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研究成果の概要（和文）：M1 アミノペプチダーゼファミリーは様々な生理現象に関与する

多機能は酵素群である。11 種類のヒト M1 酵素のうち、脂肪細胞由来ロイシンアミノペプ

チダーゼ、白血球由来アルギニンアミノペプチダーゼは小胞体局在型酵素であり、またリ

ーベリンは胎盤特異的な発現を示すユニークな酵素である。本研究では、これら M1 酵素

の機能発現メカニズムを解明するため、各酵素の基質特異性に関与するアミノ酸残基の同

定や遺伝子発現あるいは細胞内局在性発揮の理解を目指した解析を行った。 
 

研究成果の概要（英文）：Adipocyte-derived leucine aminopeptidase, leukocyte-derived 
arginine aminopeptidase and Laeverin are belonging to the M1 family of zinc-metallo 
aminopeptidases. In this study, biochemical and cell biological analyses were conducted to 
comprehend their catalytic mechanisms and characteristic subcellular localization/tissue 
distribution (endoplasmic reticulum retention or placenta specific expression). Several 
amino acid residues essential for catalysis were identified and genetic/cell biological tools 
(reporter plasmids and cell lines) were also established. 
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１．研究開始当初の背景 
亜鉛アミノペプチダーゼファミリーである

M1 アミノペプチダーゼファミリーはペプチ
ドホルモン分解酵素としての役割のみなら
ず、血管新生、免疫疾患、ガンをはじめ多く
の生理現象に関与する多機能酵素群である
ことが近年明らかとなってきた。研究代表
者・服部は、新規 M1 アミノペプチダーゼで
ある脂肪細胞由来ロイシンアミノペプチダ
ーゼ（A-LAP）および白血球由来アルギニン

アミノペプチダーゼ（L-RAP）を見出し、そ
れが、従来プロテアーゼ活性がほとんどない
と考えられていた小胞体内腔に存在する極
めてユニークなプロテアーゼであること、
MHC クラス I 提示抗原ペプチドの最終プロ
セシング酵素として機能することを明らか
にしてきた。またリーベリン（Laeverin）は、
母体と胎児の境界に位置する、胎盤の絨毛外
栄養膜細胞の細胞表面抗原として同定され
た新規の M1 ファミリー分子であり、最近、
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関節リウマチ発症との関連ついても示唆さ
れている新規タンパク質である。服部は
Laeverin のリコンビナント酵素を作製し、本
分子がアミノペプチダーゼ阻害剤である
bestatin高感受性のロイシンアミノペプチダ
ーゼであることを最近明らかにしている。 
 

２．研究の目的 
本研究では、小胞体アミノペプチダーゼお

よび Laeverin の酵素触媒メカニズムの解明
および機能制御法の開発に向けた小胞体ア
ミノペプチダーゼの小胞体内貯留メカニズ
ム解析や Laeverin の発現の意義や役割の解
明を行う。本解析を通じて、小胞体アミノペ
プチダーゼおよび Laeverin の機能制御によ
る免疫疾患やガンなどに対する新しい疾患
治療法の確立に向けた分子基盤を構築する
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
 各酵素に特異な酵素学的性状の発現メカ
ニズムを明らかにするために、活性ポケット
を構成するアミノ酸残基に点変異を導入し
た変異体酵素を用いた解析を行う。この際、
ヒト M1 アミノペプチダーゼファミリー間の
一次構造比較あるいは異なる種間での比較
などの結果を基に点変異導入するアミノ酸
残基を選択する。 
 Laeverin の発現調節機構については、ルシ
フェラーゼレポーター遺伝子アッセイを利
用した解析を行う。また、小胞体アミノペプ
チダーゼの小胞体内腔貯留メカニズムにつ
いては、両小胞体アミノペプチダーゼ分子内
には既知の小胞体貯留シグナルが見いださ
れないことから、本酵素群と相互作用しうる
タンパク質を探索することで、その貯留メカ
ニズムを解明する。 
 
４．研究成果 
ヒト A-LAP の酵素活性発現、特に基質特

異性に重要なアミノ酸残基の同定を行った。
ヒト A-LAP の触媒ポケット内に存在する
Gln-181 は、他の M1 ロイシンアミノペプチ
ダーゼでは保存されているが、塩基性アミノ
酸を良い基質とする L-RAP では Asp である
ことから、本残基に注目して解析を行った。
Ala、Glu ならびに Asn 変異体ヒト A-LAP
を作製し、その酵素活性を検討した結果、野
生型酵素の持つ Leu ならびに Met 遊離活性
のみならず、各変異体では検討したすべての
アミノ酸残基について遊離活性が認められ
なかった。一方、Asp 変異体ヒト A-LAP で
も Leu、Met 遊離活性が消失していたものの
L-RAP と同様の Arg、Lys 遊離活性が認めら
れ、本変異体の基質特異性は L-RAP のそれ
と近いものであった。これらの結果から、ヒ
ト A-LAP の基質特異性発現には Gln-181 が

