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Lipocalin-type prostaglandin (PG) D synthase (L-PGDS) is a multi functional protein acting as a PGD2 synthesiz-
ing enzyme, a transporter or scavenger of various lipophilic ligands, and an amyloid b chaperon in the brain. L-PGDS is
a member of the lipocalin superfamily and has the ability to bind various lipophilic molecules such as prostanoid, reti-
noid, bile pigment, and amyloid b peptide. However, the molecular mechanism for a wide variety of ligand binding has
not been well understood. In this study, we determined by NMR the structure of recombinant mouse L-PGDS and L-
PGDS/PGH2 analog complex. L-PGDS has the typical lipocalin fold, consisting of an eight-stranded b-barrel and a
long a-helix. The interior of the barrel formed a hydrophobic cavity opening to the upper end of the barrel, the size of
which was larger than those of other lipocalins and the cavity contained two pockets. Kinetic studies and molecular
docking studies based on the result of NMR titration experiments provide the direct evidence for two binding sites for
PGH2 and retinoic acid in the large cavity of L-PGDS. Structural comparison of L-PGDS/U-46619 complex with apo-L-
PGDS showed that the H2-helix, CD-loop, and EF-loop located at the upper end of the b-barrel change the conforma-
tion to cover the entry of the cavity upon U-46619 binding. These results indicated that the two binding sites in the large
cavity and induced ˆt mechanism were responsible for the broad ligand speciˆcity of L-PGDS.
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1. はじめに

リポカリン型プロスタグランジン D 合成酵素

（L-PGDS）は，哺乳類の脳脊髄液中に豊富に存在

するタンパク質であり，その機能は多岐にわたる．

当初，L-PGDS は，睡眠誘発物質であるプロス

タグランジン（PG)D2 を合成する酵素として着目

されてきた．1,2) L-PGDS は，くも膜細胞内でシクロ

オキシゲナーゼから PGH2 を受け取り，PGD2 への

異性化反応を触媒する（Fig. 1）．また，一般的な

酵素と異なり，生成物の PGD2 とも結合し，細胞

外に輸送すると考えられている．PGD2 は，睡眠薬

によるものとは異なる自然な睡眠を誘発することか

ら，3,4) L-PGDS の機能の解明により，副作用の少な

い睡眠導入薬の開発につながると期待されている．

L-PGDS のもう 1 つの機能として，沈着性の高

い様々な疎水性低分子と結合できることが明らかに

なっている．L-PGDS はリポカリンファミリーと

呼ばれる疎水性低分子輸送タンパク質ファミリーに

属している．一般的にリポカリンファミリータンパ

ク質は，レチノイド（Fig. 2）などの細長い形状の

疎水性低分子と特異的に結合する．58)しかし，L-

PGDS は，PGH2 や PGD2 だけでなく，分子の化学

構造や大きさが全く異なるレチノイドやビリルビン

（Fig. 2），ビリベルジンとも強く結合できる（Kd＝

30150 nM），際立って広いリガンド選択性を示

す．2,9,10)さらに，近年，分子量 4000 以上もあるア

ミロイド b ペプチドとも強く結合し（Kd＝40 nM），

さらにその凝集を阻害することが報告された．11)特

定のものを輸送する存在であるリポカリンファミ

リーの中で，L-PGDS は，酵素機能だけでなく，

人体に不要な様々な物質を捕捉できるという明らか
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Fig. 1. The Catalytic Reaction by L-PGDS

Fig. 2. The Hydrophobic Ligands of L-PGDS
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に異なった特徴も持っている．

これまでに述べたように，L-PGDS は複数の機

能を併せ持つタンパク質であり，その役割は，睡眠

調節や脳内の恒常性の維持など，生命活動に非常に

重要な役割を担っている．このような L-PGDS の

多機能性は，様々なリガンドを認識できる能力によ

って実現している．そこで本研究では，L-PGDS

の原子レベルでの立体構造を NMR により決定する

ことで，どのようにして酵素反応の基質，及び，疎

水性低分子認識をしているのかという機能発現の仕

組みの解明を試みた．12)

