
１．はじめに

近年，食品素材に求められる特性として，消化吸収性の向上や健康増進に有用

な機能性などが挙げられる。また，アレルギーの原因となる食品中に含まれるタ

ンパク質を分解した低アレルゲン化食品の需要も増加しつつある。これらの食品

素材を製造するには，エンド型プロテアーゼを用いて食品の特性を損なわない程

度にタンパク質を切断するのであるが，その際に苦味が生ずることが技術開発上

の大きなネックとなっている。この苦味の原因は，食品中のタンパク質を加水分

解することにより生じた苦味ペプチドである。タンパク質は，アミノ酸が１００～

１０００個，１本の鎖状に結合したものであるが，その鎖は規則的に折り畳まれ，球

状の塊として存在している。球状の塊の外側には親水性のアミノ酸が，内側には

疎水性のアミノ酸が多く存在しており，タンパク質を加水分解すると，この塊状

の構造は破壊され，内側に存在していた疎水性アミノ酸を多く含む部分が露出し

てくる。この疎水性アミノ酸を多く含むペプチドが苦味の原因となるのである１）。

しかしながら，この苦味ペプチドを，アミノペプチダーゼやカルボキシペプチダー

ゼを用いてさらにアミノ酸や低分子ペプチドにまで加水分解すれば，苦味は低減

又は消失する。そこで筆者の属する研究グループでは，これまでに疎水性アミノ

酸を選択的に加水分解するアミノペプチダーゼの生産菌として，土壌細菌

Aeromonas caviaeを単離するとともに，得られたアミノペプチダーゼに苦味低減

作用があることを明らかにしてきた２，３）。本稿では，アエロモナスアミノペプチダー

ゼ及び，その類縁酵素である Vibrio proteolyticus由来アミノペプチダーゼの前駆

体タンパク質の特徴，並びに前駆体タンパク質をプロセシングするエンドプロテ

アーゼの単離とその構造などについて解説する。

２．プロテアーゼの前駆体タンパク質

プロテアーゼ群において，これまでに多くの種類の前駆体タンパク質

（zymogen）が見出されており，現在盛んにその研究が行われている。それら
のうち，ほとんどの前駆体タンパク質は完全に不活性な状態である。このような

前駆体構造をとるタンパク質は消化酵素や血液凝固系に関与する酵素などに多く

存在し，本来分解する目的タンパク質以外のタンパク質を分解して組織が破壊さ

れるのを防いだり，必要が生じた際にだけ活性化することで代謝における制御の

役割を果たしている。また，前駆体タンパク質のプロ領域が，成熟体領域の正し

い折りたたみを補助する作用を有することが報告されており，このような作用を

苦味低減作用を持つアエロモナスアミノペプチダーゼと
その関連酵素の特徴

４７



もつプロ領域は分子内シャペロンと呼ばれている（図１）。

３．アエロモナスアミノペプチダーゼ前駆体の構造と類縁酵素

Aeromonas caviaeT－６４株由来アミノペプチダーゼ（apAC）は，１９アミノ酸残
基のシグナルペプチド，１０１アミノ酸残基の N末端プロペプチド，２７３アミノ酸
残基の成熟アミノペプチダーゼの３領域からなる前駆体タンパク質（プレプロ体）

として生合成される４）。 apACのアミノ酸配列のホモロジー検索を行ったところ，
Vibrio proteolyticusの生産するアミノペプチダーゼ（apVP）と５６�７％の相同性を
示した４）。Vibrio proteolyticusは，以前，Aeromonas proteolyticaと呼ばれた。この

微生物は海洋性細菌で，主に中性プロテアーゼおよびアミノペプチダーゼを分泌

する。apVPは活性中心に２つ亜鉛を含む金属酵素であり，また，apVPの X線
解析に基づく結晶構造から，この２つ亜鉛は１つの co−catalyticaの亜鉛単位と
して存在することが明らかになっている５）。

