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PI5P4Kβの GTPセンサー機能が獲得された進化的過程の解明に向けた 
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evolutional process to achieve GTP sensing function. 
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1. はじめに

生物は日々刻々と変化する外的環境や体内状況に

応じて、細胞内の代謝物の量や酵素の活性などをダ

イナミックに変化させることで、生命活動を維持し

ている。細胞が機能し続けるためには、細胞内での

反応の駆動力となるエネルギー分子の量を常にモニ

ターし、その量に応じて、エネルギー分子を消費す

る反応の制御を行う必要がある。

GTPは細胞内では ATPに次ぎ 2番目に多く存在す

るエネルギー分子であり、タンパク質合成やシグナ

ル伝達など ATPとは異なる特有の機能を担う。我々

は、このGTPに着目し、GTPの細胞内濃度がどのよ

うにモニターされ、細胞内におけるエネルギー代謝

が GTP量に応じてどのように制御されるのかを研究

してきた。我々の研究などから、少なくとも脊椎動

物において、GTPの細胞内濃度は ATPとは独立に制

御されていることがわかりつつある。特に、2016 年

に は phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase β

(PI5P4Kβ) が、他の多くのキナーゼとは異なり、

GTP を生理的なリン酸供与体として利用し、ストレ

ス下での細胞増殖を、GTP の量に応じて制御する

「GTP ストレスレジリエンス」を担うキナーゼであ

ることを様々な基盤技術の開発とともに世界に先駆

けて示した[1-3]。PI5P4Kβ の出現は、脊椎動物の出

現とほぼ時を同じくしている。そのため、GTP 濃度

に応答する新たなエネルギー代謝システムが、脊椎

動物以上の高等生物において新たに獲得されたと考

えることができる。しかし、PI5P4Kβの GTPセンサ

ー機能が分子論的あるいは進化的にどのように獲得

されたかは不明なままであった。

PI5P4Kの βアイソタイプは脊椎動物にしか存在せ

ず、また PI5P4K（別名 Type II PIP kinase）自体もそ

の祖先種である PI4P5K (別名 Type I PIP kinase)から、

多細胞生物へと進化する直前に派生したと考えられ

る。さらに、PI4P5K は ATP のみを使用する ATP キ

ナーゼであり、PI5P4Kβは進化的に GTP結合能を獲

得したと考えられる。

我々の生化学的解析から、PI5P4Kβ のヌクレオチ

ド特異性を規定するのは GEA (guanine efficient 

association) モチーフと名付けた 5 残基からなる短い

モチーフであること。PI5P4Kβは GTPのみならず、

2a-ATP (2-アミノ ATP)、ITP（イノシトール 3 リン

酸）、XTP（キサンチン 3 リン酸）などとも結合し、

これらを酵素反応に利用する幅広いヌクレオチド 3

リン酸特異性を有することが明らかとなった。さら

に、ITP、XTP との複合体の X 線結晶構造解析によ

り、その基質特異性の拡張の分子メカニズムを明ら

かにすることに成功した。

そこで本研究においては、PI5P4Kβ の基質特異性

を明らかにしてきたこれまでの研究をさらに進め、

PI5P4Kβ が広範な特異性を、進化的にどのようにし

て獲得したかを明らかにすることを目的とした。具

体的には、脊椎動物のGEAモチーフを祖先配列へと

逆行進化させる変異導入をおこない、そのような

PI5P4Kβ変異体と 2a-ATP, ITP, XTPとの複合体の結晶

構造解析を行うことで、進化の過程でヌクレオチド

の結合位置や認識ポケットの全体構造に、不連続的

な想定外の変化が生じていないかを検討した。その

上で、これらの逆行進化型の変異体の基質特異性を

明らかにする生化学的実験データと組み合わせるこ

とで、PI5P4Kβの GTPセンサー機能が獲得された進

化的過程の解明が達成できると考えた。 

2. 実験

結晶化に供す る human PI5P4Kβ の変異体は

QuikChange 法により作成し、大腸菌において発現さ

せた。N末端His*6タグを用いた精製の後、 His*6タ

グを酵素的に切断し、さらに Resource Qカラムによ
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る精製を行った。その結果、高純度の PI5P4Kβ 変異

体標品を調製することができた 。 

複合体結晶は PI5P4Kβ 変異体の apo 型結晶をヌク

レオチド３リン酸にソーキングすることで作製した。

結晶は予め Uni-puck を用いて凍結保存し、主に BL-

17A及び NE3Aで全自動測定を積極的に利用し X 線

回折データを収集した。立体構造決定は、申請者ら

が以前に PDBに登録した PI5P4Kβの結晶構造 (PDB

ID: 3WZZ)をモデルとした分子置換法により行 い、

Phenixおよび Cootを用いて構造精密化とモデル構築

を行った。

3. 結果および考察

Apo 型結晶のヌクレオチド 3 リン酸へのソーキング

条件及び結晶凍結条件の最適化を行った結果、

T201M-2a-ATP 複合体、N203D-ITP 複合体、N203D-

XTP 複合体、F205L-ITP 複合体、F205L-XTP 複合体

について、各々3.05, 2.95, 3.45, 2.80, 2.80 Å分解能の

結晶構造を得ることに成功した (図 1 T201M-2a-ATP:

7EM8, N203D-ITP: 7EM6, N203D-XTP: 7EM7, F205L-

ITP: 7EM4, F205L-XTP: 7EM5)。また、それらの結合

モードを確認したころ、2a-ATP, ITP, XTPは変異体で

も野生型に対するのと同様の結合モードを示すこと

が明らかとなった。

すでに構造決定していた T201M -ATP、T201M-

GTP、N203D-ATP、N203D-GTP、F205L-ATP、

F205L-GTP 複合体の構造や生化学実験と併せて考察

した結果、 PI5P4Kβ が PI4P5K から進化する過程で、

①もともと有していた ATPに対する酵素活性を維持

しながら、GEAモチーフのThr201が、GTP, ITP, XTP

に共通の 6 位酸素原子を水を介して強く認識するよ

うになったこと。また、②Thr201 との水を介した結

合に伴う「結合位置のずれ」に合うように Phe205が

配置されたことで、GTPのみならず ITP, XTPなどの

異なる基質に対しての反応性を拡張したことなどが

明らかになり、PI5P4Kβの GTPセンサー機能が獲得

された進化的過程についての構造的側面から明確な

答えを得ることができた。

4.まとめ

ここでは詳しく述べないが、本研究で明らかとなっ

た複合体結晶構造解析と逆行的変異解析とを組み合

わせることで、活性と特異性の究極の選択により、

キナーゼの ATP 特異性とのトレードオフとして

PI5P4Kβの GTPセンサー活性が獲得されたことが明

らかになった。また、中間的な変異体においては、

もともと有していた ATP 依存的活性自体は維持され

ていた。このことは、生物がランダムな試行により

新たな細胞機能を獲得する際に、元々備えている機

能を失うことによるマイナスの影響を最小限にしつ

つ、効率的に探索を行う方法の一つを示すものであ

ると考えることができる。[4]

図 1：PI5P4Kβ 変異体と各種ヌクレオチドの複合体

の結構構造解析 
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