2. L-PGDS の構造解析

マウス L-PGDS は，分子内に 3 個の Cys 残基

（Cys65, Cys89, Cys186）を持つことが分かってい

る．Cys89 と Cys186 はジスルフィド結合を形成し

ており，多くのリポカリンファミリータンパク質で

同様のジスルフィド結合がみられる．13) Cys65 は L-

PGDS のみに見い出される Cys 残基であり，Cys65

を Ala に置換すると L-PGDS の酵素活性が完全に

消失することから，Cys65 が酵素活性に必須である

ことが明らかになっている．14,15)本研究ではマウス

L-PGDS のシグナルペプチドである 124 残基目ま

でを除き，さらにジスルフィド結合を形成している

Cys89, Cys186 を Ala に置換した変異体を用いた．

このL-PGDS変異体(D1-24-Cys89, 186Ala L-PGDS）

は，野生型の L-PGDS と同程度の酵素活性及び疎

水性低分子結合活性を示すことが報告されてお

り，16)さらに野生型より長期間安定であるため

NMR 試料として適していた．同位体標識された L-

PGDS について，pH 6.5 のリン酸緩衝液（50 mM

Na2HPO4-NaH2PO4) 85％及び重水 15％の条件下で

NMR 測定を行った．

最終的に，NMR 測定によって得られた 2081 個

の制限情報を用いて計算を行った．計算によって得

られた構造の中で，最も距離情報を満たす 15 個の

構造が最終構造として得られた．15 個の構造の重

ね合わせ図を Fig. 3(A)に示す．最終構造の RMSD

(root mean square deviation）値は，二次構造形成

領域において主鎖で 0.41 Å，側鎖で 0.85 Å とよく

収束していた．一方，ループ部分においては二次構

造形成領域と比較して収束が悪く，溶液中では運動

性が高い領域であると考えられる．

L-PGDS の立体構造の模式図を Fig. 3(B)に示す．

L-PGDS は，9 本の b-ストランド（A，残基番号 41

50; B, 6371; C, 7684; D, 8998; E, 104107; F, 115

121; G, 128135; H, 144149; I, 177179），2 本の

短い 310-ヘリックス（H1, 3639; H2, 5660），及び，

1 本の長い a-ヘリックス（H3, 157171）によって

構成されていた．L-PGDS は，一般的なリポカリ

ンファミリーのタンパク質と同様に 8 本の b-スト

ランド（AH）による b バレル構造をとり，その

内部に空洞が存在していた．

3. L-PGDS とレチノイン酸結合タンパク質の比

較

一般的にリポカリンファミリータンパク質では固

有のリガンドに対する特異性が高いが，一方で，
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Fig. 3. The Structure of Mouse L-PGDS (PDB Accession Code: 2E4J)
(A) The ˆnal structural ensemble comprised of 15 structures with the lowest total energy. (B) Ribbon representation of L-PGDS (left: side view, right: top

view).

Fig. 4. The Illustration of the Cavity of (A) L-PGDS and (B) RABP
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L-PGDS は形状や大きさの異なる様々なリガンド

