような機能的性質の違いを決定す

る構造的特徴の解明を目的として以下の研究を行った. これまでの報告から、

100kDaヘキソキナーゼの機能的性質は、その重複構造のC-末端側半分が担って

いることが明かにされている. したがって、本研究では100kDaラット H型ヘキ

ソキナーゼの 50kDaC末端個IJ半分 (HKC)に着目し、遺伝子工学的方法によって変異

HKCタンパク質を作製し、その機能的性質をHKCと比較することにより、研究目

的の達成を試みた.具体的には、 HKCのアミノ酸配列を変えることなく数種の制

限酵素認識部位を導入したcDNAを作製し、そのHKCのcDNA中のATPおよびグルコ

ースとの結合推定部位を含む領域と、グルコキナーゼcDNA中の相当する領域と

をカセット的に置き換えることにより、 50kDaキメラヘキソキナーゼcDNAを構築

した.この組換えHKCのcDNAを取り込ませた大腸菌において、人為的にキメラ

HKCタンパク質を発現させ、その機能解析を行なった結果、グルコースとの結合

には広い範囲の立体構造が、逆にATPとの結合には極めて限定された領域の構造

が重要であることが明らかになった.また、 GlcートPによる阻害反応は、 HKC中

のATP結合推定部位を含む領域をグルコキナーゼ中の相当する領域と置き換える

ことによって著しく低下した.
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緒 言章第 1

ヘキソキナーゼの機能的性質と構造的特徴

グルコは、6位 一リン酸転移酵素)(ATP:D-ヘキソースヘキソキナーゼ

ATPの 7一位リン酸を転移ースをはじめとするヘキソースの 6位水酸基に、

解 糖 系 に お け る 律 速 酵グルコース -6-リン酸を生成する酵素であり、し、

クロマ晴乳動物のヘキソキナーゼ(EC2.7. l. 1)は、素のひとつである(1). 

トグラフィ一時の溶出位置の違いから 4種類存在することが確認されてお
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図 1-1.ラット肝臓ホモジネートの DEAE-celluloseカラムによる

クロマトグラム:実線はタンパク質の溶出パターンを、点線は Na
Clの濃度勾配を、白丸 (0)は O.5mlグルコース存在下における、

黒丸(・〉は 100mMグ ル コ ー ス 存 在 下 に おけるヘキソキナーゼ活

性をそれぞれ示している(1 ). 

300 250 200 150 100 50 。
。

溶出位置の速い順に I--IV型あるいはしくは A--D型として〈図 1-1)、り

この 4種のヘキソキナーゼの表 1-1にまとめたように、呼ばれている(1). 

様々なヘキソース

グルコースに対するミカエリス・メンテン定数 Kmが非常に小

1--皿型は 100kDaの一本鎖ポリペプチドであり、

を基質とし、

うち、
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-1.ラットヘキソキナーゼアイソザイムの

機能的性質および嫌造的特徴 (2)

表 1
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Fructose 
Mannose 
2・Deoxygluco~

Glucose (mM) 

49.000 
49，似泊

Relative molecular weights 
96，α泊 99，5∞
96.0∞ 98α沿

98，0∞ 
98.0∞ 

Native 
Subunit 図 1-2. ラットヘキソキナーゼアイソザイムのグルコース温度に

対する比活性:図 1.と同じく A，s， C， D，はそれぞれ I--IV型に相

当する(1 ). 
Hepatocytes 
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そ の 分 子 量 お よ び グ ル コ ー ス に 対 す る Km値の違いなどから大キナーゼ、は、

Physiological regulation 
Insulin Kinetic 
Glucose features 

こ れ ら 両 者 間 の 最 も 大きな機能的性質の違い別されているわけであるが、Glucose 
Insulin 
Kinetic 
features 

Reversible 
subcellular 
location 

6-リン酸 (Glc-6-P)によるグルコースリン

ヘキソキナーゼは低濃度のすなわち、酸化反応阻害の有無が挙げられる.

反応生成物グルコースとして、

グルコキナー ゼ は 低 濃 度Glc-6-PにGlc-6-Pによって反応が阻害されるが、

ヘキこのように、ン酸化反応が阻害されない(1-3). よってグ jレコースリKmヘキソキナーゼことから lowさいくおよそ 10-1--10-3mM) (図 1-2 ) 

分子質量およびその機能的性質が大きソキナーゼとグルコキナーゼとは、グW型 は 50kDaの一本鎖ポリペプチドであり、一方、とも呼ばれている.

近年の各アイソザイム cDNAのクローニングによりく4く異なってはいるが、(この性質からグルコキナーゼとも呼ばル コースに対する糖特異性を有し

アイソザイム間における 1次構造の相同性が極めて高いことが明ら-12)、それに対する Km値も本論文中ではグルコキナーゼと呼ぶ〉、以降、れる、

グルコキナーゼや 50kDa特に 100kDaヘキソキナーゼは、かにされている.Kmヘキソキナーゼとも1 _，皿型とは対照的に high大きく(およそ 10mM)、

酵母ヘキソキナーゼと相同性の高し、 50kDaポリペプチド鎖が2本重複・連結

グルコキナそのため 100kDaヘキソキナーゼ、は、した形で構成されている.

〈以降特に断わ

とグノレコ

1--阻型ヘキソキナーゼ

ヘキソキナーゼは I--m型ヘキソキナーゼを指す)

このように、呼ばれている (2). 

らなし、限り、

nδ 2 



噂
ーゼや酵母ヘキソキナーゼ様の 50kDaヘキソキナーゼを先祖として、遺伝

子の重複と融合を経て進化したのではないかと考えられている (4-12).し

かしながら、ヘキソキナーゼの進化仮説については、その明確な証拠が得

られていないために、未だに推測の域を脱していない.

上述のように、 4種のヘキソキナーゼアイソザイムは相向性が非常に高

いにもかかわらず、その機能的性質が異なるため、数多くの研究者がその

機能的性質を決定付けている構造的特徴の解明に取り組んできた. Stei tz 

らのグループは、酵母ヘキソキナーゼの X線結晶解析を行ない、ヘキソキ

ナーゼ分子内のグルコース結合部位(Ser-158、Asp-211、Glu-269、Glu-302)

(13)、およびグルコースリン酸化反応に伴うヘキソキナーゼの立体構造変

化の様式(図 1-3) を報告している (3).また最近では、ヘキソキナーゼ

cDNAに点変異を導入し、大腸菌で人為的に発現させたヘキソキナーゼ変異

体の機能解析から、基質(グルコースおよびATP) との結合やリン酸化反

応に重要なアミノ酸残基を推定したものが、いくつか報告されている(14. 

15) . しかしながら、ヘキソキナーゼの機能的性質を決定する構造的特徴

を"解明"するには至っておらず、特に Glc-6-Pによる反応阻害に関与す

る構造的特徴についての情報は未だほとんど得られていない.

( b) 

1. 2 生体におけるヘキソキナーゼの役割

このような構造的及び機能的特徴を持つヘキソキナーゼアイソザイムは、

生体内における分布組織が異なることが知られている(表 1-1) .すなわ

ち、 I型は、比較的糖代謝活性の盛んな脳、腎臓、などに (1-3、 16)、 E

型は脂肪や骨格筋に (1-3.16)、 E型はその生理的役割および分布組織がよ

くわかっていないが、一部がん細胞や正常細胞の核膜に存在が認められた

という報告がある(17). グルコキナーゼは肝臓とすい臓 β細胞にのみ特異

的に存在することが知られている (1-3).

脳や腎臓に分布している I型ヘキソキナーゼは、 ミトコンドリア外膜に

結合し(図 1-4)、 ミトコンドリア内部で生成された ATPを効率よく利用

図 1-3. 歯車母ヘキソキナーゼと基質(グルコース)との

結合様式のモデル図:a)解離状態、 b)結合状態 (3)
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細胞内糖代謝との関係犠式図 (18). 

することにより、これら組織の高い糖代謝活性をまかなっていると考えら

れているく 18). Jilsonらのグループは、 I型ヘキソキナーゼが結合してい

るミトコンドリアを、キモトリプシンで処理し N-末端アミノ酸9残基を切

除することにより、ヘキソキナーゼがミトコンドリアから脱離したという

結果を得ている. このことから彼らは、 I型ヘキソキナーゼはその疎水性

N-末端部分を錨のようにミトコンドリア外膜に埋め込むことにより結合し

ているのではないかと推察している (19-21).

興味深いことに、脂肪組織や骨格筋に多く分布している E型ヘキソキナ

ーゼと、肝臓およびすい臓 3細胞にのみ分布しているグルコキナーゼは、

その発現においてたいへん密接な関係にあることが見いだされている.例

えば、どちらもインスリンによりその発現が調節されており (22.23)、生

-6 

体から摘出した脂肪組織および肝細胞をインスリン処理すると、処理後数

時間内に E型ヘキソキナーゼおよびグルコキナーゼがそれぞれ組織特異的

に発現される (24).また、アロキサンなどの薬物により犠尿病体質(イン

スリン依存性積尿病)を獲得したラット、もしくは食餌制限により空腹と

したラットは、著しくヘキソキナーゼおよびグルコキナーゼ活性が低下し

ているが、インスリンを投与することによりそれら酵素の活性および血糠

値が正常レベルにまで回復する.その際 E型ヘキソキナーゼ活性とグルコ

キナーゼ活性も著しく増大することが報告されており (25.26)、近年 E型

ヘキソキナーゼおよびグルコキナーゼと糖尿病との関係が 注目されている.

また、特に肝臓の場合、成体組織ではグルコキナーゼが発現していること

は前述したが、胎児期にはヘキソキナ ーゼ(主に H型〉が発現し ており、

個体が誕生することにより徐々にグルコキナーゼに移行していくことが知

られている(1 ). 

ところで、がん細胞は、脳の 100倍以上ものヘキソキナーゼ活性を有す

るために、解糖能が著しく高い (27.28)ことが古くから知られており、が

ん細胞ではその悪性度に応じて H型ヘキソキナーゼも顕著に発現している

ことが報告されている (22.23). この現象は、 in vitroの実験においても

確認されており、正常ニワトリ匹細胞をラウス肉腫ウィルスにより形質転

換(がん化)した場合、 E型ヘキソキナーゼ活性が著しく増大し、それに

呼応するように解糖活性も増大することが確認されている (29-31).特に、

肝臓がん組織では、その脱分化(悪性度〉の進行にともなって、グルコキ

ナーゼ活性が極端に低下し、それを補うように E型ヘキソキナーゼ活性が

著しく増大することが報告されている (22，23).

1. 3 研究の目的

このように、構造的に相向性の高いヘキソキナーゼアイソザイム聞にお

いて、機能的性質や分布組織が大きく異なることから、それぞれのアイソ

ザイムは生体内において何らかの役割分担をしていることが予想される.

一 7-



したがって、その役割を分担するに至った経緯と理由を明らかにすること

により、生体特にがん組織におけるエネルギ一代謝や穂尿病の原因を考え

るうえにおいて非常に重要かつ興味深い情報を得ることができると思われ

る.そのため本研究は、これらアイソザイムの生じた経緯、すなわち進化

と、それらの機能的性質を決定している構造的な特徴の解明を目的とし、

併せてヘキソキナーゼ各アイソザイムの存在意義(役割分担〉について考

察を行なった.
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第 2章ラット H型ヘキソキナーゼ遺伝子

の単離および解析

ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 一 方 で 変 異 を 経 て 酵 母 ヘキソキナーゼやグルコ

キナーゼなどの低分子質量 (50kDa)ヘキソキナーゼ遺伝子に、他方では、

先祖遺伝子が重複と融合を経て 100kDaの高分子質量ヘキソキナーゼに、そ

れぞれ進化したのではないかと従来考えられている(図 2-2) (1-9). 
2. 1 序

緒言においても述べたが、 4種 類 存 在 す る 、 崎 乳 動 物 ヘ キソキナーゼア

イソザイムのうち、 I'""-'m型はおよそ 100kDaの分子質量を有する非常に相

同性の高い一本鎖ポリペプチドである三とがcDNAの解析から明らかにされ

ている(図 2-1) (1-4). さらに、これら 3種の lOOkDaヘキソキナーゼは

Ancestral 
50 kDa Hexokinase 

N C 

昨lutation duplication Hexokinase Type 1-111 100 kDa 

Hexokinase Type IV (Glucokinase) 
N~~総総齢、~c 50 kDa 50 kDa Glucokinase 100 kDa Hexokinase 

Yeast Hexokinase 図 2-2. 従来提唱されているヘキソキナーゼ進化仮説の模式図

N C 50kDa 
図 2-1. ラットヘキソキナーゼアイソザイムおよび酵 母 ヘ キ ソ

キナーゼのサイズの比較

近年、酵母ヘキソキナーゼおよびグルコキナーゼについては、その遺伝

子の詳細な構造解析がなされいるが (lO.l1)、残念ながら、高分子質量 (10

OkDa)ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ に 関 し て は 、 そ の 遺 伝 子 構 造の解析が未だされてい

ない. したがって、その進化を遺伝子レベルで議論することは不可能であ

るため、上述したようなヘキソキナーゼの遺伝子重複による進化説は、推

測の域を出ていない.

