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研究成果の概要（和文）：我々が哺乳類より発見したD-アスパラギン酸エンドペプチダーゼ（D-Aspartyl Endopeptida
se: DAEP）は、変性したD-アスパラギン酸（D-Asp）含有タンパク質を特異的に分解する品質管理機構であると考えて
いる。様々な生物種におけるDAEP活性を調べたところ、アフリカツメガエルやバフンウニでは、生殖巣や未受精成熟卵
での活性が高いことが明らかになった。また、その局在を調べたところ、ミトコンドリアに分布することが示唆された
。従って、これらの水生動物ではDAEPが初期発生に重要な機能を発揮していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：D-isomer of Asp (D-Asp) residue is often detected in abnormally aggregated protein
s.  Therefore it is strongly suggested that formation of D-Asp in proteins is potentially noxious for meta
bolic turnover.  The D-aspartyl endopeptidase (DAEP), which we have discovered from mammals, stereoselecti
vely degrades its substrate at the internal D-Asp residue, and seems to physiologically serve as a kind of
 quality-control system to maintain the protein homeostasis.  On the other hand, a distribution of DAEP in
 living things is not clear.  In African clawed frog (Xenopus laevis), high DAEP activity was detectable i
n its testes, ovaries and unfertilized eggs, though the frog naturally thrives around 20&#186;C at the mos
t.  In order to elucidate physiological functions of DAEP, we therefore examined comparison of properties 
of DAEPs, purified from aquatic animals: African clawed frogs and Japanese green sea urchins, with mammali
an DAEP.
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１．研究開始当初の背景 
近年、フォールディング病の原因タンパク
質に代表される「代謝速度の遅いタンパク
質」に D-アスパラギン酸（D-Asp）残基を含
むものが発見され、発症との因果関係が指摘
されている（表 1）。ラセミ化（D化）の原因
として、申請者らは温度や酸化ストレスによ
る非酵素的な化学変化であることを示し、そ
の反応速度論的な解析を行い、高齢者でラセ
ミ化率が高くなることなどを明らかにして
きた。一方、細胞内から D-Asp含有タンパク
質は見つかっていなかったことから、有害な
D-Asp 含有タンパク質は、細胞内では特異的
なプロテアーゼによって分解されているの
ではないかと考え、独自にその活性測定法を
開発してその探索を行った。その結果、哺乳
類ミトコンドリアの内膜に結合し、巨大な複
合体構造を有する 700 kDaの高分子プロテア
ーゼを発見した。本酵素は D-Asp残基を含む
タンパク質にのみ基質特異性を示すことが
明らかになったので、これを D-Aspartyl 
Endopeptidase: DAEPと名付けた。ミトコンド
リアが活性酸素の原産地であり、それによる
タンパク質への悪影響が懸念されることか
ら、DAEPの生理的意義は、Asp残基が D化
した結果、変性してしまった有害タンパク質
に対する品質管理であると考えられた。そこ
で、DAEP の生理機能についてより詳細な知
見を得るため、大量精製や発現系を構築し、
その構造の解析に取り組むことにした。 

 
２．研究の目的 
しかしながら、いざ DAEP の大量精製を
開始すると、DAEP がミトコンドリア内膜に
結合した複合体型タンパク質であることが
災いする。すなわち、精製の初期段階で膜よ
り界面活性剤で抽出すると、構造的に非常に
不安定になり、結果として精製収量が非常に
悪くなってしまったのである。そこで、DAEP
を構成する各サブユニットの発現系を構築
して混ぜ合わせ、DAEP 本体の再構成を試み
たが、全くその活性を検出することはできな
かった。 

したがって、こうした問題点を解決するた
めには、DAEP の分子進化をさかのぼって、
より構造の単純なホモログを得ることが良
策であると考えた。様々な生物種（古細菌、
真正細菌、酵母、線虫、魚類、両生類、鳥類）
における DAEP 様活性の検索を行った結果、
菌類や線虫からはDAEP様活性を検出するこ
とができなかったが、魚類や両生類では、特
に生殖巣や未受精成熟卵での DAEP 活性が
高いことが明らかになった。そこで、生化学
的な分析手法が確立しているアフリカツメ
ガエル（Xenopus laevis）など、より生体構造
の単純な生物からDAEPの進化的な起源とそ
の生理的な基質の同定とめざして、様々な生
物種におけるDAEP様活性のスクリーニング
を開始した。 
 
