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化石遺伝子の復活と新酵素としての機能解析アルツハイマー型認知症の早期

発見に有効な新酵素の特性解析

Characterization of a novel enzyme from a fossil gene: Characterization of a new

enzyme for early detection of mild and Alzheimer-type dementia.

成 果 の 概 要

本研究では、「アルツハイマー型認知症の早期発見に有効な新酵素」について

酵素の反応特性を明らかにするために、諸性質解析と立体構造解析を目指して

研究を実施した。本酵素は、図の反応式に示すように、リゾプラズマローゲ

ン以下 LysPlsに特異的に作用する極めて新しい酵素以下 LysPls-PLDで

ある。

図LysPls-PLDによる LysPlsの加水分解反応

本酵素を電気泳動分析とゲル濾過クロマトグラフィー分析した結果、本酵素

の分子量は約 34,000で、単量体として機能していることがわかった。また、酵

素遺伝子のクローニングおよび異種組換え発現に成功した。本酵素は、27 ア

ミノ酸残基のシグナルペプチドと 307 アミノ酸残基の活性型タンパク質から

構成されていることがわかった。アミノ酸配列の相同性検索の結果、放線菌由

来のグリセロホスホジエステルホスホジエステラーゼ(GDPD)と 68%の相同性

を示した。しかしながら、LysPls-PLDは GDPDおよび類似酵素ホスホリパー

ゼ DPLDとは基質特異性がまったく異なっていることから、これら酵素は

基質認識機構が異なることが推察された。

酵素反応の至適条件を調べた結果、本酵素は pH 8.0、45ºCで最大活性を示

し、界面活性剤 Triton X-100存在下では活性が低下した。Ca2+と Al3+存在下で

活性化し、EDTA存在下では不活性となった。GDPDはMg2+により活性化す

ることが報告されているが、LysPls-PLDはMg2+存在下では活性が低下した。

基質特異性を詳細に調べた結果、LysPls-PLDは LysPlsにのみ作用し、ジアシ

ルリン脂質には作用しなかった。また、GDPDの基質であるグリセロホスホコ

リンGPCには全く作用しなかったことから、LysPls-PLDは sn-2位のヒド

ロキシル基だけでなく、sn-1位のエーテル結合特にアルケニルエーテルも

認識していると考えられた。LysPls-PLDの速度論的解析の結果、1秒間に約

30回触媒作用を行うことが判明した。さらに、基質との親和性が極めて高く、

Ca2+との結合定数も極めて大きいという特徴を持つことが明らかになった。
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LysPls-PLDの X線結晶構造解析を試みたが、良好な結晶が得られなかった。

そこで、GDPDの結晶構造を鋳型として本酵素の立体構造モデリングを実施し

た。その結果、本酵素の立体構造は GDPDと類似した構造をとることがわかり、

酵素と基質の結合様式を予想することができた。その一方で、基質のリン酸基

およびグリセロール骨格の認識においては類似していることが示唆された。し

かしながら、sn-1位のアルケニルエーテルやヘッドグループの認識機構までは

解明に至らなかった。これを明らかにするために、今後さらに詳細な機能解析

を進める予定である。

図GDPD Aと LysPls-PLDの立体構造、および LysPls-PLD と基質

類似化合物との結合様式

なお本研究によって、以下の成果を得た。
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