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研究成果の概要（和文）：ヒト Laeverin のエキソペプチダーゼモチーフを構成する His-379 残

基に着目し、本残基がユニークな Laeverin の酵素学的性状の発現においてどのような役割を

担っているかを検討した。その結果、ヒト Laeverin の His-379 残基は基質特異性の発現や触

媒作用に重要であり、さらに立体構造モデルより、本残基が触媒ポケット構造の維持に重要な

役割を果たしている可能性を提示することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Here, we evaluated the roles of His379, comprising the exopeptidase 
motif, in the enzymatic properties of human Laeverin.  Our results indicate that His379 
plays essential roles in its distinctive enzymatic properties and contributes to maintaining 
the appropriate structure of the catalytic cavity of the enzyme.   
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１．研究開始当初の背景 

Laeverin は、新生児由来の絨毛外栄養膜
細胞 (EVT) に特異的に発現する細胞表面
抗原として、単離された新規タンパク質で
あり、その一次構造から M1 アミノペプチ
ダーゼファミリーに分類される。当初、
LaeverinがEVTの機能に密接に関連するこ
とが推察されたが、その機能は全く不明な
ままであった。研究代表者は、バキュロウ

ィルス発現系を用いてヒトリコンビナント
Laeverin を調製し、その酵素学的性状を解
析した結果、Laeverin は新規のベスタチン
感受性ロイシンアミノペプチダーゼである
こと、いくつかの生理活性ペプチドのアミ
ノ末端から、塩基性及び芳香族アミノ酸残
基を遊離することを見出し、本酵素がペプ
チドホルモンの代謝に関与していることを
明らかにした。このような Laeverin の酵
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素学的性状は、他の M1 アミノペプチダー
ゼと比べてユニークであるため、本酵素が
胎盤において重要な役割を担っていると考
えられた。また、Laeverin の基質となる
Kisspeptin-10 (Kp-10)は、胎盤に豊富に存
在し、細胞浸潤を抑制する作用を持つこと
が知られている。そのため、EVT 細胞膜上
に存在する本酵素が、Kp-10 の濃度調節を
介して EVT 浸潤を調節している可能性が
考えられた。 

 
２．研究の目的 

本申請課題では、Laeverin の触媒メカニズ
ムの詳細を明らかにし、Laeverin の生理機能
の推察、並びに Laeverin と関連する病態に
対する新たな作用メカニズムを持つ創薬開
発に向けた分子基盤を構築することが目的
である。 
 
３．研究の方法 

まず、His-379 残基を他の M1 アミノペプチ
ダーゼやマウス Laeverin で見られるような
Gly 残基へと置換した変異体 Laeverin 
(His379Gly)や環構造側鎖を持つ Phe への置
換体 (His379 Phe)、正電荷を持つ Lys 置換
体 (His379Lys)、疎水性アミノ酸 Leu 置換体 
(His379Leu)をそれぞれバキュロウイルス発
現系を用いて調製した。精製の効率を上げる
ために各組換え型酵素のカルボキシル末端
に 6×His タグを付加した。バキュロウイル
ス感染 72 時間後の Sf-9 細胞培養上清 3L か
ら Hydroxyapatite カラムおよび
Ni2+-chelating-Toyopearl カラムを用いて
精製を行った。 
 
４．研究成果 
ヒト Laeverin の活性中心近傍の一次配列

を他の M1 アミノペプチダーゼの相同配列と
比較した。M1ファミリー分子間では、エキソ
ペプチダーゼモチーフ・GXMEN 配列がよく保
存されている。しかし、ヒト Laeverin では、
最初の Gly 残基がかさ高い側鎖をもつ His 残
基へと置換されているというユニークな構
造 (HAMEN)を有していた。次に、Laeverin の
相同分子種間のエキソペプチダーゼモチー
フの比較を行った。その結果、エキソペプチ
ダーゼモチーフにおけるアミノ酸置換はヒ
ト以外のいくつかの哺乳類 Laeverin でも認
められるが、マウス及びラットでは GAMEN の
ままであった。そこで、ヒト Laeverin のエ
キソペプチダーゼモチーフを構成する
His-379 残基に着目し、酵素学的性状におけ
る本残基の役割を部位特異的変異導入法に
より解析した。 
  