これまでに apVPの生化学的な研究により，この酵素の分子の大きさは３０kDa
であり，反応の至適温度は６５℃で，非常に耐熱性に優れていることが明らかにな

っている。また，Heekeらによる apVPの遺伝子クローニングとシークエンシ
ングの研究により，apVPはまず初めに，５０４残基のアミノ酸から構成された分
子量５４kDaのプレプロアミノペプチダーゼとして生合成されることが明らかに
された６）。プレプロアミノペプチダーゼは，２１アミノ酸残基のシグナルペプチド，８５

アミノ酸残基の N末端プロペプチド，２９９アミノ酸残基の成熟領域，９９アミノ酸
残基の C末端プロペプチドの４領域から構成されている。

図１ 分子内シャペロンを持つ主なタンパク質
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４．アエロモナスアミノペプチダーゼのＮ末端プロペプチド（分子内シャペロン

様ドメイン）の特性７，８）

１）アエロモナスアミノペプチダーゼプロ体の大量生産とPAプロテアーゼによ
るプロセシング

Aeromonas caviaeT－６４株より単離したゲノム DNAを鋳型として，PCR法に
より各種組み換えアミノペプチダーゼをコードする DNAを取得し，これらを用
いて大腸菌用発現ベクターを構築した（図２）。

まず，発現プラスミド pASNMを用いて，アエロモナスアミノペプチダーゼ
プロ体（pro−apAC）の大量生産を行った。その結果，SDS−PAGEで単一バンド
を示す分子量約４０kDaの pro−apACを得た（図３）。つぎに，この精製 pro−apAC
に Aeromonas caviaeT－６４株より単離したエンドプロテアーゼ（PAプロテアーゼ）
を加えたところ，pro−apAC（約４０kDa）は約３２kDaのタンパク質（PAプロテ
アーゼ処理 pro−apAC）にプロセシングされ，天然アエロモナスアミノペプチダー
ゼ（天然 apAC）の分子量に近い値（約３０kDa）を示した（図３）。さらに，PA
プロテアーゼ処理 pro−apACの N末端アミノ酸配列を分析したところ，天然
apACの N末端アミノ酸より１７アミノ酸残基上流でプロセシングを受けている

図２ アエロモナスアミノペプチダーゼ発現用ベクターの構造

図３ アエロモナスアミノペプチダーゼの SDS－PAGE
レーン１，分子量マーカー，レーン２，アエロモナスアミノペプチダーゼプロ体，レー
ン３，PAプロテアーゼ処理アエロモナスアミノペプチダーゼプロ体，レーン４，天
然アエロモナスアミノペプチダーゼ，レーン５，天然 PAプロテアーゼ
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ことが明らかになった（図４）。

２）酵素活性に及ぼすN末端プロペプチドの影響
３種類の酵素（pro−apAC，PAプロテアーゼ処理 pro−apAC，天然 pro−apAC）

について，ロイシンパラニトロアニリドを基質として Km，kcatを測定した。そ
の結果，Kmは３種類の酵素において，ほぼ同等な値を示した（表１）。また，
PAプロテアーゼ処理 pro−apACの kcatは，pro−apACのそれと比較して，大き
な上昇を示しており，天然 pro−apACのそれとほぼ同等な値となった。これに加
え，pro−apACの kcatは，天然 pro−apACの１／４０程度であり，プロ体にも酵素活
性が存在しすることが明らかになった。

つぎに，各種基質に対する pro−apACおよび天然 apACの kcatおよび Kmを
測定した。その結果から，pro−apAC自身も様々な基質において活性を持ってお
り，この活性は成熟酵素のそれと比較すると弱く，その弱さの程度は基質によっ

