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研究成果の概要（和文）：アレルギーや炎症の媒介物質であるプロスタグランジン（PG）D2 は、

補酵素グルタチオン(GSH)存在下、造血器型プロスタグランジン（PG）D 合成酵素（H-PGDS）

の働きによって産生される。以前、Ca,および Mg イオンの働きによって活性化される分子メカ

ニズムをⅩ線構造解析によって解明したが、これを中性子線解析法によって解明する目的で大

型結晶の育成研究に取り組んだ結果、0.5 mm3程度の高品質結晶が得られることが判明した。 

 

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin D2 (PGD2) is an allergic and inflammatory mediator produced 

by hematopoietic PGDS (H-PGDS) in the presence of glutathione (GSH). Previously, we found that 

Ca2+ and Mg2+ activated the enzyme activity and uncovered the activation mechanism by the X-ray 

crystal structures of the Ca2+- and Mg2+-bound forms of human H-PGDS at high resolution. In this study, 

we performed the crystallization of H-PGDS to reveal the protonation state by neutron diffraction and 

obtained the crystals with maximum size of 0.5 mm3 with high quality.  
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１．研究開始当初の背景 

造血器型 PGD 合成酵素（H-PGDS）は、シク
ロオキゲナーゼ(COX)により産生した PGH2を

PGD2 に特異的に異性化する。PGD2 の受容体
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（DP 受容体）のノックアウトマウスではアレ

ルギー反応が軽減し(Matsuoka, T. et al., 

Science, 2000)、ヒト型 PGD 合成酵素-大量

発現トランスジェニックマウスではアレル

ギー反応が増悪する（Fujitani, Y. et al., 

J. Immunol., 2002）。COX より下流の H-PGDS 

が抗アレルギー剤開発の新規標的の１つと

して期待されている。 

ヒト由来酵素は、アミノ酸数 198、分子量

23.3 kD で、2 量体で存在する。σ型グルタチ

オン S 転移酵素(GST)に分類され、グルタチ

オン(GSH)依存的(Km=300μM)に異性化反応

を担う（Urade, Y. et al., J. Biol. Chem., 1987）。 

我々は、ヒト由来酵素を解析し、2 量体の

中心に結合したMg2+によりGSHのKm値が約

4 倍向上する事実を発見し、金属イオン活性

化機構を提唱した（Inoue, T. et al., Nat. Struct. 

Mol. Biol., 2003）。しかし、2 量体あたり 2 分

子存在する GSH をチオラート化して活性化

する際のヘテロ性など、GSH のチオラート化

機構の詳細は未解決のままであった。 

一方、阻害剤複合体の構造解析（Inoue, T. 

et al., J. Biochem., 2004，Aritake, K. et al., J. Biol. 

Chem., 2006 ， 特 開 2003-144145 ， 特 開

2004-002248，特開 2004-51600）により、筋ジ

ストロフィーのモデル動物（ビーグル犬）に

対して有効で、筋肉の破壊に伴う PGD2 産生

の減少により病気の進行を抑制する薬剤の

開発に寄与したが、より強力で無害な延命薬

の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
2 量体で機能するヒト由来 H-PGDS の中心

のMg2+が補酵素 GSH のチオラート化を促

進する構造を直接観測するため、①高純

度サンプルの大量精製と大型結晶の育成，

② J-PARC における中性子線回折データ

の集積と中性子線解析，③活性化 GSH の

ヘテロ構造の解析→詳細な GST の反応機

構解明を行う。  

蛋白質結晶の中性子線回折は非常に弱く、

1mm 角以上の大型結晶を育成する必要があ

るため、X 線構造の報告が既に 60,000 件を超

えるのに対し、中性子線解析の成功例はわず

か 33 種類（2009 年 10 月現在）と極端に少な

い。一方、2 量体で機能するヒト由来 H-PGDS

の中心金属イオンが水素結合ネットワーク

を介して 2 分子の補酵素グルタチオン(GSH)

をチオラート化する活性化機構が予測され

たが（Inoue, T. et al., Nat. Struct. Mol. Biol., 

2003）、実験的な直接観測には至っておらず、

2分子のGSHのヘテロ性などは未解明のまま

である。 

本研究では、成功例の少ない中性子線解析

によりヒト由来 H-PGDS に存在する GSH 分

子のチオラート化を直接観察し、GST 蛋白質

に共通の反応機構を詳細に検討することを

目的とした。 

 
３．研究の方法 

既にヒト由来H-PGDSのX線構造解析を成

功させており（Inoue, T. et al., Nat. Struct. 

