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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン（PG）は、必須脂肪酸から生合成される生理活性物質である。昆虫をは
じめとする無脊椎動物におけるPGに関する研究は、哺乳類と比較して少ない。本研究では、カイコ由来PG合成酵素（PG
ES）の構造と機能について調査した。PGES組換え酵素は、グルタチオン存在下にてPGEを合成した。PGESの全体構造を
解析したところ、PGESはホモダイマーを形成していた。各モノマーは、9本のアルファヘリックスならびに4本のベータ
ストランドより構成されていた。立体構造解析ならびに部位特異的アミノ酸置換法によりTrp39そしてGln63はPGES活性
発現に重要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandins (PGs) are synthesized from arachidonic acid and influence a 
variety of physiological and pathological processes in mammalians. Knowledge on role and synthesis of PG 
in insect are limited, compared to mammalians. In this study, we identified PG synthase of Bombyx mori 
(PGES) and found that PGES produces E-type of PG (PGE). Since we were interested in the active sites in 
PGES, we determined crystal structure of PGES. PGES exists as homodimer and each monomer contains 10 
alpha-helices and 4 beta-strands. By using site-directed mutagenesis, we Identified the amino acid 
residues (Trp39 and Gln63) involved in catalytic function.
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１．研究開始当初の背景 
 プロスタグランジン（PG）は、必須脂肪酸
（アラキドン酸）から生合成される生理活性
物質である。哺乳類において、筋収縮、血管
拡張、発熱・痛覚の伝達等さまざまな生理機
能の調節に関与している。一方、昆虫をはじ
めとする無脊椎動物における PGの代謝・合
成に関する研究は、少ないのが現状である。
最近、申請者らはカイコより PG合成酵素を
発見し、E 群の PG（PGE）を選択的に合成
することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究において、カイコPGE合成酵素
（PGES）の基質反応様式、阻害機構そして
立体構造解析など構造機能相関を調査する。
以下にあげる項目を本研究の主たる目的と
する。 
 
（１）PGESを結晶化し、PGESの立体構造
を決定する。基質結合に重要なアミノ酸残
基を同定する。 

 
（２）阻害剤がPGESの酵素反応に及ぼす影
響について調べる。 
 
（３）カイコ体内における PGES mRNA な
らびにその翻訳産物の挙動を調査する。 
 
３．研究の方法 
本課題の研究方法を以下に述べる。 
 
（１）PGESの構造活性相関解析 
 PGES単独あるいは基質-PGES複合体の
結晶化条件を検索する。得られた結晶を用
いて、X線結晶構造を解析する。また、部位
特異的アミノ酸置換法によりPGES変異体
を作製し、アミノ酸変異が基質類の分解・
代謝に与える影響を検討し、その作用機構
を酵素の反応速度論的に解析する。 
 
（２）PGESが触媒する反応の阻害様式 
 PGESの阻害剤を使用し、PGの分解・代
謝に与える影響を検討し、その阻害機構を
酵素反応速度論的に解析する。 
 
（３）PGESの誘導機構 
 PGESの挙動を解析することを目的とする。
PGES の mRNA レベルでの誘導機構につい
てはリアルタイム PCR を、そしてタンパク
質レベルでは免疫染色法を用いて調査する。 
 
４．研究成果 
(1) PGESの構造活性相関解析 
 大腸菌にて作製したPGES組換えタンパ
ク質を硫安分画、陰イオン交換クロマトグ

ラフィーそしてゲル濾過クロマトグラフィ
ーの各手法を用いて電気泳動的に均一に精
製した。精製後に、PGE合成活性を酵素速
度論的に解析した。[14C]PGHを基質とし、
薄層クロマトグラフィーにより分析したと
ころ、PGESはグルタチオン（GSH）存在
下にてPGEを合成した。一方、PGDならび
にPGFの合成は見られなかった。 
 結晶化は、sitting-drop蒸気拡散法により
行った。これら結晶を用いてX線回折実験行
った。分子置換法により位相を決定し、全
体構造を解析したところ、PGESはホモダイ
マーを形成していた。各モノマーは、9本の
アルファヘリックスならびに4本のベータ
ストランドより構成されていた。GSH結合
サイトも保存されており、構成アミノ酸残
基（Tyr8，Leu14, Trp39, Lys43, Gln50, 
Met51, Gln63, Ser64）をそれぞれ部位特異
的アミノ酸置換法によりAlaに変異した。活
性に与える影響を検討した結果、Trp39なら
びにGln63をAlaに変換した変異体において
顕著な活性減少が見られた。以上の構造解
析そして部位特異的アミノ酸置換法の結果
より、上記のアミノ酸残基はPGES活性発現
に重要であることが示唆された。 
 
（２）PGESが触媒する反応の阻害様式 
 Prostaglandin synthase阻害剤である
2-(2-benzothiazolyl)-5-styryl-3-(4-phthalhydr
azidyl)tetrazolium chloride (BSPT)との相互
作用部位を調査した。その結果、PGES構造
中の Tyr8, Lue14, Tyr107, Lys114, Val155, 
Met159, Glu159, Glu203の各残基の結合へ
の関与が示唆された。 
 
（３）PGESの誘導機構 
 PGES mRNAは、カイコ組織中に広く存在
していることが分かった。 
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