て異なることが明らかになった。つづいて，その弱さの程度について，基質の組

成との関係を分析するために，kcatプロ体／kcat成熟体，Kmプロ体／Km成熟体，
（kcat／Km）プロ体／（kcat／Km）成熟体を算出した。基質組成の変化によって，
pro−apACと apACの kcat，Kmおよび kcat／Km比率も変化する。Leu−pNAの
場合では，プロ酵素と成熟酵素の kcat比率は２�１％であるが，Phe−Phe−Pro−Glu
−Alaの場合では，その比率は８４％である。Kmプロ体／Km成熟体も１１０％（Phe
−Phe）から５２０％（Phe−Gly）まで変化する。（kcat／Km）プロ体／（kcat／Km）
成熟体も１�４％（Leu−pNA）から２４％（Phe−Phe−Pro−Glu−Ala）まで変化する。
以上の結果から，プロ酵素の N末端プロペプチドは酵素成熟領域と基質との親

図４ アエロモナスアミノペプチダーゼプロ体のプロセシング部位

表１ ロイシンパラニトロアニリドに対するアエロモナスアミノペプチダーゼの

酵素活性

酵素 kcat（s－１） Km（mM） kcat／Km（s－１mM－１）
pro−apAC ０�９３±０�０２ ０�２１±０�０２ ４�４±０�２
PAプロテアーゼ処理 pro−apAC ４０±５ ０�１４±０�０３ ２８５±３１
天然 apAC ４４±５ ０�１４±０�０３ ３１７±３３
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和力，酵素成熟領域分子活性ともに，それぞれの基質に対して異なった作用を与

えていることが示唆された。

３）酵素の温度，pH特性に及ぼすN末端プロペプチドの影響
pro−apACは，６０℃において最大活性を示し（図５），７０℃以下の温度帯にお

いて１時間は安定であった。一方，apACは５０℃において最大活性を示し，６５℃
以下の温度帯において１時間は安定であった。この結果から，pro−apACは，apAC
より熱に安定であることが分かった。また，pHの影響については，pH８�５付近
で両酵素とも最大活性を示した。pH８�０～１１�０の範囲において両酵素の安定性は
ほぼ同じであったが， pH４�０～８�０の範囲での安定性は pro−apACのほうが高く，
酸性の環境では pro−apACの方が安定であった。以上の結果から，pro−apACの
N末端プロペプチドは成熟領域の構造の安定性を高める機能があることが明ら

図５ アエロモナスアミノペプチダーゼプロ体の性質
熱安定性，至適温度；▲－▲，プロ体；■－■，成熟体。
pH安定性，至適 pH；■，acetate buffer；○，MES buffer；▲，MOPS buffer；□，
Tris-HCl buffer；●，CHES buffer；△，CAPS buffer。実線，成熟体；破線，プロ体。
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かになった。

４）酵素の阻害剤に対する特性に及ぼすN末端プロペプチドの影響
pro−apACは，金属キレート剤であるオルトフェナンスロリン，EDTAおよび

亜鉛酵素の特異的阻害剤であるベスタチンによって阻害された。その阻害効果を

成熟酵素と比較すると，成熟酵素の方が阻害効果が強い。１０mM EDTAと
０�０５mMベスタチンの阻害効果を測定したところ，プロ酵素の場合では，それ
ぞれ４３％と５３％の残存活性があったのに対し，成熟酵素の場合では，それぞれ

１�１％と９�３％の残存活性を示した。この結果から，プロ酵素のプロペプチドは成
熟領域の活性部位を保護していることが推測された。

５）N末端プロペプチドを欠失させた pro-apAC（∆N-pro-apAC）の大腸菌にお
ける活性発現

N末端プロペプチド部分の遺伝子を欠失させ，成熟アミノペプチダーゼ領域
のみの遺伝子を組み込んだ発現ベクター pASMを大腸菌において発現させたと
ころ，封入体として生産された。大腸菌において発現させた pro−apACおよび ∆N
−pro−apACの活性を測定したところ，培養ろ液および菌体破砕液ともに，pro−
apACには活性が認められた。また，PAプロテアーゼで N末端プロペプチドを
限定分解することにより，酵素活性が上昇している。一方，∆N−pro−apACは，
培養ろ液および菌体破砕液ともに，コントロールとほぼ同じ結果となった。さら

