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GABA合成酵素グルタミン酸デカルボキシラーゼの 
発現場所での役割分担

植野 洋志

GABA合成を担うグルタミン酸デカルボキシラーゼ（GAD）はグルタミン酸を基質とする．
2種類のGADが同一細胞内で発現する場合，どのように役割分担をするのだろうか？　N
末端領域を使い，他の特定のタンパク質と複合体形成することで，何らかの区別がなされ
る．GADは味蕾にも発現し，塩味に影響を与えている．GAD活性に影響を与える香辛料成
分は，同時に塩味にも影響を与えることより，香辛料を用いた塩味の改変が可能だと考え
る．香辛料による酵素活性制御機構は明らかでないが，安全な食品成分が神経伝達物質合
成機構にリンクすることは食と健康を考えるうえで今後の研究の指標となるだろう．

1. はじめに

酵素はその命名法が触媒作用の種類で分類されるよう
に，基本的にある特定の触媒活性で定義され，学ぶ側で
もその情報を頭に植えつけて，その特定の酵素をみるよう
になる．微生物由来の酵素ではさほど問題が顕著ではない
が，高等生物由来の酵素ではどの組織由来の細胞に発現し
ているのか，ということは大きな問題ではなかろうか．少
し例を出すと，一つの卵子が受精することで細胞分裂を繰
り返し，何兆個に及ぶ成体の細胞に分化することは周知で
ある．さすれば，すべての細胞内に同じ名前で存在する酵
素は，同じ酵素としての機能を持つと仮定してよいのだろ
うか？　もしこの仮定がなりたつならば，どうすれば分化
したあとの細胞の特色が発揮されるのであろうか？　我々
古い生化学者は，これまで酵素を精製する場合，目的の臓
器を取り出しすりつぶすことで酵素活性を備えた画分を得
てきた．この手法では，細胞の種類にはお構いなしで，い
わゆる混じり物をSDS-PAGEで単一バンドになった，とい
う具合に精製したわけである．そこで，上に述べたような
疑問を持つとすると，限りなく現在の常識としての酵素や

タンパク質の作用機構にいろいろな疑問が浮かぶ．
筆者は γ-アミノ酪酸（GABA）を合成する酵素であるグ

ルタミン酸デカルボキシラーゼ（GAD）を研究対象とし
てきた．そこで本稿では，GADを材料として，生体内で
の発現様式，これまであまり知られていなかった役割につ
いて，どのように取り組み，どのようなことを明らかにし
たのかなどについて解説する．

2. GABA合成酵素GADとは

GADは広く動植物・微生物に発現する酵素である 1）．
どの酵素も活性中心にピリドキサール5′-リン酸（PLP）を
持つビタミンB6酵素であり，グルタミン酸を基質として，
α位のカルボキシ基を脱炭酸する反応を触媒する．大きな
特色は，興奮性神経伝達物質を基質として，抑制性神経伝
達物質を合成すること，そして，二酸化炭素（炭酸ガス・
炭酸イオン）を作るかたわら，プロトンを等量消費するこ
とである．
微生物では基本的に細胞質に存在するとされる．麹菌で
はゲノム解析の結果，8種類の遺伝子がGADであろうと予
想されている．細胞内の局在性に関してはまだ理解され
ていない．アミノ酸配列の相同性より，2組ずつ4種類の
クラスに分類でき，それぞれ動物型，植物型，酵母型，そ
の他となる．イントロン・エクソンの配置や，活性中心の
Lys残基周辺のアミノ酸配列が比較対象となっている．そ
れぞれのクラスの麹菌GADの発現場所に関しては，現在
いくつかの研究室で検討されているが，同時に同じ場所で
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の発現は考えにくく，何らかのストレス環境下での制御
や，液体・固体培地での選択的発現なども可能性があると
される．大腸菌には2種類のGAD遺伝子があり，役割分
担が示唆されているが，発現時期や局在性の違いなどの解
明にまでは至っていない．
動物（ヒトを含む）は，複数のGAD遺伝子を持ってい
る．ヒトやラットの場合は，GAD65とGAD67という二つ
の異なる遺伝子産物（アイソフォームと呼ぶ）が発現し
ている．ノックアウトマウスがそれぞれ作製され，機能
解析がなされている．GAD65ノックアウトマウスにおい
ては，生後まもなく痙攣を起こし，若年で死に至ること，
GAD67ノックアウトマウスでは，上顎形成ができず，生
後すぐに死に至ることが報告されている 2, 3）．これらの意
味するところは，GAD65とGAD67アイソフォームは明ら
かに役割分担をしていることである．GAD65は神経系に，
GAD67は代謝系で動作していることを想像させる．神経
細胞では，両方のアイソフォームが同時に（もしくは同じ
細胞内に）発現しており，それぞれ細胞内での局在性が
異なることで，役割分担している．GAD65は神経終末の
顆粒が存在するあたりでGABA合成に関与し，GAD67は
細胞質でGABAシャントと呼ばれるTCAサイクルの一部
を共有するような代謝回路で機能していると解釈できる．
高等生物では，必ずしも神経細胞のように両方のアイソ
フォームが同時に（もしくは同じ細胞内に）発現するわけ
でなく，どちらか一方のみの発現がみられる細胞や組織が
見つかっている（後述）．