そこで、我々は lOOkDaヘキソキナーゼの進化について、遺伝子レベルに

おいて検討することを目的として、ラットの 100kDaヘキソキナーゼ遺伝子

の単離・解析を行なった.

極 め て 相 同 性 の 高い 50kDaポ リ ペ プ チ ド が2本連結した形で構 成されている

ことが知られている (1-4). 一方、時乳動物グルコキナーゼは酵母ヘキソ

キナーゼと同じ約 50kDaの一 本鎖ポリペプチドであり、崎乳動物の 100kDa

ヘキ ソキ ナー ゼアイソザイムの重複構造における N-末 端 側 半分およびc-末

端 側 半 分 各 々 と 相向性が非常に高いことが報告されている (5).これらの

ことから、 I'""-'ffi型の 100kDaヘキソキナーゼは、 50kDa先祖ヘキソキナー
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2. 2 結果

2. 2. 1 スクリーニングプロープの作製

ラットのゲノム DNAライブラリーからヘキソキナーゼ遺伝子を単離する

ために、まずスクリーニング 7ロープを作製した.

図 2-3は、ラット各組織およびラット腹水がん細胞株 AH130における I
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図 2-3 ラット各組織およびラット腹水がん細胞株 AH130から単

離した全 川のノーザンフロット解析:A ---Cは各々 1---皿型ヘキ

ソキナーセに対するプロープを用いたものであり レーン 1-6は
各々、肝臓、腹水がん細胞 AH130、腎臓、心臓、長格筋、脳から

単離した全 RNAである リ ボ ソ ー ム 川 の 2悦 18Sの位置は矢印で
示しである(12). 

型から皿型ヘキソキナーゼ遺伝子の mRNAへの転写をノーザンプロット解析

により調べたものであり (12)、我々は既に、 H型ヘキソキナーゼが、がん

細胞株 AH130にのみ特異的かつ強力に転写されていることを見いだしてい

る(12)・この細胞の mRNAから逆転写した cDNAを鋳型として、 cDNA境基番号

(図 2-4) 2283番から 2829番の領域を PCR法により増幅し、得られた 547bp

のcDNA断片を E型ヘキソキナーゼ遺伝子のスクリーニングのプロープとし

た(図 2-5) . 
図 2-4. ラット 11型ヘキソキナーゼcDNAの全塩基配列 (4):四角

で囲んだ部分は本研究中 PCR法により作製したスクリーニングプ

ロープである.
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2. 2.2 ラット肝臓ゲノムライブラリーのスクリーニング

このプロープを用いて、ラット肝臓ゲノム DNAライフラリーの 10 6個の

プラークをスクリーニングし、図 2-5に示す 1種類のファージクローン (RH

K-gF)を得た. 得られたクロー ーンRHK-gFをEcoR1で処理し、プラスミドに

組み込み塩基配列を調べた結果、 H型ヘキソキナーゼのアミノ酸コード領

域0.8kbpおよび 3'末端非翻訳領域を含むことが明らかになった(図 2-5) . 

図中、黒のボックスは、スクリーニングに用いたプロープの相当する領域

を示す. ThelenとWilsonによって決定された E型ヘキソキナーゼ cDNAの塩

基配列(図 2-4) (4)に基づいて、サザンプロット解析(今回、結果は示

さない)および塩基配列の解析を行なった結果、得られたゲノムクローン

RHK-gFに含まれるアミノ酸コード領域は、 Aから Eの5つ の エ クソンから構

成されており、各イントロンの末端は GT-AG配列を保持していたことから、

このクローンが、ラット H型ヘキソキナーゼのゲノム遺伝子であることが

確認された.各エクソンは、それぞれcDNAの塩基番号2133-2232、2233-2416、

2417-2572、2573-2806、2807-2948と3'非翻訳領域に相当し、これらのエ

クソンの長さはそれぞれ、 100、 184、 156、234、 142bpであることが明ら

かになった. これらのことから、今回得られたゲノムクローンに含まれる

エクソンは、分子内に重複構造を持つヘキソキナーゼの後半半分 (c一half)

のc-末端領域に相当することが明らかになった.

2. 2.3 RHK-gFとグルコキナーゼ遺伝子との構造比較

次に、すでに構造が明かになっているラットグルコキナーゼ遺伝子と、

我々が単離したラット E型ヘキソキナーゼ遺伝子との構造比較を行った

(図 2-o) . これまでの数多くの研究者により、ラットグルコキナーゼ遺

伝子の構造はかなり詳細に解析されている (10.11). それらの報告によれ

ば、グルコキナーゼ遺伝子は、 10個のエクソンから構成されており、興味

深いことにこの遺伝子は、すい臓 S細胞と肝臓でのみ組織特異的に発現し、

さらにはそれらの組織に特異的な 2種類の第 lエクソン(1β と1H)が存在す

る. なお、この章においては、 Gi (iは任意の数)としてグルコキナーゼ

Hexokinase typeII cDNA 
screening probe 

R
V
 

31 51 

-q
u
 

RHK-gF 

r--1 
~~λ-EMBL4 

<v6>'<v6>・ー
~ 

チ'令
~ ，..~ ^~ ~~ 

<v6>' <v6>' '#' ' <v6> ~ 
手'ら

図 2-5. 得られたゲノムクローン RHK田 gFの構造および cDNA上の

相当する領域

遺伝子の個々のエクソンを呼ぶことにする iはグルコキナーゼ遺伝子上

流から下流方向に向かう順に各エクソンの番号を示す〈つまり、 G10はグ

ルコキナーゼのc-末端をコードする 10番エクソンを意味する、という具合

いである).図 2-6は、上段がラットグルコキナーゼ、下段がラット H型

ヘキソキナーゼ各々の cDNA塩基配列であり、太線はイントロンの挿入位置

を示す.今回単離したラット H型ヘキソキナーゼ (RHK-gF)の各エクソン A

から Eと、それに相当するラットグルコキナーゼのエクソン 6から 10を重ね

てみると、驚くべきことにイントロンの挿入位置および各エクソンの長さ

が完全に一致することが見いだされた.すなわち、一次構造において非常

に相向性の高かった両者の遺伝子間においても共通の構造が保持されてい

ることが明かになったわけである. なお、前述のエクソンの名称の付け方

に従い、単離した E型ヘキソキナーゼ遺伝子の各エクソン A-Eは、 E型ヘ

キソキナーゼ後半部分 (c一half) に相当することから、それぞれC6-C10と

名付けた.

14 15 



既に報告 されている ラッヘキソキナーゼゲノムクローンの塩基配列を、

彼らのその結果、グルコキナーゼゲノム DNAの塩基配列 (10)と比較した.

グルコキナ ーゼ遺ゲノムクローンに含まれる l番目と 2番目のエクソンが、

らにそれらエクさ伝子の G8とG9にそれぞれ相当することが明らかになり、

トロン挿入位置もグルコキナーゼ遺伝 子 のそれらとンソンの長さおよびイ

彼らの単離したヘキソキナ ーゼ遺伝完全に 一致することが見いだされた.

ヘキソキナ ーゼの N子のエクソンのうち l番目と 2番目の 2つのエクソンが、

それぞれ N8ーhalfをグルコキナーゼ遺伝子の G8とG9に相当することから、

グルコキナ ーゼ遺伝 子3番目のエクソンは、ところが、とN9と名付けた.

e:xo・lj・・IlacTTT Go晶G ATG GoAT G恨~ G'l'G GCA ATG G'l'G A刷:; GOAC ACA GTG GlCC ACA A!'C ATC 'l'CC rac '!:‘C TAT caa. -~-- --:曹
-ITG TTT GAC CTG GoAT G1C G'l'T GlCC GTG GTG A.I.T GOAC IC.A GTTぽお ACTA!'C晶~ /ICf 'fGT GGC TAC <aA 0_  A 

_""C脳:CGC CAA TGT GAG GTC GGC ATG ATT GTG -= ACT GGC TGC AAT GCC TGC T轟C A'IG CaG GOAA A'IG CAG 
a GOAC CCT CAC TGT GAA GπG配 CTCATT GTT圃酢ご ACCGCA AGC AAC G白 TGCTAC ATG GAA GAG A'l'G CGT 

・・1A.I.T GTG GAG CTG GTG GAA GGG GAT GAG GGA CGC A1'G '1"GC GTC AAC ACG GAG 'l"GG GGC GCC TTC GGG GAC 
_ AAT GTG GAG CTG GTG GAC回 A 也.GGAG田 AC缶 ATG '1'GT GTC AAC ATG GAG TGG回 A 民 A '1'TT G伺ぽ exonG7

_ TCG GGC GAG CTG GAT G1IG TTC CTA C'1'G GAG TAT G紅白GA叩 GTGGAT GAA NJC '1"CA GCG配 CCC GGT exon B 
a AAT GGC TGC CTG GAT GOAC TTG CGG ACC GTG-T'l'T GAT GTT GCT G'1'G GAT GAG CTT TCT CTC AAC CCT GGC 

_ CAG CAG C冒ITAC GAG .UG ATC ATC GGT GGG .UG TAT ATG GGC GAG CTG GoAT CGA CTT GTG CTG CTT AAG 
D AAA CAG ~ TTC GAG AAG ATG ATC AGC GGC ATG TAC TTG GGA GAG ATT GTG CGC AAC AT'1' CTC ATC GAT 

exon ¥i8 _C国 GTGGAC GAG AAC CTT CTG TTC CAC GGA G1IG GCC TCG GAG CAG CTG CGC ACG CGT GGT配 T T'1'T GAG -~~- ~~ 
E 町配G AAG C回目G C'1'G C町円CC~ 田C CGC ATC TCA GAG CGC CTC AAG ACA脳 GGAATC TT'1'制 exonC 
・・(JICC CGT TTC GTG TCA CAA GTG GAG 11，・rGAC TCC GGG GAC CGA AAG CAG ATC CAC AAC ATC CTA AGC ACT 
D IICT .UG TTC CTG TCT CAG ATA GAG A・rGAC TGC C宝A GCC CTG CTA CAG G'l'T CGT GCC ATC CTG CGIご CAC

_ CTG GGG CTT CGA CCC TCT GTC TtC.C GAC TGC GOAC ATT GTG CGC CGT GCC TGT GOAA AGC GTG TCC ACT CGC 
ac団側 CTGGAG AGC制限 GATGAC AGC ATC A目白GAAG GAG G目 配 ACTGTG G町民C C回句eexon G9  

_ GCC GCC CAT ATG '1"GC TCC GCA田 A CTA GCT脇 GTCATA AAT CGC ATG C配備 AGCCGC AGT GAG閣に exonD 
a GCT GCA CAG CTC TGT CGC GCA GGC ATG GCC GCC GTA GTG GAC AAG ATA AGA GAG AAC CGT GGG CT官; GAC ・11GTG ATG CGC ATC ACT G'1'G GGC GTG GAT GGC TCC GTG TAC AAG CTG CAC CCG ・~C TTC AAG GAG CGG T'1'T 
a 且Hご CTC AAA GTG轟CAGTG GGC GTG GAC GGG ACT CTG TAT AAG CTT CAT CCT・・C TTT GCC AAG GTIご ATG 

_ CAC民 C AGT GTG CGC邸 CTGl!CA CCC AAC T配 GMMC  ACC TTc maA  L GM  制限配偶CeXODGI0 
_ CAT GAG l!CG GTG AGA叩 CTGGC T CCG AAA TGT GAC伺 G TCC宵 C C四品A TCC GAG GAC臨 AGT包 GexonE 
_ JIGG GGA occ GCA CTG GTC TCT GCG GTG GCC TGC .UG AAG GCT TGC ATG CTG GCC CAG TGA 
D A1tG GGA OCA GCT CTC ATC TtC.T GCC GTG GCC TGC CGC ATC CGG GAG GCT GGG CAG .AGA TAG 

第 10エクソン G10と第 2エクソン G2のN-末端側半分からの最後のエクソン、

C-halfのN末端後者はヘキソキナーゼ重複構造のうち、構成されており、
G10  G9  G6 G7  G8 

骨ィgene structure 
3番目のエクソンの C-しかしながら、部分に相当することが推察された.Glucokinase 

すなわちファージベクターへの挿入末制限酵素 SphIの認識部位、末端は、

U • a
t
A
 

阻 K-gF
彼らの報告だけ

トロン挿入位置を正確に把握することは不

このエクソンの本来のc-末端とは異なり、

ではエクソンの長さおよびイン

可能であ った.

