
１． は じ め に

我々は２５年前，本学会欧文誌へ投稿した論文で以下の

ことを明らかにした１）．市販のアミノペプチダーゼ N製品

（当時はアミノペプチダーゼM，ミクロソーマルまたはメ

ンブレンからMと呼ばれていた）は，広い基質特異性を

持ち，全てのペプチド結合を切ると考えられていた．しか

し，X-Pro結合まで切ることに疑問を持ち，阻害剤ジイソ

プロピルフルオロリン酸（DFP）と p-クロロメルクリ安息

香酸（PCMB）（ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVはセ

リン酵素，プロリダーゼはMn２＋酵素であるが SH試薬に

感受性である）を組合せ，タフトシン（Thr-Lys-Pro-Arg）

をモデル基質として，図１のように遊離するペプチドやア

ミノ酸量を測定した．その結果，アミノペプチダーゼ N

は X-Pro結合を切れないこと，製品に混入するジペプチジ

ルアミノペプチダーゼ IVとプロリダーゼが，完全分解の

障害となる X-Proを特異的に除去することを明らかにし，

これにより，アミノペプチダーゼ Nの作用が再開され完

全分解が行われることを提唱した．

しかし，特にウシの眼球レンズのロイシンアミノペプチ

ダーゼ（LAP）は早くから立体構造が明らかとなり２），２

個の亜鉛を活性部位に持つ触媒機構が詳細に研究されてき

たこともあり，最近までアミノペプチダーゼというと

LAPを指すような状況であった．ロイシンアミノペプチ

ダーゼは可溶性酵素で基質特異性が狭く，Clan MFと分類

されて３），生体内でのペプチドの分解への関与は考えにく

い．一方，アミノペプチダーゼ Nは膜酵素であるためあ

まり研究が進まなかったが，自然界では微生物から哺乳類

にいたるまで幅広く存在する．丁度，我々はプロリン特異

性ペプチダーゼを研究していたため，２種のペプチド分解

経路についてその機構を構造生物学的に解析することがで

きた．
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２． アミノペプチダーゼ N

（１） M１ファミリーに属する酵素

生体内に広く分布する膜結合性のアミノペプチダーゼが

存在し，Clan MAの中のM１ファミリー酵素に分類され

る３）．この中には，本研究の膜結合アラニルアミノペプチ

ダーゼ（EC３．４．１１．２，アミノペプチダーゼ N）以外に，

アミノペプチダーゼ A（EC３．４．１１．７，最初ラットやブタ

の腎臓で見出された．酸性アミノ酸に特異性を持ち，別名

グルタミルアミノペプチダーゼとも呼ばれる），シスチニ

ルアミノペプチダーゼ（EC３．４．１１．３，p-LAP，オキシト

シンやバソプレッシンを不活性化することからオキシトシ

ナーゼとも呼ばれる），ピューロマイシン非感受性アミノ

ペプチダーゼ（PILS-AP，脂肪細胞由来ロイシンアミノペ

プチダーゼとも呼ばれる），ピューロマイシン感受性アミ

ノペプチダーゼ（EC３．４．１１．１４，エンケファリン分解ア

ミノペプチダーゼ，アミノペプチダーゼ IIIとも呼ばれ

る），ロイコトリエン A４ヒドロラーゼ（EC３．３．２．６，ロ

イコトリエン A４をジヒドロキシロイコトリエンに加水分

解する），アミノペプチダーゼ B（EC３．４．１１．６，アリルア

ミノ酸や塩基性アミノ酸に特異性を持つ）がある．

アミノペプチダーゼ N（前述のごとくこれまでアミノペ

プチダーゼM，膜結合アラニルアミノペプチダーゼとも

呼ばれた）はヒト体内では CD１３抗原としても知られてい

る４）．CD１３抗原のアイソザイムは，様々な腫瘍細胞表面

に存在し腫瘍の血管形成や湿潤・転移に関与することか

ら，腫瘍マーカーとしても注目されている５）．また，ヒト

アミノペプチダーゼ Nは，ヒトコロナウイルス２２９Eの受

容体６）としても知られている．

（２） アミノペプチダーゼ Nの結晶構造

我々は大腸菌からアミノペプチダーゼ Nをコードする

２６１０塩基対の遺伝子をクローニングし，組換え型酵素の

発現系を構築した．精製酵素を用いた結晶化に成功し，こ

の結晶は空間群 P３１２１に属し，a＝b＝１２０．５Å，c＝１７０．８

Å，γ＝１２０°の格子定数を持つことが判明した７）．また，

シンクロトロン放射光を用いた X線回折データ測定と重

原子同形置換法による位相決定から，１．５Å分解能でリガ

ンドフリー型のアミノペプチダーゼ Nの結晶構造を明ら

かにした８）．アミノペプチダーゼ Nは単量体で，N末端 β-

ドメイン（Met１-Asp１９３），触媒ドメイン（Phe１９４-Gly４４４），

ミドル β-ドメイン（Thr４４５-Trp５４６），C末端 α-ドメイン

（Ser５４７-Ala８７０）という四つのドメインから構成されてい

た（図２）．N末端 β-ドメインは三つの β-シートからなる

β-サンドイッチ構造を持つ．一つの β-シートと８本の α-

ヘリックスで構成される触媒ドメインの構造は Bacillus

thermoproteolyticus 由来のサーモライシン（PDB code：

４TLN）９）の構造と類似の構造を持っていた．ミドル β-ドメ

インは二つの β-シートから構成され，C末端 α-ドメイン

は１８本の α-ヘリックスがアンチパラレルに配置した結

果，中心に小さな穴を持つドーム状の構造を形成してい

た．本酵素と同じM１ファミリーに属するロイコトリエン

A４ヒドロラーゼ１０，１１）と Tricorn interacting factor F３１２）（PDB

code：１HS６，１Z１W）の全体構造を重ね合わせた結果，N

末端 β-ドメインと触媒ドメインの構造に相関性が高く，

これらはよく重なった．

アミノペプチダーゼ Nは，その触媒ドメインにM１

ファミリーでよく保存された金属結合モチーフである

HEXXHX１８E配列を持ち，この配列の構成残基である His

２９７，His３０１，Glu３２０に亜鉛イオンが結合していた．この

亜鉛イオンに触媒反応の求核剤と考えられる水１分子が配

位しており，この水分子と水素結合を形成していた Glu

２９８が触媒塩基として働くと考えられる．これら活性中心

の亜鉛イオンは触媒ドメイン中央に形成された溝中に見出

された．N末端 β-ドメインがこの溝の一端から，C末端

α-ドメインが他端と上方から活性部位領域を覆うように配

図１ 市販のアミノペプチダーゼ Nによるタフトシンの分解１）

（A）タフトシンに市販のアミノペプチダーゼ Nを加えて反応させた．（B）DFPを加えて反応させた．（C）PCMB
を加えて反応させた．
□タフトシン（Thr-Lys-Pro-Arg），■Lys-Pro-Arg，▽Lys-Pro,X,Lys，○Pro，▲Arg，●Thr
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置した結果，活性部位は酵素内部の空洞に存在していた．

