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研究成果の概要（和文）：研究対象酵素のモデル構造と基質類似化合物のドッキングシミュレーション解析から
基質認識に関与すると考えられるアミノ酸に飽和変異を導入し、基質特異性が変化した変異型酵素について速度
論解析を行った。その結果、W282は反応生成物の遊離過程への関与が大きいこと、F211は基質分子中のsn-1位ア
ルケニル/アルキルエーテル鎖の認識に関与し、基質結合段階より反応生成物遊離過程への関与が大きいことを
示唆する結果を得た。さらに興味深いことにF211L変異体は本来の基質であるコリン型リゾプラズマローゲンに
対する活性が大幅に低下し、Lyso-PAFに対する活性が著しく増加、その活性は約1.5倍以上増強された。

研究成果の概要（英文）：Choline lysoplasmalogen-specific phospholipase D (LyPlsCho-PLD) is an enzyme
 that catalyzes the hydrolytic cleavage of the phosphoester bond of LyPls, releasing choline and 
lysoplasmenic acid.  LyPlsCho-PLD exhibited weak activity toward LysoPAF. Our goal is to elucidate 
the substrate recognition mechanism of LyPlsCho-PLD. Based on the homology-modeled structure of 
LyPls-PLD and the docking model with substrate analog, amino acid residues predicted to interact 
with the head group and sn-1-alkenyl ether chain were substituted by site-directed mutagenesis. The 
princial conclusions of the study by mutation analysis and kinetics were as follows: 1) M71, N173 
and F211 of LyPlsCho-PLD may be involved in the recognition of sn-1 alkenyl ether chain of LyPlsCho.
 F211 and W282 may take part in substrate binding and reaction products release (=k+2). 2) F211A, I,
 L, and C variants remarkably altered in the substrate preference (LysoPAF >> LyPlsCho) while 
maintaining the high activity.

研究分野：酵素工学

キーワード： Phospholipase D　ホスホリパーゼD（PLD）　Lysoplasmalogen-PLD　Choline lysoplasmalogen　Lyso-P
AF（リゾ型血小板因子）　基質認識メカニズム　基質特異性改変　構造活性（機能）相関
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１．研究開始当初の背景 
生体膜の主成分であるリン脂質中のエステ
ル結合を加水分解する酵素ホスホリパーゼ
には、A1, A2, B, C, D 型の 5タイプが知られ
ている。これら酵素は生体膜リン脂質の代謝
だけでなく、シグナル伝達や重大な疾患など
様々な生理作用と深い関係があり、古くから
医・薬学研究が進められてきた酵素である。
生物が主に利用しているリン脂質はグリセ
リンの sn-1, 2 位にアシル基がエステル結合
したエステル型である。一方、エステル結合
の代わりに sn-1 位にアルケニル（ビニル）
エーテル結合を持つ特殊なリン脂質「プラズ
マローゲン」（以下 PLS）が脳神経細胞や一部
の細菌等において細胞膜に高含量存在する
ことが知られている。最近になって、血中 PLS
濃度が重大疾患（アルツハイマー型認知症や
ガン、動脈硬化症）の発症と強い相関がある
ことが報告され、その生理作用や生体内での
役割が活発に研究され始めている。しかし、
PLS の代謝経路と代謝酵素に関しては研究が
遅れており、PLS 代謝酵素に至ってはほとん
ど未解明である。 
申請者は、Pls 代謝酵素の一つと考えられる
コリン型リゾプラズマローゲン（LyPlsCho）
特異的ホスホリパーゼ D（LyPlsCho-PLD）を
好熱性放線菌の分泌性酵素として発見した。
本酵素のような基質特異性を示す酵素は、申
請者が知る限り世界で初めての発見であり、
その触媒特性に興味が持たれた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、一般的な PLD とは全く異なる
基質特異性を示す新規酵素 LyPlsCho-PLD の
触媒作用と基質認識機構を明らかにするこ
とを目標とした。そこで、部位特異的アミノ
酸置換により LyPlsCho-PLD の基質特異性を
改変し、その改変型酵素について速度論的解
析を行い、基質認識メカニズム解明を進める
こととした。 
 
