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ホスファチジルセリン脱炭酸酵素PSDの生体膜上での基質認識機構

渡邊 康紀

1. はじめに

細胞やオルガネラの多くの機能は，多くのタンパク質の
機能の足場となる生体膜を構成するリン脂質の組成に大き
く依存している．原核細胞および真核細胞においてホス
ファチジルエタノールアミン（phosphatidylethanolamine：
PE）は，生体膜主要リン脂質の一つである．ホスファチ
ジルセリン脱炭酸酵素（phosphatidylserine decarboxylase：
PSD）は，ホスファチジルセリン（PS）頭部のカルボキシ
基を脱離させることによってPEの生合成を担っている．
PSDは細菌からヒトに至るまで保存されており，PSDの異
常によりさまざまな生命機能に異常を来す．たとえばマウ
スのPSDをコードするPisd遺伝子を欠損すると胚性致死
に至る 1）．また，ヒトのPSDであるPISDの発現が抑制さ
れると，腫瘍細胞の増殖が抑制されることから創薬ター
ゲットとしても注目されている 2, 3）．真核生物ではPSDは
ミトコンドリア内膜や，エンドソーム膜に局在して各オル
ガネラ膜上でPEの生合成を担っている．最近では，PSD
は小胞体膜や脂肪滴にも局在することがわかってきた．し
かし，PSDがどのように膜中のPSを認識しているのか，
PSDによるPE生合成の基本的な分子メカニズムについて
は，未解明なままであった．本稿ではまず，PSDの自己プ
ロセシング反応による活性化について，次に真核生物の各
オルガネラに局在するPSDの機能について紹介する．最
後に筆者らの研究成果である大腸菌由来PSDの結晶構造か
ら明らかになった生体膜上での基質認識機構を紹介する．

2. 自己プロセシング反応によるPSDの活性化

PSDは自己プロセシング反応により活性化される．PSD

は前駆体として翻訳された後，高度に保存されたLeu‒
Gly‒Ser‒Thrモチーフ中のセリン残基を活性中心としたセ
リンプロテアーゼ様自己プロセシング反応により切断さ
れ，α, βの二つのポリペプチド鎖に分かれる（図1）．自己
プロセシング反応の過程でα鎖の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．形成した
ピルボイル基とPS頭部のアミノ基がシッフ塩基中間体を
形成することで脱炭酸反応が進行する．このように自己プ
ロセシング反応によりピルボイル基を形成させることで活
性化する脱炭酸酵素はPSDの他にも，S-アデノシルメチオ
ニン脱炭酸酵素などが知られている．一方，芳香族アミノ
酸の脱炭酸酵素などは，活性中心にピルボイル基を持た
ず，ピリドキサール5′-リン酸を補酵素として反応を触媒
する．現在知られているPSDはすべて活性中心にピルボ
イル基を形成するタイプの脱炭酸酵素である．

3. PSDのオルガネラ局在

PSDはそのアミノ酸配列から，ミトコンドリア内膜に

図1 自己プロセシング反応によるEcPsdの活性化
大腸菌由来PSD（EcPsd）はLGSTモチーフのセリン残基を活性
中心とした自己プロセシング反応によりα鎖とβ鎖に分かれる．
α鎖のN末端にピルボイル基が形成され，PS頭部のアミノ基と
ピルボイル基がシッフ塩基中間体を形成することで脱炭酸反応
が進行する．
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局在する I型PSDと，エンドソームなど細胞内膜系に局在
する II型PSDに分けられる．細菌由来PSDは I型PSDに属
する．出芽酵母には，ミトコンドリア内膜に局在する I型
PSDであるPsd1と，エンドソーム膜に局在する II型PSD
であるPsd2の2種類が存在する．シロイヌナズナには，I
型PSDであるPSD1と II型PSDであるPSD2, PSD3の3種類
のPSDが存在し，それぞれミトコンドリア内膜，液胞膜，
小胞体膜に局在する 4）．一方で，ヒトではミトコンドリア
内膜に局在する I型PSDであるPISDのみ存在する．これ
まで，出芽酵母Psd1はミトコンドリア内膜にのみ局在す
ると考えられていたが，小胞体膜にも一部局在している
ことが明らかになった 5）．小胞体膜局在Psd1の機能につい
ては現在議論が分かれている．PEの生合成が行われるケ
ネディ経路を抑制した培養条件では，自己プロセシング反
応が起こらないPsd1変異体は積極的に小胞体へ輸送され，
ユビキチン-プロテアソーム系により分解されることが示
された 6）．このことからPsd1は機能不全になった際に除去
されるために小胞体膜に局在していることが示唆されてい

