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研究成果の概要（和文）：カルノシン（βアラニル-L-ヒスチジン)は哺乳類の筋肉や脳などに高
濃度で存在するジペプチドで、抗酸化作用などがあるといわれているが、生理機能は不明の点

が多い。また、生合成、分解に関る酵素類についても最近まで明らかではなかった。本研究で

は、カルノシンの機能の一端を明らかにする目的で、最近我々が見出したカルノシン分解酵素

CNDP2 の立体構造、生化学的性質、生体内分布の解析を行った。まず、X 線解析などにより
CNDP2 の立体構造を決定し、その構造的特徴を明らかにした。さらに、視床下部のヒスタミ
ンニューロンに高濃度で存在することを明らかにし、カルノシンの CNDP2による分解がヒス
タミン合成の基質の供給に寄与している可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Carnosine (beta-alanyl-L-histidine) is a dipeptide present at high 
concentrations in mammalian muscles and brain. Carnosine has been suggested to be ace 
as an antioxidant, but its function as well as the enzymes responsible for its synthesis and 
degradation has not well been understood. We have previously found an enzyme that can 
hydrolyze carnosine (CNDP2), and then in the present study, we have analyzed the 
structure, function and distrubution of CNDP2. We have determine the crystal structure of 
CNDP2 and revealed its structural features. In addition, we have found that it is highly 
expressed in the histaminergic neurons in the hypothalamus, raising a possibility that 
carnosine and CNDP2 may contribute the production of substrate for histamine synthesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物を取り巻く環境は常に変化しており、
環境変化に適応して体内環境の恒常性を維
持することは生存のために不可欠である。動
物では自律神経系と内分泌系（ホルモン）が

恒常性維持において中心的な役割を果たし
ており、それらの機能を視床下部が統合して
いる。恒常性維持は肥満や糖尿病をはじめと
する生活習慣病の成因とも直接関連してお
り、現代社会において取り組むべき重要な課
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題のひとつであると考えられる。 
 カルノシン(β-alanyl-L-histidine)は古く
から知られたジペプチドで、脳や筋肉に比較
的高濃度で存在し、効酸化作用、亜鉛をキレ
ートする作用、神経細胞の生存維持作用など
があるといわれているが、実際の生理機能は
確立されていない。我々は、カルノシンを脳
室内に投与すると自律神経の活動が変化す
ること、さらにその効果がヒスタミン H3ブ
ロッカーによって抑制されることなどから
これが脳内ヒスタミン神経系に作用するこ
とを見出し（Nagai et al. 2003)、カルノシン
が全身の恒常性維持機構に重要な役割をし
ていることが示唆された。 
 カルノシンは生体内で、β-アラニンと L-
ヒスチジンから酵素的に合成され、別の酵素
によってそれぞれのアミノ酸に分解される。
前者はカルノシン合成酵素、後者はカルノシ
ン分解酵素と呼ばれるが、いずれも最近まで
クローニングされていなかった。我々は、フ
ランスの Taufelらと独立に、カルノシンを分
解するマウスの酵素（CNDP2）をクローニ
ングすることに成功した（Otani et al. 2005)。
この酵素は、活性発現にマンガンを必要とす
る M20 ファミリーの金属ペプチダーゼであ
った。この酵素の発見により、これまで未知
であったカルノシンの分解系がより詳細に
解析され、カルノシンの生理的役割がより明
確になるのではないかと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、カルノシンの生理機能の
分子的基盤を明らかにすることを目的とし
て、カルノシン分解酵素 CNDP2を中心に以
下のような解析を行う。 
(1) CNDP2の脳内分布と発現調節について
検討し、ヒスタミンとの関連、絶食などにお
ける発現誘導の可能性等について検討する。 
(2) CNDP2の酵素反応と活性調節における
Lidドメインの役割を明らかにする。 
(3) CN2 の活性調節に関与する Cys残基を
同定し、その活性調節の分子機構とその生理
的意義を解析する。 
(4) CNDP2の各種金属イオンとの親和性を
明らかにし、金属イオンによる活性化機構に
ついて考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫組織化学による CNDP2 の脳内分布
と発現調節の解析   
 我々は既に、免疫組織化学染色にも使用可
能な CNDP2 に対する抗体を作成し、ウエスタ
ンブロットにより脳をはじめいくつかの組
織で高レベルで発現していることを確認し
ている。これを用いて、脳内での局在を詳細
に検討するとともに、他の脳特異的タンパク
質、とくにヒスタミン合成系の酵素（ヒスチ