端であるため、

図 2-6. RHK-gFに含まれる H型ヘキソキナーゼ遺伝子とラット

グルコキナーゼ遺伝子の構造比較:上図はラットグルコキナーゼ

(上段、 GK)およびラット H型ヘキソキナーゼ(下段、 HK) のcDNA

塩基配列であり、太線はイントロンの挿入位置を示す.下図はラ

トグルコキナーセと RHK-gFに含まれる H型ヘキソキナーゼ遺伝 ヘキソキナーゼ遺伝子進化の新仮説提唱2. 5 2. ツ

子の構造を対応する領域で重ね合わせたもの.
高分子質量 CI00kDa)ヘキソキナーゼの進化につ以上のことにもとづき、

一次構すなわち、(図 2-7) . 新たにつぎのような仮説を提唱したいて、

既に報告されている H型ヘキソキナーゼ遺伝子の部分構造と2. 4 2. 
共通の構造が保持されていたことから、造の相向性が高い両遺伝子間で、

ヘキソキナーゼ遺伝子はグルコキナーゼ遺伝子から進化したのではないか、
グルコキナーゼ遺伝子の構造との比較

変異を経て高分子質つまり 50kDaのグルコキナーゼ遺伝子が重複した後、
トE型ヘキソキナーゼの cDNAの単離・解ツ-フ近年、 .Thelenとfilsonは、

量 C100kDa)ヘキソキナーゼ遺伝子が形成されたのではないだろうか.
解析同時にゲノムクローン C3G3A)を単離している C4). 析を行なう際に、

1229-cDNAの1073-1228、彼らの単離したゲノムクローンC3G3A)は、の結果、

トロン婦人位置の確認新仮説に基づいて予測したイン2. 6 2. 1463-1706に位置する 3つのエクソンを含んでいたことが報告されて1462、

100kDaヘキソキナーこの仮説をより確かなものとするために、そこで、100kDaヘキ彼らの単離したゲノムクローンに含まれるエクソンは、し、る.

ゼの重複構造の N-halfとC一halfの接合部位に相当するエクソンの塩基配列
ソキナーゼにおける重複した i次構造の前半半分 50kDaCN-half)のC-末端に

トH型ツ彼らが単離したラそこで私は、ドしていた.相当する部分をコー
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Glucokinase 

Glucokinase 

もし、イントロンの挿入位置が、 予測どおりであれば、図 2 8のようなイ

ントロンを含む PCR断片が得られるはずである . この目的のために、我々

はHT147C5・-GATGGCTCCGTCTACAAGAAA、下流向き、 N9に位置する )と HT146C5

・-TGTGCCATCTGGAGTGGCACA、上流向き、 C2に位置する〉、および HT124C5'-A 

TGAAGGTGGAAATGGAGCAG、下流向き、 C2に位置する 〉とHT150C5'ーCTGTGGGATG

GAGTAGATCTT、上流向き、 C3に位置する )を合成し、これらをプライマ ーと

して、ウイスターラット肝臓の全ゲノム DNAを鋳型として PCR法を行なった.

その結果、およそし 5kbpおよび1.4kbpの2つの DNA断片を得ることに成功し、

それらの塩基配列解析により、予測どおりの位置にイントロンが挿入され

ており、前者は E型ヘキソキナーゼ遺伝子の CN9). . .イントロン.. . C N 1 0十C

2)に、後者は CC2). . .イントロン.. . C C3)に、それぞれ相当することを見い

だした. このことから我々は、ヘキソキナーゼの十halfとC-halfの接合部

分のエクソンが、 C1ではなくグルコキナーゼ遺伝子の GIOとG2に相当する N

10とC2が結合することによって構成されていること、また表 2-1と図 2-9 

に示すように、 C2とC3との聞のイントロン挿入位置がG2とG3との聞のそれ

と一致することが明らかになった.

さらに、他の領域についても同様の手法を用いて PCR法を試みた結果、

数個の PCR断片を得ることに成功し、得られた断片をサブクローニングし、

その塩基配列を決定した. イントロン挿入位置を予測して得られた PCR断

片は、それぞれイントロンを含んでおり、表 2-1および図 2-9に今回単離

したゲノムクローンのものと併せて、イントロンの挿入位置く図 2 9)お

よびエクソンの長さ(図 2-9と表 2-1) を、グルコキナーゼおよび 100kDa

ヘキソキナーゼ N-halfとC一half各々について比較した結果を示す.図 2-9 

は、それぞれのアミノ酸配列を一文字標記したものであり、実線は確認さ

れたイントロンの挿入位置、破線は今回は確認できなかった挿入予測位置

を示している. 図 2-9を見て明らかなように、イントロンの挿入位置およ

びエクソンの長さともに、 三者間で完全に 一致した.
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図 2-7. ヘキソキナーゼ遺伝子進化の新仮説の横式図

の決定を試みた.私の仮説が正しければ、ヘキソキナーゼ遺伝子にグルコ

キナーゼ遺伝子の構造がほぼ完全に保持されている可能性がある. そこで、

グルコキナーゼの遺伝子構造をもとに、 lOOkDaヘキソキナーゼ遺伝子のイ

ントロン挿入位置を予測し、その予測される位置をはさむ形で PCRプライ

マーを設計し、ラット肝臓ゲノム DNAを鋳型として PCR法を行うことにより、

その領域の DNA断片を増幅した(図 2-8) . 
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図 2-8. イントロン予測挿入位置確認のための PCR法
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一
Elon numbers 5' mtron ]unctlon 3' mtron ]unctlon 

G2・G3 CA GAA ∞C TCA G/gtaccgcaggtt... .ctctgcctgcag/AA GTC GGA GAC T 
Pro Glu Gly Ser G(lu) (G) 1 u Va 1 G 1 Y As P 

C2・C3 CA GAT GGC ACA G/gtgcgtggcatc ttcattttccag/AG AAA ∞A GAC T 
Pro ASp Gly Thr G(lu) (G)lu Lys Gly Asp 

G5・G6 AAG AGG AGA G叩 /gtgagcacagcg ・ .acttcttggcag/GAC T打 GAG ATG 
Lys Arg Arg Gly ASp Phe Glu Met 

N5-N6 CAG CGC AGA GGG/gtgaggtaaagg... .gatcccctgcag/GAC 打 T GAC ATT 
Gln Arg Arg Gly Asp Phe Asp lle 

C5・C6 . . tct tgcta tcag/GAG 1寸T GAC CTG 
Glu Phe Asp Leu 

G6・G7 GC ATG ATT GTG G/gtaagggcttct. .ccctccctctag/GC ACT GGC TGC A 
Gly Met Ile Val G( ly) (G)ly Thr Gly Cys 

C6-C7 GC CTC ATT G廿 G/gtaaggacgcta. . . . tctgattgacag/GC ACC GGA AGC A 

G7-G8 
GIy Leu Ile valG(l y)(Gg/)G  1y Th r G I y Ser 
C GGT CAG CAG CT/gtaaggat.gctc.... ttctgtatccag/G TAC GAG AAG AT 

Gly Gln Gln Le(u) (Le)u Tyr Glu Lys Ile 
N8 ./G TTT GAG AAG AT 

(Le)u Phe Glu Lys Met 
C7・C8 T GGC AAA CAG AG/gtaagcaatcac. ・・ gtcccgttgcag/G TTC GAG AAG AT 

Gly Lys Gln Ar(g) (Ar)g Phe Glu Lys Met 
G8-G9 A CAA GTG GAG AG/gtgcctgcaggg... .tcctgcccgcag/C GAC TCC GGG GA 

Gln Val Glu Se(r) (Se)r Asp Ser GJy Asp 
N8-N9 G GAT ATT GAA GA/....... ・・・・ ・・・・・・ー ・ ・ ・・・ー /G GAT AAG GAT GG 

Asp I1e Glu Gl (u) (Gl)u Asp Lys Asp Gly 
C8-C9 T CAG ATA GAG AG/gtgaggaggaga... .tctcccacgcag/C GAC TGC CTA GC 

Gln Ile Glu Se(r) (Se)r Asp Cys Leu Ala 
G9・GIO G CTG CAC CCG AG/gtcagcttccac... .cctcctgttcag/C 打 C AAG GAG CG 

Leu His Pro Se(r) (Se)r Phe Lys Glu Arg 
N9・NIO G AAA CAT CCC CA/gtgagtgtgctg... .tgtgtataacag/T TTT GCC AAG CG 

Lys His Pro Hi (s) (Hi)s Phe Als Lys Arg 
C9-CIO G CTT CAT CCT CA/gtgagtgcct邑a....ctccttctccag!C TTT GCC AAG GT 

Leu His Pro Hi(s) (Hi)s Phe Ala Lys Val 

表 2-1. ラットグルコキナーゼ遺伝子およびラット 11型ヘキソ

キナーゼ遺伝子のN-末端側半分と c-末端側半分におけるイントロ

ン婦人位 置周辺の塩基配列とアミノ酸配列の比舷:(入札 Cはそ

れぞれグルコキナーゼ、 H型ヘキソキナーゼN-末端側半分および

C-末端側半分を、数字は各エクソンの番号を示す.

2. 2.7 ラット"型ヘキソキナーゼの遺伝子構造の推測

Thelenとlilsonの報告において、ラット H型ヘキソキナーゼの N-halfと

C-halfおよびラットグルコキナーゼの cDNAから推定したそれぞれのアミノ

酸配列を、最も相向性が高くなるように並べた場合、 NI0CN-half)のc-末

端は G10(グルコキナーゼ〉や C10(C一half)よりも 6アミノ酸だけ長く記され

ている(図 2-10) (4). しかしながら、図 2-9に示すように、我々の解析

の結果、これら 6アミノ酸残基は C2(つまり C-half) のN-末端部分に属す

るとみなせることが明らかになった. この訂正によって、 H型ヘキソキナ

ーゼ遺伝子の 10番エクソン(N-halfとC-halfの"つなぎ目" )が、追加や

ー 20
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図 2-9. ラットグルコキナーゼおよびラット 11型ヘキソキナー

ゼ各遺伝子のイントロン挿入位置の比較:下線の 6アミノ酸残基

以外は、 ThelenとWilsonの報告 (4)に基づきラットグルコキナー

ゼ (GK)およびラット H型ヘキソキナーゼ N-末端側半分 (HK-N)とC

末端側半分 (HK-C)のアミノ酸配列を比較したもの.

削除なく、 NI0とC2、つまりグルコキナーゼ遺伝子の GIOとG2に相当するエ

クソンの結合により構成されていることがより明確になった.特にヘキソ

キナーゼ遺伝子において、その重複構造の"つなぎ目"部分であるこのエ

クソンが、 G1エクソンをはさむことなく、 G10のアミノ酸コード領域と G2

の接合により構成されていることは、特筆すべきことである. これらの結

果から、 100kDaヘキソキナーゼ遺伝子は 18個のエクソンから構成されてい

ることが強く示唆された.さらに、同時期に発表された Printzらの結果 (13)

と一致したことから、この予測が正しいことが確認された.
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100kDaヘキソキナさらにそれらの事実から、が見いだされたわけである.

特ーゼ遺伝子が 18個のエクソンから構成されていることが強く示唆され、

に相当するエクソンが、

グルコキナーゼ遺伝子のエクソン GIOとG2が融合した形のエクソンに相当

つなぎ目"にN-halfとC-halfの繰り返し構造の"

することを見いだした.

100kDaヘキソグルコキナーゼ遺伝子との構造比較の結果、このように、
III 162 
11 149 
1 149 

II1 604 
rr 597 
1 597 

IV 145 
キナーゼ遺伝子がグルコキナーゼ遺伝子の構造を完全に保存していること

この研究の目的であった 100kDaヘキソキナーゼ遺伝子のが明らかになり、

高分

50kDaグルコキ ナーゼ遺伝子から進化

11に示したように、
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duplication 
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関S

以下のような結論を得た.
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C10 I c9 C6C7 c8 N8 N9 N1.o+C2 トH型ヘキソキナフッ本研究において私は、以上の結果をまとめると、
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図 2-11. グルコキナーゼ遺伝子から 11型ヘキソキナーゼ遺伝子

への進化の模式図

N・hatf
およびPCR法を用いることにより

それらさらに、

ドするゲノム遺伝子の単離、

イントロンを含むゲノム DNA断片を得ることに成功した.

