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1 はじめに 

乳酸菌は様々な機能性を有する代表的な有用細菌

であるが、その機能を担う因子の一つとして、グリ

セルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（GAPDH）が

挙げられる。GAPDH は乳酸菌の菌体表層にも局在

しており、ヒト大腸ムチン、血液型抗原、細胞外マ

トリックス成分、プラスミノーゲンなどへの付着性

を示すことが報告されている。また、乳酸菌には重

金属である水銀の吸着能があり、その吸着には菌体

表層タンパク質が関与することが明らかになってい

る。本研究は、GAPDH の水銀結合に関与する分子

メカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

2 実験 

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM 1149T

のゲノム DNA 情報をもとに GAPDH 遺伝子を PCR

により増幅し pET-28b プラスミドベクターにクロー

ニングを行った。pET-28b/GAPDH プラスミド DNA

をタンパク質発現用の大腸菌に形質転換し、組み換

え酵素を大量調製した。その後、親和性クロマトグ

ラフィーにより酵素の精製を行った。結晶化スクリ

ーニングには市販のスクリーニングキットを使用し、

シッティングドロップ蒸気拡散法を用いて結晶化を

行った。クライオプロテクタント（抗凍結剤）には

30% v/v のエチレングリコールを選択し実験に用い

た。X 線の波長は 1.00 Å、振動角度は 1 イメージに

つき 1˚、X 線の照射時間は 1 イメージ当たり 1 秒、

結晶から検出器までの距離は 281.62 mm に設定にし

た。データの処理にはHKL2000を用い、位相決定に

は分子置換法を用いた（サーチモデル; 5J9G）。 

 

3 結果および考察 

精製酵素を濃縮した後、結晶化を行ったところポ

リエチレングリコール 1500を沈殿剤とした条件で解 

 

析に適した結晶が析出した（図 1）。本結晶に 0.5 

mM HgCl2 を 20℃、2 時間ソーキングすることで

GAPDH-Hg2+複合体を作製しＸ線結晶構造解析を行

った。その結果、最高分解能 2.13 Åのデータ測定お

よび、4量体GAPDHの立体構造解析に成功した（図

2）。 

図 1：GAPDHの結晶 (空間群 C2221) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：GAPDHの 4量体構造（A-Dサブユニット） 
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GAPDHの有する 4つのCys残基（Cys101，Cys156，

Cys160，Cys328）の中で、触媒に関わる Cys156 以

外の 3 つの Cys 残基が Hg2+の結合に関与することを

明らかにした（図 3） [1]。興味深いことに、

GAPDH-Hg2+複合体では NAD+の電子密度が全く観

察されなかった。これは、GAPDHのNAD+結合部位

に Hg2+が結合することによって NAD+結合部位が

Hg2+に占有され、NAD+が GAPDHに結合できなくな

ることが原因であると考えられた。また、Hg2+の結

合様式は GAPDH のサブユニット間で異なっており、

特に Cys101のHg2+結合様式がA、Dサブユニット間

で異なることを明らかにした [1]。 

図 3：GAPDHの Hg2+結合構造（銀色の球; Hg2+） 
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