(1)ヒト Laeverin点変異体の人工蛍光基質に

対する酵素活性 

人工蛍光基質を用いて、野生型及び 4種類
の 点 変 異 体  (His379Gly 、 His379Phe 、
His379Lys、His379Leu) Laeverin の速度論的
解析を行った (Table 1)。以前の解析から、
野生型 Laeverin の触媒効率 (kcat/Km)は
Leu-MCAを用いたときが最も高く、次いで Arg、 

Table 1 

 
Met、Lys、そして Phe-MCA の順に低くなるこ
とが明らかにされている。His379Gly 変異体
Laeverin の中性アミノ酸残基 (Leu、Met 及
び Phe-MCA)に対する親和性 (Km値)は野生型
Laeverin の 41-60%の値であったが、代謝回
転分子数 (kcat 値)は野生型 Laeverin の
30-39%であった。その結果として kcat/Km は
野生型 Laeverin の値に比べ 66-82%に低下し
た。また、His379Gly 変異体 Laeverin の塩基
性アミノ酸残基 (Arg、Lys-MCA)に対する Km
値は野生型 Laeverin の値の 50%程度を示し、
kcat値は野生型Laeverinと同程度であった。
その結果、kcat/Km は野生型 Laeverin の同値
に比べてそれぞれ 129、174%であった。 
一方、His379Phe 変異体 Laeverin では、

Table 1 で示すように検討した全ての基質に
対するKm値は野生型Laeverin の値とほぼ一
致した。しかしながら、いずれの基質の場合
でもkcat値は野生型Laeverin よりわずかに
高い傾向が認められたため、kcat/Km は野生
型 Laeverinより若干高値 (109-174%)であっ
た。His379Lys 変異体 Laeverin では Arg 及び
Phe-MCA 以外の基質に対する各値は野生型
Laeverin の値と同程度であった。一方で、
His379Leu変異体Laeverinの Km及び kcat値
は His379Gly 変異体 Laeverin とほぼ同じ傾
向を示した。 
以上の結果より、His-379 残基の Gly もし

くは Leu残基への置換は基質特異性に大きな
影響を及ぼすが、Phe もしくは Lys 残基への
置換では基質特異性の変化は一部を除き、ほ
とんど変化しないことが明らかとなった。 



 

 

(2)ヒト Laeverin点変異体のプロテアーゼ阻
害剤に対する感受性 
Table 2 

 
Laeverin は、ほとんどの M1 アミノペプチ

ダーゼに対して弱い競合阻害剤として作用
するベスタチンに高い感受性を示す。そこで、
各変異体 Laeverin のアミノペプチダーゼ阻
害剤に対する感受性を野生型 Laeverin と比
較検討した (Table 2)。その結果、ベスタチ
ンは野生型及び His379Phe 変異体 Laeverin
の 酵 素 活 性 を 効 果 的 に 阻 害 し た が 、
His379Gly、His379Lys 及び His379Leu 変異体
Laeverin のベスタチンに対する感受性は野
生型 Laeverin より低かった。これらの結果
より、本酵素の持つ特徴であるベスタチンへ
の高感受性の発揮には His-379残基の芳香環
が重要であることが示された。対照的に、ア
マ ス タ チ ン へ の 感 受 性 に お い て は 、
His379Gly 変異体 Laeverin の方が、野生型
Laeverin よりも高い感受性を示した。以上の
結果から、His-379 残基が、Laeverin の特徴
的な阻害剤プロファイルに深く関与してい
ることが示された。 

 
(3)天然ペプチドのヒト Laeverin点変異体に

対する阻害効果 
 これまでに、Laeverin のアミノペプチダー
ゼ活性は、ヒトの胎盤中に存在するペプチド
ホルモンである Substance P、Bradykinin、
Ang IVによって競合的に阻害されることが明
らかになっている。そこで次に、上記のヒト
天然ペプチドの野生型及び His379Gly変異体
Laeverin の酵素活性に対する阻害効果を比
較した (Table 3)。Substance P は野生型及
び His379Phe 変異体 Laeverin の Leu-MCA 水
解活性を競合的に阻害し、さらに His379Gly
変異体 Laeverin の酵素活性に対してはより
効果的な阻害効果を示すことが明らかとな
った。また、Substance P と同じアミノ末端 
配列 (Arg-Pro-)を持つ Bradykinin も、野生 
 