ーゼをコー

晴乳

動物 100kDaヘキソキナーゼの遺伝子構造をはじめて明かにすることができ

の解析結果をグルコキナーゼ遺伝子の構造と比較することによって、

前半遺伝子グルコキナーゼ遺伝子が重複・連結した後、すなわち、した、その重複構造の N末端側100kDaヘキソキナーゼ遺伝子は、すなわち、fこ.

後半遺伝子の l番エクソン G1

10番エクソン GIOと2番エクソン G2が融合して一つ

の 10番エクソン G10のアミノ酸非翻訳領域と、

つぎに、とが除去され、

ト

グルコキナーゼ遺伝子のそれらと完全に 一 致 す る こ と

22 

エクソンの長さ及びイン
半分 CN-half)とC-末端側半分 CC-half)各々の、

ロンの挿入位置が、
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のエクソン (N10tC2)を形成し、さらに変異を受けることによって機能的変

化を遂げ、現在の高分子質量 (lOOkDa)ヘキソキナーゼが形成されたことが

強く示唆された. これはヘキソキナーゼの進化を議論するうえにおいて、

たいへん重要な手がかりが得られたと考えている.特に、今回の結果にお

いて、 2つの遺伝子の"つなぎ目"に相当するエクソン (NIOtC2)が、余分

な部分の除去を経た、 2つのエクソンの融合によって形成されたことが強

く示唆された. これは従来知られている遺伝子重複の例のなかでも、極め

てめずらしいケースであると思われ、非常に興味深い点である.

これまで、 li1sonをはじめとする多くのグループによって、晴乳動物の

100kDaヘキソキナーゼは、グルコキナーゼや酵母ヘキソキナーゼそのもの

ではなく、図 2-2に示した ように、それらに似た低分子質量 (50kDa)の先

担ヘキソキナーゼから、遺伝子重複と融合を経て進化した、とする仮説が

広く支持されていた (1-9). また最近、 Griffinらは、ヒト、ウシ、ラット、

マウス 4種類の崎乳動物の I型ヘキソキナーゼにおける N-末端側半分およ

ぴc-末端側半分と、酵母のヘキソキナーゼの cDNAを比較し、その相同性が

非常に高いことから、図 2 12に示す仮説を提唱している(14). 彼らの説

は、 50kDa酵母ヘキソキナーゼ様の先祖タンパク質が、まず重複し lOOkDa

ヘキソキナーゼとなり、 一方では高分子量ヘキソキナーゼの各アイソザイ

ムに進化し、もう 一方では、再び50kDaに縮小されてグルコキナーゼが形

成されたのではないか、というものである.いずれの説も、ヘキソキナー

ゼアイソザイムの l次構造上の極めて高い相向性から考えられたものであ

ったが、グルコキナーゼ以外の遺伝子構造が未定であったために、これま

で諸説の正否は判定が不可能であった. しかしながら、本研究によって、

その遺伝子構造を完全に保存した形で、 2つのグルコキナーゼ遺伝子から

重複と融合によって、 H型ヘキソキナーゼ遺伝子が進化した(図 2-11) 

という明確な証拠が得られた.
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第 3章

3. 1 序論

ヒト H型ヘキソキナーゼ遺伝子

の単離および解析

緒言において述べたように、 E型ヘキソキナーゼはがん細胞において特

異的かつ強力に発現することが報告されている(1).それらの報告から、

E型ヘキソキナーゼの発現が細胞のがん化およびその進行に深く関わって

いることが示唆され(1 )、そのため、日型ヘキソキナーゼの転写・発現機

構に関心が高まっている. ラットにおいては、最近cDNAおよび遺伝子とも

に単離・構造解析されており (2-4)、近い将来に E型ヘキソキナーゼ遺伝

子の転写・発現機構が解明されることが期待される. しかしながら、肝心

のヒト H型ヘキソキナーゼは、ごく最近ようやく cDNAが単離・解析がなさ

れたところであり (5)、その遺伝子に至っては未だ単離されていない. そ

のため、ヒト E型ヘキソキナーゼの転写・発現機構解明の鍵を握っている

遺伝子構造に興味が持たれる.そこで、我々はヒト E型ヘキソキナーゼ遺

伝子の単離と構造解析を目的として研究を行なった.

3. 2 結果

3. 2. 1 ヒト 11型ヘキソキナーゼ遺伝子のスクリーニング

第 2章においてラット E型ヘキソキナーゼ遺伝子のスクリーニングに使

用した cDNAプロープを用いて、 2.5x 106個のクローンを含むヒト胎盤由来

のゲノム DNAライブラリーをスクリーニングした結果、 9つの陽性プラーク

を得た. これら 9つの陽性プラークに含まれるファージ DNAの制限酵素地図

を作製したところ、 9つのプラーク全て 一致したことから、以降これらの

うちの 1つのクローン Ah H K 2について解析を行なった.サザンプロット解

析の結果、 Ba.H1処理によって得られる 2.5kbpのDNA断片が、ラット H型

ヘキソキナーゼをコードする cDNAプロープとハイブリダイズすることがわ

かった(結果は示さない).得られた 2.5kbpDNA断片の塩基配列を、ラッ
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ンと思われる 3つの領域の塩基配列と完全に 一致した〈図 3-1) . このこ

とは、 A h H K 2に含まれる 3つの領域がヒト H型ヘキソキナーゼ遺伝子のエ

クソンであり、増幅されたcDNA断片はヒト E型ヘキソキナーゼの転写産物

由来であることを示している . さらに、これら 3つのエクソンの塩基配列

から推定したヒト E型ヘキソキナーゼの部分アミノ酸配列とラット E型ヘ

キソキナーゼの相当する領域のアミノ酸配列とを比較した結果、 4残基の

み異なり両者間の相向性は 96.9%もの高い値を示したことからも、今回得

られたクローンがヒト H型ヘキソキナーゼをコードするゲノム DNAである

ことが確かめられた(図 3-2) . 

トE型ヘキソキナーゼをコードする cDNAの塩基配列と比較した結果から、

この 2.5kbpのDNA断片がヒト E型へキソキナーゼ遺伝子の 3つのエクソンを

含んでいることが示唆された(図 3-1) 

downstream primer HT168 

CCTGGGAGCTCTTCCCTGATGTCCTTTCCATGCTTGTGTGTGATTTTTAGðGC~TCÇTCÇTCAAGIGGbÇAAAA~GcIJc 
一-SerlleLeuLeuLysTrpThrLysGlyPhe

fC31f2;;:2?32333?33?33?5223323;??iff;3f;ttC33?32fi?IiR?3mms?321AGGAGACACATG 

GCACGAGGTCTGATGTGTCAGCTCCTCAATGATTGG ..... intron ..... GGAGAATATTGGGGTTCACCTGTG 

AACTGG似TCTGCTTCTTCCCTCTC判犯民総包323;523羽目~1f~~Y締結俳句r8î~~~~~~~

mm滋?3Rg?2223PJR住民間~II8f~E!8t~~~I8笠州GACCCAGACTGTCCTTTCCACATGGGG

ATGCACAGCCTTGGGTGTGAAGGGGTTGGTGCTGAGTGAGGCCCTGGTATCCTGTGATTGGC勾mps?333%312f

AAGCAGAGGTAGGCACCCAACTGGGGCCCTGTTAAGTGTATCCCAGGACTGGATGGC LysGlnAr-
司喧

upstream primer HT216 

R-HU 5s 7 
H-H (1 S 9 7 
R-H(2 597 
H-H【r
R-HU 60~ 

~exon 13 rー・....exon 14 
PLGFTFSFPCHOT~LDCGILISWT[GF[ATDCEGHDVASLlRDAV(RREEFDLDVVAVV~DTVGTMMTCAYEEPTCEIGlIV 
P L G F T F S F P C 0 0 T S L 0 A_G I L I TWT ( G F【ATDCVGHOYYTLlRDAI(RREEFDLDVVAYVNOIVGIMMTCAYEEPTCEVGlIV
PLGFTFSFPCQOHSLD~ILL[WT(GF(ASGCEGEDVVTLL~EAIHRR El fOlOVYAVVHDTYGTMMTCGYEOPHCEVGllV 

~ILL[WT[GF[ASGCEGEDVVILl(EAIHRR El FDLOVVAVVNOTVGTMMTCGFEOPHCEYGllV 
PLGFTFSFPC[OlGlDOGILlNW1(GFNASGCEGOOVVYLlREAIRRROAYElNVYAIVNDIVGIMMSCGYODPCCEMGllV 

;Z32TC税制33?縦217;絡む箆?Cf;33;?im??ms?33?3伝説T13;む俗説認tðt~g8f~X

2R23?3223A2mcljif:322J223R2i匂鮮総限~~~e~Y~r~0~î~!~g自己E2ff:SA2EFP33?3

Rーは 1~5 PLGFIFSFPVRHEOLO[~ILLNW1(GF[ASGAEGNHIVGLLROAllRR~FEMDVVAMVNDIVAIMISCYYEOROCEVGMIV 
H-Gl PLGFTFSFPVRHEDID[~llLNW1[GF[ASGAEG川 VVGLlROAI 【 RR ⑥ FEMOVVAMV川 lVATMISCYYEOHOCEVGMIV

~ exon5 L 事....exon 6 
図 3-1. 得られた入 hH K 2の2.5kbp断片に含まれるヒト H型ヘキソ

キナーゼ遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列

3. 2. 2 PCR法によるヒト H型ヘキソキナーゼ cDNA断片の作製

そこで、ヒトゲノムクローン 2.5kbpDNA断片の塩基配列に基づいて、我

々は 2つのオリゴヌクレオチドプライマーを設計した(下流向、 HT168、5' 

-CTCCTCAAGTGGACÂAAGGC、および、上流向、 HT216、5・-TTGCCCGGGTTGAGTG

AAAG) (図 3-1) . これら 2つのプライマーを用い、ヒト原発性肝芽細胞

腫ヘパトプラストーマ由来の細胞株HepG2細胞から得られた全RNAを逆転写

することにより得られたcDNAを鋳型として、 PCR法を行い、 368bpのcDNA断

片を得た. PCRによって得られたこの cDNA断片の塩基配列は、今回クロー

ニングによって得たファージ，{hHK2の2.5kbpDNA断片に含まれる、エクソ
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図 3-2. 単離したヒト 11型ヘキソキナーゼの部分アミノ酸配列

とラットおよびヒトのヘキソキナーゼアイソザイムのアミノ酸配

列との比較:黒い太線は現在明らかになっているイントロン挿入

位置を示す. Rはラット、 Hはヒト、 HKはヘキソキナーゼを、 GKは

グルコキナーゼを示す.
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3. 3 考察

第 2章で述べたように、我々はラット H型ヘキソキナーゼ遺伝子をコー

ドするいくつかの DNA断片を単離・解析し、ラットグルコキナーゼ遺伝子

と比較した結果、グルコキナーゼ遺伝子におけるエクソンの長さおよびイ

ントロン婦人位置が、ラット E型ヘキソキナーゼ遺伝子のそれらと完全に

一致し、ヘキソキナーゼ遺伝子にグルコキナーゼ遺伝子の構造が厳密に保

存されていることを見いだしている. これらの結果から、ラット H型ヘキ

ソキナーゼ遺伝子は、ラットグルコキナーゼ遺伝子からその重複と融合に

よって進化したことが強く示唆された. そこで、ラットと同様に、今回得

られたファージクローンA.hHK2の2.5kbpDNA断片に含まれるヒト H型ヘキ

ソキナーゼ遺伝子と、ヒトグルコキナーゼ遺伝子の構造を比較した. その

結果、両者のエクソンの長さおよびイントロン挿入位置が完全に 一 致した.

