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デオキシリボ核酸分解酵素 !("#$%&!, '(

)*+*,+*+) は, エンド的に"#-に作用して./末
端にリン酸基をもつオリゴヌクレオチドを生成す
るエンドヌクレアーゼの一つである｡ ヒト
"#$%&!は,01個のアミノ酸残基から構成されて
いる約),2"の糖蛋白質である｡ 遺伝的多型形
質性を有し, 従来までは単なる消化酵素にすぎな
いと考えられてきたが, アポトーシスへの関与機
序の解明, 種々の癌のリスクファクターへの応用,
急性心筋梗塞の超早期診断への応用, 全身性エリ
テマトーデス (34') への関与などが報告されて
いる｡ 特に従来から, 34'のような自己免疫疾
患の発症に細胞死に伴い産生される核抗原を含め
た細胞残渣のクリアランスが関与することが示唆
されてきた｡ これに関連し, 核抗原のうち高分子
"#-を分解･消去し, 抗 "#-抗体の産生を抑
える役割を果たすものとして"#$%&!を含めた
"#$%&5$6789蛋白遺伝子が想定されている｡ こ

の"#$%&5$6789のうち:;7<7=$8"#$%&である
本稿詳述の"#$%&!はその!"#!#$活性レベルの
低下・消失と34'罹患の関連が報告されてきた｡
すなわち, "#$%&!>?&57@7&=A67@&は 34'様病
態を示すこと, 34'患者より 8:%%>:5>5B=@A7:=

型変異や活性を減弱する67%%&=%&変異が見出さ
れたこと, 健常者に比し, 34'患者の血清
"#$%&!活性レベルは有意に低下していたこと
等である｡ 従って, !"#!#$"#$%&!活性レベル
の低下や消失を惹起する "#$%& !遺伝子
("#-3'+) 内の変異は自己免疫疾患の病因・病
態に大きく関与する遺伝的リスクファクターとな
ることが想定された｡ そこで, 我々は活性変動を
惹起する可能性があるアミノ酸置換を引き起こす
67%%&=%&変異, あるいは 8:%%>:5>5B=@A7:=型酵
素を産生する非同義置換型 3#C%に着目し,
"#$%&5$6789遺伝子について解析を行っている｡
"#$%&!遺伝子には #(D!?E3#C?$A$E$%&上
多数の3#Cが登録されており, その内の.F座位
が非同義置換型3#C%である｡ しかしながら,
これら 3#C%について未だ多型性の確認もなさ
れておらず, 広範な集団調査は実施されていない
ものが散見される｡ 特に, これら非同義置換型
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!"#$に基づくアミノ酸置換等の酵素活性への影
響は明らかにされておらず, いわゆる%&'()*+',-

!"#$としての検討は全くなされていない｡ そこ
で, !"#!#$.",$/0酵素活性レベルの変動を惹
起する可能性のある非同義置換型!"#と自己免
疫疾患の病因・病態との関連を明らかにすること
はこれら疾患の遺伝的リスクファクターを同定す
ることに繋がると考えられた｡
上記について, これまで我々は長らくヒトを含

めた種々の脊椎動物由来.",$/0の比較分子論
的研究を継続しており, 最近の知見を含めて一次
構造―生化学的性状相関解析を行った1)成果をま
とめた形で報告する｡ また, さらにヒト.",$/0

の非同義置換型!"#23座位に着目し, !"#に対
応するアミノ酸置換型酵素の性状を解析するとと
もに, 多集団について広範囲な集団調査を実施し
た4)結果もまとめて報告する｡
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ヒト, ウマ, イヌ, ウシ, ブタ, ヒツジ, ウサ
ギ, マウス, ラット, ニワトリ, 爬虫類 (シマヘ
ビ, マムシ, アオダイショウ), 両生類 (アフリ
カツメガエル, ウシガエル, ヒキガエル, イモ
リ), 硬骨魚類 (ティラピア, ウナギ, コイ, タ
イ), 軟骨魚類 (ドチザメ, ネコザメ) の膵臓や
耳下腺から.",$/0を精製し生化学的性状の解
析に用いた｡ また, これらの種について既報に従
い 256および 75689:;法によって (."9を構築
した｡ 上記の47種類の脊椎動物由来.",$/0に
加え, <,),=,$/から検索された他の脊椎動物
(ジャイアントパンダ>オポッサム, カモノハシ,
七面鳥, キンセイチョウ, フグ, ゼブラフィッ
シュ) 及び無脊椎動物 (ナメクジウオ, ホヤ, ウ

ニ, イソギンチャク) を含めた7?種について
,@*'+,(*<$/A&/'(/@&-)*B-/,-*C'@/')解析
を行った｡
&'() *+,-.!/0123456789:;
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D*-<6)EB/の .",$/0(."9を鋳型として,
$*)/6<*F/()/<@&),C/'/$*$により種々の変異型
発現ベクターを構築した｡ 発現ベクターを:G!6