ジン脱炭酸酵素)との二重染色により共局在
するタンパク質を探索する。また、絶食等に
よりその量や分布が変化するか否かを検討
する。 
(2) CNDP2 の X 線結晶構造解析と、Lid ドメ
インの生化学的解析 
 我々は既に CNDP2の阻害剤ベスタチンとの
複合体の X線結晶解析に成功し、その構造の
詳細を解析中である。CNDP2 の構造の一つの
特徴は、活性部位に覆いかぶさるような形で
存在する Lid ドメインの存在で、これが活性
調節や基質特異性に関与するものと考えら
れる。そこで、基質非存在下での X線結晶構
造解析、Lid ドメインと関連するミュータン
トの作成とその生化学的解析により、Lid ド
メインの酵素反応における機能を明らかに
する。 
(3) CNDP2 のシステイン残基の機能解析 
 CNDP2は、活性にDTTの存在が必要であり、
システイン残基が活性に何らかの機能を果
すと考えられてきたが、結晶構造解析の結果
からはいずれのシステインも活性部位付近
にはないことが判明し、活性に間接的に作用
すると考えられた。しかし、構造からはその
分子機構が予想できないため、システインを
ひとつづつセリンに変えたミュータントを
作成し、活性化に必要なシステインを同定す
る。 
(4) CNDP2 の金属イオン親和性の解析 
 CNDP2は反応液中に Mn2+イオンを入れてお
かなければ活性がなく、なぜそのようなこと
になるのか、生体内でどのようにして活性化
しているのかは不明である。そこで、各種の
金属との親和性について、質量分析計を用い
て測定する。 
 
４．研究成果 
(1) CNDP2の脳内分布と発現調節 
 マウス脳におけるCNDP2の局在を免疫組
織化学的に解析した結果、以前我々が報告し
たように、結節乳頭核(TMN)をはじめとする
いくつかの神経核で高レベルで発現するこ
とを確認した。TMN は大きく分けて二つの
領域があるが、そのいずれにも発現しており、
TMN の全領域にわたって存在すると考えら
れた。 
 TMN は、脳内で唯一ヒスタミンニューロ
ンの神経細胞体が存在する部位であり、ヒス
タミン合成に関る酵素（ヒスチジン脱炭酸酵
素、HDC)を発現している。そこで、CNDP2
と HDCの蛍光に 2重染色を試みたところ、
両者が同一のニューロンに存在することが
明らかになった（Otani et al. 2008）。 
 ヒスタミンはヒスチジンを前駆体として
HDCにより合成されるが、CNDP2はカルノ
シンを分解してヒスチジンを生成すること、
カルノシンは脳内では主にグリアで産生さ



れること、などを考え合わせると、これらの
結果は、グリア細胞で合成されたカルノシン
が TMNでヒスタミン産生の基質として利用
されることを示唆する。 

 
図１、CNDP2 と HDC の視床下部ヒスタミ
ンニューロンにおける共局在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2、考えられるカルノシンのヒスタミンニ
ューロンにおける機能 
 
(2)  CNDP2 の酵素反応と活性調節におけ
る Lidドメインの役割 
 CNDP2 の X 線結晶構造解析の結果、
CNDP2 は結晶中でダイマーの構造をしてお
り、それぞれのサブユニットは触媒ドメイン
と Lidドメインからなることが明らかになっ
た。Lid ドメインは、もう一方の触媒ドメイ
ンの活性部位と相互作用しており、詳細な解
析の結果からは、単なる「ふた(Lid)」ではな
く、触媒部位と相互作用することにより直接
酵素反応に関与することが考えられた。そこ
で、ミュータントを作成して解析を行った結
果、Lidドメインの H228が活性に必須であ
ることが判明した。 

 
図３、CNDP2のダイマー間の相互作用 
 
 
 この反応機構は、活性の発現にダイマー形

成を必要とするユニークなものであるが、
His228は、他のさまざまなM20ファミリー
のメタロプロテインにおいて保存されてお
り、このファミリーのタンパク質に共通の触
媒機構と考えられた。現在さらにこの反応機
構の解析を行っている。 
 
(3) CNDP2 のシステイン残基の機能解析 
 マウス CNDP2 には 8個のシステインがある
が、立体構造からは活性との関連が予想でき
ないため、それぞれのシステインをセリンに
換えたミュータント 8種類を作成し、それぞ
れの組替え体タンパク質の活性と DTT依存性
について解析した。しかし、単独のシステイ
ンの置換では明らかな性質の変化は見られ
なかった。そこで、システインを端から順に
セリンに置換していったところ、8 個中 5 個
までは活性に影響がないことが判明した。残
る 3個は活性に影響する可能性があるが、単
純にそれらのひとつが活性に必要というわ
けではなく、単純な解釈では結論は出せない
ため、現在さらに検討を進めている。 

 
図４、システインの位置と活性部位 
 
(4) CNDP2 の金属イオン親和性の解析 
 CNDP2 と金属との親和性に関しては、活性
の測定により Mn の Kd を推定したところ、数
十μM という値が得られた。この値は比較的
高く、親和性が弱いために結合が不安定で、
溶液中に Mn を加えておかなければならない
のはそのためであると考えられる。一方、Zn
は配位はするが、活性は得られないことも明
らかになった。生体内でこの酵素が活性を持
つためには、Mn をこの酵素に与える何らかの
機構が存在しなければならないことを示唆
しており、今後更なる検討が必要と考えられ
る。現在、他の測定法を用いてさらに継続し
て解析を行っている。 
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