ラットにおいて、 E型ヘキソキナーゼ遺伝子は、 2つのグルコキナーゼ遺

伝子がその構造を保持した形で重複・連結することにより形成されていた

ことと、さらにヒトにおいてもグルコキナーゼの遺伝子構造が E型ヘキソ

キナーゼ遺伝子に保存されていたことから、ヒト E型 ヘ キ ソ キ ナーゼ遺伝

子も 18個のエクソンから構成されており、本研究において単離・解析した

3つのエクソンはヒト E型ヘキソキナーゼ遺伝子のエクソン 13から 15に相

当することが示唆された.今回は、ヒト E型ヘキソキナーゼ遺伝 子 の構造

の一部分を明らかにしただけにすき.ないが、ラットにおける結果およびそ

れとヒトとの相向性の極めて高かったことから、崎乳類少なくともラット

を含むげっ歯類よりも高等な動物において、 100kDaヘキソキナーゼ遺伝子

は、 2つの 50kDaグルコキナーゼ遺伝子から重複・融合を経て進化した可能

性が強く示唆された.
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第 4章ヘキソキナーゼの機能的性質と

構造的特徴

4. 1 序論

第 2、 3章において、 100kDaヘキソキナーゼが 50kDaグルコキナーゼか

ら重複と融合により、その遺伝子精進を完全に保持した形で形成されたこ

と を 見 い だ し た . 緒 言でも述べたように、これらアイソザイムはその一次

構造上の相同性が高いにも拘わらず、グルコキナーゼの機能的性質が 1.-...，

皿 型ヘキソキナーゼのそ れら と大 きく 異な るこ とが 知ら れて いる.すなわ

ち、グルコキナーゼのグルコースに対する Kmは、 I.-...， m型ヘキソキナーゼ

のそ れ の 100倍であり(表 1-1)、また、反応生成物 Glc-6-Pによりヘキソ

キナーゼは阻害を受けるが、グルコキナーゼは阻害を受けない(1 ). この

ようにアイソザイム間で 、機 能的 性質 とり わけ Glc-6-Pに 対 す る感受性の

異なる理由、すなわち、このような機能的性質の違いを決定する構造的特

徴を分子レベルで明らかにすることはたいへん興味深く、 100kDaヘキソキ

ナーゼの進化およびアイソザイムの"役割分担"を考えるうえにおいて非

常に有用である.

このような観点からいくつかのグループが、ヘキソキナーゼの構造と機

能の関係について報告を し て い る (2-7). lilsonらのグループは 、 ラ ッ ト

脳から単離・精製した天然の I型ヘキソキナーゼをトリプシン処理し、そ

れによって得られた N-末端側半分 (50kDa)とC-末端側半分 (50kDa)に つ い て

各々機能解析を行なった . そ の 結 果 、 十 末 端 側 半 分 に は Glc-6-Pが結合は

するものの触媒能は認め ら れ ず 、 C末 端 側 半 分 に ヘ キ ソ キ ナ ー ゼの実質的

な機能的性質を担っている構造、すなわちりン酸化反応の活性部位と Glc-6-P

による制御部位の両者が存在することを報告している (2-4). また、 Magnani

らや、 Aroraらは、大腸菌において人為的に発現させた I型 ヘ キソキナー

ゼの C-末端側半分 50kDaの機能解析を行ない、'iilsonらのグルー プと同様

の結論を得ている (5-7). これらの報告に基づき、 100kDaヘキソキナーゼ

-32 -

の C-末端側半分 50kDaポリペプチド (HKC)に着目し、ヘキソキナーゼの機能

的性質を決定する構造的特徴の解明を 目的として、大腸菌において人為的

に発現させた HKCおよび変異を導入した HKCとの機能比較を試みた.

Aroraらは、上述のヘキソキナーゼC-末端側半分 の領域に点変異を導入

し、それら変異タンパク質の機能解析を行なった結果、 Ser603、 Glu703、

Glu742がグルコースの結合に、 Asp657が触媒作用に関与していると報告し

て い る (6.7). しかしながら我々は、タンパク質の機能発現には個々のレ

ベルのアミノ酸残基だけではなく、反応部位周辺の立体構造も重要である

と考え、予測される活性部位あるいは制御部位の領域を、機能的性質の異

なる HKCとグルコキナーゼとの間でカセットのように交換することにより

キメラタンパク質を作成し、その機能解析から目的の達成を試みた.

4.' 2 結 果

4. 2. 1 HKCをコードする cDNAの構築

まず、カセット組換えをおこないやすいように種々の制限酵素認識部位

を導入したラット H型ヘキソキナーゼの C一末端側半分 (HKC、塩基番号 1616

-2960)をコード する cDNAを構築した.具体的には、グルコキナーゼおよび

HKCのcDNAに、 5箇所の制限酵素認識部位 (Nco1 、 Kpn1、 Xho1、 EcoR1、

BallH 1 )を導入するために、以下の手順で実験を行なった.

一つのアミノ酸は、コドン(3つの塩基の組合せ)によりコードされて

おり、各アミノ酸ごとに複数種のコドンが存在する.例えば、グルタミン

酸の場合、それをコードするコドンは GAAおよびGAGの2種である. このコ

ド ン を 一 部 改 変 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ 酸 を 換 えることなく制限酵素認識

配列を作製するわけである.具体的には、

核 酸:GAG TTT 一 部 改 変 GAA TTC 

アミノ酸:Glu Phe →→  Glu Phe 

という具合いである. そこで、制限酵素の認識部位を含むように上述のよ

うな改変を考慮して設計した PCRプライマーを作製した(表 4-1) . そ れ
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~ HKC GK 

5・ 3' 5' 3・

由wnstream CAGAAGACCATGCEAGTCTCT TCGAGCAGACCATG位三AGAG

H1 N∞1 G1 N∞l 

up stream TTGGTACCrCCAAGATCCAA AAGTTGGTACCT'CCCAGGTC 

ゆnl Kpn 1 

down stream TTGGAGG.工企CCAACTTCCGG GACCTGGGAGGTACCAACTT 

H2 ゆ 1I G2 Kpn 1 

up stream CATGT.ACICQAfk~AGTCCG GATGCTTCTCαA(ヨGAAGTCA

X加 l xho I 

down stream CGGACTTCCTCGAGT'ACATG TGACTTCC工c.GAGAAGCATC

H3 Xho 1 G3 Xho 1 

up stream TCCAGGTCGAATTCCTCTCG CCATCTCGAATT亡ECCTCTC

E∞RI E∞RI 

down stre創刊 CGAGAGGAATTCGACCTGGA GAGAGGGGAATTα3AGATGG 

H4 E∞RI G4 E∞RI 

up stream GCCCCGTC色合ATCCECAAGC CCAGGTCCGGATCfMTATGA 

8amHI BamHI 

表 4-1. HKCおよびグルコキナーゼ (GK)cDNA作製のための PCRプ

ライマー

らのプライマーを用いて PCR法を行う ことにより、各々両端に Nco1 -Kpn 1、

Kpn 1 -Xho 1、 Xho1 -EcoR 1、 EcoR1 -Ba.H 1の部位を持つ cDNA断片を

得た. これらの cDNA断 片を各々対応する制限酵素によって処理し、その後

各断片を相当する制限酵素切断末端にて接合することにより Nco1 -Ba.llH 1 

断片を作製し、 Nco1とBa.H1によって処理した発現ベクター pET-3d・に組

み込む(図 4-1) . 

以上のような手順により作製した NcoI-Ba.llH 1断片は、 4つの領域に分

けることが可能であり、上流から下流に向かつて、 G1-G4およびH1-H4と名

づけた. なお、グルコキナーゼおよび HKCのcDNAにおいて互いに相 当 す る

領域は同じ番号で示しである (図 4-2) .すなわち、グルコキナーゼと HKC

の領域 lは各々 cDNAの塩基番号 173-361と1616-1804に対応し、以下領域 2は

362-516と1805-1953、領域3は517-696と1954-2133、領域4は697-1529と2134
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-2960にそれぞれ対応している.このような方法によって作製した HKCのcDNA

断片を発現ベクター pET-3d'に組み込み、プラスミド pET-HKCを構築した.

RHKllcDNA 

一ー唱ー・ --一 一~ --一一
一ー. --一 一一.. 

N 

4 ト -

pnmer 

B 

↓m 

k 極sd極圏 E限~恐認~認~、可

HKC 
N K X E B 
国~~~~

pET-3d、
4.60 Kb 

〈bacteri剖extract)

ドlu…n

什eeze/thaw 

protein 
expresslon 

|+lm 
at 22

0

C for 6hr 

HKC 

丙T-HKC

5.鈎 Kb

HI 

図 4-1. HKCをコードする cDNAの梅築および大腸菌における HKC

タンパク質産生のためのストラテジー:N、K、X、E、Bはそれぞ

れ制限酵素 Nco1 、 Kpn1、 Xho1、 EcoR1、 Ba.H1の部位を示す.

4. 2.2 大腸菌において産生させた HKCタンパク質の精製

このプラスミドによって形質転換された大腸菌 BL21CDE3)pLysSにおいて、

HKCタンパク質が産生されるか否かを調べるため、凍結融解法によって得

た大腸菌抽出液に、 SDS-PAGEをおこなった.図 4-3のレーン AとBを比較す

ると明らかなように、遺伝子発現誘導物質 IPTGを添加することにより、 HKC

の推定分子量に相当する 50kDa付近に多量のタンパク質が産生されている

ことが確認された. この 50kDaタンパク質を含む大腸菌抽出液を、イオン
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Type 11 hexokinase gene 

N-terminal hatf C-terminal hatf 

N1 N10+C2 C10 

_' ，とDNAof hexokinase C-terminal halfl 

ATP bi '1ding~site ~ap Glu_9ose binding site 
'.t..-.i' ~..， ~ 

HK-C 

CH2 

CH3 

CH23 

GK 

H1 

1加 5

K 

H2 

1954 

x 
2134 

E 

-・・・圃圃圃・・・・・・・・・・・

| H1 圃圃園田園田画面画圃圃

173'・ 調 2 517 回 7

29舶

H4 

H4 

1529 

図 4-2. HKCおよびキメラ HKCをコードする cDNAの設計図:K、X、

Eは制限酵素 Kpn1、 Xho1 、 EcoR1の認識部位を、数字は cDNAの

塩基番号を示す.

A B C 。

66~ 

45 ，. 省脳同開 ....HKC 

30" 

図 4-3. 大腸菌BL21(DE3)pLysSにおいて発現させた HKCのSDS-

PAGE: レーン AとBは、それぞれ IPTG未処理、処理時における pET-

HKCを含む大腸菌 BL21(DE3)pLysSの抽出液. レーン Cはレーン Bの

試料をイオン交換 HPLCにかけたときの 29番目のフラクション、レ

ーン Dはレーン Cの試料をさらに逆相 HPLCにかけたときのフラクシ

ョン 43番と 44番の試料.
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図 4-4. イオン交換HPLCによる大晦薗抽出液からの HKCの精製:

実線はタンパク質の溶出パターンを、直線は NaClの濃度勾配を

白丸 (0)はヘキソキナーゼ活性を示す.詳しい実験条件は第 6
章(実験の部〉に記しである.

交換HPLCのTMAEカラムにかけ、 NaClの濃度勾配により溶出した各フラクシ

ョンのへキソキナーゼ活性を調べたところ、 29番目のフラクションに著し

く高いヘキソキナーゼ活性が認められた (図 4-4) . この 29番目のフラク

ション試料をSDS-PAGEにかけたところ、図 4-3のレーンCに示すように、 IPTG 

非処理の大腸菌抽出液に見られるいくつかの薄いバンド(図 4-3、 レーン

A) とともに、 50kDa付近に著しく濃いバンドが認められた. このことから

フラクション 29番の著しく高いヘキソキナーゼ活性は、 この 50kDa付近の

単一バンドタンパク質のものであることが推察された.

そこでさらに、 イオン交換 HPLCで得られたフラクション 29番目の試料を、

逆相 HPLCのフェニル 5PJRPカラムにかけ精製したところ、 単一の鋭いピ

ークが得られた (図 4-5) . このピークに相当するフラクション試料を SDS-
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PAGEにかけたところ、 50kDa付近の単一バンドのみ認められ、 50kDaタンパ

ク質が精製されていることが確認された(図 4-3、レーン D). この精製

された 50kDaタンパク質の NH2-末端アミノ酸配列をアミノ酸シークエンサ

ーにて解析した結果、 NH2末端 17残基のアミノ酸配列Ket-Glu-Ser-Leu-Lys-

Leu-Ser-His-Glu-Gln-Leu-Leu-Glu-Yal-Lys-Arg-Argーが同定された. この

0.010 

イソザイムで報告されている (8)ように、各々 Glc-6-Pに対して競合的、反

競合的であった. これらのプロットから決定した Km値および Ki値を表 4 2 

にまとめた.報告されている E型ヘキソキナーゼの値(第 1章、表 1-1 ) 

と比較したところ、各 Kmおよびクルコースに対する Kiくれ(Glc)) はおよ

そ3倍程度であり、比較的近い値であったが、 ATPに対する Ki(Ki(ATP)) 

は20倍も大きい値であり、文献値とかなり異なっていた. 1 PTGによって処

理していない大腸菌抽出液にはヘキソキナーゼ活性がほとんど認められな

かったことから、 IPTGによって処理した大腸菌抽出液中のヘキソキナーゼ

活性は、 HKCによるものであり、 HKCの酵素活性は発現させた HKCタンパク

質が含まれる大腸菌抽出液を用いることによって、測定可能であることが

確認された.