と結合することができるという変わった性質を持

つ．構造解析の結果，その要因の 1 つが b バレル

内部の空洞の大きさの違いにあることが明らかにな

った．L-PGDS の空洞と一般的なリポカリンファ

ミリータンパク質であるレチノイン酸結合タンパク

質（RABP）の空洞を比較した図を Fig. 4 に示す．

L-PGDS の空洞は，幅 16 Å，深さ 17 Å，厚さ 8 Å

であり，横方向と縦方向に分岐した形状であった

[Fig. 4(A)]．それに対し，RABP の空洞は，幅 8

Å，深さ 17 Å，厚さ 8 Å であり［Fig. 4(B)], L-

PGDS に比べ，空洞の入り口や大きさが小さい．

多くのリポカリンファミリータンパク質は，RABP

と同様で，細長い形状の空洞を持ち，その形状に合

った疎水性低分子（脂肪酸やレチノイドなど）と結

合することが知られている．8,13,17)しかし，L-PGDS

はリポカリンファミリータンパク質の中でも特に大

きな空洞を持っており，このことが，レチノイン酸

などの細長い形状の疎水性低分子だけでなく，ビリ

ルビンやビリベルジンなどの嵩高い疎水性低分子の

結合を可能にしていると考えられる．

4. L-PGDS のリガンド結合部位

続いて，レチノイン酸の L-PGDS 酵素活性阻害

様式を調べることで，レチノイン酸と酵素反応の基

質である PGH2 の結合部位の比較をした．Figure 5

(A)に示すように，レチノイン酸では，L-PGDS の

酵素活性を非競合阻害し，しかも，その阻害活性

（Ki）は 56 mM 程度で，L-PGDS とレチノイン酸の

結合（Kd＝80150 nM）に比べて非常に弱いことが

わかった．この結果は，レチノイン酸が酵素活性中

心 Cys65 とは異なる部位に結合すること，すなわ

ち，レチノイン酸と PGH2 の結合領域が異なるこ

とを示している．

L-PGDS の b バレル内部の空洞のどの領域にレ

チノイン酸と PGH2 が結合するのかを調べるため，

NMR によるリガンドタイトレーション実験18)と

AutoDock19) を用いたリガンドドッキングシミュ

レーションを行った．PGH2 は，L-PGDS と反応し
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Fig. 5. Linewaver-Burk Plots of L-PGDS Activity in the Presence of Various Concentrations of Retinoic Acid (A) and U-46619 (B)

Fig. 6. The Binding Sites for PGH2 and Retinoic Acid (RA)
in the Cavity
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てしまうこと，また，溶液中で非常に不安定なこと

から，NMR 実験には代替物として PGH2 安定誘導

体 U-46619 を用いた．U-46619 は，PGH2 の 9 位の

酸素原子がメチレン基に置換されたもので，L-

PGDS の酵素活性を競合阻害すること，つまり，

PGH2 と同様の結合様式で L-PGDS と結合するこ

とが確認できている［Fig. 5(B)］．実験の結果，レ

チノイン酸と U-46619 では空洞内部の異なる部分

に結合することが示唆された（Fig. 6）．その結果，

Fig. 6 に示すように U-46619 が結合すると考えられ

る空洞上部のポケット（ポケット 1）は親水的な環

境になっており，RABP の空洞にはみられない空

間である．また，ポケット 1 には酵素活性中心

Cys65 が存在しており，PGD2 合成が行われる場所

と考えられる．一方で，レチノイン酸が結合する空

洞底部のポケット（ポケット 2）の領域は，5 個の

芳香族残基（Phe34, Phe39, Trp43, Tyr105, Tyr149）

によって囲まれており，疎水的な環境になってい

る．これらの芳香族残基は，RABP でも保存され

ており，レチノイン酸のシクロヘキセン環を認識し

ていることが報告されている．20)よって，L-PGDS

においても，これらの 5 個の芳香族残基がレチノイ

ン酸のシクロヘキセン環を認識していると考えられ

る．

以上より，L-PGDS はリポカリンファミリータ

ンパク質の中でも特に大きな空洞を持ち，その内部

にリガンドによって異なる結合部位を持つことが明

らかになった．この L-PGDS の構造的，機能的特

徴が，他のリポカリンファミリーではみられない

“広いリガンド選択性”を規定している要因である

と考えられる．

5. L-PGDS と基質誘導体 U-46619 の複合体構造

解析

これまで，L-PGDS とリガンドとの複合体構造

解析が溶液 NMR 法及び X 線結晶構造解析法によ

り試みられてきたが，疎水性リガンドが不溶性であ

ることや複合体が不安定であるなどの理由から成功

していなかった．しかし，U-46619 は，水溶液への

溶解度が比較的高く，L-PGDS との複合体も NMR

の測定時間に十分なほど安定であることがわかった．

L-PGDS/U-46619 複合体の構造情報より基質認識

機構及び疎水性リガンド認識機構について，詳細な

情報が得られると考えられる．

NMR により決定した L-PGDS/U-46619 複合体
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Fig. 7. The Structure of L-PGDS/U-46619 Complex (PDB Accession Code: 2KTD)
(A) Superposition of the 15 lowest-energy backbone conformers of L-PGDS/U-46619 complex. (B) Ribbon representation of the L-PGDS/U-46619 complex.