（３） 広い基質特異性

アミノペプチダーゼ Nは広い基質特異性を持つ１３）．合成

基質を用いた研究から，大腸菌アミノペプチダーゼ Nは

N末端が酸性残基である Asp，Gluおよび Valを除いた基

質に活性を示した．とりわけ，N末端残基が Arg，Lys，

Alaである基質に活性が高く，また N末端が Proである基

質に対して活性を示すことが特徴的であった．我々は，野

生型酵素と阻害剤であるアマスタチン，ベスタチンおよび

L-Leuとの複合体構造を明らかにした（図３）．N末端が L-

Leuである基質は低濃度ではよい基質となるが，高濃度で

活性が著しく低下した．これは，L-Leuによる生産物阻害

によると考えられる．三つの複合体構造において，これら

阻害剤は亜鉛イオンに配位し，その N末端アミノ基はM１

ファミリーによく保存された GAMEN配列の Glu２６４，お

よび N末端 β-ドメインの Glu１２１の二つのグルタミン酸残

基によって認識されていた．リガンドフリー型とこれら複

合体の全体構造を比較したところ，大きな違いは見られな

かった．活性部位周辺の構造もよく一致していたが，唯

一，Met２６０の配座が大きく異なっていた．このMet２６０残

基は Gly２６１から始まる GAMEN配列の直前に位置し，そ

の側鎖は活性部位の S１ポケットに存在していた．アマス

タチンとベスタチンにおいて，基質 P１位に相当する部分

は２S -ヒドロキシ-３R -アミノ-５-メチルヘキサノイル基と

２S -ヒドロキシ-３R -アミノ-４-フェニルブタノイル基であ

り，これらは D-Leuと D-Pheを模した構造をしている．野

生型酵素とそのアマスタチン，ベスタチン，L-Leu複合体

構造のすべてでMet２６０側鎖の配座が変化したのは，これ

ら N末端残基の側鎖の大きさに合わせて，S１ポケットの

大きさを変化させたためと考えられる（図４）．

（４） 部位特異的変異による解析

結晶構造の解析から，Met２６０残基側鎖の配座の変化に

よって，S１ポケットの大きさを変化させ，多様な基質を

認識する機構を提唱した．このMet２６０を Alaへと置換し

た部位特異的変異体（M２６０A変異体）を作製し，その N

末端残基の異なる合成基質に対する活性を測定したとこ

ろ，各基質への反応性が野生型酵素と異なっていた．最も

特徴的な変化としては，野生型酵素で確認された Pro基質

への活性がM２６０A変異体では消失したことである．また

L-Leuや L-Asn基質への活性が，kcat／KMでそれぞれ約１．８

倍，４．２倍と高くなったものの，野生型で高い活性を示す

L-Lys基質では約１３％に低下した．また L-Phe基質に対す

る活性も約５％に低下していた．大腸菌アミノペプチダー

ゼ Nは，いくつかのアミノ酸が生産物阻害を示す．野生

型酵素では L-Leuの Ki値が０．３３mMであったのに対し，

M２６０A変異体では１．７５mMと高かった．一方，M２６０A変

異体酵素は，L-Argによって阻害され，その Ki値は０．３２

mMと野生型酵素における３．７０mMから低下していた．

M２６０A変異体とその L-Arg複合体の構造を１．８，１．７Å

分解能で決定した．M２６０A変異体の構造は，野生型酵素

と非常によく一致し，その活性部位の S１ポケットは広い

空間となっていた．野生型酵素が，速度は遅いものの Pro

基質に活性を示すことができるのは，Met２６０側鎖の働き

によって，Proの収容に適した大きさの疎水性ポケットを

S１サイトに形成できるからではないだろうかと考えてい

る．M２６０A変異体で Pro基質に対する活性が消失したの

は，Ala２６０の側鎖では Proの結合に適した疎水性ポケッ

トを形成することができないためであると説明できる．ま

た Proだけでなく，大腸菌アミノペプチダーゼ NはMet

２６０の配座を変えて，S１ポケットを基質に適した大きさ

を変化させることで，幅広い基質に活性を示すと考えられ

る．M２６０A-L-Arg複合体では，L-Arg側鎖の Nη原子が

Asn３７３側鎖および Glu１２１の主鎖と水素結合を形成し，グ

アニジノ基は Tyr３７６のフェノール環とスタックするよう

に配置していた．野生型酵素の L-Arg基質に対する活性は

高く，野生型でも基質 N末端は同様の様式で活性部位に

結合すると考えられる．しかしながら，野生型酵素に対す

る L-Argの阻害活性は変異型酵素より低いことから，酵素

タンパク質からの生産物の遊離にMet２６０が関与している

可能性がある．

（５） X-Pro結合は切断できない

複合体構造の解析から，基質はミカエリス複合体を形成

する際に，その加水分解されるペプチド結合のカルボニル

基が亜鉛イオンへ配位し，イミノ基が Ala２６２のカルボニ

ル基と水素結合を形成すると考えられる．基質 P１′位の

側鎖は，触媒ドメイン上の溝の底部に相当する S１′サイ

トに収容される．アミノペプチダーゼ Nを含むM１ファ

ミリーに属する酵素は X-Pro結合を切ることができない．

このことは種々のペプチド基質を用いた実験から判明して

いた．コンピュータシミュレーションによって活性部位に

L-Leu―L-Proを挿入したモデルを図５に示す．Proの特異な

構造によって，ピロリジン環は S１′ポケットに収容され

ず，Ala２６２や Glu２９８と立体障害を起こすことが推定され

た．このため P１′位が Proである基質は活性部位に結合す

ることができず，X-Pro結合を切断することができないこ

とが構造面からも明らかになった．

生体には種々のプロリン特異性ペプチダーゼが存在す

る．特にジペプチジルアミノペプチダーゼ IV（アミノ末

端から２番目にプロリンが存在するとプロリンのカルボキ

シル側を切断）は，アミノペプチダーゼによるペプチドの

分解が X-Pro結合の手前で止まっても，そのペプチドから
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X-Proを除いてさらにアミノペプチダーゼが作用できるよ