同定された NH2末端 17残基の配列は、設計した HKCのNH2末端予測アミノ酸

配列と完全に一致した. これまでの結果から、 IPTGによって発現させたこ

の50kDaタンパク質は、目的の HKCであることが証明された.

0.015 

。∞N
《 A B 

0.005 

。

500 

20 30 
Fraction number 

図 4-5. 逆相HPLCによるイオン交換HPCL試料(フラクション 29

番)の精製:実線はタンパク質の溶出パターンを示す.詳しい実

験条件は第 6章に記しである.
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4. 2.3 大腸菌抽出液中の HKCの機能解析

図 4-6と図 4-7は、各々 ATPとグルコースを基質とし、反応生成物Glc-6-P

の非存在下および存在下における、大腸菌抽出液中の HKCのヘキソキナー

ゼ活性を測定したときの Lineweaver-Burkプロットである. このプロット

から明らかなように、 ATPおよびグルコースに対する HKCの活性は、他のア

図 4-6. Glc-6-Pによる HKCのヘキソキナーゼ活性阻害に対する

ATP進度の影響:(A)50mMグルコース存在下における初速度 Vの逆

数を、 ATP濃度の逆数に対してプロットしたものと、 (B)その傾き

を阻害剤 Glc-6-P濃度に対してプロットしたもの. (A)のプロット

からは Km(ATP)が、 (B)のプロットからは Ki(ATP)が算出される.
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4. 2.4 キメラ HKCをコードする cDNAの構築と大腸菌におけるキメラ HKC

の産生

以上のことから、大腸菌において産生させた 50kDaタンパク質が目的の HKC

であり、それが活性を保持していることが確認された.そこで次にカセッ

ト組み換え法を用いて HKCとグルコキナーゼとの様々な 50kDaキメラ HKCタ

ンパク質の作製に着手した. 50 kDaキメラ HKCタンパク質をコードする cDNA

は、 HKCをコードする cDNA上の ATPおよびグルコースとの推定結合部位を含

む領域を、グルコキナーゼcDNA上の相当する領域と置き換えることにより

構築した〈図 4-2) .すなわち、ヘキソキナーゼとグルコキナーゼのアミ

ノ酸残基532-544および78-90はATPとの推定結合部位であり (9-12)、596-623

および 144-171はそれぞれグルコースとの推定結合部位であることから、

それらの部位を含む H2とG2およびH3とG3はそれぞれ、 ATPとグルコースの

結合に直接関係することが考えられる. これらの構造的性質に基づきヘキ

ソキナーゼとグルコキナーゼの機能的性質の違いとそれらの構造との関係

を調べるために、 H2および H3をG2および G3と置き換えることにより、 CH2、

CH3、CH23の3種類のキメラ HKCをコードする cDNAを構築した(図 4 2). 

ここで、 iは領域 Hiを相当する領域 Giによって置き換えた時の、領域の番

号を示しており、たとえば、組み換え cDNACH2はH1G2H3H4という組合せで

ある.図 4-8に、大腸菌において発現させたキメラ HKCタンパク質のSDSPAGE 

の結果を示しである. それぞれ、 IPTGを添加することにより、 50kDa付近

のタンパク質が大腸菌抽出液中に産生されていることがわかる.
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図 4-7. Glc-6-Pによる HKCのヘキソキナーゼ活性阻害に対する

グルコース温度の影響:(A)2mMATP存在下における初速度Vの逆数

を、グルコース濃度の逆数に対してプロットしたものと、 (B)そ

の傾きを阻害剤 G1c-6-P濃度に対してプロットしたもの. (A)のプ

ロットからは Km(Glc)が、 (B)のプロットからは Ki(Glc)が算出さ
れる.
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4. 2.5 大腸菌抽出液中のキメラ HKCの機能解析

得られた可溶性キメラ HKC(CH2、CH3、CH23) の大腸菌抽出液を調製し、

そのヘキソキナーゼ活性(グルコースと ATPに対する Km値〉と、反応生成

物 Glc-6-Pの影響(種々のグルコース濃度と ATP濃度における Glc-6-Pによ

る阻害作用〉を調べた. HKCを含む全てのキメラ HKCのヘキソキナーゼ活性

は、皆良好な直線関係を示していた(図 4-6、7).前述のようにこのプ表 4-2. HKCおよびキメラ HKCのKm値およびKi値
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図 4-8. 大腸菌抽出液中に発現させたキメラ HKCのSDS-PAGE: 

レーン AおよびBは、 IPTG未処理および処理時における、 HKCの

cDNAを含む大腸菌抽出液. レーン C，D. Eはそれぞれ IPTG処理時

における、 CH2，CII3，CII23のcDNAを 含む 大腸 菌抽 出液

ロットから、 IIKCに対する Glc-6-Pの阻害反応は ATPに対して競合的であり

グルコースに対して反競合的であることが確認された. グルコースおよび

ATPに対する Km値と、グルコースおよび ATPに対する Glc-6-Pの Ki値 を 表 4-

2にまとめた. なお、大腸菌抽出液中に発現したタンパク質を正確に定量

する事ができないため、 Vmaxは求めていない. この表から明らかなように、

HKCとキメラドKCの ATPに対する Km値 CKm(ATP) )はほぼ同じ値であり、お

よそ 1.5inlであったが、グルコースに対する Km値 (Km(Glc)) は各タンパク

質により異なっていた.興味深いことに、 HKCのH2および H3の領域をそれ

ぞれグルコキナ ーゼの G2とG3領域に置き換えたキメラ HKC(CH2とCH3)では、

KmCGlc)は増大したが、 112とH3の両方をG2とG3に置き換えたキメラ CII23のKm

CGlc)値は HKCの値と変わらなかった.また、 CH3のグルコースに対する Ki

CKiCGlc)) は、 HKCのそれとほぼ同じであり、それらの値はCH2およびCH23
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の値よりも、かなり小さいものであった.一方、キメラ HKCのKm(ATP)値は

ほとんど違いがなかったにもかかわらず、 ATPに対する Ki値 (Ki(ATP))は

HKC、CH3、CH2、 CH23の順序で大きくなった.

4. 3 考察

100kDaヘキソキナーゼ(アイソザイム 1--皿型)の最も顕著な構造的特

徴 は 、 そ れ ぞ れ が 50kDaグルコキナーゼや 50kDa酵母へキソキナーゼに非常

に よ く 類 似 し た 構 造 の 50kDaポリペプチドの連結構造を有していることで

ある.酵母、ラット肝臓およびマウス肝がんそれぞれのヘキソキナーゼに

保持されているアミノ酸配列から、グルコースおよびATPの結合推定部位

が提唱されており (9-12)、これらの部位は、ヘキソキナーゼの N-末端側半

分およびC-末端側半分の両者に共通に認められる (9-12). しかしながら、

ヘキソキナーゼ半量体 (50kDa)に相当するグルコキナーゼがGlc-6-Pによる

阻害反応に対して非感受性であることから、 N末端側およびC-末端側半分

は各々で触媒機能と制御機能を分担していると従来考えられており(1 )、

すなわち、 N-末端半分は生成物による阻害反応に、 C-末端は触媒反応に必

要 で あ る と 考 え ら れ て い た (1). 

さらに、酵母ヘキソキナーゼのX線解析の結果から、相当する C-末 端 側

半分の Ser603、 Asp657、Glu708、Glu742がグルコースの結合に必要であり、

C-末端側半分の Lys558はATP結合に関与していると考えられていた (9-l3).

しかしながら、これらの残基を AlaやGlyに変異させた場合においても、酵

素活性は低下するものの、 ATPに対する親和性は影響を受けなかったこと

が報告されている (6.7). また N末端側半分の相当するアミノ酸残基を変

異させても、ヘキソキナーゼの触媒反応およびGlc-6-Pによる阻害反応に

変化は認められていない (7).さらに、 Lys558をArgやletに変異させると、

Vmaxは減少したが、 Km(ATP)および Km(Glc)はほとんど変化が認められなか

ったことが報告されている (6).これらの結果から、 C-末端側半分がヘキ

ソキナーゼ活性の本体であり、 N-末端側半分はヘキソキナーゼ活性の調節
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に関与しているか、あるいはミトコンドリア外膜と c-末端側半分との“つ

なぎ"として働いている可能性が示唆されている (7).また、 Aroraらによ

って、マウス肝がんヘキソキナーゼとその C-末端側半分の酵素活性を比較

の結果、 lOOkDaヘキソキナーゼとその C-末端側半分 50kDaポリペプチドに

おける Km(ATP)、Km(Glc)、Ki(ATP)、Ki(Glc)がほぼ同じであることが報告

されている (7).このことからも C-末端側半分がヘキソキナーゼの本体で

あることが示唆されている.

これらのことから、 lOOkDaヘキソキナーゼの機能的性質は、その C-末端

側半分について調べることにより充分に評価することができると考えられ

た.そこで、 E型ヘキソキナーゼの機能的性質と構造的特徴との関係を調

べるため、 E型ヘキソキナーゼの C-末端側半分 (HKC)および、その H2とH3

領域をラット肝臓グルコキナーゼの相当する領域 G2あるいは G3に置き換え

た組換え体CH2、CH3、CH23を作製した(図 4-2) . ちなみに、 H2とG2聞の

相同性は 51%、 H3とG3の相同性は 60%である.図 4-9は I、 E、 E型ヘキ

ソキナーゼのc-末端側半分とグルコキナーゼのアミノ酸配列を比較したも

のであり、推定 ATP結合部位が主に H2とG2の領域 (Kpn1 -Xh 0 1 )に、推定グ

ルコース結合部位が H3とG3の領域 (Xho1 -EcoR 1 )に含まれていることがわ

かる. H2領域中の Lys558はG2中では Glnに置き換わっているが、 H3領域中

のSer603、H4領域中の Arg657、Glu708、Glu742はグルコキナーゼの相当す

る領域にも保存されている.また、 2の領域には4つのアイソザイム聞にお

けるギャップ領域も存在している.

lOOkDaI型ヘキソキナーゼとそのc-末端側半分 50kDaが同等の機能的性

質を有じていた (7)ように、本研究における HKCにも触媒活性およびGlc-s-

Pによる制御作用が認められた. したがって、 HKCのKmゃれも E型へキソキ

ナーゼの値と一致することが期待された. しかしながら、 HKCのKm(ATP)、

Km(Glc)、Ki(Glc)が天然の 100kDaII型ヘキソキナーゼのもの (8)よりもわ

ずか 3倍程度大きかっただけであるにもかかわらず、 Ki(ATP)は20倍もの高

い値を示した(表 4-2) . また Glc-6-Pによる阻害反応は、従来の報告(1 ) 

44 

と同様に ATPと競合的でありグルコースと反競合的であることが篠 認 され

た(図 4-6、-7)
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図 4-9. 1 ~ 111 型ラットヘキソキナーゼc-末端側半分とラット

グルコキナーゼのアミノ酸配列の比較:アミノ酸配列は Thclcn

とWilson(14)から引用. 四角は、それぞれ ATPおよびグルコース

との推定結合部位とギャップ領域を、太い破線は制限酵素認識部

位を、星印は 2および3の領域中の 1--皿型に共通でグルコキナー

ゼのみことなるアミノ酸残基を、それぞれ表している.

Aroraらによれば、 I型ヘキソキナーゼにおいて、 ATP結合に関与してい

ると考えられている Lys558の恥tへの変換によって、 ATPに対する親和性の

変化が引き起こされなかったことが報告されている (6).また、本研究に

おいて H2領域中 Lys558をも含む広い範囲の組換えも、 ATPに対する親和性

に何等影響を及ぼさなかった. さらに、 100kDaへキソキナーゼとは機能的

性質が大きく異なるグルコキナーゼにおいても、 Km(ATP)に関してはそれ

らの値と同じであることが知られている (8).ところが、本研究において
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組み換えを行った 2の領域(ATPとの推定結合部位を含む H2とG2) は互いの

相同性が 5l%程度であり、 4種のアイソザイム聞におけるこの領域の相向

性はさらに低いことが明らかである. これらのことから、 ATPとの結合に

はこれらアイソザイム聞に共通に保存されている非常に限定された部位が

重要であることが強く示唆された.

