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研究成果の概要（和文）：リポカリン型プロスタグランジンD合成酵素（L-PGDS）は睡眠物質（PGD2）を合成す
る酵素であり、睡眠中枢を活性化することで哺乳類の睡眠導入や概日サイクル（体内時計）調節に関与してい
る。従って、L-PGDSをターゲットとした創薬は新規作用機序を持つ睡眠調節薬の開発につながる。本研究では、
L-PGDSの分子内部にある2つの基質結合部位の同定とさらにそれぞれの結合部位がどのようにプロスタグランジ
ンの認識に関与するかを明らかにした。また、熱力学的パラメータの取得より、それぞれの結合部位の相互作用
の特徴付けを行った。

研究成果の概要（英文）：Lipocalin-type prostaglandin (PG) D synthase (L-PGDS) belongs to the 
lipocalin superfamily which consists of transporter proteins for lipophilic ligands in the 
extracellular space, and is known as the PGD2-synthesizing enzyme responsible for the sleep 
regulation. The binding affinity and stoichiometry to each ligand were analyzed by isothermal 
titration calorimetry (ITC), and the binding region for each ligand on L-PGDS was estimated by NMR 
titration experiment. The ITC results showed that PGD2 and PGF2α bound to L-PGDS with a 
stoichiometry of 2 to 1 but PGE2 with a stoichiometry of 1 to 1. In addition, the NMR experiments 
indicated that PGD2 and PGF2α bound to both the catalytic site containing the Cys65 and 
non-catalytic site of L-PGDS, while PGE2 bound to only the non-catalytic site.

研究分野：熱力学、構造生物学

キーワード： プロスタグランジンD2　等温滴定型熱測定　酵素活性測定　構造解析　PGDS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
L-PGDSの酵素反応モデルで、基質・生成物が2分子結合することは全く考慮されてこなかった。本研究では、1）
従来のモデルにない新しい概念（2つの結合サイト・生成物放出）を加えた新規酵素反応モデルが構築し、これ
まで着目されていなかった親和性の低い結合サイトでの基質認識が生成物の産生速度に影響を与えることを示し
た。2）L-PGDSの活性中心のみをターゲットにした阻害剤の効果が弱い原因を解明し、さらに、新規結合部位に
おける基質や生成物側の認識に重要な部位の同定とタンパク質側の認識に関与するアミノ酸を同定した。これら
の情報は、新たに生成物放出メカニズムをターゲットとした新規薬剤の開発につながるだろう。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
リポカリン型プロスタグランジン D合成酵素（L-PGDS）は睡眠物質（PGD2）を合成する酵
素であり、睡眠中枢を活性化することで哺乳類の睡眠導入や概日サイクル（体内時計）調節に
関与している。現存する睡眠薬の殆どは GABA受容体をターゲットとするもの（睡眠中枢抑制
系の抑制）だが、L-PGDSはそれとは異なる睡眠調節系に位置している。従って、L-PGDSをタ
ーゲットとした創薬は新規作用機序を持つ睡眠調節薬の開発につながる。さらに、従来の睡眠
薬のような睡眠導入効果だけでなく、近年問題になっている体内時計混乱の治療につながる可
能性もあり、L-PGDSの睡眠調節系の解明は根本的な睡眠障害治療の鍵を握っている。 
しかし、L-PGDS の性質上、非常に単離・精製が難しいため、分子レベル・原子レベルでの
機能解明は遅れている。特に L-PGDSと基質や生成物との複合体の立体構造情報は詳細には決
定されておらず、その結合・遊離のメカニズムに関して不明な部分が多い。一方、酵素阻害剤
の開発も試みられており、申請者らは L-PGDS選択的阻害剤 AT-56を見出し、in vivo実験から
概日サイクル調節の可能性を示した。AT-56 を皮切りにいくつか L-PGDS 阻害剤が報告されて
いる。しかし、AT-56を含めそれらの阻害活性は非常に弱いという問題がある。 
 
 
 
２．研究の目的 

L-PGDSは、PGD2の“合成”および“輸送”という、睡眠誘発物質の包括的な管理を担う他に類
を見ない輸送体型酵素である。L-PGDS の酵素反応モデルで、基質・生成物が 2 分子結合する
ことは全く考慮されてこなかった。本研究は、以下の 3つの点で学術的に重要である。 
1）従来のモデルにない新しい概念（2つの結合サイト・生成物放出）を加えた新規酵素反応モ
デルが構築でき、L-PGDSによる睡眠調節メカニズムの解明につながる。 
2）L-PGDSの活性中心のみをターゲットにした阻害剤の効果が弱い原因を解明し、新たに生成
物放出メカニズムをターゲットとした新規薬剤の開発につながる。 
 
 
 
