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研究成果の概要（和文）：カルノシン（β-alanyl-L-Histidine)は、ヒスチジン含有ジペプチドと呼ばれるペプチドの
代表的なもので、哺乳類の脳および骨格筋に高濃度で存在しており、抗酸化作用、ｐH緩衝作用、栄養学的作用など様
々な機能を果たすと考えられている。カルノシンの合成、分解に関与する酵素は、我々を含めたいくつかのグループに
よって比較的最近同定されたが、不明の点が多く残されている。我々は、本研究課題において、カルノシン代謝に関連
する酵素、特にカルノシンジペプチダーゼ２（CN2)を中心として、組織分布、細胞内分布、基質特異性などを明らかに
し、そのペプチド代謝における生理的意義について新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Carnosine is a histidine-containing dipeptides present at high concentrations in m
ammalian skeletal muscles and the brain. It has been proposed that they have a variety of biological funct
ions including anti-oxidant, pH-buffering and nutritional activities. Recently, we and other groups have i
dentified the enzymes responsible for carnosine synthesis and degradation, but the function of these enzym
es are still to be investigated. In this study, in order to clarify the functional roles of these enzymes,
 we have analyzed the enzymatic characteristics and cellular distribution of these enzymes, especially foc
using on a carnosine-degrading enzyme, carnosine dipeptidase II (CN2). 
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１．研究開始当初の背景 
 カルノシン（β-アラニル-L-ヒスチジン）
は、哺乳類の生体内に存在するジペプチドで、
骨格筋に数十 mM、脳にも数 mM 存在する。
これまでに、アルデヒドやフリーラジカルの
スカベンジャーとして作用すること、培養細
胞や精製蛋白質に対して効酸化作用を示す
ことなどが報告されているが、その生理機能
は十分解明されているとは言えない。我々は
カルノシンが自律神経を介して血糖、血圧な
どの調節に関与すること、またその作用に脳
内ヒスタミン神経系が関与することを見出
し、視床下部ー自律神経系を介した恒常性維
持機構に関与すると考えて研究を進めてい
る。 
 カルノシンは多くのペプチダーゼでは分
解されないため、比較的安定に生体内に存在
することができる。これは一般的なジペプチ
ドとは対照的であり、カルノシンの固有の機
能と密接に関連していると考えられる。一方、
以前より、ある種の組織中、ならびに血液中
にカルノシンを分解する酵素活性が検出さ
れており，それぞれの酵素は組織カルノシナ
ーゼ、血清カルノシナーゼと呼ばれていたが、
これらの酵素は最近まで同定されていなか
った。我々、及び Taufel らは、M20 ファミ
リーに属する金属ペプチダーゼ CNDP1
（CN1)、CNDP2（CN2)がカルノシンを分解
することを見出し、これらがカルノシナーゼ
と呼ばれていた酵素であることが明らかに
した。（なお、最近の MEROPS プロテアー
ゼデータベースでは、それぞれカルノシンジ
ペプチダーゼ１（CN1)、同２（CN2) と呼ん
でいる。） 
 我々はさらに、CNDP2 と競合阻害剤ベス
タチンとの複合体のX線結晶構造解析に成功
した。その結果、この酵素はダイマーで安定
に存在し、それぞれのモノマーは触媒ドメイ
ンと｢ふた｣ドメインからなっており、ダイマ
ー形成とふたどメインのはたらきが必須で
あることなどが明らかになった。また、以前
より活性に必要とされていた Mn2+、DTT な
どが構造上どのような機能を果すかについ
て検討を行った。次の段階としては、これら
の知見からどのような生物学的な意義を導
き出せるかが重要と考えられる。 
 また、最近、カルノシンをβアラニンとヒ
スチジンから合成する酵素のひとつが同定
された。これによって、今後さらにカルノシ
ンに関する研究が進展するものと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、カルノシンの細胞や組織
における機能を明らかにすることを目的と
して、以下の実験を行う。 
（１）カルノシンジペプチダーゼ CN1、CN2
（CNDP2)の組織分布を免疫組織化学的手法
によって明らかにする。特に小腸、腎臓、胃

