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研究成果の概要（和文）：　Glutathione S-Transferase Unclassified 2（GSTU2）は農薬・ダイアジノンを殺
虫活性のないグルタチオン抱合体へ代謝する。本研究では、GSTU2の構造と機能を解析する。Apo―GSTU2結晶を
得ることに成功し、この結晶を用いて回折データを収集した。その結果、分解能1.68 オングストロームの条件
にて精密化を進めた。また、Pro13、Tyr107、Ile118、Tyr119、Phe211は基質結合に重要であった。TALENにより
GSTU2ノックアウトカイコの作製に成功した。ノックアウトカイコにおいて、ダイアジノンに対するLD50値の低
下が観察された。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified an unclassified glutathione S-transferase 2 
(GSTU2) in the silkworm Bombyx mori, a model for lepidopteran insect. In this study, we provide a 
structural and genome-editing characterisation of the GSTU2. The X-ray structure of GSTU2 was 
determined at 1.68 &#197; by X-ray crystallography. Mutation of putative amino acid residues in the 
substrate-binding site revealed that Pro13, Tyr107, Ile118, Phe119, and Phe211 are important for 
enzymatic function. Knock-out of GSTU2 gene influenced on median lethal dose values to an 
organophosphate insecticide and a decrease in acetylcholine levels in silkworms. The results suggest
 that GSTU2 may play an essential role in metabolism for an organophosphate insecticide. 

研究分野：生物有機化学

キーワード： グルタチオン転移酵素

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集技術によりGSTU2ノックアウトカイコの作製に成功した。野生型カイコと比較した際、得られたノッ
クアウトカイコにおいて、有機リン剤（ダイアジノン）に対するLD50値の低下が観察された。これは、当該ノッ
クアウトカイコ体内において、GSTU2によりダイアジノンが代謝されないためにLD50値低下がおこったものと推
察された。また、当該ノックアウトカイコ体内においてアセチルコリン量が増加していることが明らかとなっ
た。ノックアウトカイコ中、GSTU2はアセチルコリンエステラーゼへ不可逆的に結合し、アセチルコリンエステ
ラーゼはアセチルコリンを代謝できない機能不全に陥っていることが示唆された。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グルタチオン転移酵素（Glutathione S－transferase: GST）は代表的な第二相解毒酵素群のメ
ンバーである。GST は、生体外異物に還元グルタチオンを抱合し、異物の可溶性を促進するこ
とで異物の体外への排出を促進する。多くの生物でゲノム配列が解明されつつある。それらのゲ
ノム構造をもとに解析した際、GST は遺伝子ファミリーを形成すること、基質特異性の異なる
複数のアイソザイムが存在すること等が明らかになってきた。 
研究代表者は、昆虫のモデル生物であるカイコより delta、epsilon、omega、sigma、theta、

zeta-classに属する GSTならびにいずれの classにも属さない２種の unclassified GSTを同定
してきた。それら GST の基質特異性について調査したところ、Glutathione S－Transferase 
Unclassified 2（GSTU2）が農薬・有機リン剤（ダイアジノン）を殺虫活性のないグルタチオン
抱合体へ代謝することを見出した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、本酵素（GSTU2）の立体構造ならびに生理機能などを明らかにする。以下に
あげる項目を本研究課題の主たる目的とする。 
 
（１） GSTU2の結晶化ならびに X線立体構造解析 
（２） GSTU2活性発言に重要なアミノ酸残基の同定 
（３） ゲノム編集により GSTU2の生理機能について調査 

 
３．研究の方法 
（１） GSTU2の結晶化ならびに X線立体構造解析 

GSTU2の組換えタンパク質を大腸菌内にて作製し電気泳動的に均一に精製した。この精製酵素
を用いて apo－GSTU2ならびにグルタチオン－GSTU2の結晶作製を試みた。 
 
（２） GSTU2活性発現に重要なアミノ酸残基の同定 
得られた apo－GSTU2 の結晶をもとに、Hg 原子を浸透させた重原子同形置換法により結晶構
造解析を行なった。SPring8にて回折データを取得した。 
 
（３） ゲノム編集により GSTU2の生理機能について調査 
ゲノム編集として TALENを使用した。すなわち、SV40核移行シグナル、hsp90プロモーター
そして GFP遺伝子を有するドナーベクターを GSTU2遺伝子中に挿入することで GSTU2遺伝
子を破壊した。 
 
４．研究成果 
（１） GSTU2の結晶化ならびに X線立体構造解析 
apo－GSTU2結晶を得ることに成功した。グルタチオン－GSTU2の複合体結晶は未だ得られ
ていない。そこで、共結晶そしてソーキング法を用いて複合体結晶作成を試みが、複合体結晶
は R1年度中までに得ることはできなかった。 

 
（２） GSTU2活性発現に重要なアミノ酸残基の同定 
apo－GSTU2 結晶を用いて回折データを収集した結果、分解能 1.68 オングストローム、R－

work＝18.65%そして R－free＝22.10%の条件まで精密化を進めることができた。他 GST 構造
との重ね合わせにより、5個の残基（Pro13、Tyr107、Ile118、Tyr119、Phe211）を基質結合
に関与するアミノ酸として見出した。アミノ酸残基を部位特異的アミノ酸置換法によりこれら
アミノ酸残基を Alaへ変異した。各組換え酵素を大腸菌にて発現し、精製した。すでに完成して
いるアッセイ法により、それぞれの変異が活性に及ぼす影響について調査した。酵素反応速度論
的解析法の結果、いずれの変異酵素においても大幅な活性低下が観察された。以上、これらのア
ミノ酸残基は GSTU2活性に重要であることが示された。 
次に、すでに得られているX線結晶構造をもとにGSTU2分子中のアミノ酸残基Ser16, Asn102, 

Pro162, and Ser166が electron－sharing networkを構成していることを予測した。そこで、
部位特異的アミノ酸置換法により当該アミノ酸残基を Ala に置換した変異体を作製し、酵素反
応測度論的解析を実施した。野生型 GSTU2と比較した際、いずれの変異体においても GST標
準基質である 1,2－ジロロニトロベンゼンに対する触媒活性（kcat/Km）の低下が観察された。
また、ダイアジノン分解活性を高速液体クロマトグラフィーにて測定した。その結果、いずれの
GSTU2 変異体もダイアジノン分解活性を示さなかった。これらの結果より、GSTU2 分子中の
Ser16, Asn102, Pro162, and Ser166は GSTU2活性発現において重要であることがわかった。
これらの各残基は electron－sharing networkを構成メンバーであり、共同して電子の受け渡し
に寄与していることが示唆された。 
 
（３） ゲノム編集により GSTU2の生理機能について調査 
ゲノム編集技術（TALEN）により GSTU2ノックアウトカイコの作製に成功した。 



野生型カイコと比較した際、得られた GSTU2遺伝子ノックアウトカイコにおいて、有機リン
剤（ダイアジノン）に対する LD50値の低下が観察された。これは、当該ノックアウトカイコ
体内において、GSTU2によりダイアジノンが代謝されないために LD50値低下がおこったも
のと推察された。また、当該ノックアウトカイコ体内においてアセチルコリン量が増加してい
ることが明らかとなった。当該ノックアウトカイコ中、GSTU2はアセチルコリンエステラー
ゼへ不可逆的に結合し、アセチルコリンエステラーゼはアセチルコリンを代謝できない機能不
全に陥っていることが示唆された。 
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