3. 高等動物由来のGADアイソフォームの役割分担の
よりどころ

遺伝子産物であるGADタンパク質の発現様式を問うて
いるわけであるが，同一細胞内で発現して役割分担をする
にはどのようなことが起きているのであろうか？　考えて
みたい．
一つの可能性は，遺伝子の制御が関与しているのか，と

いうことであろう．GADアイソフォームは別々の染色体
上に存在する場合が多く，それぞれの発現様式に関して
は，独立した転写因子などの制御因子の管理下にあると思
える．残念ながら全容はさだかではない．この場合，発現
に関してはコントロールできるであろうが，さて，局在性
にまで言及できるであろうか？　たぶん，難しい．
二つ目の可能性は，タンパク質の中に埋め込まれてい

る情報であろう．特殊な配列が埋め込まれていることに
より，それを指標として細胞内の仕事場まで輸送される
か，構造上に何らかの特色があるのかもしれない．どちら
にしても，GAD側の情報だけでなく，その情報を読み取
る相手側も必要となる．GADの場合，アイソフォーム間
のアミノ酸配列を比較してみると，結果は明らかであった
（図1）．N末端100残基と残りの約540残基でアイソフォー
ム間の相同性は，それぞれ約20％と70％となる．N末端

100残基はエクソン I～IIIに相当する部分であり，GADと
は類縁酵素と考えられている芳香族アミノ酸脱炭酸酵素
（AroDC, DOPA脱炭酸酵素とも呼ばれる）と比較すると，
ちょうどC末端側の540残基の部分がAroDCと相同性が
高い．つまりは，AroDCのN末端側に100残基ついた形が
GADと考えてよい．ちなみに，GADでN末端100残基を
欠損させた変異体タンパク質を発現させると，N末端100
残基のあるなしに関係なく活性が保持されていることが報
告されている 4）．この相同性の極端に低いN末端領域にア
イソフォームを特徴づける情報が埋め込まれていると考え
られる．Fenaltiらは2007年に両方のアイソフォームの結
晶構造を発表しているが，両方ともN末端100残基が欠損
したタンパク質を用いたために，N末端領域の立体構造上
の特徴はまだ理解できていない 5）．

GADの場合，細胞内での局在性が厳密にコントロール
されているようなので，二つ目の可能性が高いと考えられ
る．どのようにしてそれを証明できるだろうか？　N末端
領域の特色のある配列が認識されることで，その部分に結
合するタンパク質分子が細胞内の局在性に関与するであろ
うことが容易に想像できる．そこで，タンパク質・タンパ
ク質間相互作用の検討を行った．その際用いた手法は，免
疫沈降法と表面プラズモン共鳴法である．

