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研究成果の概要（和文）：異常プリオン分解酵素（NAPase、E77）の作用機序の解明を行った

結果、NAPase の Arg117 および Arg133 を含む領域が、難分解性タンパク質吸着能を有し、

活性発現に寄与することを明らかにした。さらに NAPase 遺伝子を用いたランダム変異法によ

り、特異性向上変異株を 3 株得た。また、異常プリオン分解酵素を用いた食肉清浄化に必須と

なる、特異的阻害剤をゴーヤ種子より単離し、実用性を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：The region concluding Arg 117 and 133 of NAPase had the keratin 

adsorbability, and was concerned with PrP
Sc 

-degrading activity. The specificity to 

hard-to-degrading protein of NAPase was improved by random mutagenesis. A specific inhibitor of 

NAPase adaptable for meet cleaner was discovered from bitter gourd. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、日本において海綿状脳症（狂牛病）

に罹患した牛が33頭確認され、プリオン病発

症機序の解明および治療・予防法の開発が緊

急課題となっている。しかし、異常プリオン

タンパク質を大量に入手することは困難であ

ること、また牛プリオンタンパク質を用いた
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ることなど研究を進める上で限界がある。も

し、異常プリオン様タンパク質の立体構造を

持つタンパク質が存在すれば、通常レベルの

実験室での研究が可能になるばかりでなく、

研究の格段の進展が期待できる。 

申請者らは、ラット肝臓から進化的に高度

に保存された新規なタンパク質を発見した（J. 

Biol. Chem. 270, 30060-30067 (1995)）。過

塩素酸によって抽出される本タンパク質を

Perchloric acid Soluble Protein（PSP）

と名付けた。ドイツのDr. Carugoとの共同で

PSPの立体構造を明らかにした結果、PSPの

立体構造は2個のαへリックスと6個のβシート

からなり、2個のαへリックスと4個のβシート

からなる異常プリオンタンパク質とαへリッ

クスとβシートの配置も含めて極めて類似し

た立体構造を示した。また、proteinaseKや熱

に対する耐性も異常プリオンタンパク質と同

様の性質を示したことから、PSPは少なくと

も清浄化酵素の基質として異常プリオンタン

パク質のモデルとなり得るとの着想に至った。 

本研究では、PSP を基質として異常プリオ

ンタンパク質を分解する新規なタンパク質

分解酵素を微生物からスクリーニングし、あ

る種の放線菌が分泌する新規な異常プリオ

ンタンパク質分解酵素 E77 を発見した

（Biochem. Biophys. Res. Commun. 321, 

45-50 (2004)）。 

また、先に発見した好アルカリ性放線菌

Nocardiopsis sp. TOA-1 の産生するケラチ

ナ ー ゼ （ Enzyme Microb. Technol. 34, 

482-489 (2004)）が、E77 同様の分解能を有

することを明らかにした（Biosci. Biotech. 

Biochem. 70, 1246-1248 (2006)）。 

 

２．研究の目的 

異常プリオンタンパク質分解酵素について

は、E77およびNAPase以外には、オランダと

イギリスのグループが報告している。 

オランダで発見された酵素は異常プリオン

を100℃で前処理しないと効果が無いこと、イ

ギリスの酵素もプリオン分解に60℃で30分

以上かかることから、至適条件下で3分以内に

異常プリオンを分解する酵素E77および

NAPaseは、現在のところ世界で最も強い分

解活性を示すことが示唆されている。 

また、NAPaseの立体構造の解析、化学修

飾による特異性変化の解析結果をもとに、異

常プリオン分解酵素は、活性部位とは別に、

異常プリオン結合部位の存在が示唆されてお

り、異常プリオン結合部位により分解能が発

現する作用機序を提唱している。 

一方、本酵素を用いた畜肉の清浄化（混入

異常プリオンの分解）評価を行ったが、コラ

ーゲンなど他の有用タンパク質の分解能の発

現に伴う製品の务化が確認されたため、特異

性をさらに向上させた酵素への改変または新

規酵素の発見が望まれている。 

 

