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	 本研究において、農薬代謝酵素であるグルタチオン転移酵素（GST）の X 線立体構造を解析し、基質

（農薬）認識機構を調査することを目的としている。GST は、生体外異物にグルタチオンを抱合し、異物の

体外への排出を促進する農薬代謝酵素である。これまで申請者は、カイコより 7 種 GST をクローニングし、酵素発

現系ならびに精製系、そして GST アッセイ系をすでに確立している。さらに、4 種の GST のＸ線結晶構造解析に

成功している。新たにカイコ unclassified GST2（bmGSTu2）に焦点をあてて、X 線結晶構造を実施した。平成 29

年度の研究成果の概要は以下の通りである。 

 

（apo-bmGSTu2 の結晶化） 
 bmGSTu2 の組換えタンパク質を作製し電気泳動的に均一に精製した。濃度を 10mg/mL に調製したのち、

apo-bmGSTu2 ならびにグルタチオン- bmGSTu2 の結晶作製を試みた。その結果、0.1 M Tris-HCl pH8.0 
containing 0.6 M sodium acetate and 25% PEG4000 の条件下において apo-bmGSTu2 結晶を得ることに成功し

た。グルタチオン- bmGSTu2 の結晶については、引き続き作製中である。平成 30 年度は条件を細かく設定して、

酵素-基質複合体結晶の取得に取り組む。 
 
（bmGSTu2 のＸ線結晶構造解析） 
 得られた結晶をもとに、Hg 原子を浸透させた重原子同形置換法により結晶構造解析を行なった。SPring8 に

て回折データを取得後、分解能 1.68 Å、R-work（18.65%）そして R-free（22.10%）の条件まで精密化を
進めることができた。bmGSTu2 構造中の Pro13、Phe107、Ile118、Phe119 そして Phe211 の各アミノ酸残基が

活性発現に重要であることが分かった。これらのアミノ酸残基を部位特異的アミノ酸置換法にて、アラニンへ置換

した。各変異酵素を大腸菌にて作製して、電気泳動的に均一に精製した。それぞれの精製変異酵素を用いて活

性を測定したところ、いずれの変異酵素においても大幅な活性低下が観察された。以上、これらのアミノ酸残基

は bmGSTu2 活性に重要であることが示された。 
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