H細胞に遺伝子導入後, 培養上清に分泌された酵
素を解析に用いた｡ 酵素活性は$*'C-/F,<*,-/'6

IE@/<*%%&$*+'@/)J+<(!8;.) 法によって測
定した｡ 各種における臓器分布, BK耐性, L6

,()*'による阻害, タンパク分解酵素に対する感
受性・抵抗性の精査を行った｡
ABCDE*+,-.!FGH=>45

日本人集団において主要ハプロタイプに由来す
る .",$/0(."9の (+<*'CF/C*+'に相当する
."9断片を B(."97M1N/()+F (0'N*)F+C/'社
製) に挿入し, D*-<6)EB/(+'$)F&()としたH)｡ 次
に , 同 (+'$)F&()を鋳型として OG.6#-&$

P&),C/'/$*$Q*)(R+E+=+社製) を用いた$*)/6

<*F/()/<@&),C/'/$*$によって23種類の非同義
置換型!"#の@*'+F,--/-/に対応するそれぞれ
のアミノ酸置換型.",$/0発現ベクターを作製
した｡
DEI"HJK678LMNCOP

アジア人集団 (日本人11S名, 韓国人724名, 中
国人1T7名, モンゴル人114名, チベタン人127名,
スリランカ R,@*-人72名および !*'J,-/$/人U3

名, ネパールR,@,'C人US名), アフリカ人集団
(オバンボス人14?名, コーサ人H2名およびガーナ
人1S2名) およびコーカソイド人集団 (ドイツ人
?3名, メキシコ人1TT名およびトルコ人17?名) に
ついて, 健常人 ('V1H24) から採取した血液試
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料等から!"#$%&'(#)*+*,*-(!*$./+社製)
を用いて'(#を分離した｡ すべての参加者から
文章で同意を得ており, また, 本研究は当該施設
の倫理委員会で承認を得ている｡ 01座位 2(34

について, 35676893法または %*4%$-:;/<

35676893法によってそれぞれの遺伝子型を判
定した｡ 使用した&=*%/=, 制限酵素等は既報に
示した｡
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クローニングを行った>?種の脊椎動物および
データベース上にあるその他の種合わせて?@種に
ついてアミノ酸配列 (図A) を比較した?7BC)｡ 触
媒活性及び構造安定化に関与すると考えられる
DEFG1HI*4B?Jと#4&>B>及びI*4>0>, 5K4BG?

と 5K4>CLは全ての動物種由来 '($4/"で保存
されていた｡ 他方, 構造安定に寄与していると考
えられていた5K4BCB, 5K4BCJは硬骨魚類, 軟
骨魚類, 無脊椎動物酵素では置換されていた｡ 哺
乳類'($4/"は中性域に至適&Iを持ち, M価
イオン要求性, D7$:-*+阻害を受ける｡ 脊椎動物
'($4/"生化学的性状の比較を行った｡ 臓器分
布を調べたところ爬虫類, 両生類, 魚類では膵臓
に分布していたのに対し, 哺乳類では, 膵臓で高
い種 (膵臓型), 耳下腺で高い種 (耳下腺型), 両
方で高い種 (膵臓・耳下腺型) にN分類できた｡
膵臓型酵素は耳下腺型, 膵臓・耳下腺型に比較し
て酸耐性が低く, 耳下腺型酵素は酸性の胃を通過
するため酸耐性を獲得したものと考えられた｡ ま
たタンパク分解酵素 (&/&4*+, -=K&4*+および
:;K%O-=K&4*+) に対する感受性・抵抗性を精査
したところ, 耳下腺型酵素はいずれのタンパク分

解酵素に対しても感受性, 膵臓・耳下腺型酵素は
&/&4*+に対して抵抗性, ヒトなどの膵臓型酵素
は&/&4*+に対しては感受性であるが, 膵臓由来
の-=K&4*+および:;K%O-=K&4*+には抵抗性を示
した?)｡ 膵臓型の酵素は, 膵液中に共存するタン
パク分解酵素に十分な抵抗性を有し, 耳下腺型で
は口腔内で主に作用することからタンパク分解酵
素の抵抗性を有しないと考えられる｡ 脊椎動物の
至適&Iは, 哺乳類などのEOP7&I (&I@Q07GQC)
.=OF&と爬虫類, 両性類, 魚類などの ;*.;7&I

.=OF&(&I1QC) に分けられた｡ 爬虫類, 両生類
では哺乳類に比較して, 熱安定性が低く冷血動物
から温血動物への進化の過程で熱安静性を獲得し
たと考えられた｡
哺乳類 '($4/"では二つの (7.EK:O4KE$-*O+