に，PAプロテアーゼ添加後の酵素活性についても，大きな変化は見られなかっ
た。以上の結果から，N末端プロペプチドは大腸菌における酵素の活性化に重
要な働きをしていることが推察された。

６）尿素変性透析実験による酵素のリフォールディング
発現ベクター pANMおよび pAMを大腸菌において発現させたところ，両酵

素ともに SDS−PAGEにおいて不溶性画分に存在することが確認された。両酵素
を８M尿素溶液に溶解し，精製したのち透析を行い，透析前後の酵素活性およ
び PAプロテアーゼにより処理した後の酵素活性を測定した。その結果，透析前
は両酵素ともに酵素活性は示さなかったのに対して，透析後では．pro−apACの
みに活性が認められた。さらに，PAプロテアーゼにより処理したところ，pro−
apACは活性が上昇した。以上の結果から，N末端プロペプチドは酵素の正しい
折り畳みに重要な役割を果たしており，分子内シャペロン様の機能をもつことが

明らかとなった。
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５．ビブリオアミノペプチダーゼのN末端プロペプチド（分子内シャペロン様

ドメイン）の特性９）

１）ビブリオアミノペプチダーゼプロ体の大量生産とPAプロテアーゼによるプ
ロセシング

Vibrio proteolyticusより単離したゲノム DNAを鋳型として，PCR法により各
種組み換えアミノペプチダーゼをコードする DNAを取得し，これらを用いて大
腸菌用発現ベクターを構築した（図６）。

まず，発現プラスミド pVSNMCおよび pVSNMを用いて，ビブリオアミノ
ペプチダーゼプロ体および C末端プロペプチドを欠失させたプロ体（pro−apVP
および ∆C−pro−apVP）の大量生産を行った。その結果，SDS−PAGEで単一バン
ドを示す分子量約５０kDaの pro−apVPおよび分子量約４０kDaの ∆C−pro−apVPを
得た（図７）。つぎに，この精製 pro−apVP および ∆C−pro−apVPに PAプロテ
アーゼを加えたところ，ともに約３２kDaのタンパク質（PAプロテアーゼ処理 pro
−apVPおよび ∆C−pro−apVP）にプロセシングされ，天然ビブリオアミノペプチ
ダーゼ（天然 apVP）の分子量に近い値（約３２kDa）を示した（図７）。

図６ ビブリオアミノペプチダーゼ発現用ベクターの構造
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２）酵素活性に及ぼすプロペプチドの影響
５種類の酵素（pro−apVP，∆C−pro−apVP，PAプロテアーゼ処理 pro−apVPお

よび ∆C−pro−apVP，天然 apVP）について，ロイシンパラニトロアニリドを基
質として Km，kcatを測定した。その結果，Kmは５種類の酵素において，ほぼ
同等な値を示した（表２）。また，PAプロテアーゼ処理 pro−apVPおよび ∆C−pro
−apVPの kcatは，pro−apVPおよび ∆C−pro−apVPと比較して，大きな上昇を示
しており，天然 apVPとほぼ同等な値となった（表２）。また，pro−apVPおよ
び ∆C−pro−apVPの kcat値は，天然成熟アミノペプチダーゼの約１／２０～１／９の値
を示した（表２）。

３）プロペプチドを欠失させた pro－apVP の大腸菌における活性発現
N末端プロペプチド部分の遺伝子を欠失させ，C末端プロペプチドと成熟ア

ミノペプチダーゼ領域部分および成熟アミノペプチダーゼ領域のみの遺伝子を組

み込んだ発現ベクター pVSMCおよび pVSMを大腸菌において発現させたとこ
ろ，ともに封入体として生産された。大腸菌において発現させた pro−apVP，∆C
−pro−apVP，∆N−pro−apVPおよび ∆N∆C−pro−apVPの活性を測定したところ，

