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研究成果の概要：本研究において私たちは妊娠の維持、記憶の維持、血圧調節、ガン細胞の増
殖制御、抗原ペプチドのプロセシングなどその生理的／病理的重要性が明らかとなってきたオ
キシトシナーゼサブファミリーを含む M1 アミノペプチダーゼ酵素の反応を点変異体を用いて
解析し、M1 酵素の基質特異性を決定している残基を同定することに成功した。これらの成果は
M1 酵素の反応機構および基質結合部位の構造を解明し、M1 酵素を標的する医薬品を開発するう
えで重要な知見を与えると考えられる。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・生化学 
キーワード：アミノペプチダーゼ、基質特異性、一塩基多型 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)近年オキシトシナーゼサブファミリーを
含む M1 アミノペプチダーゼ酵素の生理的／
病理的機能解析に関する研究が進展し、妊娠
の維持、記憶の維持、血圧調節、ガン細胞の
増殖制御、抗原ペプチドのプロセシングなど
の興味深い活性が報告されるようなり、これ
ら酵素が創薬の標的となりうることが示さ
れた。しかし M1 アミノペプチダーゼ酵素は
一般に分子量が大きく、結晶解析など構造生
物学的に構造を決定することは困難であっ
た。 
 
(2)M1 アミノペプチダーゼ酵素は酵素活性を
発揮するために活性中心に存在する亜鉛を
必要とする。これまでに亜鉛が関与し、各酵

素に共通する N-末端アミノ酸の遊離反応に
関してはその反応機構が検討されていた。し
かし各酵素が示す基質特異性の違いを担う
アミノ酸残基についての検討はほとんどな
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究で私たちは血圧調節に重要ですで
に創薬研究の標的蛋白質として注目されて
いるアミノペプチダーゼ A(APA)、小胞体にお
いて抗原ペプチドの最終プロセシング酵素
として機能し、ウイルスやがん細胞に対する
免疫の成立およびその異常のため自己免疫
疾患の発症に関与すると考えられている脂
肪細胞由来ロイシンアミノペプチダーゼ
(A-LAP)、胎盤特異的に発現し、胎盤の形成



に関与する可能性が考えられているリーベ
リン／アミノペプチダーゼ Q(APQ)を取り上
げ、各酵素に特徴的な基質特異性を決定して
いるアミノ酸残基の同定を試みた。 
 
(2) A-LAP はその一塩基多型解析から本態性
高血圧症の危険因子とされている。そこで本
酵素の各種変異体を作製し、酵素活性と病態
との関連を検討することとした。 
 
(3)妊娠高血圧症においては低分化合物を投
与すると胎盤を通じて胎児へ到達し、その発
育に悪影響を与える可能性が危惧される。そ
こで本研究において医学部産婦人科の臨床
研究グループとの共同研究として、血圧調節
作用を有する APA の組換え蛋白質を調製し、
これを投与することで APAのバイオ医薬とし
ての開発の可能性について検討することに
した。 
 
３．研究の方法 
(1)私たちはこれまでに M1アミノペプチダー
ゼ酵素の大量生産・精製系を確立してきた。
本研究ではこれらを活用し、各酵素の野生型
および部位特異的変異体の精製標品を調製
し、その酵素活性を詳細に測定することでそ
の酵素学的性状を詳細に比較検討した。変異
体の作製はすでに確立されている通常の方
法に依った。 
 
(2)APA による血圧調節の研究は、組み換え型
酵素を正常または高血圧症モデルラットへ
尾静脈から投与し、以後の血圧の変化をモニ
ターした。 
 
４．研究成果 
(1)APA はカルシウム存在下でアンジオテン
シン II など N-末端に酸性アミノ酸を有する
ペプチドに特異性を示すユニークな酵素で
ある。各 M1 酵素の一次構造を比較し、他の
酵素間では保存されており、APA でのみ異な
る残基を検索した結果 Asp-221 を同定した。
本残基を Asn, Gln に変えたところ APA に特
徴的はカルシウム感受性および酸性アミノ
酸に対する特異性が失われていた。分子モデ
リングの結果、本残基は亜鉛を含む 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1：APA 活性中心の分子モデル 