３．研究の方法 

E77およびNAPaseは、現在までに報告され

た異常プリオンタンパク質分解酵素の中で最

も強い活性を示す。本申請研究では、異常プ

リオンタンパク質へのさらなる特異性の向

上を目指し、遺伝子シャッフリングなどに代

表される新規タンパク質工学・進化分子学工

学的手法を用いて、酵素の改変を行うことを

目標とする。 

さらには、畜肉の清浄化剤への応用など変

異型異常プリオン分解酵素の実用化を図る

ことを目標とする。 

 

４．研究成果 

本研究は、放線菌の産生する異常プリオン

分解酵素（NAPase, E77）の特異性の改変およ

び食の安全への適応について研究を行い、以



 

 

下の 4 つの成果を得た。 

 

(1)菌の同定 

異常プリオン分解酵素(NAPase)を生産する、

好アルカリ性放線菌 TOA-1 株の同定を、形態

学的、生理学的、および分子生物学的解析に

より行い、本菌株が Nocardiopsis 属の新種で

あることを明らかにした。 

 

(2)新規異常プリオンタンパク質分解酵素の

探索 

 異常プリオン分解能を有する新規酵素の

スクリーニングを行った結果、新たに土壌よ

り分離した好アルカリ性細菌 K-35 株の産生

する新規アルカリセリンプロテアーゼ（分子

量 18.5 kDa）が、NAPase および E77 とほぼ

同等のケラチンおよび異常プリオンモデル

タンパク質PSPの分解能を有することを明ら

かにした。 

 

(3)異常プリオン分解酵素に対する新規阻害

剤の探索 

畜肉の清浄化剤への応用を目指して、異常

プリオン分解酵素(NAPase, E77)を効果的か

つ特異的に阻害する食品成分由来の異常プ

リオン分解酵素阻害剤のスクリーニングを

行った結果、ゴーヤ種子の新規タンパク質

（分子量 9.8 kDa）が特異的阻害能を有する

事を明らかにした。本阻害剤の羊腸清浄工程

への応用検討を行い、異常プリオン分解酵素

の触媒能の制御が可能であることを見出し

た。 

 

(4)異常プリオン分解酵素の作用機序の解明 

化学修飾法により Arg 残基を修飾した

NAPase のケラチン分解能が特異的に低下す

ることを見出した。 

放線菌を宿主とした NAPase 遺伝子の発現

系を構築し、機能解明を試みた結果、活性部

位とは離れた位置に存在する Arg117 と

Arg133 の両アミノ酸が、異常プリオン分解能

に関与する可能性が示唆された。 

大腸菌を宿主とした活性型 NAPase 遺伝子

発現系を構築し、プロ領域との共発現による

活性型組換え NAPase の取得を検討した結果、

リフォールディング緩衝液（50 mM Tris-HCl 

buffer at pH 7.0, 0.5M (NH4)2SO4, 1 mM CaCl2, 

1M L-arginine, 5 mM 2-mercaptoethanol）を用

いた希釈法を用いたインビトロリフォルデ

ィングにより、高効率で活性型酵素が得られ

ることを明らかにした。本発現系を用いて、

Arg117Ala、Arg133Ala 変異体を作製し、それ

ら酵素の特異性を検討した結果、両 Arg 残基

を含む領域が難分解性タンパク質分解能の

発現に必須であることを明らかにした。本領

域は、難分解性タンパク質の吸着能発現に寄

与することより、本領域が他の難分解性基質

加水分解酵素と同様、活性部位とは独立した

機能ドメインを形成していると推察した。 

また、ケラチン培地を用いた特異性向上変

異株取得系を確立し、ランダム変異法を用い

て様々な部位の改変を行い、ケラチン分解能

の向上した変異体を 3 株得ることに成功した。 
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