対照的に HKCのグルコースに対する親和性は、組み換えによって大きく

影響を受けた(表 4-2) .すなわち G2による H2の置換 (CH2)や、推定グル

コース結合部位を含む G3とH3の組み換えにより、 Km(Glc)が低下したので

ある. ここで興味深いのは、 H2とH3を同時に組換えることにより、 Km(Glc)

がHKCのレベルにまで回復したことである，なぜなら、もしグルコースと

の結合が、組み換えた 2、3の領域の 1次構造のみに依存 しているのであれ

ば、 CH23のKm(Glc)はCH2やCH3のものよりも大きくなることが予想される

からである. これらの結果から、グルコースとの結合は、限られた領域の

1次構造だけではなく、広い範囲におよぶ立体的な構造も重要であること

が示唆された. そのため、 G2-G3連結ポリペプチド鎖は HKC中の H2-H3部分

の立体構造とよく似ていることが推察された.

また HKCとキメラ HKCにおいて、 Ki(ATP)の変動幅が狭かったことからも、

ATP結 合 に は限定された領域の構造が重要な役割を果たしていることが示

唆された. しかしながら、 Ki(Glc)には組み換えの影響が顕著に認められ

た.すなわち、 CH3のKi(Glc)とHKCの値にほとんど差は認められなかった

が、 CH2 と CH23 は著しく高 ~'\Ki(Glc) 値を示した. このことから、推定 ATP

結合部位を含む領域(H2とG2) の置換により Glc-6-Pに対する親和性が顕

著に減少し、推定グルコース結合部位を含む領域(H3とG3) の置き換えで

はGlc-6-Pは変化しないことが明らかになった. したがって、 Glc-6-Pによ

る阻害反応は 2の 領 域 の 構 造 に 大 い に 依 存 し て い る と 結論づけることがで

きる.

ところで、前述のように HKCとCH23のKm(Glc)値が似ていたことから、 CH23

における 2と3の領域の立体的な構造は、 HKCの相当する 領 域 の も の に 似 て
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いることが推察される. しかしながら、 CH23のKi(Glc)はHKCの値の 10倍も

の高い値を示しており、このことから ATPとの結合同様 Glc 6 Pの結合も、

非常に狭い範囲の 1次構造が重要であることが示唆された.

図 4-9において、 2、3の領域中、 1---皿型へキソキナーゼには認められ

ず、グルコキナーゼにのみ存在するアミノ酸残基を星印で示した.前述の

考察から領域 2の構造中、星印のアミノ酸残基に相当するものがGlc-6-Pと

の結合に関与していることが推察された.特に、これらのアミノ酸残基の

うち、アイソザイム聞のギャップ領域に相当するグルコキナーゼの 2つの

アミノ酸残基(トリプトファンとセリン〉が重要であると思われる. この

ギャップ領域は、第 4番目の β構造中に含まれることが酵母ヘキソキナー

ゼの X線解析から明らかにされている(l3). おそらく、アイソザイム進化

に伴うギャップ領域のアミノ酸2残基の欠失が、構造変化を引き起こし、

結果として Glc-6-Pに対する感受性の獲得につなが ったのではないかと思

われる.

本研究において、ヘキソキナーゼとグルコキナーゼの機能的性質を決定

づける構造的特徴を明らかにするうえで非常に有用な以下に示す知見を得

ることに成功した.

① ATPとの結合は、非常に限定された部位の 1次構造(おそらく 2の領域〉

が重要である

②グルコースとの結合には、個々のアミノ酸残基だけではなく広い範囲

の立体的な構造が重要な役割を果たしている

③ Glc-6-Pによる阻害反応には、 2の領域の構造(特にギャップ領域〉が

重要である

なお本研究では、領域 1および領域4(Asp657、Glu708、Glu742を含む)

について組み換えを行うことができなかった. しかしながら、これらのア

ミノ酸残基もヘキソキナーゼの触媒反応に重要であると思われることから、

今後これらの領域における組換え体も作製・解析する必要があろう.
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第 5章 総括

~ヘキソキナーゼアイソザイムの進化とその役割 分 担 ~

5. 1 本研究の成果

本研究は、 100kDaヘ キ ソ キ ナ ー ゼ の 発 生 の経緯 (進化 )、およびそれぞ

れのアイソザイムの機能的性質を決定する構造的な特徴の解明を 目的とし

て、ラット E型 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の単離と解析、さらに大腸菌におい

て人為的に発現させたヘキソキナーゼc-末 端 側 半 分とグルコキナーゼとの

キメラタンパク質の機能解析を行なった.以下に本研究で得られた成果を

まとめてみた.

① ラット E型ヘキソキナーゼをコードする cDNAプ ロ ー プ を 用 い て ラ ッ ト

肝臓ゲノムライフラリーをスクリーニングし、ラット E型ヘキソキナーゼ

遺伝子の 一 部分を得た. 解析の結果、 5つ の エ クソンと 3'非翻訳領域を含

む E型ヘキソキナーゼc-末端領域に相 当することがわかった. 明らかにな

った lOOkDaII型ヘキソキナーゼ遺伝 子の部分構造と、 50kDaグルコキナー

ゼ遺伝 子 の構造を比較した結果、今回明らかになったヘキソキナーゼC末

端領域の 5つ の エ ク ソ ン が 、 グ ル コ キ ナ ー ゼ の 6番 エクソンから 10番 エ ク ソ

ンに相当することが明らかになり、さらに両遺伝子の対応するエクソンの

長さ、およびイントロン挿入部位が完全に 一 致する こ と を 見 い 出 し た. 予

測されるイントロン挿入部位をはさむ形でプライマーを設計し、ゲノム DNAを

鋳型として PCR法を行なった.得られた DNA断片を解析した結果、予測どお

りの位置にイントロンが確認された.以上のことから、 100kDaヘキソキナ

ーゼ遺伝子は、 2つの 50kDaグルコキナーゼ遺伝子からその構造を保存した

形での重複と融合を経て進化したことが強く示唆された (第 2章〉

② lOOkDaヘキソキナーゼ遺伝子のこのような進化 が 、 ほ 手L類 に 共 通 の も

のであるかどうかを確かめるため、同様のアプローチをヒ卜についても行

なった. ラット E型ヘキソキナーゼをコードする cDNAをプロープに用いて、

ヒト胎盤ゲノムライブラリーをスクリーニングし、ヒト E型ヘキソキナー

ゼ遺伝子の一部分を得た. ラット H型 へ キ ソ キ ナーゼcDNAと比較すること
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により解析し た 結 果 、 ヒ ト H型ヘキソキナーゼ遺伝子の 3つのエクソンを

含むことが明らかになった. さらに、ヒトグルコキナーゼ遺伝子の構造を

比較した結果、単離したクローンの 3つ の エ ク ソ ン が グルコキナーゼ遺伝

子の 5番エクソンから 7番エクソンに相当することが見い出された. また、

両遺伝子の対応するエクソンの長さおよびイントロンの挿入位置が、完全

に一致することが明らかになったことから、ラットの場合と 同様 に lOOkDa

ヒト E型ヘキソキナーゼ遺伝子は、 2つのヒトグルコキナーゼ遺伝子から

重複・融合を経て進化した可能性が示唆された(第 3章)

③ lOOkDaヘキソキナーゼとグルコキナーゼの機能的性質を決定する構造

的特徴を明らかにするために、 lOOkDaラット H型ヘキソ キ ナ ー ゼ の 50kDa

c-末端側半分のある領域を、 50kDaラ ッ ト グ ル コ キ ナ ーゼcDNAの相当する

領域と置き換えることにより、 50kDaキ メ ラ へ キ ソ キ ナーゼをコードする

cDNAを構築した. さらに大腸菌においてキメラヘキソキナーゼを人為的に

産生させ、それらの機能解析を行なった. その結果、グルコース結合や触

媒反応に重要な 役割 を果 たし てい る領 域、 特に Glc6 Pによる阻害反応に

関係している部位を絞り込むことに成功した. (第 4章)

5. 2 何故アイソザイムの生じる必要があったのか?

本研究により lOOkDaヘキソキナーゼがグルコキナーゼから遺伝子重複と

融合を経て進化したことが明らかになった. さらに、その進化の過程で上

述のような変異を受けることによって、構造的には似ているが機能的に異

なる 4種のアイソザイムが誕生した可能性が強く示唆された. しかしなが

ら、何故4種のアイソザイムが生じる必要があったのか、すなわちヘキソ

キナーゼアイソザイムの役割分担はどのようになっているのか、またグル

コキナーゼが遺伝子重複・融合した後、さらにどのような順番で 1---皿型

アイソザイムが形成された(進化した)のか等、非常に興味深い問題が残

されている.

緒言でも紹介したように、 4種のアイソザイムは機能的性質(すなわち、

グルコースお よび ATPに対する Krn値や Glc-6-Pに 対 す る 感受性など〉、分布

組織および発現に影響を与える因子などが大きく異なっている (第 1章、

表 1-1) .具体的に列挙してみると、 I型は、 Krn(Glc)、Km(ATP)およびKi

いずれも極めて小さく、脳や心筋に特異的に発現しており、ミトコンドリ

ア に 可 逆 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 そ の 内 部 に おいてて産生された ATPを

非 常 に 効 率 よ く 消 費 し て い る ( 第 1章、図 1-4) . 

一方、 E型は、 I型に比べKrn(Glc)は l桁オーダーが、 Krn(ATP)は2倍程度

大きく、基質に対する親和性が若干低い.また、 H型 は イ ン ス リ ン や 血 糖

値によりその発現が制御されることが知られており、骨格筋や脂肪組織に

特異的に発現している m型は、 Krn(Glc)、 Ki値がほぼ I型と同じである

が、 Krn(ATP)が他に比べて若干高い. 皿型の特徴として、基質 (グルコー

ス 〉濃度が高い場合 に、リン酸化反応が抑制されることが知られており、

肝 臓 、 腎 臓 、 部 分 切 除 後 の 再 生 肝 、 肝 が ん 細 胞 や筏膜などに分布が確認さ

れているが、その生理的な役割は未だによくわかっていない. もしかする

と、ある条件下においてのみ発現し機能するのか、あるいは I型および H

型の控えとして存在しているのかもしれない.

W型、すなわちグルコキナーゼは他のアイソザイムに比べ、 Krn(Glc)、 Ki

いずれもかなり大きく、グルコースおよびGlc-6-Pに対する親和性が極端

に低い. グルコキナーゼは E型 同 様 、 肝 臓 に お いてインスリンに、すい臓

β細胞では血糖値に応答し、この 2つの組織にのみ特異的に発現している.

このように、皿型を除く各アイソザイムは、それぞれ組織特異的に分布

しているわけだが、 I型と H型などはどちらか 一方が発現すれば機能的に

はほとんど問題ないように思えるのだが、そのような特異的な組織分布に

何か意味はあるのだろうか?

5. 3 各アイソザイム分布組織におけるエネルギ一代謝の特徴

そこで、皿型以外のヘキソキナーゼが分布している各組織におけるエネ

ルギ一代謝の特徴を調べてみた.

I型が分布しているのは脳や心筋であり、それらの組織は極めて活発に、

かつかなり 一 定した速度で好気的代謝(酸化的リン酸化)を行なう. その

50 T
E
A
 

p
h
d
 

E士三三三三竺竺竺一一一一一一一一一一一一一一一一亙ζア一一一一一竺 -=--



ため、 ミトコンドリアも多く存在する.脳も心筋もグリコーゲンをほとん

ど貯蔵できないので、そのエネルギ一代謝の基質として血液中のグルコー

スに絶えず依存している.取り込んだグルコースは解糖系、クエン酸回路

を経て酸化され、酸化的リン酸化による ATP産生のエネルギーとなる.

H型は、骨格筋および脂肪組織に分布している.骨格筋(筋肉細胞〉は

休止状態では、血液中のグルコースをグリコーゲンとして貯蔵している.

筋肉細胞は ATPのみをそのエネルギー基質とするが、運動時には必要な量

のATPを酸化的リン酸化によって産生できるほどの o2と呼吸基質を血液

から取り込むことができない. そのため、必要に応じて筋肉グリコーゲン

を再びグルコースとして取り出し、嫌気的発酵を行なうことにより、 ATP

と乳酸を産生するのである. また、脂肪組織は、血液中のグルコースを解

糖系を経て脂肪として貯蔵し、やはり必要時には脂肪を分解することによ

り遊離脂肪酸を放出して、燃料供給を行なう.

グルコキナーゼは、肝臓および β細胞に分布している.肝臓は、血中イ

ンスリンに応答して、血液中のグルコースを解糖系により消費し、またグ

リコーゲンとして貯蔵することにより、血糖値をコントロールしている.

β細胞は血液中のグルコース濃度のセンサーとして働き、血糖値の上昇を

感知してインスリンを分泌することにより、肝臓に血糖取り込みの指令を

送る.両組織がうまく働くことにより血糖値を保っているのである.