うにして，ペプチドのアミノ酸への完全分解における役割

をなす．このことは小腸の刷子縁や腎臓の尿細管にアミノ

ペプチダーゼとジペプチジルアミノペプチダーゼ IVが同

じ膜酵素として近い場所に存在することとも一致する．生

じた X-Proはプロリダーゼによって各アミノ酸に分解され

る．

３． プロリン特異性ペプチダーゼによる除去

我々は最初オキシトシンやバソプレッシンを不活性化す

る酵素を子ヒツジ腎に見出しポストプロリン切断酵素と名

づけた（後にプロリルオリゴペプチダーゼと命名され

た）１４～１７）．その後，種々のプロリンに特異的なペプチダー

ゼについて酵素化学的に研究し，酵素遺伝子をクローニン

グし，また酵素の立体構造を明らかにしてきた１８～２３）（図６）．

プロリルオリゴペプチダーゼ，プロリルトリペプチジルア

ミノペプチダーゼ，ジペプチジルアミノペプチダーゼ IV，

プロリルカルボキシルペプチダーゼ，プロリルアミノペプ

チダーゼはセリン酵素で，いずれもプロリンのカルボキシ

ル基側を加水分解する．アミノ酸配列から同じプロリルオ

リゴペプチダーゼファミリーに属する．その中でプロリル

オリゴペプチダーゼが唯一エンドペプチダーゼである．一

方，アミノペプチダーゼ Pとプロリダーゼはプロリンの

アミノ基側を加水分解し，金属酵素のメチオニンアミノペ

プチダーゼやクレアチナーゼと同じファミリー酵素であ

る．

上述のごとく，生体に広く分布するアミノペプチダーゼ

Nは広い基質特異性を持つが，唯一 X-Pro結合を全く加水

分解することができない．そのため，図７に示す二つの経

路でプロリン特異性ペプチダーゼがプロリンを除き，アミ

ノペプチダーゼ Nの作用を助けている．それぞれに関与

する酵素について示す．

（１） X-Proまたは X-X-Proを除去する経路

アミノペプチダーゼ Nによる分解反応がプロリンの一

つ手前で止まると，ジペプチジルアミノペプチダーゼ IV

が X-Proを除去する．その結果，アミノペプチダーゼ N

が再度作用することが可能となる．除去された X-Proは

プロリダーゼが分解する．なお，コラーゲンのように

（X-Y-Pro）nの繰り返し配列の場合にはプロリルトリペプチ

ジルアミノペプチダーゼが働く．

a） ジペプチジルアミノペプチダーゼ IV

ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVは，S９ファミリー

に属するセリンペプチダーゼで，Hopsu-Havu & Glennerに

よって見出された２７）．哺乳類においては成長ホルモンやサ

ブスタンス Pを分解し，最近では，インスリンの生合成

や分泌に関与するグルカゴン様ペプチド１を不活性化する

ことから，本酵素の阻害剤が新しい経口糖尿病治療薬にな

るとして注目されている２８）．

これまで，ブタ２９）やヒト３０，３１）のジペプチジルアミノペプ

チダーゼ IVの構造が明らかになっているが，我々は

Stenotrophomonas（旧名 Xanthomonas）maltophilia の酵素

について研究した３２）．S. maltophilia はグラム陰性菌で院内

感染を起こすことが知られている．度々抗生物質の多剤耐

性を起こし，日和見感染を起こす．我々は，この菌がジペ

プチジルアミノペプチダーゼ IVを持つことを微生物では

初めて見出した．本酵素は，分子量８２，０００の同一サブユ

ニットから成る二量体である．本菌のジペプチジルアミノ

ペプチダーゼ IV遺伝子をクローニングし，発現ベクター

を構築した．大腸菌を用いた高発現系を確立させ，酵素を

精製，結晶化し，X線結晶構造解析を行った．この結晶