重要な役割を果たしていることが明らかと
なった。 

Laeverin はアミノペプチダーゼ阻害剤で
ある bestatin 高感受性のロイシンアミノペ
プチダーゼであり、他の M1 アミノペプチダ
ーゼとは異なる酵素学的性状を持つ。
Laeverin の特異な酵素学的性状の発現機構
を明らかにするため、生化学的な解析を行っ
た。M1 アミノペプチダーゼファミリー各酵
素の一次構造中には基質ペプチドの認識に
重要であるエキソペプチダーゼモチーフ
（GAMEN 配列）が存在する。ところがヒト
Laeverin では本モチーフを構成する Gly が
His へと分子進化の過程で置換されており、
HAMEN 配列となっている。そこでヒト
Laeverin の His-379 残基の酵素活性発現に
おける役割を解析した。その結果、Phe 変異
体ヒト Laverin では、野生型酵素の酵素学的
性状との差異は認められなかったが、Gly 変
異体ヒト Laeverin では、酵素触媒数ならび
に基質親和性の低下が認められ、その酵素活
性が著しく低下していた。また、ヒト
Laeverin の良い基質である Endokinin C の
分解活性や bestatinの感受性においてもGly
変異体では著しい低下が認められた。これら
の結果から、ヒト Laeverin の His-379 残基
は本酵素の酵素学的性状の発現に極めて重
要な役割を果たしていることが明らかとな
った。さらに、コンピューターシミュレーシ
ョンの結果、His-379 残基の Gly 残基へ置換
は、ヒト Laeverin の触媒ポケットの構造変
化を生じ、その結果として著しい酵素学的性
状の変化を引き起こしている可能性が強く
示唆された。また、前述のヒト A-LAP の
Gln-181 残基に相当するヒト Laeverin の
Gln-238 残基について、その基質特異性に関
与しているかどうかを解析した。その結果、
Gln-238 を Ala に置換した変異体ヒト
Laeverin では、中性アミノ酸遊離活性の消失、
塩基性アミノ酸遊離活性の増大が認められ、
その基質特異性は野生型酵素と比較して大
きく異なっていた。また、bestatin 感受性に
ついては Ala 変異体ヒト Laeverin では大き
く低下していたことから、ヒト Laeverin の
Gln-238 残基も本酵素の基質特異性に重要な
役割を果たしていることが明らかとなった。 

ヒト Laeverin の遺伝子発現調節機構を明
らかにする目的でレポーター遺伝子アッセ
イ用プラスミドを構築した。HeLa 細胞より
抽出したゲノム DNA を鋳型として、PCR 法
によりヒト Laeverin 遺伝子のプロモーター
領域（約 2000 base）を増幅し、レポーター
プラスミドpGL3 basicに挿入した。その後、
制限酵素処理によってプロモーター領域に
欠損を加えた種々のレポータープラスミド
も作製した。作製したレポータープラスミド
を利用するに当たり、抗ヒト Laeverin 抗体



 

 

を用いて各種培養細胞における Laeverin の
発現を検討したが、その発現は全く認められ
なかった。従って、今後はヒト絨毛外栄養膜
細胞の初代培養細胞など Laeverin が確かに
発現している細胞を利用して、レポーター遺
伝子アッセイによる遺伝子発現調節機構の
解析を行う予定である。さらに、Laeverin 発
現細胞の検討過程でこれまでに作製したヒ
ト Laeverin に対する特異抗体がネズミ
Laeverin タンパク質には交叉しないことが
明らかとなった。その原因として、ヒトとネ
ズミ Laeverin 間の一次構造上の相同性の乏
しさが考えられた。そこで、マウス胎盤より
調製したmRNAからPCR法を用いてマウス
Laeverin cDNA を取得した。その後、マウス
Laeverin cDNA をバキュロウイルス発現用
ベクターに挿入した。今後、組換え型マウス
Laeverin、次いで特異抗体の作製を行い、マ
ウス胎盤組織を利用した Laeverin の発現解
析などを行う。 
 A-LAP の小胞体内腔での貯留に重要な役
割を果たすタンパク質分子（複合体）の存在
が示唆されたことから、本分子の探索用細胞
株の樹立を行った。A-LAP の C 末端に x3 
FLAG タグを付加した A-LAP-FLAG 発現ベ
クターを構築し、これを HeLa S3 細胞に安
定的に導入した。ベクターに挿入した薬剤選
択マーカーBlasticidin S 耐性を指標にコロ
ニーを取得し、A-LAP-FLAG を構成的に発
現する細胞株 A-LAP-FLAG/HeLa を得た。
本細胞株を利用することによって、共免疫沈
降法による複合体構成因子の同定が可能と
なった。 
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