３．研究の方法 
LyPlsCho-PLD の立体構造が未解明であった
ため、既に X線結晶構造が明らかにされてい
る類縁酵素であるグリセロホスホコリンホ
スホジエステラーゼ（GDPD）の立体構造情報
を基に本酵素のモデル構造を予測した。ドッ
キングシミュレーション解析によりモデル
構造と基質類似化合物の結合状態予測から
基質特異性に関与する可能性が考えられた
アミノ酸残基を推定し、アミノ酸置換を施し
た。得られた変異体のうち基質特異性が変化
したものについてアフィニティークロマト
グラフィー精製し、精製酵素を用いて速度論
的解析を行うことで基質認識メカニズムを
考察した。 
具体的には、図１に示すようにドッキング
シミュレーション解析の結果から、酵素の活
性中心付近に位置し、基質の sn-1 位アルケ
ニルエーテル鎖と相互作用すると考えられ

た Asn173 と基質のヘッドグループ認識に関
与すると考えられた Phe211、Tyr258 、Trp282
に着目し、部位特異的にアミノ酸置換を行っ
た。各変異体は発現ベクターpET24a と宿主大
腸菌 BL21(DE3)を用いて菌体内に発現させ、
基質特異性が顕著に変化した変異体に関し
てはHisTrapカラムで各変異体酵素を単一バ
ンドまで精製し、速度論試験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ドッキングシミュレーション解析によ
る LyPlsCho-PLD のモデル構造と基質類似化
合物の結合予想 
 
４．研究成果 
基質特異性試験の結果、図２に示すように
W282A、R はいずれも Wild type (WT)の基質
特異性とは大きく異なり、本来の基質である
LyPlsCho に対する活性を完全に消失したが、
アルキルエーテルリン脂質であるリゾ型血
小板因子（Lyso-PAF、図３）に対する活性は
わずかに残存していた。一方、W282M、G変異
体の基質特異性は WT と同様の傾向を示した
が、LyPlsCho と Lyso-PAF に対する活性が著
しく低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．変異体の基質特異性 

 
 
 
 
 
図３．リゾ型血小板因子（Lyso-PAF）構造 
 
以上をまとめると、W282 変異体はいずれも
顕著に活性が低下したことから、基質結合に
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おいて W282 が重要な役割を果たすと結論づ
けた。この結果は、GDPD ファミリーあるいは
PLD ファミリー内で高度に保存されている
Trp が基質結合において重要なアミノ酸であ
るという報告例と良く一致する結果であっ
た。 
次に、N173A、I、Q変異体に関しては、いず
れも基質特異性が逆転する (Lyso-PAF> 
LyPlsCho)という結果が得られた。さらに、
F211 変異体については WT が本来基質とする
LyPlsCho に対する活性が大幅に低下し、アミ
ノ酸側鎖の小さい Ile や Leu に置換すると
Lyso-PAF に対する活性が著しく増加し、基質
特 異 性 が 大 き く 逆 転 す る
(Lyso-PAF>>LyPlsCho)という興味深い結果
が得られた。さらに、側鎖が嵩高い Tyr や Trp
に置換すると Lyso-PAF に対する活性が低下
することがわかった。速度論解析の結果、基
質特異性を決定づける要因は Km（基質 sn-1
位エーテル鎖の認識）よりむしろ kcat（反応
生成物の解離過程）の関与が大きいと結論づ
けた。 
以上の結果を整理すると、N173 と F211 は
sn-1 位アルケニルエーテル鎖の認識に強く
関与することがわかった。特筆すべきは、変
異体 F211I、 L に関しては基質特異性が大き
く逆転する(Lyso-PAF>>LyPlsCho)とともに、
比活性も約1.5倍上昇させることに成功した。
これにより、F211I、 L 変異体を利用した血
中 Lyso-PAF 濃度定量が可能となり、冠動脈
疾患早期診断キットへの応用が期待できる。
本研究では、構造機能相関に基づいた点変異
（rational design)により、基質特異性を大
きく改変し、さらに比活性を増強させた点で
注目に値すると言える。 
最後に、本研究成果をまとめると、N173 と
F211はsn-1位アルケニルエーテル鎖の認識、
W282 は基質結合に関与していることを明ら
かにした。 
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国内外の別：国内 
 