Fig. 8. The Surface Structure of L-PGDS/U-46619 Complex

Fig. 9. The Superposition of apo-L-PGDS (white) and L-
PGDS/U-46619 Complex (black)
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の 15 個の最終構造の重ね合わせ図を Fig. 7(A)に

模式図を Fig. 7(B)に示す．最終構造の RMSD 値

は，二次構造形成領域において主鎖で 0.41 Å，側

鎖で 0.88 Å と遊離型 L-PGDS (apo-L-PGDS）と同

等によく収束していた．Figure 7(B)から二次構造

に関して， L-PGDS /U-46619 複合体と apo-L-

PGDS でほぼ同様であった．U-46619 はバレル上部

のポケット 1 に相当する領域に結合していることが

明らかになった［Fig. 7(B)］．U-46619 は，酵素活

性中心である Cys65 に非常に近い位置にあった．

6. リガンド結合による構造変化

apo-L-PGDS では，空洞は開いた状態になってお

り［Fig. 4(A)］，リガンドが結合しても，空洞内部

には十分なスペースがあることがドッキングモデル

から予測されていた．12)しかし，複合体の表面構造

を表示した Fig. 8 から分かるように空洞の入り口

は開いておらず，U-46619 は L-PGDS の内部にほ

ぼ完全に埋もれる形で結合していた．apo-L-PGDS

と L-PGDS/U-46619 複合体の立体構造の重ね合わ

せによる比較から，空洞入り口に存在する CD-

ループ，EF-ループ及び H2-ヘリックスの領域が

U-46619 を握るように構造変化していることが分か

った（Fig. 9）．

最近，われわれは，X 線小角散乱法（SAXS）を

用いて，レチノイン酸やビリルビン，ビリベルジン

の結合により，L-PGDS の分子サイズが小さくな

ることを明らかにした．21,22)今回複合体解析に用い

た U-46619 の結合によっても，L-PGDS の分子サ

イズが小さくなることが SAXS で確認できた．こ

れらの結果から，L-PGDS は，どのリガンドに対

しても結合時に誘導適合（induced-ˆt）を起こし，

バレル構造上部のループ領域によってリガンドを包

み込むように構造が変化すると考えられる．しかし，

L-PGDS にみられるようなリガンド結合に伴う分

子サイズや構造の変化は，他のリポカリンファミ

リータンパク質にはみられない．例えば，SAXS に

よって，レチノール結合タンパク質や b-ラクトグ

ロブリンは，リガンドを結合させても分子サイズが

ほとんど変わらないことが報告されている．21)さら
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に，RABP においては，遊離型とレチノイン酸複

合体型の立体構造が既に決定されているが，両者に

大きな構造変化がないことが明らかとなってい

る．20)これらの事実は，一般的にリポカリンファミ

リータンパク質とリガンドは，「鍵と鍵穴」の関係

で相互作用することを示唆している．また，「鍵と

鍵穴」様式で結合すると考えられる RABP とレチ

ノイン酸の結合（Kd＝900 nM）よりも，レチノイ

ン酸の大きさに対して明らかに大きい空洞を持つ

L-PGDS とレチノイン酸の結合（Kd＝80150 nM）

の方が強い．これらのことから，L-PGDS は，リ

ガンド結合に伴う induced-ˆt により，空洞の内部

に入ったリガンドとより厳密に相互作用すること

で，リガンドを強く捕捉することができると考えら

れる．

7. おわりに

本研究の結果，多機能タンパク質 L-PGDS のリ

ガンド認識の仕組みが明らかになった．また，基質

誘導体である U-46619 の結合様式を詳細に調べる

ことで，酵素反応機構の解明もできつつある．冒頭

でも述べたように，L-PGDS は睡眠と深く関与し

ており，睡眠調節の創薬ターゲットとして着目され

ている．また，最近では，L-PGDS の様々な疎水

性低分子と結合できるという機能をドラッグ・デリ

バリー・システムに応用する研究も成されている．

今後，本研究によって得られた知見がそれらの創薬

研究に貢献することを願っている．
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