 
活性中心の近傍に存在することが示された
ことから、本残基はカルシウムとの結合を介
して基質ペプチドの N-末端アミノ酸側鎖と
相互作用することで特異性を発現するもの
と考えられた（図 1）。 
 
(2)APA の Asp-221 に相当する A-LAP の
Gln-181 の機能について検討した。その結果
本残基を Aspに変換するとその基質特異性が
中性アミノ酸から塩基性アミノ酸へと変化
することが示された。したがって A-LAP の
Gln-181は基質ペプチドの N-末端アミノ酸側
鎖を相互作用することで、本酵素の中性アミ
ノ酸特異性を決定しているものと考えられ
た（図 2）。A-LAP と同じオキシトシナーゼサ
ブファミリーに属し、小胞体において抗原ペ
プチドのプロセシングに関与する白血球由
来アルギニンアミノペプチダーゼ(L-RAP)は
塩基性アミノ酸に特異的であり、かつ相当す
る残基が Asp である。したがってこの結果は
ともに小胞体アミノペプチダーゼである
A-LAP と L-RAP の基質特異性の相違が進化の
過程での１アミノ酸の変化に由来すると考
えられ興味深い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図 2：A-LAP の基質認識機構 
 
(3)A-LAP には３３種の遺伝子多型が存在し、 
そのうち Lys528Arg変異体は本態性高血圧症
と連関している(Yamamoto, N, et al. Hum 
Mutat. 19, 251, 2002)。そこで各種 A-LAP
多型酵素を比較したところ Lys528Arg変異体
のみその酵素活性が著しく低下していた。
A-LAP は血圧上昇ホルモンであるアンジオテ
ンシン II を不活性化し、血圧降下ホルモン
であるブラジキニンの生成を増加させるこ
とから、本研究結果は酵素活性の低下が実際
に高血圧症の発症の原因となりうる可能性
をさらに高めると考えられる。 
 
(4)胎盤特異的に発現しているリーベリン／
APQはM1 酵素に共通する基質認識モチーフで
あるGAMEN配列がHAMENに変化しているため
酵素活性の存在が当初疑問視されていた。そ
こで私たちはリーベリン／APQの酵素学的性
状解析を初めて行ない、そのアミノペプチダ
ーゼ活性を確認した。さらにHAMENへの変換
の意義について検討するためGAMEN配列を有



する変異体と比較したところ、基質特異性が
大きく異なることを見出した。このことは進
化の過程でGAMENからHAMENへ変化すること
でリーベリン／APQの基質ポケットの構造が
変化したことを示唆している（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：HAMEN（上）/GAMEN（下）配列を有する
リーベリン／APQ の活性中心の構造モデル 
 
HAMEN 配列は霊長類のみが有していることか
ら、他の哺乳類とは異なる霊長類独特の胎盤
機能の進化にリーベリン／APQ の HAMEN 配列
の変化が寄与している可能性を考えさせる。 
 
(5)妊婦に低分子のクスリを用いることは、
胎児-胎盤系を通じて、胎児の成長等に影響
を与える可能性がある。したがって胎児-胎
盤系を通過しないクスリの開発には意味が
あると考えられる。妊娠に伴う病態として妊
娠中毒症／妊娠高血圧症があるが、私たちは
本研究において APAが胎盤を通過しない血圧
降下薬となる可能性を検討した。その結果、
組み換え型 APAを投与した高血圧症ラットに
おいて顕著な血圧の低下が観察された。この
ことは APA のバイオ医薬として（特に産婦人
科領域で）の開発の可能性を示している 
 
本研究を通して私たちは M1 アミノペプチダ
ーゼの基質特異性（すなわち各酵素の個性）
を決定する重要な残基の同定に成功した。ま
たアミノペプチダーゼと病態との関連やバ
イオ医薬としての開発の可能性を示した。こ
れらの成果はアミノペプチダーゼの基質認
識機構、基質ポケットの構造に関する基礎的
な知見を提供するものであるとともに、酵素
を標的としたクスリの開発に資するものと
考えている。 
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