は，P４３２１の空間群に属し，格子定数は，a＝b＝１０５．９Å，

c＝１６１．９Åであった．CuKα線を用いた X線回折データ

測定と重原子同形置換法から，２．８Å分解能で結晶構造を

明らかにした３３）．本酵素は，哺乳類由来酵素と同様に N末

端 β-プロペラドメインおよび C末端触媒ドメインの二つ

のドメインで構成されていた（図８（a））．

触媒ドメインには触媒３残基（Ser６１０，Asp６８５，and His

７１７）が存在し，Tyr５２４がブタやヒトの酵素（Tyr５４７）と

同様にオキシアニオンホールを形成すると思われる．プロ

リンを認識する疎水ポケットは Asn６１１，Val６３６，Trp６３９，

Tyr６４２，Tyr６４６，Val６８８で構成される．また，プロペラ

ドメインに存在する二つのグルタミン酸残基（Glu２０６と

Glu２０７）が基質の N末端と結合する（図８（b））．

b） プロリルトリペプチジルアミノペプチダーゼ

歯周病の原因菌には，好気性，嫌気性を含め十数種類の

細菌が知られている．日本人成人の８０％が，いずれかの

細菌に感染しているといわれている．さらに，日和見感染

として全身に広がると脳膿瘍など重篤となることが知られ

ている．主要な病原菌の一つとして知られる嫌気性グラム

陰性細菌である Porphyromonas gingivalis は，糖を利用す

ることができず，主に外界のペプチドをエネルギー源，栄

養源として利用している３４）．そのため，菌体外に強力なペ

プチダーゼ群を産生しており，これらが歯周病の原因酵素

であることが知られている．このペプチダーゼ群には，コ

ラゲナーゼと共にジペプチジルアミノペプチダーゼ IV３５）

とプロリルトリペプチジルアミノペプチダーゼ１９）といった

プロリン特異的ペプチダーゼが存在している．我々はプロ

リルトリペプチジルアミノペプチダーゼの阻害剤が有効な

治療薬となると考え，酵素を結晶化して３６），X線結晶構造

解析から本酵素の構造を決定した３７）．

プロリルトリペプチジルアミノペプチダーゼは，分子量
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図２ アミノペプチダーゼ Nの全体構造
アミノペプチダーゼ Nのサブユニットは N
末端 β-ドメイン（オレンジ），触媒ドメイン
（青），ミドル β-ドメイン（ピンク），C末端
α-ドメイン（緑）の四つのドメインから構成
されていた．活性中心のイオンは触媒ドメイ
ンに結合していた．

（a）

（b）

図４ 活性部位のタンパク質表面図
（a）リガンドフリー型，（b）L-Leu
結合型の活性部位表面図．活性部
位を構成する残基の中でMet２６０
の配向が大きく変化していた．そ
の結果，基質 N末端残基側鎖を収
容する空間が変化していた．この
ようなMet２６０の配向変化で S１ポ
ケットの大きさを変化させて多様
な基質を認識すると考えられる．

（a） （b）

（c） （d）

図３ アミノペプチダーゼ Nの活性部位構造
（a）リガンドフリー型，（b）ベスタチン複合体型，（c）アマスタチン複合体型，（d）L-Leu複合
体型の活性部位をリボン-スティックモデルで示す．阻害剤は，赤いスティックモデルで示
す．リガンドフリー型では活性中心の亜鉛イオンは His２９７，His３０１，Glu３２０に配位し，さ
らに１個の水分子が配位していた．この水分子は Glu２９８と水素結合していた．各阻害剤の
N末端アミノ基は Glu１２１と Glu２６４に認識される．これら活性部位の残基の位置と配向は非
常によく一致していたが，Met２６０だけが異なっていた．