Biol.(2003), Inoue, T. et al., J. Biochem.(2004), 

Aritake, K. et al., J. Biol. Chem. (2006)）、酵素の

大量発現、精製、および結晶化に関するノウ

ハウは蓄積されてはいたが、大型結晶育成に

関しては、宇宙空間を利用した高品質結晶を

行った際のノウハウがあった程度で、中性子

線回折用の 1.0 mm3を超える大型結晶を種結

晶化で植え継ぎながら育成する方法を検討

した。そのための高純度サンプルの精製およ

び結晶化から開始した。 

 
４．研究成果 
２年目以降で日本原子力研究所の中性子

炉での照射実験を目指し、種結晶化も含め進

めていたが、研究１年目の年度末に東日本大

震災が発生し、その影響で中性子炉も運転が



ストップした。中性子線回折の実験ができな

くなったため、大型結晶を調製しても、その

まま放置した状態だと結晶の劣化も激しく、

活性中心のグルタチオン（GSH）が自然酸

化されるとともに結晶の品質も下がること

から、中性子線回折による活性化機構の解明

という本題の課題解決が非常に困難となっ

た。そこで来るべき日に備えて、種々のプロ

スタグランジン合成酵素の結晶化および構

造解析に着手し、大型結晶育成が可能かどう

かの判断を行うこととした。 

（１）ヒト由来 H-PGDS の大型結晶育成 

①Native の結晶化および活性化に重要な Tyr8

についての変異体 Y8F の両方で大型結晶を

育成し、Native と Y8F に結合した補酵素 GSH

のチオールのプロトン化状態を確認するこ

とは非常に重要であり、両方について微結晶

を作製し、その結晶を種（シード）として種

結晶化法による大型結晶化を試みた。 
 
表１．種結晶取得のための H-PGDS の結晶化条件 

手法 ハンギングドロップ蒸気拡散法 

温度 (℃) 20 
Buffer Tris－HCl 100ｍM (pH 8.4） 

 Drop Reservoir 
沈 殿 PEG6000 (%) 16 17 

添 加 MgCl2 (mM) 2.5 5 

 Ditiothreitol   5 10 

 Glutathione   5 10 

 dioxane (%)   1 2 

蛋白 濃度 (mg/mL) 13  

 
下の図は、上記の結晶化条件で育成した、

Y8F 変異体の結晶（左）であり、これを１

回目種結晶化法を試した際の結晶（中）、お

よび、２回目に種結晶化法を試した際の結

晶（右）の写真である。 
 
 
 
 

 
図１．H-PGDS の Y8F 変異体の結晶写真 

 
いずれも中性子線に耐えうるようなサイ

ズには至らず、播磨 SPring-8 の 44XU にお

けるⅩ線回折実験で 1.7Å分解能程度であ

った。これらをさらに大型化すると、結晶

のモザイク性が一気に高くなるため、１回

の種結晶化で大型化を進める方法を試した。

しかし、最大で 0.3 × 0.4 × 1.1 mm3を超える

良質の結晶は得られたものの、さらに大型の

結晶を育成させることは出来なかった。 

 

 

 

