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研究成果の概要（和文）：生体膜を構成する主要リン脂質であるホスファチジルエタノールアミン（PE）の生合
成に関わるホスファチジルセリン脱炭酸酵素（PSD）は酵素の発見以来50年近くその立体構造は明らかになって
おらず、PE生合成の詳細なメカニズムは不明なままであった。本研究では大腸菌由来PSDの単体および基質結合
型の立体構造をX線結晶構造解析法により明らかにすることに初めて成功した。決定した構造に基づいた変異解
析により、基質認識に関与するアミノ酸残基の同定および膜への結合メカニズムを明らかになり、PSDによるPE
生合成の構造基盤を解明することができた。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylserine decarboxylase (PSD) is involved in the biosynthesis of 
phosphatidylethanolamine (PE), one of major phospholipid in biomembrane. However the detailed 
mechanisms of PE biosynthesis by PSD remain unclear, because the structure of PSD has not been 
clarified for nearly 50 years since its discovery. In this study, we succeeded for the first time in
 determining the structures of the apo-form and substrate-bound forms of PSD from Escherichia coli 
by X-ray crystallography. Mutational analysis based on the determined structures revealed the amino 
acid residues involved in substrate recognition and the mechanism of membrane binding. These results
 provide a structural basis for understanding the mechanism of PE biosynthesis by PSDs.

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　リン脂質　PS脱炭酸酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PEの生合成に関わるPSDは細菌からヒトに至るまで高度に保存されており，リン脂質代謝において重要な役割を
果たしている。ヒト由来PSD遺伝子（PISD遺伝子）に変異が導入されることが原因で白内障や骨系統疾患が発症
することが報告された。これらは生体膜を構成するリン脂質の代謝の恒常性維持が生命活動に密接に関連してい
ることを示唆している。本研究でのPSDの構造解析研究を通して将来的にはPISD遺伝子の変異によりヒトの疾患
が引き起こされる原因の解明につながるであろう。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞やオルガネラを形作る生体膜の主な構成成分であるリン脂質は，頭部の形状や極性の違
いによる膜の形態変化，膜タンパク質の活性や安定性への関与，種々シグナル伝達の関与など
様々な役割を担っている。また，生体膜はそれぞれ固有のリン脂質組成を有しており，細胞やオ
ルガネラが正常に機能するには多くのタンパク質の機能の場となる生体膜を構成するリン脂質
の組成が正しく保たれていることが重要である。原核細胞及び真核細胞において，ホスファチジ
ルエタノールアミン（PE）は，最も豊富な生体膜リン脂質の一つである。例えば大腸菌の細胞膜
は 70%以上が PE から構成されており，哺乳類細胞では，PE は総脂質の約 15~25%を構成する。
PE は前駆体リン脂質であるホスファチジルセリン（PS）の頭部のカルボキシ基質が脱炭酸され
ることによって生合成されることが知られており，ホスファチジルセリン脱炭酸酵素（PSD）に
よってこの反応が触媒される。PSD は細菌からヒトに至るまで高度に保存されており，リン脂質
代謝において重要な役割を果たしている。大腸菌において psd 遺伝子は生育に必要であることが
知られている 1)。また，マウスの PSD をコードする Pisd 遺伝子を欠損するとミトコンドリアの
形態変化や，酸化的リン酸化の機能が損なわれ，胚性
致死に至ることが知られている 2, 3)。さらに最近，白内
障や骨系統疾患に関連するヒト PISD 遺伝子の変異が
報告された 4~6)。これらは生体膜を構成するリン脂質
の代謝の恒常性維持が生命活動に密接に関連してい
ることを示唆している。 

PSD は前駆体として翻訳された後，セリンプロテア
ーゼ様自己プロセシング反応により高度に保存され
た LGST モチーフで切断され，a, bの二つのポリペプ
チド鎖に分かれることで成熟体となる。自己プロセシ
ング反応の過程でa鎖の N 末端に PS の脱炭酸反応の
活性中心となるピルボイル基が形成される（図 1）。ピ
ルボイル基と PS 頭部のアミノ基がシッフ塩基中間体
を形成することで立つ炭酸反応が進行する。しかし，
PSD はどのように脂質膜に結合し，PS を認識するの
か？といった PE 生合成の詳細な分子機構は明らかに
なっていない。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では，大腸菌由来 PSD（EcPsd）に着目し，PSD による PE 生合成の詳細な分子

機構を解明することを目的として EcPsd の X 線結晶構造解析および立体構造に基づいた機能解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
３．１ 組み換え EcPsd の調製 
 活性測定に用いた EcPsd (322 アミノ酸残基)および各種変異体について，大腸菌を用いて C末
端 His タグ融合組み換えタンパク質として発現させ，1% Tween-20 を含む緩衝溶液中で細胞を超
音波で破砕した。細胞破砕液の上清を Ni アフィニティークロマトグラフィーおよびゲルろ過ク
ロマトグラフィーにより精製した。結晶化には EcPsd の 1-289 アミノ酸残基の領域を用い，大腸
菌の系により N末端 His タグ融合組み換えタンパク質として発現させ，Ni アフィニティークロ
マトグラフィー，陰イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより
精製した。 
 
