
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成２１年５月 26 日現在

研究成果の概要：

酵素活性と低分子化合物輸送能を有する多機能タンパク質のリポカリン型プロスタグランジン

(PG)D2合成酵素（L-PGDS）と、酵素反応生成物 PGD2の相互作用を調べたところ、LPGDS は PGD2
と可逆的に結合する一方で、PGD2の分解物の 15d-PGJ2とは不可逆的に共有結合することが判明

した。L－PGDS は細胞内では PGD2産生を触媒し、細胞外では PGD2 を安定的に標的組織まで輸送

し、分解物を結合して不活化する作用を有すると考えられた。
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１．研究開始当初の背景
生理活性脂質のプロスタグランジン (PG) D2

は、中枢ではくも膜やオリゴデンドログリア
で発現するリポカリン型 PGD 合成酵素
（L-PGDS）の触媒作用で産生され、脳脊髄液
に分泌された後、前脳基底部のくも膜に局在
する PGD 受容体に作用し情報を伝達する。
しかし、PGD2 は水溶液中では比較的不安定な
物質であり、容易に脱水反応を起こして、PGJ2、
Δ12-PGJ2、15-deoxy-Δ12,14PGJ2などの J シ
リーズの PG へと変換するので、脳脊髄液に
は PGD2 を安定化して標的組織に輸送する機

構が存在すると考えられるが、PGD2の生体内
での代謝・排泄機構の詳細は不明である。
L-PGDS(別名 β-trace)は、ヒト脳脊髄液の主
要蛋白質であり、脂溶性低分子化合物の結合
と輸送を行う分泌蛋白質により構成される
リポカリン遺伝子ファミリーに属し、PGD 合
成酵素としての機能と脂溶性低分子化合物
の輸送蛋白質としての機能を有する多機能
蛋白質である。
そこで、我々は脳脊髄液に分泌された生理活
性脂質 PGD2の輸送と代謝にも L-PGDS が関与
する可能性を考えた。
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２．研究の目的
プロスタグランジン (PG) D2は、末梢組織で
はアレルギーや炎症反応のメディエータと
して作用する。一方、中枢神経系の主要な PG
としても産生され、睡眠や痛覚の調節に関与
する生理活性脂質である。
リポカリン型酵素は、ヒト脳脊髄液の主要蛋
白質である β-trace と同じ蛋白質であり、脂
溶性低分子化合物の結合と輸送を行う分泌
蛋白質により構成されるリポカリン遺伝子
ファミリーに属する。L-PGDS は酵素活性を
有するリポカリンとして初めて同定された
蛋白質であり、PGD 合成酵素としての機能と
脂溶性低分子化合物の輸送蛋白質としての
機能を有する多機能蛋白質である。

本申請研究は、以下の研究結果と着想に基
づく。
(1)L-PGDS は生理的な睡眠の調節に関与する
PGD2 の産生に関与する。
(2)L-PGDS は中枢神経系では脳膜やオリゴデ
ンドログリアで産生され、脳脊髄液に分泌さ
れる 。
(3)一方、睡眠調節に関与する DP1 受容体は、
前脳基底部のくも膜細胞に局在する。従って、
くも膜やオリゴデンドログリアで産生され
た PGD2は、脳脊髄液に分泌された後、前脳基
底部のくも膜に局在する DP1 受容体に作用し
て睡眠情報を伝達すると考えられる。
(4)PGD2 は水溶液中では比較的不安定な物質
なので、脳脊髄液に PGD2 を安定化して標的
組織に輸送する機構が存在すると考えられ
る。
(5)睡眠を遮断(断眠)すると、脳内や脳脊髄
液中では L-PGDS の触媒によって PGD2 が有
意に増加する。また、脳損傷等の炎症時には、
L-PGDS と マ イ ク ロ グ リ ア に 発 現 す る
H-PGDS の両酵素によって一過性に大量の
PGD2 が産生される。しかし、これらの条件下
でも、末梢の血液や尿中では PGD2 やその代
謝物の変動がほとんど検出されない。

従って、産生された PGD2 が脳内あるいは末
梢で未知の分解物に代謝され、効率良く排泄
されるためと考えられる。
L-PGDS は PGD2 産生を触媒する酵素であり、
脳脊髄液の主要蛋白質である β-traceとして
脳脊髄液に分泌される。さらに、L-PGDS は
脂溶性低分子の結合活性を有する。従って、
脳脊髄液に分泌された PGD2 の輸送と代謝に
も L-PGDS が関与すると考えられる。
そこで、L-PGDS と PGD2の相互作用について調
べ PGD2 の代謝・排泄機構を明らかにする。

３．研究の方法

(1)L-PGDS と PGD2の相互作用解析
①L-PGDS と PGD2の親和性測定
表面プラズモン共鳴法や電気泳動法によっ
て親和性を測定する。
②L-PGDS と PGD2複合体構造決定
NMR によって PGD2の結合領域を同定する。

(2) L-PGDS/PGD2複合体の検出・測定
①複合体をクロマトグラム法によって分離
分析方法を確立する。
②L-PGDS/PGD2 複合体を特異的に認識する抗
体作製し、免疫組織化学染色や ELISA 測定系
を確立する。抗体作製には L-PGDS 遺伝子欠
損マウスを用いる。

４．研究成果

① 表面プラズモン共鳴法を用いて結合実験
を行ったところ、L-PGDS は PGD2と可逆的
に結合し（KD =20 nM）、その結合親和性
はレチノイン酸と同等であった。

② NMR による PGD2のタイトレーション実験
の結果、PGD2は酵素活性中心 Cys65 を取
り巻く疎水性ポケット付近に結合するこ
とが判明した。

図 NMR 法による PGD2 結合領域の同定
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③ 3H-PGD2を緩衝液中でアルブミンあるい
は L-PGDS の存在下に反応させると、アル
ブミン存在下に PGD2は PGJs へ分解され
たが、L-PGDS 存在下では反応開始から
24 時間後まで反応上清中には PGJs は検
出されず、蛋白質画分の放射活性が反応
時間依存的に増加した。

④ PGD2は PGJs に分解された後、L-PGDS に
不可逆的に結合すると考えられたので、
PGJsを L-PGDSと共存させたところ、PGJs
は、5 分以内に L-PGDS に不可逆的に結合
し、L-PGDS と 15d-PGJ2の複合体のアミノ
酸分析を行ったところ、酵素活性中心の
Cys65 に結合していることも判明した。

これらの結果から、PGD2は産生後に細胞外へ
分泌され、脳脊髄液中の L-PGDS に捕捉され
て標的組織まで輸送され、DP 受容体を刺激し
て情報を伝達する。一方、PGJｓは、L-PGDS
に強固に結合して不活化され排泄されると
考えられた。
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