図７ ビブリオアミノペプチダーゼの SDS－PAGE
レーン１，分子量マーカー，レーン２，ビブリオアミノペプチダーゼプロ体（pro－
apVP），レーン３，PAプロテアーゼ処理 pro－apVP，レーン４，ビブリオアミノペ
プチダーゼプロ体（∆C－pro－apVP），レーン５，PAプロテアーゼ処理 ∆C－pro－apVP，
レーン６，天然ビブリオアミノペプチダーゼ

表２ ロイシンパラニトロアニリドに対するビブリオアミノペプチダーゼ

の酵素活性

酵素 kcat（s－１） Km（mM） kcat／Km（s－１mM－１）
pro−apVP １９±０�３ ０�３６±０�０１ ５３±１
PAプロテアーゼ処理 pro−apVP ９９±３ ０�１５±０�０１ ６６５±３１
∆C−pro−apVP ４�６±０�１ ０�３９±０�０２ １２±１
PAプロテアーゼ処理 ∆C−pro apVP ９６±２ ０�１５±０�０１ ６５７±１６
天然 apVP １０２±１ ０�１４±０�００ ７２３±１３
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培養ろ液および菌体破砕液ともに，pro−apVP，∆C−pro−apVPには活性が認めら
れた。また，PAプロテアーゼで N末端プロペプチドを限定分解することにより，
酵素活性が上昇している。一方，∆N−pro−apVPおよび ∆N∆C−pro−apVPは，培
養ろ液および菌体破砕液ともに，コントロールとほぼ同じ結果となった。さらに，

PAプロテアーゼ添加後の酵素活性についても，大きな変化は見られなかった。
以上の結果から，N末端プロペプチドは大腸菌における酵素の活性化に重要な
働きをしていることが推察された。

４）酵素のリフォールディング実験
発現ベクター pVNMC，pVNM，pVMC，pVMをそれぞれ大腸菌において発

現させたところ，SDS−PAGEにおいて不溶性画分に存在することが確認された。
各酵素を８M尿素溶液に溶解し，精製したのち透析を行い，透析前後の酵素活
性および PAプロテアーゼにより処理した後の酵素活性を測定した。その結果，
透析前は各酵素ともに酵素活性は示さなかったのに対して，透析後では pro−
apVP，∆C−pro−apVPに活性が認められた。さらに，PAプロテアーゼにより処
理したところ，pro−apVP，∆C−pro−apVPは活性が上昇した。以上の結果から，
N末端プロペプチドは酵素の正しい折り畳みに重要な役割を果たしており，分
子内シャペロン様の機能をもつことが明らかとなった。さらに，N末端プロペ
プチドが，酵素のフォールディングにどのように作用するか推測するために，希

釈法によるリフォールディング実験を行った。その結果，∆C−pro−apVP（N末
端プロペプチドがある酵素）の活性は，２４時間後に，最大活性の２８％に到達し，

さらに６０時間後には，３４％に到達したのに対して，∆N∆C−pro−apVP（N末端プ
ロペプチド欠失体）の活性は，２４時間後には，１％しか回復せず，６０時間後にお

いても，３�７％の回復率であった（図８）。この結果から，N末端プロペプチド
が欠失した成熟体だけでも，活性の回復は可能であるが，N末端プロペプチド
が存在することで，より早く活性の回復が可能であることが明らかになった。

６．アミノペプチダーゼをプロセシングするPA プロテアーゼ１０）

１）PAプロテアーゼの精製
A. caviaeT－６４の培養上清より，DEAEカラムクロマトグラフィー，Mono−Q

カラムクロマトグラフィーを用いて PAプロテアーゼを単離した。酵素は１９６倍
に精製され，７�２％の収率で，比活性は４７５０ units/mgの精製酵素を得た。精製
酵素の純度を SDS−PAGEで検定したところ，単一と認められた。