図５ アミノペプチダーゼ Nの
Leu-Pro結合モデル

L-Leu複合体構造に基づいて構築
した Leu-Pro基質結合推定図を活
性部位表面図とともに示す．基質
の N末端から２番目が Proである
と，そのピロリジン環４位と５位
部分がタンパク質と立体障害を起
こしていた．
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図６ プロリン特異性ペプチダーゼ

図７ ペプチドの分解経路
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８２，０００の同一サブユニットから成る二量体であり，N末

端に疎水性の膜結合部位を持つ II型の膜結合酵素である．

ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVと同じ S９ファミ

リーに属するセリンペプチダーゼである．ジペプチジルア

ミノペプチダーゼ IVが N末端から２番目が Proである基

質を加水分解するのに対し，本酵素は N末端から３番目

が Proである基質から N末端３残基を遊離するペプチ

ダーゼである．プロリルトリペプチジルアミノペプチダー

ゼは，P. gingivalis 由来ジペプチジルアミノペプチダーゼ

IVと２３％の相同性を示し，ヒト，ブタ由来ジペプチジル

アミノペプチダーゼ IVとも１６％，１５％の相同性がある．

可溶画分に発現させるため膜結合部位を含む N末端３８残

基を除いた酵素遺伝子を PCR法で作製し，この酵素を大

腸菌の系で大量発現した．組換え酵素を用いた結晶化に成

功し，シンクロトロン放射光を用いたデータ測定と重原子

（a）

（b）

図８ S. maltophilia 由来ジペプチジルアミ
ノペプチダーゼ IV

（a）二量体の一方をリボンモデルで，他方
をタンパク質表面図で示す．各サブユニッ
トは β-プロペラドメイン（青）と触媒ド
メイン（緑，ピンク）の二つのドメインか
ら構成され，活性部位は二つのドメイン境
界に存在していた．（b）活性部位構造をリ
ボン-スティックモデルで示す．β-プロペ
ラドメインに属する残基を青，触媒ドメイ
ンに属する残基を緑のスティックモデルで
示す．

（a）

（b）

（c）

図９ P. gingivalis 由来プロリルトリペプチジ
ルアミノペプチダーゼ

（a）二量体を一方のサブユニットをリボンモ
デルで，他方をタンパク質表面図で示す．各
サブユニットは β-プロペラドメイン（シアン）
と触媒ドメイン（オレンジ，赤）の二つのド
メインで構成され，活性部位はこれらドメイ
ン境界に位置していた．（b）β-プロペラドメイ
ンの残基をシアン，触媒ドメインの残基をオ
レンジで示す．阻害剤は，Fo-Fc omit mapと
ともに黄色のボールアンドスティックモデル
で示す．阻害剤は活性中心の Ser６０３と結合し
ていた．（c）阻害剤複合体の活性部位模式図
を示す．
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同形置換法から，野生型酵素の構造を２．１Å分解能で決定

することに成功した．プロリルトリペプチジルアミノペプ

チダーゼの構造は，基本的にはジペプチジルアミノペプチ

ダーゼ IVと同じ二量体構造を形成しており，各サブユ

ニットは N末端 β-プロペラドメインおよび C末端触媒ド

メインの二つのドメインで構成されていた（図９（a））．

我々は，プロリルトリペプチジルアミノペプチダーゼの

阻害剤として，H-Ala-Ile-pyrrolidine-２-yl boronic acidを開

発した．この阻害剤はプロリルトリペプチジルアミノペプ

チダーゼに対して，Ki値８８nMと非常に高い阻害活性を示

した．阻害剤との共結晶化により複合体結晶を作製し，

２．２Å分解能で複合体構造を明らかにした．プロリルトリ

ペプチジルアミノペプチダーゼの触媒３残基は Ser６０３，

Asp６７８，His７１０であり，阻害剤のホウ酸基が Ser６０３に結

合していた．活性部位には Tyr５１８，Tyr６０４，Trp６３２，Tyr

６３５，Tyr６３９，Val６８０，Val６８１で構成された疎水性ポケッ

（a）

（b）

図１０ S. marcescens 由来プロリルアミノペプチダーゼ
（a）全体構造をリボンモデルで示す．サブユニットは触
媒ドメイン（緑）とヘリックスドメイン（オレンジ）の
二つのドメインで構成される．阻害剤 Pro-TBODAを赤
のボールアンドスティックモデルで示す．（b）活性部位
のリボン-スティックモデル．触媒ドメインの残基は
緑，ヘリックスドメインの残基はオレンジで示し，阻
害剤 Pro-TBODAは黄色のスティックモデルで示す．

（a）

（b）

図１２ ピログルタミルペプチダーゼ
（a）四量体構造をリボンモデルとタンパク
質表面図で示す．活性部位は各サブユニッ
トに存在する．（b）リガンドフリー型と阻
害剤複合体の活性部位を重ね合わせた図．
リガンドフリー型の残基を青，阻害剤複合
体型の残基をオレンジのスティックモデル
で示す．阻害剤ピログルタミナールは黄色
のスティックモデルで示した．