Table 3 

型及び His379Phe 変異体 Laeverin よりも
His379Gly変異体Laeverinのアミノペプチダ
ーゼ活性を強く競合阻害した。一方、アミノ
末端に Val 残基を有する Ang IV に対する感
受性は全ての酵素において同程度であり、点
変異導入による影響は認められなかった。以
上の結果から、His379Gly変異体 Laeverin に
おいては、アミノ末端に Arg 残基を有する上
記 2つのペプチドホルモンに対する親和性が
上昇していることが明らかとなり、His-379
残基が Laeverin の基質ポケットの形成に関
与している可能性が考えられた。 
 
(4)ヒト Laeverin点変異体の天然ペプチドに

対する分解活性 
これまでに、Laeverin は血圧調節ホルモン

である Ang III、胎盤性ホルモンである
Kisspeptin-10 、 脳 内 ホ ル モ ン で あ る
Dynorphin A (1-8)などを基質とすることが
明らかとなっている。そこで、野生型および
各変異体 Laeverin の Ang III、Kisspeptin-10
及び Dynorphin A (1-8)に対する分解活性を
比較した。まず、アミノ末端に Arg 残基を有
する Ang III の分解について解析をした。そ
の結果、野生型 Laeverin と Ang III を 37℃
で60分間、反応させた場合、約30％のAng III
がアミノ末端から Arg 残基を遊離し、Ang IV
へと変換された (Fig. 1A)。一方、同条件下
においてHis379Gly変異体Laeverinは約60%
の Ang III を Ang IV へと変換し、その変換
能は野生型 Laeverin と比べて約 2 倍高いこ
とが示された (Fig. 1A)。また、速度論的解
析の結果、His379Gly 変異体 Laeverin では野
生型及び His379Phe 変異体 Laeverin と比べ
て基質に対する Km 値が高くなるため、
kcat/Km が高くなることが明らかとなった 
(Table 4)。これらの結果から、His379Gly 変
異体 Laeverin では、天然ペプチドのアミノ
末端からの塩基性アミノ酸残基遊離活性が
野生型 Laeverin より高くなることが示され
た。 
 続いて、アミノ末端に Tyr 残基を有する
Kisspeptin-10 の分解活性について検討した。
その結果、野生型 Laeverin は、反応 60 分後
には約 45%の Kisspeptin-10 のアミノ末端の
Tyr 残基を遊離した (Fig. 1B)。一方、同条
件下において、His379Gly 変異体 Laeverin は
約 15%の Tyr 残基を遊離するに留まり、野生
型 Laeverin と比較すると、Kisspeptin-10 の
分解能は約 1/3 程度に低下していた (Fig. 
1B)。この傾向は Phe-MCA 水解活性と同様で
あった。 
さらに、アミノ末端に Tyr 残基を有する

Dynorphin A (1-8)の分解活性を検討した結
果、野生型 Laeverin では、反応 30 分後に約
90%の Dynorphin A (1-8)のアミノ末端から
Tyr 残基が遊離され、さらに 6mer まで分解さ 



 

 

