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緒 言 

 

細胞膜やオルガネラ膜の主な構成成分であるリン脂質は、頭部の形状や極性の違いによる膜の形態変化、膜タンパク

質の活性や安定性への関与、種々シグナル伝達の関与など様々な役割を担っている。また、生体膜はそれぞれ固有のリ

ン脂質組成を有しており、細胞やオルガネラが正常に機能するには多くのタンパク質の機能の場となる生体膜を構成す

るリン脂質の組成が正しく保たれていることが重要である。例えば大腸菌の細胞膜は約 70%がホスファチジルエタノ

ールアミン（PE）から構成されており、ホスファチジルセリン（PS）から PE の生合成を担うPS 脱炭酸酵素をコー

ドするpsd遺伝子は大腸菌の生育に必須であることが知られている［1］。また、マウスのPS脱炭酸酵素をコードする

Pisd 遺伝子を欠損すると胚性致死に至ることが知られている［2］。さらに最近、白内障や骨系統疾患に関連するヒト

PISD 遺伝子の変異が報告された［3，4］。これらは生体膜を構成するリン脂質の代謝の恒常性維持が生命活動に密接

に関連していることを示唆している。細菌からヒトに至るまで広く保存されたPS脱炭酸酵素は、生命活動に重要なリ

ン脂質代謝の恒常性維持に関与していることから、新規抗菌薬の開発やリン脂質代謝異常による疾患の治療のための標

的分子として適していると考えられる。PS 脱炭酸酵素は前駆体として翻訳された後、セリンプロテアーゼ様自己プロ

セシング反応によりα、βの二つのサブユニットに分かれ成熟体となり、自己プロセシング反応の過程でαサブユニッ

トのN末端にPSの脱炭酸反応の活性中心となるピルボイル基が形成される（図1）。しかし、PS脱炭酸酵素による基

質認識メカニズム等、PE生合成の詳細な分子機構は明らかになっていない。 
そこで本研究では、大腸菌由来PS脱炭酸酵素（EcPsd）に着目し、EcPsdのX線結晶構造解析および立体構造に基

づいた機能解析を行った。EcPsdの活性部位付近は正電荷が優勢な窪みを形成しており、その周囲は多くの疎水性アミ

ノ酸残基で形成されたヘリックス構造により囲まれていた。このことから EcPsd の疎水性領域を介して膜と結合し、

頭部に負電荷を持つPSは正電荷を帯びた窪みに入り脱炭酸反応が起こることが示唆された。 
 

 

 
図1．PS脱炭酸酵素の自己プロセシング反応 

PS 脱炭酸酵素は前駆体として翻訳された後、セリンプロテアーゼ様自己プロセシング反応によりα、βの

二つのサブユニットに分かれ成熟体となり、自己プロセシング反応の過程でαサブユニットのN末端にPS
の脱炭酸反応の活性中心となるピルボイル基が形成される。 
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方 法 

 
1． 組換えEcPsdの調製 
活性測定に用いたEcPsd（322 アミノ酸残基）および各種変異体について、大腸菌を用いてC 末端His タグ融合組

換えタンパク質として発現させ、1% Tween-20を含む緩衝溶液中で細胞を超音波で破砕した。細胞破砕液の上清をNi
アフィニティークロマトグラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した。結晶化にはEcPsdの1～289
アミノ酸残基の領域を用い、大腸菌の系によりN末端Hisタグ融合組換えタンパク質として発現させ、Niアフィニテ

ィークロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した。 
2．結晶化およびX線結晶構造解析 
精製した EcPsd（1～289）を結晶化サンプルとし、各種スクリーニングキットを利用して蒸気拡散法により結晶化

条件のスクリーニングを行った。Tacsimate を主な沈殿剤に用いた条件で結晶が得られた。得られた結晶を用いて

SPring-8のBL26B1およびBL41XUにおいて回折実験を行い、2.6 Å分解能の回折データを収集した。セレノメチオ

ニン標識したEcPsd結晶を調製し、セレンを利用した単波長異常分散法により位相を決定した。 
3．EcPsdの活性測定 

250 nM精製EcPsdと10μMの蛍光標識されたPS（NBD-PS）を30℃にて30 minインキュベート後、脂質を抽

出し、薄層クロマトグラフィーにより抽出した脂質を分離した。 
 

結果および考察 

 