図１１ AcHyp-TBODA結合モデル
Pro-TBODA複合体の構造に基づいて構築した AcHyp-
TBODA結合推定図．活性部位の空間を青で示す．活性
部位には，基質 N末端 Proの４位官能基を収容できる空
間が存在し，その大きさはアセトキシ基を収容できる．
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トが存在し，阻害剤のピロリジン環部分がこの疎水性ポ

ケットに結合していた．基質アミノ基は β-プロペラドメ

インの Glu２０５と触媒ドメインの Glu６３６の二つの Glu残基

により認識されていた（図９（b，c））．

ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVにおいて，基質ア

ミノ基は β-プロペラドメインの二つの Glu残基（S. malto-

philia 酵素の Glu２０６，Glu２０７）によって認識される．これ

ら Glu残基の存在する部分はヘリックス構造である．一

方，トリペプチジルアミノペプチダーゼにおける相当領域

は，ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVから３残基の欠

損がありループ構造を形成していた．このループ上に一つ

の Glu残基（Glu２０５）が保存されていた．さらに，ヘリッ

クス構造からループへ変化したことで，その Glu２０５と活

性中心の Ser６０３間の距離は，ジペプチジルアミノペプチ

ダーゼ IVの相当残基間の距離より遠ざかっていた．さら

に Glu６３６が活性部位のタンパク質表面に露出することに

よって，ジペプチジルアミノペプチダーゼ IVより１残基

長い基質を結合できる空間が形成されたと考えられる．

c） プロリダーゼ

プロリダーゼはブタ小腸から最初に見出され酵素学的研

究がなされた３８，３９）．ヒトプロリダーゼ遺伝子は Endoらに

より明らかにされた４０）．我々は Aureobacterium esteraro-

maticum よりプロリダーゼを見出し，酵素遺伝子をクロー

ニングしたが，これまで報告のあるプロリダーゼとは全く

ホモロジーが見られず新しいタイプのプロリダーゼであっ

た．

Pyrococcus furiosus 由来のプロリダーゼは Ghoshら４１）に

より遺伝子発現が行われ，Maherらによって立体構造

（PDB code：１PV９）が報告された４２）．酵素は２量体でその

単量体は二つのドメインから成る．C末端ドメインは触媒

ドメインで２個のMnを持つ活性部位が存在し，ピタパン

構造と呼ばれる．この２金属で架橋されたヒドロキシルイ

オンが X-Pro結合のアミドを求核攻撃し加水分解が起こ

る．プロリダーゼと後述するアミノペプチダーゼ Pは，

そのアミノ酸配列が類似するように立体構造を重ね合わせ

てみると，非常に構造が似ている．唯一大きく異なるの

は，プロリダーゼのループ（２９１―３００）が触媒部位に向かっ

て出ているのに対し，相当するアミノペプチダーゼのルー

プ（３６１―３６９）は逆に外に向かっている点である．プロリ

ダーゼに特異的な阻害剤として AHMH-Pro（（２S，３R）-３-

amino-２-hydroxy-５-methyl-hexanoyl-proline）が開発され複

合体構造が解析された．ループ（２９１―３００）がプロリダー

ゼにジペプチドの基質特異性をもたらしていることが明ら

かになった．現在ではヒトプロリダーゼの構造（PDB

code：２OKN）も明らかになっている．

（２） 末端 Xと Proを段階的に除去する経路

アミノペプチダーゼ Nによる分解反応がプロリンの一

つ手前で止まると，アミノペプチダーゼ Pが末端アミノ

酸 Xを除去する．さらに新しく生じた Proをプロリルア

ミノペプチダーゼが除去する．その結果，アミノペプチ

ダーゼ Nが再度作用することが可能となる．生物によっ

てはプロリルアミノペプチダーゼを持たないものもあり，

アミノペプチダーゼ Nがその働きをする．

a） アミノペプチダーゼ P

アミノ末端から２番目にプロリンが存在すると作用し，

X-Pro結合を切断できる．そのため，この活性を指標に最

初大腸菌に見出され４３），ついで哺乳類からも精製された．