２）PAプロテアーゼ遺伝子のクローニング
精製 PAプロテアーゼの N末端部のアミノ酸配列を解析したところ，細菌金

属プロテアーゼと高い相同性を示した。この結果を基にして，TAIL−PCR法に
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より，全 PAプロテアーゼ遺伝子を取得し，DNAシーケンシングを行った。そ
の結果，得られた DNA断片は，全長１�７７３bpのオープンリーディングフレーム
（ORF）を含んでいた。塩基配列から推測されるアミノ酸配列を，天然酵素の
N末端アミノ酸配列と比較したところ，成熟領域の N末端側に１８４アミノ酸残基
（Met－１からHis－１８４まで）が存在していた。これより，His－１８４－Glu－１８５が
N末端プロペプチドの切断部位であることがわかった。また，シグナルペプチ
ドの切断部位を Perlman，Halvorsonおよび Vonheijineの方法に従った検索し
た結果，Als－１９－Ala－２０であると推測した。以上の結果をまとめると，シグナル
ペプチドは，Met－１から Ala－１９までの１９アミノ酸残基，N末端プロペプチドは，
Ala－２０からHis－１８４までの１６５アミノ酸残基から構成される。また，成熟領域（Glu
－１８５から Tyr－５９１まで）は，４０７アミノ酸残基から構成される分子量４５kDaのタ
ンパク質をコードするが，これは天然酵素の分子量３０kDaより１５kDaも大きい。
この結果は，PAプロテアーゼは生合成されたのち，１５kDaの C末端プロペプチ
ドがプロセッシングを受け， 分子量３０kDaの成熟酵素となるものと考えられる。

３）ホモロジー解析
推定された PAプロテアーゼのアミノ酸配列のホモロジー検索を，データベー

ス EMBL，SWISS−PROTおよび NFBRSを用いて行った。その結果，PAプロ
テアーゼは，Vibrio proteolyticus由来プロテアーゼと５４�８％，Vibrio cholerae由来

プロテアーゼと５４�８％，Vibrio vulnificus由来プロテアーゼと５３�３％，Bibrio anguil-

図８ 希釈法による V.proteolyticus アミノペプチダーゼのリフォールディング

■－■，プロ体
▲－▲，成熟体
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larum由来プロテアーゼと５２�３％，Pseudomonas aeruginosa由来プロテアーゼと

５２�５％，Legionella pneumophila由来プロテアーゼと４４�３％，Legionella longbeachae

由来プロテアーゼと４２�７％の相同性をそれぞれ示した。以上の結果から，PAプ
ロテアーゼは，細菌金属プロテアーゼとアミノ酸の相同性が高いことが明らかに

なった。N末端プロペプチドの切断部位は，相同な領域にあるが，切断部位は
各酵素によって異なる。推定される活性部位，金属結合部位のアミノ酸の相同性

は高い。天然酵素の折りたたみの維持に主な作用をする Cysはすべて保存され
ていた。

４）大腸菌におけるPAプロテアーゼの発現
T７ lac promotorと pelBシグナルペプチドを含む PAプロテアーゼプロ体およ

び N末端プロペプチドを欠失させた PAプロテアーゼプロ体の発現ベクター
pPSNMCおよび pPSMCを構築した。得られたプラスミドを用いて大腸菌 BL
２１（DE３）を形質転換し，酵素の発現を行った。その結果，培養上清液および菌体
破砕液ともに，PAプロテアーゼプロ体遺伝子を発現させたものでは酵素活性が
認められた。一方，N末端プロペプチドを欠失させた PAプロテアーゼプロ体は
培養上清液および菌体破砕液ともにコントロールとほぼ同じ結果となった。また，

