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ブレオマイシン水解酵素の新たな役割

１． は じ め に

ブレオマイシン水解酵素（bleomycin hydrolase；BH）は，

梅沢らが単離した抗腫瘍性糖ペプチドのブレオマイシン

（bleomycin；BLM）のアミド結合を水解して薬効を失わせ

る酵素として発見された．本酵素は生物界に普遍的に分布

し，主要組織適合抗原クラス�分子によって提示される抗

原ペプチドのプロセシング１），ホモシステインチオラクト

ンの代謝２），アルツハイマー病の病因であるアミロイド β
ペプチドの分解３）等の細胞内タンパク質代謝への関与が推

定されている．一方，BHノックアウトマウスの解析４）で

は，胎生致死ではないが約３６％が新生児期に原因不明で

死亡し，生存した新生児マウスには角化症の一種である魚

鱗癬に類似した皮膚症状や尾に炎症や壊死が認められた．

これらの結果は，BHが皮膚において重要な機能を担って

いる可能性を強く示唆している．本稿では，表皮の天然保

湿因子（natural moisturizing factor；NMF）であるアミノ酸

の生成経路で鍵酵素として機能する BHの新たな役割につ

いて概説したい．

２． BHとはどんな酵素か

我々は，BHの構造と機能に興味を持ちラットの遺伝子

の解析と発現，内在性基質の探索，ELISA法によるラッ

ト組織中の濃度測定や疾患との関連等の研究を行ってき

た３，１０～１２）．BHはパパインファミリーに属し，細胞質に存在

する分子量約２８０kDaの中性システインプロテアーゼであ

り，アミノ酸残基数４５５から成る同一のサブユニット６個

が会合したホモ六量体構造の酵素である．ヒト BH遺伝子

は１７番染色体の１７q１１．１―１１．２に位置しており，１２のエ

キソンから成る５）．その５’-フランキング領域の配列には，

TATAボックスや CCAATボックスのような転写因子結合

配列がなく，高 GC含量であるなど，ハウスキーピング遺

伝子の特徴を有している．また，BH遺伝子の一塩基多型

A１４５０Gは C末端の４４３番目の Ileが Valとなるミスセン

ス変異で，その G／Gホモ接合体は非アポ E４型弧発性ア

ルツハイマー病患者で有意に多く見られるという報告があ

る６）．

ヒトおよび酵母 BHの構造は，X線結晶解析の結果より
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中心部に孔が開いたリング状であり，活性中心が孔の内部

に存在する．さらに，構造的特徴が２０Sプロテアソーム

と非常に良く類似しており，self-compartmentalizing en-

zymeファミリーの一つに分類されている７）．BHは in vitro

でプロリンを除くアミノ酸の β-ナフチルアミド誘導体や

様々なペプチドを分解するアミノペプチダーゼ活性を有す

る８）．また，一部のペプチド基質においてはエンドペプチ

ダーゼ活性３，９），酵母 BHの Gal６ではカルボキシペプチ

ダーゼ活性やペプチドリガーゼ活性も報告されている９）．

BHは全ての組織に普遍的に存在し，特に，皮膚に最も

高濃度に含まれ，免疫組織化学染色でラット皮膚の毛包と

表皮顆粒層が強く染色される．また，一部の皮膚がんや前

がん病変部位では BHの染色が減少することから，BLM

が分解されることなく病変部に作用できるものと考えてい

る．したがって，BHが高濃度に存在する皮膚組織では，

BLMの代謝以外にも生理的に重要なタンパク質のプロセ

シングに機能している可能性が強く示唆される．

３． 表皮 NMFアミノ酸の産生における BHの新たな役割

（１） フィラグリンは表皮 NMFアミノ酸の源である

皮膚の NMFアミノ酸は角質細胞内にあり，水溶性の成

分で吸湿性がきわめて高く，一度水分をとらえるとなかな

か離さない性質を持っている．特に，角質層の柔軟性を保

持するのに大きな役割を担っている．NMFの組成は，

４０％がアミノ酸，１２％がヒスチジン誘導体のピロリドン

カルボン酸であり，それらの多くは脱イミノ化フィラグリ

ン分子に由来する．フィラグリンは，表皮の分化やバリア

機能の維持に重要なタンパク質で，表皮細胞の分化過程で

図１ 推定されているプロフィラグリンから NMFアミノ酸の産生機構
ブラックボックスはこれまで不明であった分解過程を示す．
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合成される前駆体の高分子量プロフィラグリンに由来す