○取得状況（計９件） 
 
名称： 認知機能検査法、及びそのキット 
発明者：前場良太、荒木 厚、藤原佳典、小
川貴志子、原 博、西向めぐみ、酒瀬川信一、
松本英之、松本優作、杉森大助 

権利者：学校法人帝京大学、地方独立行政法
人東京都健康長寿医療センター、国立大学法
人北海道大学、旭化成ファーマ株式会社、国
立大学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6185466 号 
取得年月日：平成 29 年 8月 4日 
国内外の別：国内  
 
名称： エタノールアミンオキシダーゼ 
発明者：杉森大助、酒瀬川信一、松本英之 
権利者：国立大学法人福島大学、旭化成ファ
ーマ株式会社 
種類：特許 
番号：特許第 6144967 号 
取得年月日：平成 29 年 5月 19 日 
国内外の別：国内 
 
名称：油脂分解用微生物製剤及び廃液処理方
法 
発明者：杉森大助、牧孝昭、笹平俊 
権利者：株式会社松本微生物研究所、国立大
学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6095152 号 
取得年月日：平成 29 年 2月 24 日 
国内外の別：国内 
 
名称：グリセロール－３－ホスホエタノール
アミン（ＧＰＥ）に対して加水分解作用を有
する酵素及びその製造方法 
発明者：杉森大助、峯田真吾 
権利者：国立大学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6080254 号 
取得年月日：平成 29 年 1月 27 日 
国内外の別：国内 
 
名称：グリセロール－３－ホスホコリン（Ｇ
ＰＣ）などのグリセロール－３－ホスホジエ
ステルに対して加水分解作用を有する酵素
及びその製造方法 
発明者：杉森大助、小笠原準季、奥田航輝 
権利者：国立大学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6063207 号 
取得年月日：平成 29 年 1月 18 日 
国内外の別：国内 
 
名称：プロテアーゼ、プロテアーゼ含有洗浄
剤及びその製造方法 
発明者：杉森大助 
権利者：国立大学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6043371 号 
取得年月日：平成 28 年 11 月 18 日 
国内外の別：国内 
 
名称：ホスホリパーゼＤ、ポリヌクレオチド、
ホスホリパーゼＤの製造方法、コリン型プラ



ズマローゲンの測定方法、リゾホスファチジ
ルコリンの測定方法、リゾホスファチジン酸
の製造方法 
発明者：杉森大助、松本優作 
権利者：国立大学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 6013872 号 
取得年月日：平成 28 年 9月 30 日 
国内外の別：国内 
 
名称：プラスマローゲンの加水分解方法、プ
ラスマローゲンの測定方法  
発明者：酒瀬川信一、松本英之、杉森大助 
権利者：国立大学法人福島大学、旭化成ファ
ーマ株式会社 
種類：特許 
番号：特許第 5926801 号 
取得年月日：平成 28 年 4月 28 日 
国内外の別：国内 
 
名称：微生物製剤及び廃液処理方法  
発明者：杉森大助、牧孝昭、笹平俊 
権利者：株式会社松本微生物研究所、国立大
学法人福島大学 
種類：特許 
番号：特許第 5900948 号 
取得年月日：平成 28 年 3月 18 日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
教員総覧
http://www.sss.fukushima-u.ac.jp/welcom
e/compendium/30 
 
研究室フェイスブック
https://www.facebook.com/SugimoriLab 
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