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研究成果の概要（和文）：脳に豊富に存在するアミノペプチターゼが属するM1ファミリーやトリパノソーマ感染に重要
なオリゴペプチダーゼBを含むS9ファミリー酵素群は、ペプチドの切断活性を担う領域を覆う特異な構造を有するため
分子サイズが大きいのが特徴である。2種類の高分子量ペプチダーゼを材料として研究を行い、活性発現に重要ないく
つかのアミノ酸残基の機能を明らかにするとともに、構造解明に不可欠な酵素結晶の作成条件を見出すことに成功した
。これらの成果は、脳内アミノペプチダーゼ酵素群の役割の解明とある種の微生物感染症の新たな化学療法の可能性と
して重要である。

研究成果の概要（英文）：High molecular mass is a characteristic feature of the M1 and S9 family enzymes. E
nzymes belonging to M1 family contain many aminopeptidases abundant in brain and those to S9 family contai
n oligopeptidase B, which is involved in the infection process of trypanosomiasis. These enzymes posess un
ique structures covering the catalytic center of cleavage activity. In this study, two peptidases, a purom
ycin-sensitive aminopeptidase from human and oligopeptidase B from some bacteria were used to investigate 
important amino acid residues for activity. In addition, crystallization conditions for some enzymes were 
found. It is important to understand phisiological functions of brain aminopeptidases and to develop a new
 way of chemotherapy against some infectious diseases.
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１．研究開始当初の背景 
 M1 ファミリー酵素群には、脳に豊富に存在
し神経ペプチドの分解に関わるピューロマ
イシン感受性アミノペプチターゼ（hPSAP）
やコロナウイルスのレセプターとして機能
するアミノペプチダーゼＮ（APN）が含まれ
る。大腸菌 APN については、申請者らの研究
グループ（JBC, 2006, 281: 2283）と米国の
研究グループ（PNAS, 2006, 103: 13339）が
ほぼ同時に立体構造を決定し、その後、髄膜
炎菌 Neisseria meningitidis（PDB code: 
2GTQ）やマラリア原虫 Plasmodium spp.由来
の APN（PNAS, 2009, 106: 2537）の構造が決
定されている。ヒトの M1 ファミリーペプチ
ダーゼとしてはロイコトリエン A4 ヒドロラ
ーゼの構造決定がなされているのみで、他の
ペプチダーゼについては酵素活性を保持し
た状態でタンパク質を産生することが難し
く、世界中で試みられているが構造決定でき
ていない。また、構造解析に有利な大腸菌で
発現させた場合、細胞内で封入体を形成して
しまうとういう大きな問題もある。 
 オリゴペプチダーゼ B（OPB）は、トリパノ
ソーマの感染過程に関与することが報告さ
れており、創薬上の重要な標的分子である
（Cell Microbiol., 2002, 4: 701）。OPB の
高次構造は、プロリルオリゴペプチダーゼに
見られるβプロペラドメインが触媒ドメイ
ンを覆う特異な構造（Cell, 1998, 94: 161）
に類似することが予想される。この酵素につ
いても世界中で結晶化が試みられているが、
未だ結晶構造解析に成功していない。 
 
２．研究の目的 
 ピューロマイシン感受性アミノペプチタ
ーゼ（PSAP : EC 3.4.11.14）は、活性中心
に一個の亜鉛を持つ分子量 99 kDa のメタロ
エキソペプチターゼで、ペプチターゼファミ
リーM1 に属する。ヒトには少なくとも 13 種
類の M1 ファミリー酵素が同定されておりほ
とんどが膜結合型酵素であるが、本酵素は脳
や神経の細胞質に存在する可溶性酵素であ
る。ポリグルタミン配列の消化や疼痛に関与
している等と報告されているが、詳細な生理
機能は不明である。 

 
図1 大腸菌アミノペプチダーゼNの全体構造 

 図 1は申請者らが決定した、同ファミリー
に属する大腸菌由来アミノペプチターゼ N
（eAPN : EC 3.4.11.2）の立体構造である。
サーモライシンに類似した活性ドメインの
まわりを、他の 3つのドメインが覆うように
存在する特異な構造を有する事、Met260 の側
鎖のコンホメーション変化により非常に幅
広い基質特異性を示す事を明らかにしてい
る。本研究では、ヒトの M1 ファミリー酵素
のの基質認識機構を明らかにすることを目
的として研究を行った。 S9 ファミリーには
プロリルオリゴペプチダーゼ（POP：EC 
3.4.21.26）やオリゴペプチダーゼ B（OPB：
3.4.21.83）が属する。図２には POP の構造
を示している。 

 

図 2 ブタプロリルオリゴペプチダーゼの構

造 

 

触媒ドメインの上部にβ-プロペラドメイン
が覆いかぶさるのが分かる。POP はプロリン
残基に特異性を示すエンドペプチダーゼで
あるが、OPB は塩基性アミノ酸残基に特異性
を示すエンドペプチダーゼである。何がこの
ようなOPBの基質特異性を決定するかについ
ては盛んに研究が行われてきた。しかしなが
ら、部位特異的変異法を用いた基質特異性の
解析によって触媒に必須のアミノ酸残基が
決定されているのみで、高次構造からのアプ
ローチは未だなされていない。OPB の構造決
定を行い、POP との構造上の違いを比較する
ことにより、同ファミリー間ペプチダーゼの
基質特異性や触媒メカニズムの違いを深く
理解できる。これは、創薬として特異的阻害
剤を開発する上で貴重な情報を提供する。 

 