る．合成後のプロフィラグリンは，フィラグリン単量体が

リンカー部分で１０～１２個つながった繰り返し構造をして

おり，高度にリン酸化されている．それは表皮細胞の分化

に伴い，脱リン酸化され，個々のフィラグリン単量体へと

プロセシングされる１３）．それらはさらにペプチジルアルギ

ニンデイミナーゼ（peptidylarginine deiminases；PADs）に

よって脱イミノ化された後，NMFとして機能するアミノ

酸にまで完全分解されて，表皮に潤いを与える（図１）．

この過程において PADによる脱イミノ化は，タンパク質

やペプチド中のアルギニン残基をシトルリン残基へと変換

し，アルギニン残基の強い陽性荷電を消失させることで，

タンパク質の立体構造や分子間相互作用をダイナミックに

変化させる１４）．この翻訳後修飾反応が，表皮細胞の最終分

化の過程でフィラグリンをアミノ酸まで分解するのに重要

であると推定されている．

プロフィラグリンからフィラグリンへのプロセシングに

関わる候補酵素については，既にいくつかの報告がある

（図１）１３，１５）．代表的なものに，フィラグリンの N末端 S-

１００タンパク質を遊離するフューリン，フィラグリン単量

体間のリンカー部分の切断に関与するカルパイン�やプロ

フィラグリンエンドペプチダーゼ�が同定されている．ま

た近年では，ノックアウトマウスを用いた解析から，マト

リプターゼ／MT-SP１，プロスタシン／チャネル活性化セリ

ンプロテアーゼ１／Prss８，カスパーゼ１４等もプロフィラグ

リンからフィラグリンへのプロセシングに関与すると推定

されている．一方，脱イミノ化されたフィラグリンの分解

過程に関しては，これまで全く不明であった．

（２） 脱イミノ化フィラグリンの最終分解機構における

BHの役割

我々は，脱イミノ化フィラグリンをペプチドへと限定分

解するプロテアーゼの探索を行った結果，プロフィラグリ

ンのリンカー部分の分解に関わるカルパイン�とカスパー

ゼ１４（図１）が非常に効率良く分解することを見出した．

しかし，それらの反応生成物の質量分析の結果，脱イミノ

化フィラグリンはカルパイン�により多くの小さなフラグ

メントまで分解されるが，カスパーゼ１４によっては限定

分解であった８）．次に，これらの酵素によって分解された

脱イミノ化フィラグリンのペプチド混合物からシトルリン

を遊離できるシトルリンアミノペプチダーゼ（citrulline

aminopeptidase；CAP）活性を持つ酵素の探索を行った．

そして，シトルリン-MCA基質を用いた二層蛍光ザイモグ

ラフィー法によって，新生児ラット皮膚抽出液中に中性

pH付近で単一の強いバンドを示す酵素を検出した．その

CAP活性を指標として CAPを精製し，精製酵素のトリプ

シン消化ペプチドの N末端アミノ酸配列解析を行った結

果，それは，BHのアミノ酸配列に完全に一致することが

わかった．これらの結果は，BHが表皮において CAP活

性を持つ主要な酵素であり，脱イミノ化フィラグリンの分

解ペプチドからシトルリン遊離に直接関与していることを

強く示唆した．このことはまた，免疫組織化学染色では，

BHがフィラグリンと顆粒層に共存していたことや８），BH

図２ 脱イミノ化フィラグリンをカルパイン�またはカスパーゼ１４で分解したペプチド
産物から BHによって遊離したアミノ酸の検出

（A）フルオレサミンを用いたポストラベル法による遊離アミノ酸の検出．
（B）アミノ酸分析法による検出．
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が脱イミノ化フィラグリンを直接分解できないことからも