３．研究の方法 
⑴ DAEP様活性の測定法と阻害剤について 
 分解されると蛍光物質（アミノメチルクマ
リ ン ） を 遊 離 す る 人 工 基 質 ：
Succinyl-[D-Asp]-MCA を開発し、その分解活
性を指標として、各試料における DAEP様活
性を探索した。また、新たに特異的阻害剤： 
Benzoyl-L-Arg-L-His-[D-Asp]-CH2Cl も開発し、
これに対する感受性によってDAEPホモログ
であるか否かを評価した。 
 
⑵ 成熟過程にあるアフリカツメガエル卵母
細胞の仕分けと DAEP様活性 
 メスの成熟したアフリカツメガエルを低
温麻酔し、卵巣を摘出した。摘出した卵巣を
コラゲナーゼで処理し、卵母細胞をばらばら
にした後、成熟度に応じた 1-6 の各ステージ
に分画することを試みた。1-3 は小さくて分
けられなかったのでひとまとめにし、4 から
6 はそれぞれ独立して分画した。その後、各
サンプルをホモジェナイズし、DAEP 様活性
を測定した。 
 
⑶ バフンウニ生殖巣における DAEP様活性 
 バフンウニ（Hemicentrotus pulcherrimus）の
成熟・産卵期となる 1月下旬から三浦半島沖
での採取を依頼した。採取したバフンウニを
解剖し、体内に 0.5 M KClを注入することで
強制的に排卵・排精させ、卵細胞・精子を回
収した。その後、人工海水を 1/4 に薄めたも
のをホモジェナイズバッファーとしてサン
プル調製し、DAEP 様活性を測定した。バフ
ンウニの組織は自家蛍光が強かったので、基
質を入れないアッセイ混液と試料を混ぜた
ものをブランクとした。 

D-Asp含有タンパク質 関連疾患

βアミロイドタンパク質
タウタンパク質

αA-クリスタリン 白内障

プリオンタンパク質 プリオン病

ミエリン塩基性タンパク質 多発性硬化症

エラスチン 動脈硬化

コラーゲン パジェット病、骨粗鬆症

アルツハイマー病

表1　D-Asp含有タンパク質と関連疾患



⑷ 卵巣組織の分画 
 アフリカツメガエル・バフンウニの卵巣組
織をポッター型ホモジェナイザーを用いて
ホモジェナイズした後、遠心力の強度によっ
て核（600 xg）、ミトコンドリア（9,000 xg）、
ミクロゾーム（小胞体・ゴルジ体、100,000 xg）
に分画した。 
 
４．研究成果 
⑴ アフリカツメガエルにおける DAEP 様活
性の分布について 
 アフリカツメガエルにおけるDAEP様活性
の臓器分布は、哺乳類のそれとは大きく異な
り、肝臓における活性が著しく低く、生殖巣
での活性が高いことが特徴であった（図 1）。
そこで、性腺刺激ホルモンを注射することに
よって産卵させた成熟未受精卵（第二減数分
裂中期）における DAEP様活性をしらべたと
ころ、卵巣の DAEP様活性と比較して、産卵
直後の未受精成熟卵では 4倍、その膜画分だ
け分離すると 20倍の比活性が観察された。 
 成熟未受精卵をオルガネラごとに分画し、
DAEP 様活性の局在を調べたところ、ミトコ
ンドリア膜にあることが明らかになったの
で、これを精製の出発材料としてその精製を
試みた。100 倍程度の精製度を持つ標品が得
られたので、その基本的な性質について検討
した結果、マウス肝由来 DAEPと同様にミト
コンドリア膜に局在することが示唆され、分
子量 30 万を越える高分子複合体であること
が明らかになった。また、哺乳類 DAEPに特
異的に結合し、その活性を阻害する合成阻害
剤 i-DAEP： Benzoyl-Arg-His-[D-Asp]-CH2Cl
は、アフリカツメガエルの DAEP様活性も強
く阻害した。 

 
⑵ 成熟過程にあるアフリカツメガエル卵母
細胞の DAEP様活性 
 摘出した卵巣をコラゲナーゼで処理し、卵
母細胞をばらばらにした後、成熟度に応じて
ステージごとに分画した（1から3、および4、
5，6）。その後、各サンプルをホモジェナイ