粘膜ヒスタミン産生細胞、脳のヒスタミン神
経系などに注目して、ジペプチドの消化、吸
収と腎臓における再吸収、またヒスタミンの
生合成などに関与する可能性について検討
する。また、発現調節機構について検討する。 
（２）カルノシンジペプチダーゼ CNDP2 の
酵素的性質、ならびに活性調節機構について、
細胞内代謝産物との関連について検討する。
特に、CNDP2 の活性に必須なことが判明し
ている還元剤(グルタチオンなど)や、金属イ
オン(Mn2+) について解析し、それらの生理
的役割について検討する。 
（３）カルノシン合成酵素について、組織分
布をウエスタンブロット、ならび免疫組織化
学によって調べる。また、ATP_grasp ファミ
リーの他の酵素について、カルノシン合成活
性の有無を検討する。 
（４）カルノシンの細胞に対する効果を検討
する。特に、ヒスチジン要求性に対する効果
を、S6K のリン酸化や蛋白質の発現と分解の
変化の側面から解析する。 
（５）これらの結果から，カルノシンの機能，
特に、ヒスチジン代謝、ヒスタミン合成など
における役割を考察する。 
 
３．研究の方法 
 
1) カルノシン分解酵素の発現と精製 
 マウスのカルノシンジペプチダーゼ２
（CN2）は、pGEX-6P3 ベクターに遺伝子を
クローニングし、大腸菌 BL21(DE3)をトラ
ンスフォームし、1 mM IPTG で 18℃16 時
間誘導した。その後、集菌し、凍結・融解の
後、超音波で破砕し、遠心上静をグルタチオ
ンセファロースとインキュベートした。樹脂
を 洗 浄 後 、 PreScission Protease (GE 
healthcare)でタグを切断し、さらに陰イオン
交換カラム Q-sepharose で精製した。カルノ
シンジペプチダーゼ１は、pET28b ベクター
にクローニングし、大腸菌で発現誘導を行っ
た。 
 
2) CN１、CN2 の抗体の調整 
 CN2 の抗体は、精製した CN2 を抗原とし
てウサギに免疫、抗血清を得た後、CN2 抗原
カラムを作成してアフィニティー精製を行
った。CN1 は、大腸菌のインクルージョンボ
ディーから SDS-PAGE で分離して溶出し、
これを抗原としてウサギに免疫し、抗血清を
得た。 
 
3) カルノシン分解酵素のウエスタンブロッ
トと免疫組織染色 
 ウエスタンブロットは、抗 CN1、または抗
CN2抗体を一次抗体、HRP標識抗ウサギ IgG
を二次抗体として化学発光法で検出した。 
 免疫組織染色は、腎臓、および消化管のパ
ラフィン包埋切片を pH7.4 のトリスバッフ
ァー中で 30 分間煮沸し、その後ブロッキン
グ、一次抗体、HPR 標識二次抗体とのイン



キュベーションの後、3-3'ジアミノベンチジ
ンの発色によって検出した。 
 
4) CN2 の活性測定  
 基質のジペプチドは受託合成により作成
し、10 mM の水溶液として調整した。活性測
定は 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, 
1 mM DTT, 0.1 mM MnCl2 存在下で,37℃、30 分
間インキュベーション行い、アルカリ条件下
で o-フタルアルデヒドと反応して、ヒスチジ
ン特異的な反応産物による発色（OD310）を
測定した。 
 
5)CN2 の L6 細胞における発現 
マウス CN2の cDNA を pCMV-3Tag1 ベクターに
入れてマウス筋芽細胞由来細胞株である L6
細胞に発現させ、G418 で安定発現株を選択し
た。 
 