３．２ 結晶化および X線結晶構造解析 
精製した EcPsd(1-289)を結晶化サンプルとし，各種スクリーニングキットを利用して蒸気拡散法
により結晶化条件のスクリーニングを行った。Tacsimate を主な沈殿剤に用いた条件で結晶が得
られた。得られた結晶を用いて SPring-8 の BL26B1 および BL41XU において回折実験を行い，
2.6 Å 分解能の回折データを収集した。セレノメチオニン標識した EcPsd結晶を調製し，セレン
を利用した単波長異常分散法により位相を決定した。EcPsd の PE とのシッフ塩基中間体の結晶
は以下のように作製した。精製した EcPsd(1-289)を 18:1-18:1 PS と NaCNBH3 と共に 30 °C にて
30 minインキュベートした後，結晶化条件のスクリーニングを行った。Pentaerythritol ethoxylate 
(15/4 EO/OH)を主な沈殿剤に用いた条件で結晶が得られた。得られた結晶を用いて SPring-8 の
BL41XU において回折実験を行い，3.6 Å 分解能の回折データを収集した。位相はアポ型 EcPsd(1-
289)の構造をモデル分子とした分子置換法により決定した。 
 
３．３ EcPsd の活性測定 
 250 nM精製 EcPsd と 10 µM の蛍光標識された PS (NBD-PS)を 30 ℃にて 30 minインキュベー

図1. EcPsdの成熟化とシッフ塩基
中間体 



ト後，脂質を抽出し，薄層クロマトグラフィーにより抽出した脂質を分離した。 
 
４．研究成果 
４．１ EcPsd の結晶構造 
 EcPsd は全長（1-322）で
は結晶を得ることはでき
なかったが，活性に必要の
ない C 末端の領域を削っ
たコンストラクト（1-289）
の結晶を得ることに成功
し，2.6 Å 分解能の回折デ
ータを用いて結晶構造を
決定した（図２）。EcPsd は
ホモダイマーを形成して
おり，各々のプロトマーは
bサンドイッチフォールド
を形成し，その上部には N
末端の 3 本のヘリックス
領域（a 1- a 3）が形成して
いた。a鎖はbサンドイッ
チフォールドに組み込ま
れており，活性中心のピル
ボイル基は N 末端ヘリッ
クス領域が形成するくぼ
みの中心に位置していた。
ピルボイル基の周囲の表
面電荷は正電荷が優勢で
あり，負電荷を持つ PS 頭部を認識するには適した構造であると考えられる。 
 
４．２ EcPsd のシッフ塩基中間体構造 
 EcPsd のより詳細な基質
認識メカニズムを明らか
にするために基質との複
合体の結晶構造解析を試
みた。EcPsd のa鎖と PS が
結合することで中間体を
形成するが，EcPsd と PS を
混合しただけで反応が進
行してしまうため PS との
共結晶を得ることはでき
なかった。そこで，還元剤
である NaCNBH3 を PS と
共に混合することで中間
体形成後，EcPsd の PS と
の結合を還元し，反応を停
止した状態の結晶化を試みた。18:1-18:1 PS と EcPsd の中間体を調製し，結晶を得ることに成功
した。得られた結晶から 3.6 Å 分解能の回折データを用いて結晶構造を決定した（図３）。EcPsd
のくぼみにリン脂質の頭部が結合し，ピルボイル基とシッフ塩基中間体を形成していた。しかし，
PS のカルボキシ基由来の電子密度は見えなかった。これは，NaCNBH3 による還元反応が起こる
前に脱炭酸反応が起こり PE が生成されていることが示唆される。結合した PE付近には生物種
間で保存された Tyr137 および His144 が位置しており，変異解析によりこれらのアミノ酸残基が
PE 合成活性に重要であることが示された。 
 
４．３ N末端ヘリックス領域は膜への結合に重要である 
 人工脂質膜小胞（リポソーム）を用いた共沈降アッセイにより EcPsd の膜への結合能を検証し
た。EcPsd のくぼみの上部に形成している N末端ヘリックス領域は，多くの疎水性アミノ酸によ
って構成されていることから，この領域を介して膜と結合することが示唆される。そこで，N末
端ヘリックス領域の 1-60 アミノ酸残基を欠損した変異体（EcPsdDN60）を作製し，リポソーム
共沈降アッセイを行った。EcPsdDN60 はリポソームへの結合が弱くなっており，EcPsd の N 末
端の疎水性ヘリックス領域は膜への結合に重要であることが明らかになった。 
 次に EcPsd の膜結合能と PE 生合成活性の関連を検証した。His タグ融合タンパク質と結合す
る Ni2+イオンを配位した脂質である DGS-NTA を含んだリポソームを調製し， N末端に His タ
グを融合した EcPsdDN60 変異体を用いてリポソームに強制的に結合させた際の PE 合成活性を

図2. 結晶構造のリボンモデル図（左），正電荷を青で、負電荷を
赤で示した静電ポテンシャル図（右） 
Watanabe et al., Structure (2020) 

図3. EcPsdと PEのシッフ塩基中間体構造（左）と PE結合部位
拡大図（右） 
Watanabe et al., Structure (2020) 



調べた（図４）。DGS-NTA を含んだリポソームを用いた場合のみ，微弱ではあるが PE が合成さ
れていることがわかった。以上のことから EcPsd の膜結合能は PE 生合成に必要であることが明
らかになり，N末端ヘリックス領域を介した膜の結合により効率的に PS を認識していることが
示唆された。 
 

４．４ まとめ 
 本研究のまとめとして EcPsd の PE 生合成のモデルを構築した（図５）。EcPsd は N末端の疎
水性ヘリックス領域を介して膜に結合し，正電荷を帯びたくぼみに PS の頭部が Tyr137, His144
に認識されシッフ塩基中間体を形成する。脱炭酸反応により PE に変換され，その後，加水分解
によりシッフ塩基中間体は解離する。NaCNBH3 を用いた反応停止の実験により，脱炭酸反応で
はなく，PE 生成後の加水分解が PE 生合成反応の律速段階であることが示唆された。このよう
に本研究により EcPsd による PE 生合成の構造基盤を解明することができた 7)。今後は，白内障
や骨系統疾患に関連するヒト由来 PISD の構造解析を通して，PISD 変異がヒトの疾患を引き起
こす原因の解明をめざす。 
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