３．研究の方法 
 完全長ヒトcDNAを鋳型としてPCRでhPSAP
遺伝子を増幅し、pET28a(+)に挿入したもの
を発現プラスミドとした。大腸菌 BL21 (DE3) 
pLysSを宿主として、IPTGにより誘導後、18℃
の低温培養で hPSAP を発現した。Ni-アフィ
ニティーおよび陰イオン交換カラムクロマ
トグラフィーを用いて精製し、アミノアシル

β-プロペラ 

ドメイン 

触媒ドメイン 



-MCA（メチルクマリンアミド）を基質として、
遊離する AMC（アミノメチルクマリン）量を
蛍光光度計を用いて測定した（励起波長：380 
nm、蛍光波長：460 nm） 
 報告されている細菌ゲノム情報を基に、３
種 の グ ラ ム 陰 性 菌 Stenotrophomonas 
maltophilia, Serratia marcescens, 
Escherichia coli、及びグラム陽性菌である
Rhodococcus erythropolisのゲノム DNAから
OPB 遺伝子をクローニングし、大腸菌を宿主
として各細菌の OPB を発現させた。OPB 活性
は、各種ペプチジル-MCA を基質として、アミ
ノペプチダーゼと同様の方法で測定した。 
 
４．研究成果 
 M1 ファミリー酵素であるヒトアミノペプ
チダーゼ N（hAPN）とピューロマイシン感受
性アミノペプチダーゼ（hPSAP）と S9 ファミ
リー酵素であるオリゴペプチダーゼ B（OPB）
を中心に研究を行った。M1ファミリー酵素群
には、脳に豊富に存在し神経ペプチドの分解
に関わるピューロマイシン感受性アミノペ
プチターゼ（hPSAP）やコロナウイルスのレ
セプターとして機能するアミノペプチダー
ゼＮ（APN）等が含まれ、構造の解明により
これらの重要な機能を制御する可能性が高
まると期待できる。また、ある種の微生物感
染過程に重要な役割を果たしているOPBの構
造解明により新たな化学療法の道が開ける
可能性があり重要である。 
 すでに構築していた大腸菌発現系を用い
て hAPN と hPSAP の発現条件の検討を行い、
hPSAPについては18℃の低温条件において活
性を有する可用性酵素の発現に成功した。
His タグ付加酵素についていくつかの結晶を
得ることができたが、さらに良好な結晶を得
ることを目的として、タグなし酵素の発現系
も構築し、精製酵素を得ることにも成功した。
この酵素を用いて結晶化条件の検討を再度
検討したが、構造解析を行うことができる品
質の結晶は得ることができなかった。そこで、
我々が結晶構造解析に成功した大腸菌アミ
ノペプチダーゼ N（eAPN）との一次配列比較
から Ala271、Asn337、および Phe389 に注目
し、これらのアミノ酸残基を eAPN 型に変化
させたA271M、Q337K、F389Y変異体を作製し、
性質を解析した。Q337K 変異体はうまく発現
させることができなかったが、eAPN の M260A
変異体ではピューロマイシン感受性が低下
したのに対し、hPSAP の A271M 変異体ではピ
ューロマイシン感受性に大きな変化は認め
られないことを明らかにした。eAPNの Met260
は幅広い基質特異性に重要な役割を果たす
アミノ酸残基である。種々の合成基質を用い
た速度論解析の結果からは、A271M 変異体に
おける基質特異性の変化が観察され、Ala271
も eAPN の Met260 同様に基質特異性に関与し
ているが、役割は異なっていると考えられた。
F389Y 変異体の Km 値は変化せず kcat 値が大
きく低下したことから、Phe389 はミカエリス

複合体形成ではなく触媒反応に関与してい
ると考えられた。eAPN の Tyr376 は N 末端ア
ミノ基を認識する Glu121 と相互作用してお
り、これは構造解明されている human 
leukotriene A4 hydrolase  (LTA4H) でも同
様であったが、もう一つの既知結晶構造であ
る Thermoplasma acidophilum tricorn 
interacting factor F3 (TIF3) では反応中
間体安定化残基である Tyr351（eAPN の
Tyr381）の方を向いていた。従って、hPSAP
の F389Y 変異体においては、Glu136 または
Tyr394 残基（eAPN の Glu121 か Tyr381）との
相互作用により代謝回転数が低下したので
はないかと推測している。尚、hAPN について
は、少量を可溶性タンパク質として回収する
ことには成功したものの、その酵素活性はき
わめて低く、hPSAP を含めた構造決定を目的
として、更なる結晶化条件の検討を現在も継
続している。 

 

図3 大腸菌アミノペプチダーゼNの活性中心

の構造 

 一方、OPB について、数種類の細菌より遺
伝子をクローニングして大腸菌発現系を構
築した。多くの酵素について活性を有する酵
素を精製することにも成功したので、それら
の内、十分量の発現酵素を得ることができた
4 種類の酵素、日和見感染菌として知られる
Serratia、 Xanthomonas とグラム陽性の
Rhodococcus およびグラム陰性である大腸菌
の OPB について、種々の合成基質を用いた詳
細な速度論解析を行い、基質特異性を比較し
た。その結果、Serratia marcescens の OPB
（SemOPB）が、OPB の大きな特徴である基質
阻害現象を示さないことを明らかにするこ
とができた。この結果は、感染症のドラッグ
ターゲットとしての価値を持つOPBの効率的
な阻害剤をデザインするための有用な情報
となると考えられ、その原因解明のため、
Serratia marcescens OPB と他の OPBs のの一
次構造を比較しながら部位特異的変異体の
構築を行い、酵素化学的解析を計画している。 
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 これら OPBs についても、構造決定を目的
とした結晶化条件の検討を M1 ファミリー酵
素と同様に継続している。 

 

 

図 4 OPB の示す基質阻害 

（青色の SemOPB=Serratia marcescens OPB

だけは基質阻害現象を示さない） 
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