5. 4 エネルギ一代謝系の形式とヘキソキナーゼアイソザイム

これらのことをまとめてみると、以下のような非常に興味深い事実が見

いだされた.

①まず、恒常 的にエネルギーを消費しなければならない組織は、血液中

のグルコースに依存し、酸化的リン酸化により ATP供給を行なっている.

これらの組織には共通して I型ヘキソキナーゼが発現しており、 iilsonら

のグループや Pedersenらのグループの報告にもあるように、このヘキソキ

ナーゼは、 ミトコンドリア外膜に結合することにより、 ミトコンドリア内

部で産生された ATPを効率よく消費し、活発なエネルギー共役系(解糖系
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→クエン酸回路→酸化的リン酸化〉に貢献していると推察される.

②一方、細胞の“燃料"の貯蔵と放出に関与する組織では、酸化的リン

酸化よりも解槍系が主要なエネルギ一代謝系であり、これらの組織におい

て発現している E型およびグルコキナーゼは、ともにインスリンやエビネ

フリンに応答するなど共通点が多い.

一見無秩序に分布しているかに思われたヘキソキナーゼアイソザイムで

あるが、このように各組織のエネルギ一代謝系の性質により役割分担をし

ていることが明らかになった.

5. 5 ヘキソキナーゼアイソザイムの進化と役割分担

これらの事実に基づいて考えると、増殖速度が異常に速いためにあたか

も運動時における筋肉細胞のように酸素供給が不充分であり、そのため嫌

気的な解糖系が主要なエネルギー産生系であると思われるがん組織に、 E

型ヘキソキナーゼが極めて多く発現していることも理屈に合っているとい

える.

以上の考察により、ヘキソキナーゼ各アイソザイムの生班的な役割分担

が明らかになった.ヘキソキナーゼアイソザイムの進化の順序について考

える時、各アイソザイムの分担された“役割"は、たいへん有用な情報と

なる.すなわち、進化による新しい組織の形成に伴ってエネルギ一代謝も

変化するため、その都度新しいエネルギ一代謝系に対応できるへキソキナ

ーゼアイソザイムが形成されたと思われる.各アイソザイムの分布組織の

エネルギ一代謝経路の進化と、本研究により、 50kDaグルコキナーゼ (IV

型〉の遺伝子重複・融合を経た H型ヘキソキナーゼの形成が明らかになっ

たことから、ヘキソキナーゼアイソザイムは、 W→日→ 1 (→四)の順序

で進化した可能性が示唆された.今後、さらなる詳細な研究が行なわれ、

ヘキソキナーゼのアイソザイム進化と機能・構造との関係が解明されるこ

とを期待する.
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2 実験方法

2. 1 スクリーヱングプローブとしてのラット 11型ヘキソキナーゼ

cDNA断片の調製(第 2、 3章)

フット E型ヘキソキナーゼの cDNA断片 (547bp)をプロープとして、フッ

トのゲノムクローンの単離と解析に用いた. この cDNA断片は、 PCR法によ

り調製した. PCR法の鋳型として、 H型ヘキソキナーゼ遺伝子が械めて多

く発現しているがん細胞株AH130(1)の全 RNAから、逆転写することにより

得られた cDNAを、また逆転写反応のプライマーにはオリゴ (dT)プライマー

およびランダムプライマーを用いた.全 RNA5μgを200pmolのプライマーと

700Cで30分間アニールさせた.次に、逆転写酵素溶液 100units、 lmMdNTP， 

リボヌクレアーゼ阻害剤 (RNAguard、ファルマシア LKB)16. 5uni ts、 10mM

dithiothreitol、75mMKCl、3mMMgC12、50mMTris HCl buffer(pH 8.3) 

をアニールさせた RNAに加え、これら反応混合液を 370Cで 1時間インキュベ

ートした. さらに、逆転写酵素を失活させるために 980Cで 10分間加熱し、

直ちに氷冷した.

PCR法に用いた反応混合液の組成は、鋳型DNA0.45μg、ラット E型ヘキソ
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キナーゼに相補的ななプライマー HT68(5'-GTGGACGGAGAGGAGGGACGGA)およ

びHT69(5' -TCTCATGCATGACCTTGGCAAA)それぞれ 100pmolずつ、1.6mMdNTP、

Taq DNAポ リメラーゼ2.5uni ts、1.5mM MgClz、 50mMKCl、 10mMTris-HCl 

buffer(pH 8.3)である . PCRは 940Cで 3分 間処 理す るこ とにより DNAを変性

させ、以下の反応を 30サイクル繰り返した:940C 1分間、 550Cでアニール

1分間、 720Cで 2分間伸長. さらに最後に 720Cで 10分間伸 長 さ せ る .

よって作成した. PCR法に用いた鋳 型 は、 上 述の AH130がん細胞株およびラ

ッ ト 肝 臓 の mRNAから逆転写により調製した cDNAを用いた. PCR法 は、前述

と同様の手順で行なった.

2. 2 ラットおよびヒトゲノムクローンの単離と解析(第 2、 3章)

E型へキソキナーゼをコードするゲノムクローンは基本的に常法に従っ

て スクリーニングし、解析を行なった.上述したラット H型ヘキソキナー

ゼ の cDNA断片をプロープとして用い、プラークハイブリダイゼーション法

によりラット肝 臓 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ( お よ び ヒ ト 胎 盤ゲノムライブラリ

ー 〉 か ら 106個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た . 陽 性クローンの DNAを

EcoR 1および Hind皿により処理し制限酵素地図を作成し、さらにラット H

型ヘキソキナーゼに相補的な合成オりゴヌクレオチドをプロープとしてサ

ザンプロット解 析 (2)を行なった.次に、プラスミドベクター pUC19にサブ

クローニングし、得られた組み換えプラスミドの境基配列を、ベクターお

よび E型ヘキ ソキナーゼに相補的な合成オリゴヌクレオチドプライマーを

用いて、ジデオキシヌクレオチド連鎖停止法 (3)により決定した.

2. 5 HKCおよびキメラ HKCを コ ー ド す る cDNAの構築(第 4章)

PCR法によって得られた cDNA断片は、 pUC19ベクターにサプクローニング

し、それらの塩基配列は上述の方法により決定した. これらの cDNA断片は、

ラット H型 HKCおよびラットグルコキナーゼをコードする完全な cDNAの構

築のために、各々の断片を制限酵素認識部位にて接合した.構築した cDNA

は、発現ベクタ-pET-3d' (pET-3dから EcoR1および Hind皿を削除したも

の〉にサブクローニングした. これらのサプクロ ーニングしたプラスミド

は、各々 pET-HKCおよび pETーはと名付けた.次に、 H型 HKCおよび GKをコー

ドする cDNAを基に、様々なキメラ HKCをコードする cDNAを構築した.

2.3 ゲノム DNA断片の調製(第 2章)

ゲノム DNA断片は PCR法により調製した. PCRは lμgのラット肝臓ゲノム

DNAを鋳型として用い、前述の条件に従って行なった.得られたゲノム DNA

断 片 は pUC19にサブクローニングし、その塩基配列はベクターに相補的な

プライマーを用いてジデオキシヌクレオチド連鎖停止法 により決定した.

2.6 HKCおよびキメラ HKCの発現と大腸菌抽出液の調製(第 4章)

構築したキメラ HKCをコードするプラスミドは、大腸菌 BL21(DE3)pLysS

に、アンピシリン (0.1mg/ml)を含むプレートにおいて形質転換した. 単独

のコロニーから得た大腸菌は、 370Cにおいて 一 晩アンピシリン (0.1mg/ml)

を含む LBメディウムにて培養した. これらの大腸菌はメディウムにて 20倍

に希釈し、再び 370Cにて 3時間培養した. さらに、この大腸菌を 220Cにお

いて 30分間培養し、遺伝子発現誘導剤 IPTGを添加し(最終濃度 0.2mg/ml)

さらに 6時間 220Cにおいて培養した.産生させたキメラタンパク質を単離

するために、大腸菌懸濁液を 3000g'こて 5分間遠心分離 し、 沈澱 した 大腸 菌

を懸濁用緩衝液 A(50mMKPi(pH7.5)、 1mMEDTA、 1mM DTT、 100mM KCl、 O.5 

mM PMSF)にて懸濁し、さらに 3000gにて 5分間遠心分離後、沈澱した大腸菌

を 10mg/ml lysozymeを含む懸濁用緩衝液 Aにて再懸濁した. この大腸菌懸

濁液を 3回凍結融解 (4)し、 12000gにて 5分間遠心分離した.上清として得

た 大 腸 菌 抽 出 液 は 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 に用いた.全可溶性タンパ

2.4 HKCおよびキメラ HKC構築のための cDNA断 片 の 調製(第 4章)

制限酵素の認識部位を持った、ラット H型ヘキソキナーゼの C-末端側

半分およびラットグルコキナーゼをコードする様々な cDNA断片は PCR法に
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ク質の量は、牛血清アルブミンを標準試料として用い BCAタンパク質定量

試薬 (PierceChemicalCo.)により決定した.

2.7 大腸菌抽出液からの HKCの精製(第 4章)

懸濁緩衝液 B(20mM Tris-HCl(pH8. 0)、 1mMEDTA、 1mM DTT、 50mM グルコ

ース〉に懸濁した産生された HKCを含む大腸菌抽出液を、イオン交換 HPLCの

TMAEカラム (10x50mm、Merck)にかけ、 280nmにてモニターしながら流速

1ml/minにおいて NaClの濃度勾配 (O-lM-)により溶出した.各々溶出したフ

ラクションのヘキソキナーゼ活性測定は後述の方法に従った. HKCは、さ

らに逆相 HPLCのフェニル 5PfR Pカラム (7.5x 75mm、Tosoh)にかけ、流速 1ml

/minにてアセトニトリルの濃度勾配 (0-90%)により精製し、 NH2末端アミノ

酸配列を Shimadzu PSQ-lシークエンサーにより決定した.

2.8 ヘキソキナーゼ活性の測定(第 4章)

大腸菌抽出液中のキメラ HKCのグルコースと ATPに対する Km値は、種々の

濃度のグルコースおよびATPの存在下、 Glc-6-P脱水素酵素によってGlc-6-P

から 2，6-ホスホグルコン酸が生じる際に、共役して生成する NADPHの340nm

における吸光度変化から決定した.反応混合液の組成は、 50mM Tris-HCl 

(pH7.6)、 15mM MgCl2、 1mM NADP+ '¥ O. 4uni ts/ml Glc-6-P脱 水 素 酵 素 、 グ

ルコースおよび大腸菌抽出液 O.1 mgタンパク質であり、反応は ATPの添加

により開始した (5). Glc-6-Pによる Ki値は、 50mM Tris-HCl(pH8. 0)、 15mM

MgCl2、100mM KCl、O.25mM NADH、1mM ホスホエノールピルビン酸、 10units

Iml ピルビン酸キナーゼと乳酸脱水素酵素、種々の濃度のグルコースから

なる反応溶液において、ピルビン酸から乳酸が生成される際に、共役して

NADHがNAD+に変換されることによる 340nr日における吸光度の減少から測定

した.反応は、種々の濃度の ATPを添加することにより開始した (6). 
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審査結果の要旨

ヘキソースをリン酸化するヘキソキナーゼには 4種のアイソザイム

が存在する 。 このうち W 型 のアイソザイムは 50kDaであって、他のア

イソザイム (lOOkDa)とは異なり、グルコースのみを基質とするので

グルコキナーゼと称されている。本研究では、 E型ヘキソキナーゼ

と グ ル コキナーゼの遺伝子構造および生理機能を比較することによ

って、前者の遺伝子の形成過程および機能を明らかにすることが 試

みられた。 まず、ヘキソキナーゼの遺伝子構造の研究から、この遺

伝子は、グルコキナーゼの遺伝子の 重 複、融合によって形成された

ことが明 らかにされた。融合前後の遺伝子が、機能を保ったまま保

存されている例は他にはなく、 生物の進化の過程を知るうえでも極

めて有用である 。 また、ヘキソキナーゼの cDNAの特定の部分に、相

当するグルコキナーゼ cDNAの部分構造を 置 換して発現させたキメラ

ヘ キ ソ キナーゼの酵素活性の特徴から、ヘキソキナーゼの機能 発 現

の機構を明らかにすることも試みられ、ヘキソ ースおよび ATP結 合 部

位に関し有用な知見が得られたロ これらの成果は、生体におけるエ

ネルギ一代謝の機構を明らかにするうえで大きな意義を有している .

したがって、本論文は博士論文に値するものと判定する.
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