4. タンパク質間相互作用で見つかるもの

タンパク質間相互作用を調べる場合，強い結合のものは
比較的容易に見いだせるが，弱い相互作用のものは結構困
難である．細胞内の機能として，TCAサイクルに関与す
るような酵素群は比較的強い相互作用を示すものとして知
られている．これらは基本的に共同作業を目的に構成され
ており，比較的強いタンパク質間相互作用，つまり，複合
体を形成している．しかし，強い相互作用を示す場合は，
解離会合に関しては会合の方向に平衡状態がシフトしが
ちで，解離しにくいと考えてよい．ちょうど，ヘモグロビ
ンというタンパク質が酸素分子と解離会合するのと，ミオ
グロビンというタンパク質が酸素分子と解離会合するのを
想像してほしい．ヘモグロビンは弱く結合するので酸素運
搬ができるが，ミオグロビンは強く結合するので酸素貯蔵
を専門とする．ということで，多少は弱い相互作用を示す
複合体を探索したいと考えた．では，弱い結合に何が威力

図1 GADアイソフォームのアミノ酸配列の相同性比較図
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を発揮するのか？　ずばり表面プラズモン共鳴法であろう
（図2）．

GADのN末端領域100残基のハイドロパシープロット
（hydropathy plot）を検討したところ，特徴的な疎水性領域
がみられたので，その部分に相当するペプチドを合成し，
それをリガンドとしてBiacoreを用いて相互作用を示すタ
ンパク質の探索を行った．Biacoreは表面プラズモン共鳴
法を用いた測定装置で，センサーチップ表面にペプチドを
化学的に固定し，流路に複合体形成の可能性のあるタンパ
ク質溶液を流すことで，センサーチップ表面の光源からの
反射角度が変化し，その変化により結合の強さが定量的に
評価できる市販機である．GADアイソフォームのN末端
領域を摸するような5種類のペプチドをそれぞれセンサー
チップに固定し，サル脳のホモジェネートを流路に挿入
したところ，センサーチップごとに異なる応答がみられ
た（図3）．この結果は，設計したペプチド断片に特異的
に結合するタンパク質がホモジェネート中に存在すること
を意味する．この検出法を用いてホモジェネートをイオン
交換クロマトグラフィーや疎水性クロマトグラフィーに
て部分精製したところ，ポジティブな結果を示す画分が得
られた．SDS-PAGEにより染色されたバンドをプロテイン

シークエンシング，もしくはゲルをトリプシン消化しアセ
トニトリル抽出したサンプルを質量分析器により解析（マ
スコット解析）した結果，ある特定のタンパク質であるこ
とが判明した（投稿準備中につき，タンパク質名を公表せ
ず）．この結果を踏まえ，逆に，精製した組換え体GADタ
ンパク質をセンサーチップに結合させ，純品のこの特定の
タンパク質をBiacoreに挿入すると，コントロールタンパ
ク質はネガティブであるが，特異的なレスポンスが得られ
たので，複合体形成は特異的であると判断できた．免疫沈
降法でも複合体形成を確認できたが，Biacore検出がより
簡便で高感度であったことを付記する．
複合体を形成したGADは新しい機能を持つことになる

のだろうか？　これまでの酵素学は，できるだけきれいな
酵素に精製してから，基質特異性，反応速度論，機能制
御に関する研究を展開してきた．その中で，さまざまな基
質の存在が明らかになったり，副反応の存在も明らかに
なったりしている．我々は，上述の複合体形成タンパク質
とGADを共存させたところに基質を入れてみると，酵素
活性が約5割上昇することを観察している（植野，未発表
データ）．複合体状態での基質特異性などはこれからの課
題として現在取り組んでいる．