SDS−PAGEの解析から，PAプロテアーゼプロ体は可溶性タンパク質として発
現されたが，N末端プロペプチドが欠失した PAプロテアーゼプロ体は不溶性タ
ンパク質として発現していることが明らかとなった。以上の結果から，大腸菌 BL
２１（DE３）においてタンパク質を発現させる際には，N末端プロペプチドは，活
性型酵素を得るのに必要であることが明らかになった。

また，BL２１（DE３）／pPSNMCを培養して，発現させたタンパク質の大きさは
約３０kDaで，PAプロテアーゼプロ体のアミノ酸配列による推測されたタンパク
質の５５kDaより約２５kDaも小さい。大腸菌に発現させた PAプロテアーゼの N
末端アミノ酸配列を解析したところ，N末端アミノ酸配列は Gln−Asp−Ala−Thr−
Glyで，A. caviae T－６４から精製された天然 PAプロテアーゼの N末端アミノ酸
配列と同じ結果となった。以上の結果から，PAプロテアーゼはプロ体として発
現したのち，Nおよび C末端プロペプチドが自己触媒的にプロセシングされる
ことが推定された。

５）PAプロテアーゼの比活性
pro−apACは PAプロテアーゼのほか，トリプシン，パパイン，サーモリシン

を用いても，その N末端プロペプチドをプロセシングすることが出来る。それ
ぞれの比活性を比較すると，トリプシンは５�０U／µg，パパインは１３U／µg，サー
モリシンは２００U／µgであるのに対して，天然 PAプロテアーゼおよび発現され
た PAプロテアーゼは４�８００U／µgおよび５�１００U／µgであった。この結果から，PA
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プロテアーゼは pro−apACのプロペプチド領域を切断するのに特異的に高い比活
性をもつことが明らかになった。

７．アミノペプチダーゼ（apAC，apVP）のＮ末端及びＣ末端プロペプチドの特徴
アエロモナスおよびビブリオアミノペプチダーゼの N末端プロペプチドは成

熟体領域の酵素活性を部分的に阻害するが，完全に阻害することはできず，プロ

体に酵素活性が存在することが明らかになった。これは，カルボキシペプチダー

ゼ Aのプロ体の場合と同様な結果である。カルボキシペプチダーゼ Aプロ体の
X線結晶構造解析から，プロペプチドが活性部位を空間的に阻害していることが
知られている。apACおよび apVPのプロペプチドも成熟体領域の活性部位に対
して空間的な阻害により，インヒビター作用を示している可能性が考えられる。

つぎに，シャペロン様機能の解析では，大腸菌において各種組換え体を発現させ

たところ，N末端プロペプチドは，活性型酵素を得るのに重要な領域であるこ
とが明らかとなった。さらに，各酵素を尿素変性透析法によりリフォールディン

グをしたところ，同様に N末端プロペプチドが正しくフォールディングするの
に重要な領域であることが明らかになった。以上の結果から，N末端プロペプ
チドは分子内シャペロンとしての機能を有していることが示された。さらに，

apVPの場合は，タンパク質のフォールディングに C末端プロペプチドは直接関
与しないことも明らかになった。

これまで分子内シャペロンをもつタンパク質には十数例の報告がある。同一分

子上にシャペロン様機能を有するペプチド領域が存在し，それがタンパク質のフ

ォールディングを補助する。毒タンパク質や，血液凝固因子なども含め，近年数

多くのタンパク質が見出されているが，中でもエンド型プロテアーゼは特に多く

発見されている。今回の研究に用いた２つの酵素，apACおよび apVPがもつ分
子内シャペロンは，エキソ型金属プロテアーゼにおいて初めて発見された。apVP
のリフォールディング実験において，N末端プロペプチドを欠失したタンパク
質も，時間経過に伴いタンパク質の一部は活性を回復する。すなわち成熟体領域

のみでも自発的なフォールディングが可能である。しかし，単独でフォールディ

ングするよりも，N末端プロペプチドが付加されることで約１０倍のフォールデ
ィング促進効果が得られる。これは N末端プロペプチドにより，フォールディ
ング過程における中間体が安定化されることで，フォールディングが加速される