る．一方で，小胞体膜に局在するPsd1は脂肪滴の正常な
形成に必要であるということや 7），ヒトPISDのスプライ
シングバリアントは脂肪滴に局在することが示されており8），
小胞体局在Psd1は脂肪滴の形成に関与することが示唆さ
れている．

4. PSDによる基質認識機構

PSDは生体膜中のPSをどのように認識して脱炭酸反応
を触媒するのだろうか．1974年にKennedyらのグループに
より大腸菌由来PSDが単離精製されてから，45年以上も
の間その詳細な分子メカニズムは不明であった 9）．そこで
筆者らは大腸菌由来PSD（EcPsd）の結晶構造解析を試み
た．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構造を決定した 10）．EcPsdのα鎖
とβ鎖からなるヘテロ二量体は，さらに会合してヘテロ四

図2 EcPsdの結晶構造
（A）EcPsdのリボンモデル図．（B）EcPsdの表面電荷．正電荷を青色，負電荷を赤色で示す．ピルボイル基をスティック
モデルで示す．（C）EcPsd‒PE複合体の拡大図．PE合成活性に重要なTyr137およびHis144を示す．水素結合を破線
で示す．
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量体を形成していることがわかった（図2A）．α鎖とβ鎖
のヘテロ二量体はβサンドイッチ構造を形成し，その上部
にはN末端の3本のヘリックス領域（α1～α3）が存在して
いた．α鎖はβサンドイッチ構造に組み込まれており，活
性中心のピルボイル基は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（図2B）．ピルボイル基の周
囲は正電荷を帯びており，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．
実際に正電荷のくぼみを用いてPS頭部を認識するのか明

らかにするためにPSとの複合体の結晶構造解析を試みた．
EcPsdのピルボイル基とPSは，結合した後にシッフ塩基中間
体を形成し，脱炭酸反応が進行するのだが，この反応は両
者を混合するとすぐに進行して両者の結合が解離しまうた
め，共結晶を得ることはできなかった．そこで，還元剤であ
るNaCNBH3をPSとともに混合することで，シッフ塩基中間
体を還元し，その後の反応が進行しない状態の結晶を得る
ことに成功した．得られた結晶から3.6 Å分解能の回折デー
タを用いて構造を決定したところ，予想したとおり，EcPsd
のくぼみにリン脂質の頭部が結合し，ピルボイル基とシッ
フ塩基中間体を形成していた．しかし，PSのカルボキシ基
由来の電子密度はみえなかった．質量分析により結合した
リン脂質はPEであることが明らかになった．このことから，
EcPsdに結合したPSは脱炭酸反応されてPEに変換されたの

ちに，NaCNBH3によって還元されたことが示された．PEの
リン酸基とTyr137の水酸基は水素結合を形成しうる距離に
位置しており，Tyr137が基質の認識に関与することが示唆さ
れた（図2C）．また，PEが結合したくぼみにはPSのカルボ
キシ基が入っていたと考えられる空間が存在しており，その
近傍にはHis144が位置していたことから，カルボキシ基の
認識にHis144が関与することが示唆された．EcPsdのY137F, 
H144A変異体の精製タンパク質を用いて活性を調べたとこ
ろ，Y137F変異により活性が顕著に減少し，H144A変異によ
り活性は失われていた．このことから，Tyr137およびHis144
はEcPsdのPE合成活性に重要であることが明らかになった．
His144は，EcPsdの自己プロセシング反応におけるセリン
残基の活性化にも関与しており，実際に大腸菌細胞内では
H144A変異により自己プロセシング反応は減弱していた．し
かし，H144A変異体は精製中に自己プロセシング反応が進
行しα鎖とβ鎖に分かれるため，変異解析に用いたH144A変
異体は成熟後のものを用いている．Tyr137およびHis144は
出芽酵母Psd1や，ヒトPISDなど真核生物由来PSDにも高度
に保存されており，PSの認識メカニズムは大腸菌からヒトま
で共通したメカニズムであることが示唆される．

図3 EcPsdのPE生合成モデル
EcPsdの結晶構造と構造に基づいた解析から構築したPE生合成モデル．EcPsdはN末端の疎水性ヘリックス領域を介
して膜に結合し，活性中心の位置まで埋まっている．正電荷を帯びたくぼみに位置しているTyr137，His144によって
PSの頭部が認識されることで，シッフ塩基中間体を形成する．その後，脱炭酸反応が進行し，PEが合成される．
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5. PSDの膜への結合様式