３．研究の方法 
1）L-PGDSの基質・生成物の結合サイトのマッピング｜L-PGDSに基質、生成物およびその他
のプロスタグランジンを滴下し、NMR シグナルの変化を観察することで結合サイトを同定し
た。均一に同位体ラベル（13Cまたは 15N）した L-PGDSに基質または生成物を滴下すると、
その結合に伴い結合サイトの原子の磁気的環境の変化がシグナルの変化として観察できる。こ
の原理を利用して、site-2の領域を L-PGDSの立体構造上にマッピングし、site-2に位置するア
ミノ酸を明らかにした。 
2）基質・生成物との相互作用および酵素反応に関与するアミノ酸残基の特定｜site-2に位置す
るアミノ酸を Ala等に置換した L-PGDS変異体を遺伝子操作によって作製する。site-1に位置す
るアミノ酸の変異体に関しては既にあるものを用い、必要に応じて随時追加で変異体作製した。
作製した変異体 L-PGDSを用いて、ITC測定によって L-PGDS変異体と基質・生成物の相互作
用解析を行い、野生型と比較することで、結合に直接関与するアミノ酸を特定した。 
3）L-PGDSと基質 PGH2と生成物 PGD2の複合体構造解析｜ⅰ）NMRにより L-PGDSと生成物
の 1:1存在下で生成物 1分子結合型の構造解析を行った。ⅱ）X線結晶構造解析により L-PGDS
に対して基質・生成物過剰存在下で 2分子結合型の構造解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
1）L-PGDSの基質・生成物の結合サイトのマッピング 
15Nラベル化されたL-PGDSに基質、生成物およびその他のプロスタグランジンを滴下し、NMR
シグナルの変化を観察することで、L-PGDS 内のプロスタグランジン結合部位を同定した。活
性中心 Cys65が存在する結合部位 site-1に加えて、AB-loop, EF-loop, GH-loopの先端側にある領
域が第二の結合部位 site-2であることを明らかにした。また、site-1のみ、または site-2のみに
結合していることが示唆されるプロスタグランジン(site-2 のみ結合するのは PGE2 の可能性が
高い)を見出した。さらに、site-2 におけるプロスタグランジン認識に関わるアミノ酸として
Ser52, His111, Trp112, Phe143など(他 6残基)をピックアップし、Ala変異体の作製を行った。 
 
2-1）基質・生成物との相互作用および酵素反応に関与するアミノ酸残基の特定｜site-2 に位置
するアミノ酸を Ala 等に置換した 10 種類の L-PGDS 変異体を遺伝子操作によって作製した。
site-1に位置するアミノ酸の変異体に関しては既にあるものを用いた。作製した変異体 L-PGDS
を用いて、ITC測定によって L-PGDS 変異体と基質・生成物の相互作用解析を行い、野生型と
比較することで、結合に直接関与するアミノ酸を特定した。活性中心を含む site-1に関しては、
Cys65 以外で Ala 置換によって劇的に結合が消失するものが存在しなかった。ここで、ITC か
ら得られる熱力学的データ解析から、site-1はどのプロスタグランジンに対してもエントロピー



駆動の結合をする傾向にあり、即ち、疎水性相互作用が主な結合の駆動力になっていることを
示している。従って、疎水性アミノ酸の一つである Alaに置換しても、相互作用に大きな影響
を与えなかった事実と矛盾しない。第二の結合部位である site-2 に関しては、Ser52, His111, 
Trp112, Phe143 の変異体において、site-2 の結合の消失または親和性の低下を示した。ただし、
Phe143においては site-1の結合にも変化を与えたことから、site-1から site2にまたがって存在
するアミノ酸であると考えられる。 
 
2-2）site-1 および site-2 の結合に重要なプロスタグランジンの官能基の同定｜当初予定してい
た基質と生成物以外のプロスタグランジンとの相互作用解析の結果から、プロスタグランジン
の特定の部位を認識していることがわかった。まず、生成物である PGD2と同様に site-1と site-2
どちらでも認識されるものがPGF2αであり、site-2でしか認識されないものがPGE2であった。
PGE2に関しては、NMRから得られた結果と一致した。これらのプロスタグランジンの構造を
比較すると、site-1ではプロスタグランジンの五員環の官能基が認識に重要であり、また、site-2
では五員環の官能基は親和性に寄与するものの、致命的ではないことがわかり、現在、さらな
るプロスタノイドとの相互作用解析で site-2 での結合に重要なプロスタグランジン側の部位を
調査中である。 
 
3-1）L-PGDSと基質 PGH2との複合体構造解析｜基質誘導体と L-PGDSの複合体の構造解析を
NMRおよび X線結晶構造解析で進めてきた。マウス L-PGDSおよびヒト L-PGDSと基質誘導
体の NMR 構造解析では、既に主鎖の帰属と側鎖の帰属が完了しており、構造計算に至ってい
る。しかし、NOESYでのリガンドとタンパク質間の距離情報が十分得られておらず(10～30個
程度)、更なる測定と解析が必要である。また、X線結晶構造解析では、基質誘導体複合体の結
晶構造は得られたが、結晶が針状で小さく、よい回折を得られていない為、現在更なるスクリ
ーニングを進めている。 
 
3-2）L-PGDSと基質 PGH2との複合体構造解析｜生成物と L-PGDSの複合体の構造解析を NMR
および X線結晶構造解析で進めてきた。マウス L-PGDSおよびヒト L-PGDS と生成物の NMR
構造解析では、生成物が継時的に分解してしまい、複合体の状態が変化してしまう問題が出て
いる。条件検討の結果、主鎖の帰属までは完了しているが、測定時間が掛かる NOESYでは PGD2
の分解が無視できない為、今後は PGD2誘導体での検討も視野に入れている。一方で、X線結
晶構造解析では、状態の良い結晶が得られ、現在解析を進めている。 
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