ものと考えられる。

apVPがもつ C末端プロペプチドはシグナル領域として機能していることが推
測されており，ペリプラズムに到達した分泌タンパク質が，細胞外膜を通過する

ための必要な領域であると考えられている。この領域のアミノ酸配列に相同性の

あるタンパク質には，Xanthomonas campestris由来細胞外プロテアーゼ，Vibrio

alginolyticus由来セリンエキソプロテアーゼなどがある。なお，Xanthomonas camp-
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estris由来細胞外プロテアーゼおよび Vibrio alginolyticus由来セリンエキソプロテ

アーゼの C末端プロペプチドには，活性型酵素を得るのに必要ではないことが
報告されている。

pro−apACの各種性質を解析した結果，プロ酵素は天然成熟酵素より熱，pH
に対して安定であり，また，阻害剤による活性阻害率はプロ酵素のほうが低い。

以上の結果から，プロ酵素は天然成熟酵素より構造的に安定であることが明らか

になった。また，N末端プロペプチドは成熟領域構造の安定性を高め，活性部
位を保護する機能があることも示唆した。Porcineカルボキシペプチダーゼ Aと
Bは，プロ酵素のプロペプチドも成熟領域構造の安定性を高め，活性部位を保護
する機能がある。また，各種基質に対する両酵素の kcatおよび Km値を測定し
たところ，プロ酵素と成熟酵素の比率は基質によって異なることが明らかになっ

た。通常，pro−cathepsin B，pro−cathepsin Dのような蛋白質分解酵素は，そ
の多くが活性のないプロ酵素として生合成され，プロセシングを受けて，活性型

酵素になる。ズブチリシン，α－リティックプロテアーゼの場合では，分離され
たプロペプチドを入れると，成熟酵素の活性は阻害される。プロカテプシン B，
ペプシノーゲン，プロカルボキシペプチダーゼ A，プロペプチド－ズブチリシン

複合体の X線結晶構造解析をしたところ，プロペプチドが活性部位を空間障害
していることが示されている。さらに，pro−apACのプロペプチドの影響と基質
組成の関係を調べるために，アミノアシルパラニトロアニリド（Leu−pNA，Met
−pNA，Val−pNA），アミノアシルフェニルアラニン（Leu−Phe，Met−Phe，Ala−
Phe，Phe−Phe），フェニルアラニンのジペプチド（Phe−Leu，Phe−Met，Phe−Gly，
Phe−Ala，Phe−Phe）を用いて酵素活性比率を分析した。この結果，基質組成が
異なると，成熟酵素に対するプロ酵素の酵素活性の比率が異なることが分かった。

これは，基質組成の違いによって，プロペプチドは成熟領域の活性阻害の強さが

異なるということを示している。Bovineプロカルボキシペプチダーゼ Aについ
てもこのような結果が得られている。

８．おわりに

本研究では，まず大腸菌において apACの各種組換え体を発現させ，apACの
N末端プロペプチドの機能について解析した。次に，N末端プロペプチドの性
質をさらに明らかにするために，アミノペプチダーゼプロ体（pro−apAC）につ
いて，各種基質に対する酵素活性および熱・pH安定性の測定した。また，apVP
について，Nおよび C末端プロペプチドの機能を解析した。さらに，pro−apAC
および pro−apVPを成熟体に変換する酵素 PAプロテアーゼ（pro−aminopepti-
dase processing protease）を単離し，その遺伝子をクローニングし，大腸菌に
おける生産系の確立を行った。本研究は，金属細菌アミノペプチダーゼの活性化

やフォールディング機構の解明に有力な手がかりを与えるものと期待されるとと
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もに，食品産業でのさらなる酵素の利活用の一助になれば幸いである。

（食品バイオテクノロジー研究領域 酵素研究ユニット 韮澤 悟）
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