PSDは生体膜中のPSをどのように認識するのだろうか．
次にEcPsdの生体膜への結合メカニズムの解明を目指し
た．EcPsdのくぼみの上部に形成されているN末端ヘリッ
クス領域は，主に疎水性アミノ酸残基によって構成されて
いることから，この領域を介して膜と結合することが示唆
される．N末端ヘリックス領域（1～60）を欠損したEcPsd
ΔN60変異体を用いたリポソーム共沈降アッセイを行った
ところ，野生型EcPsdと比べてEcPsdΔN60変異体はリポ
ソームへの結合は弱くなっていた．このことからEcPsdの
N末端の疎水性ヘリックス領域は膜への結合に重要である
ことが明らかになった．また，EcPsdΔN60変異体のPE合
成活性は失われていた．EcPsdの膜結合能はPE合成活性
に必要であることが示唆される．
次にEcPsdの膜結合能とPE合成活性の関連を検証した．

ヒスチジンタグ融合タンパク質と結合するNi2＋イオンを
配位した脂質であるDGS-NTAを含んだリポソームを調製
し，N末端にヒスチジンタグを融合したEcPsdΔN60変異
体を用いてリポソームに強制的に結合させた際のPE合成
活性を調べた．その結果，ヒスチジンタグを介してリポ
ソームに結合させた場合，EcPsdΔN60変異体でもPEが合
成されていることがわかった．以上のことからEcPsdの膜
結合能はPE生合成に必要であることが明らかになり，N
末端ヘリックス領域を介した膜の結合により効率的にPS
を認識していることが示唆された．
我々がEcPsdの構造を報告してから約1年後に，Kimら
のグループからもEcPsdの構造が報告された 11）．筆者ら
は膜に結合しているEcPsdを精製する際，界面活性剤の
Tween-20を添加していたが，Kimらはn-ドデシル-β-D-マル
トシド（DDM）を用いて膜から可溶化して精製したEcPsd
の結晶構造を決定した．結晶構造中の疎水性N末端ヘリッ
クス領域にはDDMの疎水性部分が結合しており，DDMの
結合している位置からEcPsdは活性中心のピルボイル基が
膜表面に位置する箇所まで膜に埋まっていると推定して
いる．膜表面のPS頭部を認識するには合理的なモデルで
あると考えられる．以上の知見をまとめ，EcPsdのPE生合
成のモデルを構築した（図3）．EcPsdはN末端の疎水性ヘ
リックス領域を介して膜に結合し，活性中心のピルボイル
基の位置まで埋まっている．正電荷を帯びたくぼみに位
置しているTyr137, His144によってPSの頭部が認識される
ことで，シッフ塩基中間体を形成する．脱炭酸反応により
PEに変換され，その後，加水分解によりシッフ塩基中間
体は解離する．このように，筆者らとKimらのグループ
によりEcPsdの生体膜上でのPE生合成の構造基盤が明ら
かになった．

6. 今後の展望

本稿では，主に大腸菌由来PSDによるPE生合成の構造
基盤について紹介した．PSの認識に関与するアミノ酸残
基や，N末端ヘリックス領域は他の生物種にも保存されて
いることから，PSDによる生体膜上でのPE生合成メカニ
ズムは生物種間で共通していると考えられる．しかし，真
核生物ではPSは小胞体膜で合成されるためPSDの局在す
るミトコンドリア内膜や，エンドソーム膜など他のオルガ
ネラ膜へPSが輸送される必要がある．出芽酵母において
小胞体膜‒ミトコンドリア外膜間のPS輸送はERMES（ER-
mitochondria encounter structure）複合体が担い，ミトコン
ドリア外膜‒内膜間の輸送はUps2‒Mdm35複合体が担うこ
とが報告されている 12‒14）．ヒトでは，小胞体̶エンドソー
ム間の膜接触部位においてORP10が，エンドソームから
小胞体へホスファチジルイノシトール4-リン酸を，小胞体
からエンドソームへPSを交換輸送することが知られてい
る 15）．しかし，出芽酵母Psd2の局在するエンドソーム膜
へどうやってPSを輸送しているのか明らかになっていな
い点が多い．また，出芽酵母Psd1はミトコンドリア内膜
に局在しているにもかかわらず，外膜中のPSをPEに変換
する活性を持つことが指摘されている 14）．今後は，このよ
うなオルガネラ膜をまたがったリン脂質の生合成はどのよ
うに行われているのかを明らかにすることが重要である．
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