我々は Gly-Pro-β-ナフチルアミドを基質としてプロリルア

ミノペプチダーゼをカップリングする測定方法を開発

し４４），これを用いて大腸菌のアミノペプチダーゼ Pとして

は初めて遺伝子のクローニングに成功した４５，４６）．微生物の

酵素は可溶性画分に存在するが，哺乳類の酵素は膜結合酵

素でホスファチジルイノシトールで膜にアンカーされ，糖

を介して酵素が結合している．このためホスホリパーゼで

可溶化したのち，精製されている．Hydeらによりブタ酵

素遺伝子がクローニングされた４７）．

大腸菌酵素はWilceらによって立体構造（PDB code：

２bha）が明らかにされた４８）．配列から推定されたごとく，

アミノペプチダーゼ Pはプロリダーゼと非常に構造が似

ている．疎水ポケット（His７９，Cys５９，Cys７０，Tyr６２，Tyr

６５，Phe１７７，Trp２２１）にプロリンが入る機構は他のプロリ

ン特異性ペプチダーゼと同じである．Simmonsらによっ

て特異的な阻害剤 apstatinが開発され（Ki＝１４μM），大腸

菌アミノペプチダーゼ Pとの複合体構造が明らかになっ

た（PDB code：１N５１）４９）．

b） プロリルアミノペプチダーゼ

アミノ末端がプロリンのときプロリンを遊離する酵素で

ある．種々の微生物に見出され２１，２２），我々も多くの微生物

から酵素遺伝子をクローニングしてきた．Serratia marce-

scens はグラム陰性嫌気性桿菌であり，院内感染による

日和見感染症の原因菌の一つとして知られる．こ

の S. marcescens 由来プロリルアミノペプチダーゼ

（EC３．４．１１．５）は分子量３６，０００，アミノ酸３１７残基から

成る単量体酵素で，ペプチダーゼファミリー S３３に属す

るセリンペプチダーゼである．

この酵素は，N末端残基がプロリンであるペプチド基質

に対して特異的に活性を示す．またアラニン，サルコシン

に対しても活性を示す．我々は，セラチア菌からプロリル

アミノペプチダーゼ遺伝子をクローニングし，大腸菌を用

いた大量発現系を確立した２３）．X線結晶学的な手法を用い
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て研究を行った結果，酵素の立体酵素を決定することに成

功した５０）（図１０（a））．

プロリルアミノペプチダーゼは，β-hydrolase foldを持つ

触媒ドメインと６本の α-ヘリックスで構成されるヘリッ

クスドメインの二つのドメインで構成されている．二つの

ドメイン間にはトンネル状のキャビティが形成されてお

り，この空間が活性部位である．触媒３残基は Ser１１３，

Asp２６８，His２９８であり，これらは触媒ドメインに位置す

る．活性部位の内部には，触媒ドメインの Phe１３９，Ala

２７０，Cys２７１およびヘリックスドメインの Tyr１４９，Tyr

１５０，Phe２３６で構成された疎水性ポケットのあることが明

らかになった５１）．

三つの阻害剤（Pro-２-tert-butyl-（１，３，４）-oxadiazole（Pro-

TBODA），Ala-TBODA，Sar-TBODA）を合成し，これら

阻害剤との複合体構造をそれぞれ明らかにした．Pro-

TBODA複合体構造において，阻害剤の Pro残基はこの疎

水性ポケットに収容され，そのイミノ基は Glu２０４，Glu

２３２と水素結合を形成していた（図１０（b））５２）．

コラーゲンはその三重ヘリックス構造を安定化するた

め，ピロリジン環の４位あるいは３位がヒドロキシル化し

たヒドロキシプロリン残基を含む．我々は，４-ヒドロキシ

プロリン-βナフチルアミド（Hyp-βNA）とその４-ヒドロ

キシル基をアセチル化した４-アセトキシプロリン-βナフ

チルアミド（AcHyp-βNA）を合成し，S. marcescens 由来

酵素と Bacillus coagulans 由来酵素のそれぞれの合成基質

に対する活性を比較した．B. coagulans 由来酵素はプロリ

ン-βナフチルアミド（Pro-βNA）に特異的に活性を示し，

Hyp-βNA，AcHyp-βNAに 対 し て は Pro-βNAの１．２％，

０．４６％と非常に低い活性しか示さなかった．一方，S.