Fig. 1 

 
れた産物も認められた (Fig. 1C)。一方、同
一条件下で His379Gly 変異体 Laeverin は、
約 30%のアミノ末端の Tyr 残基を遊離するに
留まり、野生型 Laeverin と比較すると
Dynorphin A (1-8)の分解能は約 1/3 にまで
低下した (Fig. 1C)。さらに速度論的解析の
結果、Phe-MCA の場合と同様に、His379Gly
変異体 Laeverin では、Kisspeptin-10 及び
Dynorphin A (1-8)に対する Km値が高くなり、
kcat 値が顕著に低下したことで、kcat/Km は
野生型 Laeverinよりも低下していた (Table 
4)。一方、His379Phe 変異体 Laeverin のこれ
ら 2つのペプチドに対する Km及び kcat 値は
若干低値であった (Table 4)。以上の結果か
ら、His379Gly 変異体 Laeverin では、天然ペ
プチドのTyr残基遊離活性が野生型Laeverin
よりも低くなることが示された。これより、
Laeverin の His-379 残基は、アミノ末端に
Tyr 残基を有する基質ペプチドとの感受性及
び分解活性を決定している重要な残基であ
ることが示唆された。 
 Endokinin C はヒト胎盤に発現している新
規ペプチドホルモンであり、Laeverin の基質
となることが報告されている。そこで、野生
型および各変異体 Laeverin の Endokinin C
に対する分解活性についても比較検討した。
Endokinin C はアミノ末端に Lys 残基を有す
るため、 Lys-MCA を用いた解析からは
His379Gly変異体Laeverinでは分解活性の上
昇が予測されたものの、実際には、His379Gly
変異体LaeverinのEndokinin C分解活性は、
野生型 Laeverin に比べて逆に低下していた 

(Fig. 2)。さらに速度論的解析の結果から、
Endokinin C に対する His379Gly 変異体及び
His379Phe 変異体 Laeverin の Km 値は、野生
型 Laeverin のそれに比べて高かったが、一
方、kcat 値については His379Gly 変異体
Laeverin では著しく低かった。その結果、
His379Gly変異体Laeverinの kcat/Kmは野生
型 Laeverin に比べて低値であることが明ら
かとなった (Table 4)。  
 
Table 4 

 
Fig. 2  

 
M1ファミリーのひとつであるヒトLTA4Hの

Ｘ線結晶構造から、Laeverin の His-379 残基
に相当する Gly-268 残基が基質の P1’ 残基
と相互作用することが示されている。そこで、
Endokinin C の 2 番目に位置する Lys 残基を 
Ala 残基に置換した Endokinin C [K2A]の分
解活性を検討することで、P1’ 残基の認識
に His-379残基が関与しているかどうかを検
討した。その結果、野生型 Laeverin の
Endokinin C [K2A]に対する分解活性は
Endokinin C に比べて低下することが明らか
となった (Fig. 2)。また、His379Gly 変異体
Laeverin の Endokinin C [K2A]に対する分解
活性も Endokinin C を基質とする場合に比べ
て低く、それは野生型 Laeverin の Endokinin 
C [K2A]に対する分解能と同程度であった。 
速度論的解析の結果、野生型 Laeverin の

Endokinin C [K2A]に対する Km 値に比べ
Endokinin C に対する Km 値が高いことから、
Endokinin C の P1’ 位 Lys 残基の Ala 残基
への置換により、野生型 Laeverin の kcat/Km
が低下していることが明らかとなった 



 

 

(Table 4)。これらの結果から、His-379 残基
が基質の P1 残基を認識するだけでなく、基
質の P1’ 残基の認識や基質ポケットの構造
維持に重要な役割を果たしていることが示
唆された。 
  
(5)Laeverin の立体構造モデルの構築 

これまでに、T. acidophilum の TIFF3、ヒ
トロイコトリエン A4 加水分解酵素 (LTA4H)
及び大腸菌 APN の X線結晶構造が解明されて
いる。エキソペプチダーゼモチーフを構成す
る 5 つのアミノ酸残基は、短いβ-strand を
形成して触媒ポケットの内側に存在してい
る (例えば TIFF3 におけるβ19 鎖)。ヒト
LTA4H においては、エキソペプチダーゼモチ
ーフの中の 4番目の Glu-271 残基は、基質や
アミノペプチダーゼ阻害剤であるベスタチ
ンのアミノ末端アミノ基と水素結合を形成
し、1 番目の Gly-268 残基の主鎖のアミド基
は、ベスタチンの主鎖のカルボニル基や基質
ペプチドの P1’に位置するアミノ酸残基と水
素結合を形成することが明らかとなった。さ
らに、大腸菌 APN の X 線結晶構造が明らかに
なった際に、エキソペプチダーゼモチーフの
1 つ前に位置する Met-260 残基が、構造変化
を引き起こすことで、S1 ポケットの容積が変
化し、様々な基質のアミノ末端に位置し異な
る大きさを持ったアミノ酸残基をポケット
内に受け入れることができるという新しい
基質認識モデル「クッションモデル」が提唱
された。これによって M1 アミノペプチダー
ゼの広範な基質特異性がいかに生じている
かがうまく説明できる。またごく最近、マウ
ス APA のエキソペプチダーゼモチーフの 1残
基手前の Thr-348 残基 (大腸菌 APN の
Met-260 残基に相当)についても、それが基質
特異性の発現に必須であることが報告され
ている 。 

