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研究成果の概要（和文）： 

マウス由来の GDE ファミリータンパク質の反応機構の解明のために、これらファミリー
タンパク質の機能構造解析研究を行った。活性に必須なマグネシウムイオン結合型を含む
新しい条件で結晶が得られた。これらの結晶は最高で3.0Å分解能のX線回折能を示した。
これらのデータは現在解析中である。 
研究成果の概要（英文）： 
For elucidation of the reaction mechanism of glecerophoshodiesterphosphodiesterase 
family protein (GDE1～7), studies on the structures and functions of GDE were carried 
out. Crystals of mouse membrane protein GDE1 were obtained in several new 
crystallization conditions including magnesium ion. These crystals diffracted up to 3.0
Å resolution, and we are analyzing these data to determine the structure. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 細胞膜リン脂質の構成成分として、ホスフ
ァチジルコリン、ホスファチジルエタノール
アミン、ホスファチジルイノシトール、ホス
ファチジルエタノールアミンなどが知られ
ている。それらのリン脂質がホスホリパーゼ
によって脱アシル化反応を受けて脂肪酸が
切り離されると、グリセロホスホコリン
（GPC）、グロセロホスホエタノールアミン
（GPE）、グリセロホスホイノシトール

（GPI）、グリセロホスホセリン（GPS）など
のグリセロホスホジエステルが生ずる。グリ
セロホスホジエステルをグリセロール３－
リン酸（G3P）とコリンなどのアルコールに
加水分解するのがグリセロホスホジエステ
ルホスホジエステラーゼ（GDE）である（図
１）。 

微生物の GDE は、GPC、GPE、GPI、GPS

などのグリセロホスホジエステルを非特異
的に加水分解して、リンや炭素源などに再利
用されていると考えられている。哺乳動物に
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おいては、その酵素活性が組織中に存在する
ことは知られていたが、その実体は不明であ
った。ところが、哺乳動物でも GDE の存在
が確認され、マウスでは少なくとも GDE1～
GDE7 までの７種類が存在することが明ら
かとなった。このうち GDE5 以外は膜タンパ
ク質と考えられている。一方で、哺乳動物の
膜タンパク質結晶学は萌芽の段階であり、そ
のニーズは高まっている状況にあった。 

 

 

図１ GDE の基質と酵素反応部位 

 

２．研究の目的 

 

  GDE1～7 を順次、大量発現・精製しそ
れぞれの基質特異性や活性に関与する金属
イオンを同定する。次に、結晶化条件の検索、
X 線結晶構造を決定して、その反応機構を解
明することを目的とする。 

 

２． 研究の方法 

 

マウス GDE1～7 の C末端に V5-epidope と
ヒスチジンタグを付加した mGDE1～7 ( from 
FANTOM clone)をバキュロウイルスを用いて
昆虫細胞（Sf9）で大量発現させた。菌体を
超音波破砕し遠心後の沈殿を膜画分として
回収した。界面活性剤である 
dodecyl-D-maltoside を添加して GDE を可溶
化し、ニッケルカラムとゲル濾過カラムを用
いて精製を行った。精製段階における純度検
定を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動法に
より行った（図２）。7種類の GDE のうち GDE1

は、3L culture で約 10mg の精製標品を得る
ことができた。 

 
３． 研究成果 

 
発現・精製 
 

7 種類のマウス GDE ファミリータンパク質
のうち、GDE1(2 回膜貫通タンパク質)、GDE4
（１回膜貫通タンパク質）、GDE5（水溶性タ
ンパク質）および GDE7（１回膜貫通タンパク
質）の発現・精製に成功した（表１）。これ
らの中で、２回膜貫通タンパク質 GDE1 の機
能構造解析を先行して行った。 

 
表１ マウス GDE ファミリーの発現・精製状況 
 

 
分子量 

膜貫通へ
リックス
の数 

発現・精
製 

GDE1 35,000 2 ○ 

GDE2 60,000 7 × 

GDE3 60,000 7 × 

GDE4 35,000 1 ○ 

GDE5 65,000 0 ○ 

GDE6 60,000 7 × 

GDE7 35,000 1 ○ 

 
 
酵素活性の測定 
 

GDE 反応で生じたグリセロール３－リン酸
にグリセロール３－リン酸デヒドロゲナー
ゼと NAP+を加えて得られた NADH の 340nm の
吸光度を追跡することで、GDE 活性を測定し
た。GDE1 はこれまでに報告されていたグリセ
ロホスホイノシトール（GPI）よりグリセロ
ホスホセリン（GPS）に対して１０倍以上の
高い酵素活性を示した（図３）。また同じ酸
性リン脂質由来のグリセロホスホグリセロ
ール（GPG）も GPI と同等の活性を示したが、
極性基に正電荷をもつグリセロホスホコリ
ン（GPC）に対する活性は全く求められなか
った（図４）。 



 
 

 
 

次に、GDE1 酵素活性における２価金属イオ
ンの影響を調べた（図５）。その結果、Mn2+、
Co2+、Mg2+が活性上昇に寄与し、Mn2+が最も高
活性であることがわかった。また Ca2+は活性
に影響を及ぼさなかった。この活性における
金属イオンの効果は、バクテリアのグリセロ
ホスホジエステルホスホジエステラーゼで
ある UgpQ と同様の金属イオン要求性であっ
た。 

 
 

 

 

GDE1 の組織内分布の解析 
 

GDE1 に対するポリクロナール抗体を使用
してウエスタンブロットによる組織分布・免
疫組織化学を行った。その結果、GDE1 は精嚢
腺に多く発現し、ついで前立腺・脳・肺など
にも発現が認められた（図６）。 

 
結晶化と X線回折データ収集 
 
ニッケルカラムとゲル濾過で精製した標

品を用いて結晶化条件の検索を行った。市販
の結晶化スクリーニングキットを用い、蒸気
拡散法（ハンギングドロップ法・シッティン
グドロップ法）とマイクロバッチ法で初期条
件の検索を行った。その結果、沈殿剤に
Jeffamine M-600 を用いることで、きわめて
再現性よく結晶が得られることが明らかと
なった（図７）。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



得られた結晶に各種クライオプロテクタ
ントを浸透させて、液体窒素凍結後、大型放
射光施設（SPring-8）の大阪大学蛋白質研究
所ビームライン（BL44XU）にてデータ収集を
行った結果、3Å分解能の回折点を確認し（図
２）、4Å分解能までのデータ収集に成功した
（表２）。 
 

 

 
 
 
表２ GDE1 結晶の X線回折データ 
 

Space group Hexagonal 

Unit cell domensions 

a = b = 94.17 Å 

c = 94.47Å 

α= β = 90°, 

γ = 120° 

Resolution(Å) 
200 – 4.00 

(4.14 – 4.00 ) 

Number of total 

reflections 

28,468 

(3,026) 

Number of unique 

reflections 

7,755 

(788) 

Redundancy 
3.7 

(3.8) 

Rmerge 
0.080 

(0.152) 

Mean I / σI 
12.3 

(10.9) 

 
 
得られた X線回折データを使用して、分子

置換法による位相決定を試みたが、現在のと
ころ解はみつかっていない。膜貫通領域を有
する新規構造であるためと考えられる。そこ
で、重原子同型置換法による位相決定を進行
中である。また、最低でもアミノ酸側鎖構造
が決定できる構造を得るために、高分解能結
晶の作製にも取り組んでいる。 
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