marcescens 由来酵素は，Hyp-βNAに対して Pro-βNAの

２６％と比較的よく作用し，さらにアセチル化された基質

に対して非常に強力に作用するという新しい性質が見出さ

れた．阻害剤複合体構造に基づいて，AcHyp-TBODA複合

体モデルを構築したのが図１１である．AcHypの４-アセト

キシル基は活性部位ポケットに結合していた．S. marce-

scens 由来プロリルアミノペプチダーゼの AcHyp基質に対

する高い活性は，活性部位の基質ポケットが，４-アセトキ

シプロリンを結合するのに適した形状と大きさを有するこ

とに由来することが判明した５３）．

c） アミノペプチダーゼ Nが Pro-X結合を切る

上述のプロリルアミノペプチダーゼは最初 Saridら５４）に

より大腸菌に見出された．我々は大腸菌のプロリルアミノ

ペプチダーゼ遺伝子をクローニングしようと，Pro-βNAを

基質にした活性スクリーニングによりショットガンライブ

ラリーからポジティブクローンを単離したが，その塩基配

列はアミノペプチダーゼ N遺伝子のものであった．速度

は遅いが Pro-X結合を切ることができ，高発現していたた

め酵素活性でのスクリーニングにかかったことになる．こ

の遺伝子を発現して研究したのが上述のアミノペプチダー

ゼ Nの結晶構造解析である８）．そこで大腸菌のアミノペプ

チダーゼ N遺伝子をノックアウトし，プロリルアミノペ

プチダーゼ活性を測定したが，全く活性を検出することは

できなかった．大腸菌の染色体を BLAST検索してもプロ

リルアミノペプチダーゼと相同性を有する遺伝子は検出で

きない．推定ではあるが，アミノペプチダーゼ Pとアミ

ノペプチダーゼ Nの作用によっても，生体に必要な速度

の完全分解が進むことを示しているのではないかと考えて

いる．同様に哺乳類でプロリルアミノペプチダーゼとして

見出されたのがロイシルアミノペプチダーゼ（多分アミノ

ペプチダーゼ N）であったとの報告があり５５），今のところ

哺乳類のプロリルアミノペプチダーゼの報告はない．ジペ

プチジルアミノペプチダーゼとプロリダーゼ系が哺乳類に

は広く分布しており，図７の左下の経路でプロリン含有ペ

プチドの分解活性を担っていると考えられる．一方，アミ

ノペプチダーゼ Pとアミノペプチダーゼ Nの系が，これ

らの分解に関与しているかどうかは不明である．

４． その他のアミノ末端修飾基の除去

アミノペプチダーゼ Nの作用を妨害するものとして，

プロリン以外にアミノ末端の修飾があり，修飾されたアミ

ノ酸の除去酵素も生体に存在する．

a） ピログルタミルペプチダーゼ

エキソペプチダーゼによってペプチド中のグルタミンの

一つ手前で切断されると，グルタミンが自己閉環してピロ

グルタミン酸になることが知られている．アミノ末端がピ

ログルタミン酸であるとアミノペプチダーゼ Nは加水分

解することができない．一方，生体にはこのピログルタミ

ル残基を除去するピログルタミルペプチダーゼが存在す

る．

我々は Bacillus amyloliquefaciens から酵素遺伝子をク

ローニングし，大腸菌で高発現に成功した５６）．さらに，酵

素を結晶化し，X線結晶回折法により立体構造を明らかに

した．酵素は四量体でドーナツ構造をとり，酵素の活性部

位は内部に存在する（図１２（a））．触媒部位には Cys１４４，

His１６８，Glu８１とシステインプロテアーゼと同様の触媒３

残基が存在する．Cys１４４の近くに疎水ポケット（Phe１３，

Phe１０，Phe１４２）が存在する．この酵素に特異的な阻害剤

としてピログルタミナールを新規に合成し，酵素との複合

体の解析を行ったところ図１２（b）のようにピログルタミン

酸の５員環が疎水ポケットに挿入され，阻害剤のアルデヒ

ド部分が酵素の触媒残基 Cys１４４と共有結合していること

が明らかとなった．さらに興味あることに，酵素に阻害剤
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が入ることにより Phe１３が回転していることから，基質で

あるピログルタミン酸がまず Phe１４２とスタッキングし，

さらに上から Phe１３が覆うことにより分子認識が行われる

ことが明らかになった５８）．

本酵素は常温酵素であるが，好熱菌の酵素の立体構造と

の比較から，サブユニット間に S-S結合を形成させること

により大幅な熱安定性を付加することができることを示し

た５９）．

b） アシルアミノ酸遊離酵素

アミノ末端がアセチル化された場合，アシルアミノ酸を

取り除く酵素である．Tsunasawa & Naritaらによりラット

肝臓に見出され６０），クローニングされた酵素遺伝子のアミ

ノ酸配列のホモロジーからプロリルオリゴペプチダーゼ

ファミリー酵素であることが明らかになった６１）．さらに，

立体構造が明らかになっている（PDB code：１VE６）６３）．酵

素は二量体構造で，プロリルオリゴペプチダーゼと似てプ

ロペラドメインと触媒ドメインがぴったり重なる．また，

プロリルトリペプチジルアミノペプチダーゼやジペプチジ

ルアミノペプチダーゼ IVのように側面から基質が入る空

間はない．このことはプロリルオリゴペプチダーゼと同様

に短い基質にしか作用しないことと符合する．

５． お わ り に

ペプシンやキモトリプシンなど多くのタンパク質分解酵

素は比較的分子量が小さく，酵素タンパク質の表面に活性

部位が存在し加水分解が行われる．しかし，本文で紹介し

た酵素の触媒部位は殆どがタンパク質の内部に存在する．

これは，ペプチドを効率よくアミノ末端から分解するため

に，フォールディングしている状態から直鎖状に延ばした

形にして活性部位に次々と入るように工夫した方法のよう

に思える．特にプロリンを含むペプチドの場合，折れ曲が

ることが必要であると推測されるが，X線結晶構造解析の

弱点である動的な姿，すなわち基質の侵入と生産物の遊離

を捉えるには別の手法が必要である．

これまであまり研究されていなかったペプチドのアミノ

酸への最終分解過程に焦点を当てた．アミノペプチダーゼ

N，ジペプチジルアミノペプチダーゼ IV，アミノペプチ

ダーゼおよびピログルタミルペプチダーゼの立体構造を明

らかにした．さらに特異的な阻害剤を開発して複合体構造

の詳細な解析を行い，酵素の基質特異性の機構を明確にし

た．この結果，ペプチドの分解機構がアミノペプチダーゼ

Nと幾つかのプロリン特異性ペプチダーゼの共役により行

われることを構造生物学的に初めて明らかにした．しか

し，生体内ではそれらの酵素が単なるペプチドの最終分解

だけではなく，生理活性ペプチドの代謝調節や，細胞内で

複雑に制御された生理機能に関与していると推定されてい

る．事実そのような目的でエキソペプチダーゼに関して研

究した成果が見られ，今後研究が進み新しい発見があると

期待される．

最後に，本研究へのきっかけを与え，指導および常に励

ましを与えていただいた鶴大典長崎大学名誉教授に心より

感謝いたします．
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