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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、昆虫プロスタグランジン（PG）の役割を解明する。申請者はすで
に昆虫由来PGE合成酵素（PGES）の全体構造と機能について終了しているが、新たに昆虫由来PGD合成酵素
（PGDS）を発見した。本研究課題では、PGESのノックアウト昆虫を作製し、PGDSの構造と機能解析を通して昆虫
PGの役割を明らかにする。PGES遺伝子をゲノム編集TALENによりノックアウトした。ノックアウト個体中のPGは
質量分析装置により検出されなかった。この結果は、PGESのノックインによるものと推察された。PGDSの全体構
造を解析したところ、8個のアミノ酸残基がPGDS活性に重要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：　Knowledge on role and synthesis of prostaglandins (PGs) in insect are 
limited. PGE synthase (PGES) and PGD synthase (PGDS) were already identified, and three-dimensional 
structure of PGES was determined. 
   In this study, we examined physiological role of PG by using genome-editing, TALEN, and X-ray 
analysis. In knock-out mutant of PGES, PG was not present by using mass-spectrometry. Since we were 
interested in composition of the active sites in PGDS, we determined crystal structure of PGDS. 
Based on the PGDS structure and site-directed mutagenesis, we identified the amino acid residues 
(Tyr8、 Lue14、Trp39、Lys43、Gln50、Val51、Gln63、and Ser64) involved in catalytic function.

研究分野：応用昆虫
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類のプロスタグランジン（PG）は、そ
の構造をもとにAから J群まで分類されてい
る。申請者は、昆虫由来の PGD 合成酵素
（PGDS）ならびに PGE合成酵素（PGES）を
同定し、PGES の構造と機能解析を行ってい
る。昆虫における PG の代謝・合成に関する
研究は少ない。両酵素の生理機能について調
べることは、昆虫 PG 合成への理解へとつな
がる。 
 
２．研究の目的 
 本研究において、PGDSの基質反応様式、
阻害機構そして立体構造解析など構造機能
相関を調査する。さらには、PGESのノック
アウトカイコを作製し、本酵素の役割につ
いて調査する。以下にあげる項目を本研究
の主たる目的とする。 
 
（１）PGDSを結晶化し、PGDSの立体構造
を決定する。基質結合に重要なアミノ酸残
基を同定する。 

 
（２）PGDSの基質反応様式を調べるととも
に、部位特異的アミノ酸置換法により活性
発現に重要なアミノ酸残基について調べる。 
 
（３）ゲノム編集技術を用いて PGESのノッ
クアウトカイコを作製して、カイコ体内にお
ける PGESならびに PGEの挙動を調査する。 
 
３．研究の方法 
本課題の研究方法を以下に述べる。 
 
（１）PGDSの構造解析 
 結晶化は、sitting-drop蒸気拡散法により行
った。PGDS単独、グルタチオン-PGDSそし
て基質-PGDS複合体の結晶化条件を検索し
た。得られた結晶を用いて、SPring8（シン
クロトロン放射光施設）においてＸ線回折
データを収集した。分子置換法により位相
を決定し、全体構造を解析した。 
 
（２）PGDSの機能解析 
 PGD合成活性は、[14C]PGHを基質とし薄
層クロマトグラフィーにより測定した。
PGDSの基質特異性、すなわちPGDの分解・
代謝に与える影響を調査し、酵素反応速度
論的に解析した。また、部位特異的アミノ
酸置換法によりPGDS変異体を作製し、アミ
ノ酸変異が基質類の分解・代謝に与える影
響を検討した。 
 
（３）PGESノックアウトカイコの作製 
 ゲノム編集技術 TALENにより、PGESノッ
クアウトカイコを作製する。本ノックアウト

カイコを用いて、カイコの形態学的変化を観
察するとともに、PGESならびに PGEの体内
動態について解析することを目的とした。 
 
４．研究成果 
(1) PGDSの構造解析 
 大腸菌を用いた組換えPGDS作製法を確
立した。PGDS組換えタンパク質を陰イオン
交換クロマトグラフィーそしてゲル濾過ク
ロマトグラフィーを用いて電気泳動的に均
一に精製する方法を構築した。精製PGDSを
用いて活性を測定したところ、本酵素はグ
ルタチオン（GSH）存在下にてPGHからPGD
を合成する反応を触媒した。一方、PGHか
らPGEならびにPGFの合成は認められなか
った。 
 グルタチオン-PGDS複合体結晶を取得し、
分解能2.2オングストロームの回折強度デー
タを得た。PGDSはホモダイマーを形成して
いた。各モノマーは、9本のアルファヘリッ
クスならびに4本のベータストランドより
構成されていた。グルタチオン結合サイト
を詳細に分析したところ、Tyr8，Leu14, 
Trp39, Lys43, Gln50, Val51, Gln63, Ser64によ
り本サイトは構成されていることが明らか
となった。 
 PGDS単独、そして基質-PGDS複合体の結
晶はまだ得られていない。そこで、共結晶
そしてソーキング法を用いて複合体結晶作
製を試みたが、当該結晶を得ることはでき
なかった。 
 
（２）PGDSの機能解析 
 上記のアミノ酸残基をそれぞれ部位特異
的アミノ酸置換法によりAlaに変異した。各
酵素変異体を大腸菌にて発現し、精製した。
活性に与える影響を検討した結果、これら
の残基は、グルタチオンが結合した際に生
じるプロトンリレーに関与していることが
示唆された。 
 既知のGST構造との重ね合わせにより、
新たに４アミノ酸残基が基質結合部位とし
てPGDS構造中に高く保存されていること
を見出した。 
 
（３）PGESノックアウトカイコの作製 
 PGES 遺伝子を標的としてゲノム編集技
術TALENにより、PGES遺伝子ノックアウト
カイコ作製に成功した。質量分析計を用い
て、このノックアウトカイコ個体中におい
てPGを検出することはできなかった。これ
は、PGES遺伝子のノックアウトによるもの
と推察された。 
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