図２．種結晶化法によって得られた H-PGDS

の結晶。長さ方向で 1 cm を超えるものも得

られた（右）。 

今回、Native および Y8F 変異体について、

１回の種結晶化による方法では中性子線構

造解析用に 1 mm3 を超える大型で高品質の結

晶を育成することは出来なかったが、このこ

とは何度も高純度サンプルの精製を繰り

返し行っても同一であった。本質的に、

環境変化に弱い結晶であり、２度、３度

と種結晶化を試みると、結晶品質を低下

させることに繋がった。  

一方、以前、これらの方法で大型化した結

晶からの高分解能データ（native 結晶; 1.28Å

分解能）の収集に成功しており、共同研究者

らによってマキシマムエントロピー（MEM）

法による構造精密化が進められたところ、こ

れまでに見られなかった水和構造が明らか

となった（in preparation）。しかし、活性中

心のチオラートは放射光によるⅩ線損傷に

よって酸化されており、本来の活性型の構造

ではなかった。強いⅩ線照射下でのデータ収

集を避けながら高分解能データを収集する

か、中性子線回折による構造解析が必要であ



ることが判明した。 
 
（２）マウス由来 PGFS のⅩ線構造解析 
プロスタグランジン (PG) F2αは子宮平滑

筋の収縮を担う生理活性物質であり、陣痛促

進剤としても広く臨床利用されている。ヒト

由来Aldo-Keto Reductase (AKR) 1B1、マウス

由来AKR1B3、マウス由来AKR1B7は、いず

れもNADPH存在下でPGH2を還元し、PGF2�

を合成するというPGFS活性を有している。

しかし、AKR1B1およびAKR1B3は、NADPH

非存在下において基質PGH2をPGD2に変換

する活性を有し、この活性がAKR1B7にはな

いことが判明した。AKR1B1、1B3、1B7の

三者のアミノ酸配列相同性は非常に高い

（ AKR1B1-1B3: 86% 、 1B1-1B7: 72% 、

1B3-1B7: 70%）にも関わらず、このような

活性に違いが見られた原因については未解

明であった。なお、これまでに、AKR1B1

の構造解析が知られているものの、AKR1B3, 

AKR1B7の構造が未解明であり、これらの構

造解析を進めるとともに、PGDS活性の違い

について議論を行った。  

まず、AKR1B3 および AKR1B7 の発現プラ

スミドを大腸菌に形質転換し、発現培養と精

製の過程を経て、高純度の精製サンプルを調

製した。結晶化条件の検討を行った結果、

AKR1B3 については PEG3350 を、AKR1B7

については PEG monomethylether5000 を沈殿

剤とする結晶化条件で、高品質結晶を得るこ

とができた。これらの結晶を用いて X 線回折

強度データ収集を行った。AKR1B3 に関して

は放射光科学研究施設 Photon Factory BL-17A

ビームラインにおいて分解能 2.0 Åにて、

AKR1B7 に関しては大型放射光施設 SPring-8 

BL44XU ビームラインにおいて分解能 1.6 Å

にてデータ収集を完了し、AKR1B1 の立体構

造をモデル分子とした分子置換法によって

位相決定を行い、構造精密化を終了

（AKR1B3; R 値 24.5%, Rfree 値 29.5%, 

AKR1B7; R 値 15.2%, Rfree 値 21.3%）した。 

得られた新規構造と、既知の AKR1B1 の構

造との比較を行ったところ、Cα炭素原子の

rmsd は、AKR1B7 について、NADPH の非存

在で PGDS 活性を有しない理由について考察

した。 

1B7

1B3

1B1

 
図３．AKR1B1,1B3,1B7の構造の重ねあわせ（左）

と活性中心の構造（右） 
 

また、活性中心の構造はほぼ同一であった

が、Trp111 の構造に違いが見られ、その原因

は AKR1B1 および AKR1B3 では Trp111 の後

方に存在する残基が Thr114 で保存されてい

る一方で、これが AKR1B7 では Gln114 に変

異し、Trp111 の側鎖の窒素原子と水素結合を

することによって Trp111 の残基の配向を変

化させていた（図４）。 

 

 

 

 

 

 

図４．AKR1B1,1B3,1B7の活性中心の構造の違い． 

この違いは、NADPH の非存在下で、

AKR1B1とAKR1B3では、Tpr111が基質PGH2

の結合サイト側に側鎖の窒素原子を配置し、

ペルオキシド酸素を固定することによって、

His110 が塩基として作用することができ、

PGD2へと異性化できるのに対して、AKR1B7

では、Tpr111 が基質 PGH2 を固定できず、

His110 が塩基として作用することができな

His110 Lys77

Trp111
基質結合位置

1B7

Asp43

1B3

1B1



くなるため、PGDS 活性を保持することがで

きない、ということが判明した。 
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