４．研究成果 
1)  CN1,CN2 の末梢組織における免疫組織化
学的解析 
 われわれはこれまでに、CN2 がマウス脳に
おいていくつかの特定の領域で高い発現量
が見られることを明らかにしたが、本研究に
おいて、各種の末梢組織の免疫組織染色によ
る解析を行った。その結果、ウエスタンブロ
ットでは多くの組織に存在するが、いくつか
の細胞において特に高い発現が見られるこ
とが明らかになった。 
 マウスの消化管においては、小腸微絨毛の
上皮細胞で特に発現量が高いことが判明し
た。小腸上皮細胞は、消化管で分解されたア
ミノ酸やペプチドを吸収する場所であり、ペ
プチドの一部は吸収されたのち分解される
と考えられている。したがって、CN2 は小腸
上皮細胞において、消化されたての最終的な
アミノ酸への分解を行うと考えられた。 
 また、腎臓において、近位尿細管の上皮細
胞に発現量が高いことが判明した。近位尿細
管は、糸球体でろ過された蛋白質やペプチド
が再吸収される場所であり、再吸収されたペ
プチドは分解されてアミノ酸になると考え
られる。したがって、CN2 は、腎臓において、
再吸収されたペプチドを分解する機能を果
たしていると考えられる。 
 われわれはさらに、もう一つのタイプのカ
ルノシン分解酵素である CN１の抗体を作成
した。CN1 は CN2 と異なり、フォールドした
活性のある酵素を大腸菌発現系で得るのが
困難で、抗体作成はインクルージョンボディ
ーから精製することにより抗原を得て、これ
を用いて抗血清を得た。現在、これを用いて
組織分布の検討を行っている。  
 
2)  CN2 の活性化状態を構成するダイマー形
成、ならびに金属との複合体の形成の解析 
 CN2 は X 線結晶解析により、ダイマーを形
成していること、また酵素活性にダイマー同
士の相互作用が必要であることが示唆され

た。そこで、CN2 の溶液中での構造と酵素反
応機構を解析するために、質量分析計
（ESI-TOF MS）によるネイティブな蛋白質複
合体の解析を試みた。その結果、CN2の native
な複合体の検出に成功した。そこで、CN2 の
種々のミュータントを大腸菌を用いて作成
し、CN2 の複合体形成の解析を行い、CN2 の
ダイマー形成が酵素反応に必要であること
などを明らかにした。また、各種金属の親和
性の解析を行い、Zn2+、Mn2+、Cu2+など各種
の遷移金属の2価イオンとの親和性を明らか
にした。また、この親和性と活性の関連につ
いて解析を行った。 
 一方、CN1 については、大腸菌では種々の
発現システムを試したが、前述のように、ネ
イティブな立体構造での発現が困難で、酵素
活性の詳細な解析を行うことができなかっ
た。今後、大腸菌以外の発現系を用いて発現、
精製を試みる予定である。 
 
3)  CN2 の基質特異性の解析 
 CN2は Mn2+存在下でカルノシンを分解する
ことがわかっているが、他にも CN2 の基質と
なるペプチドが存在すること、また、細胞内
で Mn2+との複合体が形成されているか否か
明らかではないことなどから、CN2 の生理機
能を明らかにするためには、基質特異性につ
いての正しい情報を得ることが必要である。
そこで、CN2 の基質特異性について、種々の
条件下で再検討を行った。その結果、測定条
件によって基質特異性が非常に狭くなる場
合と、かなり広くなる場合があることが判明
した。どちらが実際の CN2 の生理機能を反映
しているかは不明であるが、これを明らかに
するためには、in vitro の実験のみならず、
細胞内での分解活性を測定する何らかの方
法を考える必要があると考えられた。そこで、
さらに細胞内でのCN2の活性について検討し
た(次項)。 
 
4)  CN2 の細胞内におけるカルノシンの分解
と、ヒスチジン代謝における意義についての
解析 
 CN2 の細胞内での基質特異性を解析するこ
とは重要と考えられるが、基質はジペプチド
という非常に小さい分子であり、プロテアー
ゼでよく行われているように N末か C末に発
色団などを結合させると、基質特異性そのも
のが変化する可能性があるので、別の方法を
考える必要がある。そこで、CN2 を L6 細胞に
強制発現させ、ヒスチジンを含まない培地に 
かえてヒスチジンジペプチドの添加により
生存が維持されるか検討した。生存できれば
そのヒスチジンジペプチドは分解されてヒ
スチジンが生成したと考えられる。 
 その結果、CN2 発現細胞のみならず、コン
トロール細胞においてもヒスチジンジペプ
チドによる生存の維持が確認された。このこ
とから、哺乳類の培養細胞では、ヒスチジン
がカルノシンの分解によっても供給され得



ることが明らかになった。しかし、CN2 の強
制発現の効果は明らかではなく、細胞内での
カルノシン分解におけるCN2の寄与は明らか
にはならなかった。細胞内にはもともと少量
の CN2 が存在することから、別の種類の細胞
を使うなどの方法により、さらに検討をする
必要があると考えられた。 
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