支持された．

実際に，カルパイン�により分解された脱イミノ化フィ

ラグリンのペプチド混合物に BHを加えると，経時的にシ

トルリンを含む種々のアミノ酸が遊離した．一方，カス

パーゼ１４により分解されたペプチド混合液からはアミノ

酸がほとんど遊離されなかった（図２）．このように，CAP

活性は脱イミノ化フィラグリン由来のペプチドからシトル

リンを遊離するのに必須であることから，BHは表皮

NMFであるアミノ酸を生成するための鍵酵素であると考

えられる（図３）８，１５）．

４． お わ り に

BHはハウスキーピング遺伝子の特徴を有し，全ての組

織に普遍的に発現している．本稿で示したように，BHは

正常表皮における脱イミノ化フィラグリンから NMFアミ

ノ酸の生成に重要であることなど，生体の恒常性を維持す

るために重要な数々の生理機能を担っており非常に興味深

い．近年，フィラグリンの遺伝子変異が NMF産生低下や

表皮のバリア破壊を引き起こし，尋常性魚鱗癬やアトピー

性皮膚炎の病因の一つになりうると考えられている１３，１５）．

フィラグリン分解の鍵酵素である BHは正常な表皮バリア

形成に関与し，上記のような皮膚疾患の発症メカニズムに

も関係している可能性がある．現在，我々はそれらを含め

BHの真の生理機能を明らかにするために研究を進めてい

る．

謝辞

PADおよびフィラグリン発現ベクターを供与いただき

ました茨城大学農学部の高原英成教授，皮膚の免疫組織化

図３ 表皮細胞におけるフィラグリンの分解と NMFアミノ酸の産生機構のモデル
表皮細胞の分化に伴い，フィラグリン（F）が PADによって脱イミノ化され，シトルリ
ン残基（Cit）が生成する．それらは，カルパイン�とカスパーゼ１４による分解を受
けてペプチドとなった後，BHが作用して角質層で NMFとして機能するアミノ酸と
その誘導体となる．（文献１５の図を一部改変）
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PIKKファミリータンパク質に結合する
Tel２

１． は じ め に

生物は，常に様々なストレスと戦いながら生きている．

細胞には，個々のストレスに対して速やかに応答し，適切

に対処して生命を守るしくみが備わっている．すなわち，

個々のストレスに応じたシグナル伝達経路を発達させてい

る．本稿では，様々なストレスシグナル伝達や生命現象に

関わっていることが知られていた PIKK（phosphoinosi-

tide３-kinase-related kinase）ファミリータンパク質と Tel２／

Clk-２／Rad-５ファミリータンパク質が相互作用することに

よる「意外な」タンパク質ネットワークについて述べる．

２． PIKKファミリータンパク質群は様々なシグナル伝達

の中枢である

PIKKファミリータンパク質は，酵母からヒトまで広く

保存されており，生命維持に必要とされる様々なシグナル

伝達において中枢的な役割を果たしている１）．PIKKファ

ミリーは，五つのサブファミリーからなる．例えば，

ATMおよび ATR（ataxia-telangiectasia mutatedおよび ATM

and Rad３-related）タンパク質は，DNA損傷や DNA複製阻

害などの DNA異常を感知し，それらの異常がなくなるま

で一時的に細胞周期を停止させる DNA損傷チェックポイ

ントあるいは DNA複製チェックポイントを活性化する．

また，TOR／FRAP（target of rapamycin or FKBP-rapamycin-

associated protein）タンパク質は，増殖因子や栄養源に応

じたタンパク質合成，増殖，分化，細胞骨格制御などを行

う．TRRAPタンパク質（transformation／transcription domain-
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みにれびゆう