1．EcPsdの結晶構造 
EcPsd は全長（1～322）では結晶を得ることはできなかったが、活性に必要のないC 末端の領域を削ったコンスト

ラクト（1～289）の結晶を得ることに成功し、2.6 Å分解能の回折データを用いて結晶構造を決定した（図2）。結晶構

造では、αサブユニットのピルボイル基は N 末端ヘリックス領域が形成するくぼみの中心に位置していた。活性中心

と予想されるピルボイル基の周囲の表面電荷は正電荷が優勢であり、負電荷を持つPS頭部を認識するには適した構造

であると考えられる。 
 

 
 

図2．EcPsdの結晶構造 
A） EcPsdの結晶構造のリボンモデル図。αサブユニットをピンク色で、βサブユニットを薄茶色で示す。 
B） EcPsdの表面電荷。負電荷を赤色で、正電荷を青色で示す。活性中心のくぼみを黄色の破線で示す。 
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2．His144は自己プロセシング反応に関与する 
生物種間で保存されており、ピルボイル基の付近に位置しているアミノ酸残基に変異を導入し、各変異体を精製し、

自己プロセシング反応への影響を調べた（図3）。自己プロセシング反応後、ピルボイル基に変換されるSer254をAla
に変異すると、自己プロセシング反応は全く起こらなかった。H144A 変異により、自己プロセシング反応の効率は低

下していた。この結果からHis144は自己プロセシング反応に関与することが示唆された。 
 

 
 

図3．自己プロセシング反応に関与するアミノ酸残基 
A） EcPsdの活性中心部の構造。 
B） 精製した各種変異体。上段：CBB染色、下段：抗EcPsd抗体を用いたウエスタンブロット。 

 
3．Tyr137およびHis144はPSの脱炭酸反応に関与する 
調製した各変異体を用いて PS 脱炭酸反応の酵素活性を調べた（図 5）。活性中心のピルボイル基が形成されない

S254A 変異により PS 脱炭酸反応の酵素活性は無くなった。Y137F および H144A 変異体は自己プロセシング反応が

起こっているにも関わらず、PS脱炭酸反応の効率は低下していた。以上の結果から、Tyr137およびHis144はPSの

脱炭酸反応に関与することが示唆された。 
 

 
 

図4．PS脱炭酸反応の酵素活性 
NBD-PSを用いた薄層クロマトグラフィーによるPS脱炭酸反応の酵素活性測定。 
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4．N末端ヘリックス領域は膜への結合およびPSの脱炭酸反応に関与する 
EcPsdのN末端ヘリックス領域は多くの疎水性アミノ酸残基から形成されていた（図5A）。このことからEcPsdは

N末端ヘリックス領域を介して膜と結合する可能性が示唆された。この仮説を検証するために、N末端ヘリックス領域

の 1～60 アミノ酸残基を欠損したコンストラクト（EcPsdΔN60）を作製した。野生型 EcPsd は大腸菌から調製する

際、緩衝溶液中に界面活性剤であるTween-20を加えないと効率良く可溶性画分に得られない。しかし、EcPsdΔN60
はTween-20非依存的に可溶性画分に得られた（図5B）。また、EcPsdΔN60のPS脱炭酸反応の酵素活性を調べたと

ころ、活性は無くなっていた（図5C）。以上のことからN末端ヘリックス領域は細胞膜への結合およびPSの脱炭酸反

応に重要であることが示された。 
 

 
 

図5．EcPsdのN末端ヘリックス領域 
A） EcPsdの結晶構造のリボンモデル図。N末端ヘリックス領域の疎水性アミノ酸残基を黄色で示す。  
B） 野生型EcPsdおよびEcPsdΔN60を大腸菌の系で発現させ、1% Tween-20存在下もしくは非存在下で細胞を破砕

し、Ni アフィニティークロマトグラフィーを行い、各画分を SDS-PAGE に供した。Sup.：大腸菌破砕後の上清、 
Elu.：Niアフィニティークロマトグラフィー溶出画分。 

C） 野生型EcPsdとEcPsdΔN60におけるPS脱炭酸反応の酵素活性。 
 

本研究において、EcPsdの結晶構造を2.6 Å分解能で決定し、自己プロセシング反応およびPS脱炭酸反応に重要な

アミノ酸残基を同定した。さらに、EcPsd は疎水性の N 末端ヘリックス領域を介して細胞膜と結合し、活性中心のピ

ルボイル基が位置する正電荷を帯びたくぼみに基質である PS が入ることで脱炭酸反応が進行することが示唆された

（図6）。現在、PSがどのように認識されるのか明らかにするためにEcPsdとPSの複合体の結晶構造解析に取り組ん

でいる。 
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図6．EcPsdの細胞膜への結合モデル 
EcPsdは疎水性のN末端ヘリックス領域を介して細胞膜と結合する。 
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