5. 酵素活性制御に新しい使い道がみえる例

GADは神経伝達物質合成酵素としての位置づけが先行
し，それ以外の役割については研究が及んでいなかった．
1990年初頭，ゲノム解析が進み，遺伝子の解析が始まって
すぐに高等動物でアイソフォームの存在が明らかになり 6），
それ以前の酵素学の知見がどちらのアイソフォームにつ
いて論じられたのかがわからず，ほぼすべて白紙からの
再出発となった．同時に，受容体の研究が急速に進展し，
グルタミン酸やGABAの受容体が明らかになり，GADの
役割はさらに神経系に特化するように思えた．その時期，
GAD65が II型糖尿病の発症に関わる自己免疫抗体の標的
タンパク質であることが判明し 7），GADの多様性の一環が
垣間みえたのである．II型糖尿病発症におけるGABAの役
割は不明瞭であるが，これを機に，GADを多角的に解析
し，その役割解明につなげる研究が活発になった．その結
果，これまでに酵母由来のGADは抗酸化作用が 8），微生
物由来のGADは酸耐性機構への関与が報告されている．
このように多様なGADであるが，基質はグルタミン酸
である．細胞内で2種類の同じ酵素活性を持つ酵素が発現
する場合，基質のグルタミン酸の奪い合いはあるのだろう
か？　グルタミン酸が多量に供給される臓器や細胞はどの
ようなものであろうか？　この基本的な疑問に一つのヒ
ントがある．100年ほど経過しているが，池田菊苗が発見
したグルタミン酸がうま味成分であるという事実である．
我々は商品化したグルタミン酸（ソーダ）もしくはその混
合物を調味料として直接口腔内に導入している．たぶん，
舌の上ではグルタミン酸の濃度は基質レベル，つまりは

図2 表面プラズモン共鳴法の原理

図3 ペプチドセンサーチップにサル脳ホモジェネートを流し
たときのBiacoreアウトプット図
5本の線は，5種類のセンサーチップの結果に相当するように
重複表示（植野ら，未発表）．
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mMレベルであろう．このような考えを発展させて消化器
系におけるGADの分布（局在性）を検討した．その結果，
舌下腺，胃，空腸，皮膚，そして舌にGADが発現するこ
とを見いだした 9‒12）．ここで舌に注目したい．
筆者らは組織免疫化学染色法（京都府立医科大学河田光

博教授との共同研究）と緑色蛍光タンパク質（GFP）ノッ
クインマウス（生理研小幡邦彦教授・柳川右千夫助教授，
大阪医科大学渡辺正仁助教授との共同研究）を用いて，舌
の味蕾にGAD67が発現することを見いだした 11, 13）．味蕾
のどの細胞に発現するのかは，細胞マーカータンパク質
を染めることで III型であることが判明した．III型は4種
類ある味蕾細胞の一つで，酸味と塩味の受容体を発現す
る細胞であり，味神経とはシナプス結合しているとされ
る．塩味の受容体は，ナトリウムチャンネルとされている
が，塩素イオンチャンネルの存在はどうなのだろうか．実
は，GABAA，GABAB，GABACと3種類あるGABA受容体
のうち，GABAAとGABACは塩素イオンチャンネルであり
GADと深い関係がある．そこでGABAと塩素イオンの塩
味への関与を検討したところ，味覚官能試験では，関与
を示唆する結果が得られた．さらに想像を膨らませて，も
し，実際に味蕾内でGABA合成が塩味の信号に何らかの
形で関与するならば，GABA合成能に影響を与え，少しで
もGABA生産に揺らぎを与えるならば，塩味に影響する
のではないか，との仮説を立てた．そのうえで，二つの取
り組みを行った．一つはGAD活性を制御すること（しか
も安全な食品成分を用いて），もう一つはそのような食品
成分が実際に塩味に影響を与えるのかどうかを官能試験で
調査することである．
安全な食品成分として香辛料があげられる．各種香辛料

から温水，冷水，アルコールによる抽出物を得，GADと
基質の存在下に加えることでGAD活性への影響を検討し
た．その結果，ほとんどすべての香辛料抽出物は酵素活
性に影響を与えることが判明した 14‒16）．これは少なからず
驚きであったが，さらに同じ香辛料抽出物が与える塩味へ
の効果を官能試験すると，塩味増強効果と酵素の活性化
効果とに正の相関があることが判明した．他の味覚，たと
えば甘味，との相関はみられなかったので，香辛料の効果
はGAD活性を介して塩味に影響を与えるものであると考
えている 17, 18）．現在，香辛料を用いた減塩食品の開発につ
ながる可能性を探求している．この例は，香辛料が酵素活
性の制御因子となり，味覚改変物質としての可能性を示す
ものであり，酵素活性だけを追いかけていては見いだせな
かった現象と考える．
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