以上の知見を考え合わせると、もしエキソ
ペプチダーゼモチーフ中の Gly残基が他のア
ミノ酸、特にかさ高いアミノ酸残基に置換さ
れた場合は、周囲のアミノ酸残基側鎖の空間
的な配置にある程度の変化が生じ、その結果、
M1 アミノペプチダーゼの酵素学的性状にも
影響がでるのではないかと推察される。 

そこで、この仮説について検証するため、
野生型及び His379Gly 変異体 Laeverin につ
いて、触媒ポケットの立体構造モデルを T. 
acidophilum TIFF3 を鋳型にして作製した。
シミュレーションの結果、野生型と変異体の
間で、β19-strand 周辺の S1 ポケットの構造
が大きく異なっていた (Fig. 3A,B)。また
His-379 残基以外のエキソペプチダーゼモチ
ーフを構成するアミノ酸残基の側鎖の空間
配置についても His 残基から Gly 残基への点
変異体によって影響を受けることが示唆さ
れた (Fig. 3C,D)。さらに Asn-378 残基 (大

腸菌 APN の Met-260 残基に相当)の側鎖の配
置も、両酵素間で大きく異なることが示唆さ
れた。これらの結果から、エキソペプチダー
ゼモチーフの Gly 残基が His 残基へと置換さ 
れたことで S1ポケットの構造に変化が生じ、
その結果、ヒト Laeverin が分子進化の過程
でユニークな基質特異性を獲得したのでは
ないかと考えられる。 
Fig. 3 

 
これまでの研究において、Laeverin は胎盤

中の EVT に特異的に発現する M1 アミノペプ
チダーゼであることが報告されている。それ
に加えて最近、Laeverin が子癇前症の患者の
胎盤や間接リウマチ患者の滑膜組織におい
ても高発現していることが報告されている。
本申請課題では、野生型 Laeverin が、
His379Gly 変 異 体 Laeverin よ り も 、
Kisspeptin-10 や Endokinin C などの胎盤由
来ペプチドホルモンを効率よく分解するこ
とを示したが、このことからヒト Laeverin
がこれらペプチドホルモンの濃度調節を行
うことで正常な妊娠をコントロール・維持す
るという生理的な役割を担っている可能性
が示唆された。 
一方、げっ歯類 (マウス、ラット)の

Laeverin では、エキソペプチダーゼモチーフ
が GAMEN であることから、その酵素学的性状
や生理作用は、ヒト酵素とは異なっていると
推測できる。ヒトとげっ歯類では、胎盤形成
の機構は大きく異なっており、特に EVT の子
宮動脈への浸潤やその後の血管新生モデリ
ングなどの点では差異が認められることが
知られている。さらに Laeverin が EVT の細
胞膜表面に発現していることを考え合わせ
ると、ヒトとげっ歯類の Laeverin の酵素活
性の差異が、それぞれの種の EVT の細胞機能
に差異を生じ、ひいては胎盤形成の過程の違
いにまで反映されるのではないかと考えら
れる。 
以上、本申請課題を通じて、ヒト Laeverin

のエキソペプチダーゼモチーフを構成する
His-379 残基が、本酵素にユニークな基質特
異性の発現や触媒作用に重要であることを
明らかにした。さらに、本残基が最適な触媒



 

 

ポケットの構造形成に重要な役割を果たし
ている可能性を提示することができた。これ
らの成果は、今後 Laeverin に対する特異的
な阻害剤の開発や、M1 アミノペプチダーゼフ
ァミリー分子の触媒メカニズムの解明に有
用な知見を与えることが予想される。 
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