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研究成果の概要（和文）：カイコのプロスタグランジンE合成酵素（bmPGES）ならびに新しくPG合成酵素の候補
として同定したカイコのアルドケト還元酵素（AKR6）の基質結合部位を構造的に解析する。Sitting-drop vapor
 diffusion 法により結晶化を行なったところ、bmPGES―基質複合体そしてAKR6―NADPH複合体結晶を得た。日
本、米国、韓国の放射光施設にて回折データを収集した。部位特異的アミノ酸置換法によりbmPGES分子中の
Tyr8、Ser17、Ser101、Glu123が活性に重要であった。

研究成果の概要（英文）：We studied on a prostaglandin E synthase (bmPGES) in the silkworm Bombyx 
mori that involves in the isomerization of PGH2 to PGE2. Also, we identified an aldo-keto reductase 
6 (AKR6), new prostaglandin synthase in B. mori. The present study aimed to analyze 
substrate-binding site in bmPGES and AKR6. Each protein was purified, concentrated to 10 mg/mL in 
20mM Tris-HCl, pH8, 0.2M NaCl, and crystallized by sitting-drop vapor diffusion. Results showed we 
obtained some crystals for both protein, although we were unable to get enough diffraction data. 
Site-directed mutagenesis experiments revealed that we found amino acid residues regarding to 
catalysis in bmPGES as well as AKR6. Therefore, this study may provide insights into the 
physiological role of both proteins in silkworms.

研究分野：生物有機化学

キーワード： プロスタグランジン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、日本（九州大学）、米国カリフォルニア大学デービス校のWilson博士、韓国慶北大学のLuccio博士と
進めた国際共同研究である。アルドケト還元酵素（AKR）について多くの成果が蓄積されている両研究室を訪問
し、AKR6の基質について発見できた。また、日本、米国、韓国の各放射光施設を利用し連携することで、昆虫由
来プロスタグランジン合成酵素群のX線結晶構造の解析を促進し精密化を進めることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
プロスタグランジン（PG）は不飽和脂肪酸より合成され、その化学構造をもとに Aから

J 群に分類される。哺乳類の PG に比べて、昆虫における PG の役割はよくわかっていな
い。本研究では、鱗翅目昆虫のモデルであるカイコよりプロスタグランジン E 合成酵素
（Bombyx mori prostaglandin E synthase: bmPGES）を発見し、その機能解析を進めて
いる。研究代表者はすでに bmPGESの基質特異性、組織局在性そして X線結晶構造解析
を明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、bmPGESと基質との複合体結晶を作製し、基質結合部位の構造学的解
析を集中的に発展させる。また、新しい PG合成酵素の候補として同定していたカイコ由
来のアルドケト還元酵素（AKR6）についても標的とし研究を進める。具体的には、 
（１） bmPGESと基質複合体の結晶化ならびに X線結晶構造解析 
（２） AKR6の基質特異性 
（３） AKR6の X線結晶構造解析 
について調査することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) bmPGESと基質複合体の結晶化ならびに X線結晶構造解析 
すでに確立しているapo－bmPGESならびにグルタチオン－bmPGES複合体結晶化条件
を参考にし、基質-bmPGES 複合体結晶化条件を探索し、結晶を調製する。bmPGES は、
最終濃度 10mg/mL に精製した酵素（20mM Tris-HCl, pH8, 0.2M NaCl）を用いて、
sitting-drop vapor diffusion 法により 20 度で結晶化を行なった。回折データの収集は
SPring8そしてアメリカ合衆国スタンフォードシンクロトロン放射光施設を用いた。結晶
化に関連する実験は、研究代表者の所属施設ならびにアメリカ合衆国カリフォルニア大学
デービス校分子細胞生物学部の David K. Wilson教授の研究室にて実施した。 
 
(2) AKR6の基質特異性 
基質特異性をはじめとする AKR6 の酵素化学的性質の調査は、研究代表者の所属施設な
らびに大韓民国慶北大学遺伝子工学部 Eric Di Luccio准教授の研究室にて実施した。 
 
(3) AKR6の X線結晶構造解析 
アポ AKR6 ならびに AKR6－NADPH 複合体結晶の作製を試みた。最終濃度 10mg/mL
に調製した精製 AKR6（20mM Tris-HCl, pH8, 0.2M NaCl）を用いて、sitting-drop vapor 
diffusion 法により 20度において結晶化を行なった。結晶化に関連する実験は、研究代表
者の所属施設ならびに Eric Di Luccio准教授の研究室にて実施した。 
 
４．研究成果 
(1) bmPGESと基質複合体の結晶化ならびに X線結晶構造解析 
いくつかの結晶化条件を試した結果、基質－bmPGES複合体結晶を得ることに成功した。
アメリカ合衆国スタンフォードシンクロトロン放射光施設において、回折データを収集し
た。引き続き、David K. Wilson教授研究室と bmPGES基質結合部位の構造学的解析を
継続中である。 
bmPGESの基質認識に関するアミノ酸残基については、部位特異的アミノ酸置換法によ
り、基質結合 PGH ならびに補酵素グルタチオン結合に関与するアミノ酸残基を同定して
いる。候補のアミノ酸残基を Alaに置換した。その結果、Tyr8、Ser17、Ser101、Glu123
を Ala に置換した変異体では GST 標準基質 1,2-ジクロロニトロベンゼンに対する活性の
大幅な低下が見られた。また、基質プロスタグランジン H（PGH）からプロスタグランジ
ン E（PGE）への変換は観察されなかった。以上の結果より、これらのアミノ酸残基は基
質結合に必要不可欠であることがわかった。 
 
(2) AKR6の基質特異性 
Eric Di Luccio准教授は、これまでに多数の哺乳由来 AKRの活性測定を行ってきている。
そのため当該研究室内には充実した AKR 活性測定系が準備されている。研究代表者は日
本国内においてカイコ AKR6のクローニング、配列決定、大腸菌を用いた発現系の構築そ
して精製系の確立をすでに終了している。精製した AKR6ならびに発現用 plasmid DNA
を Eric Di Luccio 准教授の研究室に郵送し、基質特異性について調査した。その結果、
AKR6 は補酵素 NADPH 存在下において、DL－グリセルアルデヒド、グルコースそして
2-ノネナールに対する還元反応を触媒した。補酵素 NADH 存在下ではいずれの基質に対
しても活性を示さなかった。 
 
(3) AKR6の X線結晶構造解析 
3.5 M Sodium formate, 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 ならびに 2.0 M 



Sodium formate, 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6の条件下で複数の AKR6－
NADPH複合体結晶を得た。これらの結晶を用いて日本国内の SPring8ならびに韓国国内
の浦項シンクロトロン放射光施設においてデータ収集を行った。引き続き、AKR6－補酵
素 NADPHの複合体結晶を解析し、NADPH結合部位を解析する。あわせて、AKR6－基
質 PGH の複合体結晶を作製し、AKR6 分子内の基質 PGH 結合部位について解析を続け
ていく予定である。 
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