ズし、DAEP様活性を測定した（図 2）。 

 
⑶ バフンウニ生殖巣における DAEP様活性 
 バフンウニを解剖し、生殖巣と消化器に分
けて DAEP様活性を測定したところ、生殖巣
からのみ DAEP 様活性が検出された。また、
0.5 M KCl注入による強制排卵・排精で回収
した卵細胞・精子からも DAEP様活性が検出
された。細胞内局在を調べた結果、DAEP 様
活性はミトコンドリアに局在していた。バフ
ンウニでもマウスやアフリカツメガエルと
同様に DAEP様活性が検出され、卵巣におけ
る細胞内局在はミトコンドリアであったこ
とから、100 倍程度の精製度を目指して精製
を行った。 
 
⑷ 他の生物における DAEP様活性の分布 
 DAEP の生物界における分布を調べる過程
で、メダカ（Oryzias latipes var.）やホヤ類（マ
ボヤ Halocynthia roretzi、カタユウレイボヤ
Ciona intestinalis）、植物も検討した。カタユ
ウレイボヤでは生殖巣にDAEP様活性が検出
されたが、マボヤでは明確な活性を検出する
ことはできなかった。また、メダカでは卵細
胞に受精卵と受精後（32時間）における卵・
受精卵 1 個あたりの DAEP 様活性を比較し、
その差は 25%であった（図 3）。植物では、ハ
ツカダイコン（Raphanus sativus var. sativus）
とマイクロトム（Solanum lycopersicum L.）の
各組織（花卉、種子、葉柄、根茎）を分画し、
DAEP の分布を調べたが、いずれからも
DAEP様活性を検出できなかった。植物では、
分画した組織をホモジェナイズし、現行の測
定条件でDAEP様活性を検出しようとすると、
バックグラウンドが高くなってしまうため、
DAEP の正確な活性量を見極めることができ
なかった。DAEP が動物に固有なシステムで
あるのかどうかを見極めるためには、その活
性の指標となる遊離蛍光物質を別の化合物
に変えて測定条件を変更し、バックグラウン



ドの低減を図ることが必要であると考えて
いる。 

図3 メダカの初期発生におけるDAEP活性の変動 
 
⑸ まとめ 
 アフリカツメガエルおよびバフンウニよ
り精製したDAEP様分解酵素とマウス肝臓よ
り精製したDAEPと比較した結果を表 2にま
とめた。マウス DAEPと比較して至適温度が
異なることは、それぞれの生活域の違いから
予想の範囲内であったが、意外だったのはそ
の臓器分布である。マウス DAEPの分布が肝
臓と腎臓であるのに対し、アフリカツメガエ
ルおよびバフンウニのそれは、生殖巣が主で
あった。ただし、これらの DAEP様分解酵素
は、哺乳類 DAEP の特異的阻害剤： 
Benzoyl-L-Arg-L-His-[D-Asp]-CH2Cl に対する
感受性や基質特異性が非常に良く似ている
ことから、そのホモログであると考えている。
これまでの哺乳類DAEPの生理的な位置づけ
は、加齢によって不意に生じた D-Asp含有タ
ンパク質が有害に作用する前にこれを排除
する品質管理システムであったが、これらの
水生生物におけるDAEP様分解酵素の組織分
布を考慮すると、原始的な DAEPの生理機能
が、受精や初期発生に関わるものと推測でき
る。また、水生生物由来 DAEP様分解酵素の
分子量が哺乳類DAEPを比べて小さいことは、
本計画の開始当初目指していた「より構造の
単純な」DAEP であること示唆している。精
製収率の改善がこれからの課題であるが、よ
り収率を上げるための界面活性剤の選定や

精製ステップの再考を行い、水生動物 DAEP
の構造を明らかにしたいと考えている。 
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卵当たりの活性（％）   

マウス アフリカツメガエル
バフンウニ

臓器分布 肝臓、腎臓 生殖巣、卵細胞

細胞内局在 ミトコンドリア ミトコンドリア

分子量 600 kDa 300 kDa~

至適温度 37°C ~25°C

基質特異性 D-α-Asp D-α-Asp

阻害剤に対する感受性 あり あり

表2　DAEPの種による基本的な性質の同異
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