4*-/(#4+B1, #4+BC@) があるが, #4+B1は全
ての種で保存されていた｡ 一方#4+BC@は哺乳類
以上で分布しており哺乳類ではより安定な酵素タ
ンパクが作られると考えられる｡ ウサギとブタ以
外の哺乳類ではアクチン阻害を受け, 鳥類, 爬虫
類, 両生類では阻害されない｡ $:-*+7R*+<*+.4*-/

として重要な二つのアミノ酸残基 (S$E7@Gおよ
び#E$7BBJ) についてブタでは2/=7BBJに置換し
ており, 爬虫類ではS$E7@Gに置換がみられた｡
JKLMNOPQR *+,-.!SAB;<TUQ
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野生型および変異型発現ベクターを5T27G細
胞に遺伝子導入し, 発現した酵素を用いて酸耐性,
熱安定性, 至適&I, (7E*+,/4.EK:O4KE$-*O+4*-/

の役割, $:-*+による活性阻害について生化学的
性状の比較生物学性解析を行った｡
WXA

膵臓型'($4/"と耳下腺型'($4/"のアミノ
酸配列を比較すると, ヒトでは #4+BBC, 3=O

UVWX Y?GZ YB[ >CBG\]^>L_ ?̀ a ?\?a



!"#であるのに対し, ラットでは $%&!!', $%&

!"#であった｡ 置換体 (ヒト ()*!!'$%&, +&,

!"#$%&およびラット$%&!!'()*, $%&!!'(-.,
$%&!"#+&/) を作成し酸耐性を精査したところ,
アミノ酸!"#の置換体では変化はみられなかった

が, ヒト ()*!!'$%&はラットと, ラット $%&

!!'()*, $%&!!'(-.はヒトと同様の酸耐性を
示した｡ このことから()*!!'$%&置換は酸耐性
に寄与することが明らかとなった｡

0123 45"6 4!7 8'!"9:;8<=5>?@ 9@?

!" #$%&'()'*+,-(%'+-.%/0)12)'.)0+,3)4*)54-*)67-0)0!

Human    1  LKIAAFNIQT FGETKMSNAT LVSYIVQILS RYDIALVQEV RDSHLTAVGK LLDNLNQDAP DTYHYVVSEP LGRNSYKERY   

Horse 1  LRIAAFNIRT FGETKMSNDT LSNYIVQILN RYDIALIQEV RDSHLTAVGK LLDRLNQDDP NTYHFVVSEP LGRNNYKERY

Dog 1  LRMAAFNIRT FGETKMSNAT LSKYIVQILS RYDVAVVQEV RDSHLTAVGK LLDTLNQDDP NAYHYVVSEP LGRSSTKERY

Cow 1  LKIAAFNIRT FGETKMSNAT LASYIVRIVR RYDIVLIQEV RDSHLVAVGK LLDYLNQDDP NTYHYVVSEP LGRNSYKERY   

Pig 1  LRIAAFNIRT FGETKMSNAT LANYIVRILS RYDIALIQEV RDSHLTAVGK LLNELNQDDP NNYHHVVSEP LGRSTYKERY  

Sheep 1  LKIAAFNIRT FGETKMSNAT LSSYIVRILR RYDIALIQEV RDSHLVAVGK LLDDLNQDDP NSYHYVVSEP LGRNSYKERY  

Rabbit 1  LKIAAFNIRS FGETKMSNAT LTSYIVRILQ RYDIALIQEV RDSHLTAVGK LLDKLNEKAA DTYRFVASEP LGRSTYKERY  

Mouse 1  LRIAAFNIRT FGETKMSNAT LSVYFVKILS RYDIAVIQEV RDSHLVAVGK LLDELNRDKP DTYRYVVSEP LGRKSYKEQY   

Rat 1  LRIAAFNIRT FGDTKMSNAT LSSYIVKILS RYDIAVVQEV RDTHLVAVGK LLDELNRDIP DNYRYIISEP LGRKSYKEQY  

Hen 1  LRISAFNIRT FGDSKMSNQT VAGFIVSIIV QYDITLVQEV RDADLSSVKK LVSQLNSASS YPYSFLSSIP LGRNSYKEQY

Rat snake 1  LRIGAFNIRA FGDKKLSNQT ISSSIVRILT TYDLVLIDEV RDADLSAVKK LMQLVSGASP DPFGYLISKP LGHNSYKEQY 

Viper snake           1  LRIGAFNIRA FGDKKLSNQT ISSFIVRILT AYDLALIQEV RDADLSAVKK LMHLVNWASP NAFSYLVSKP LGHNSYKEQY

African clawed frog 1  FKIASFNIQR FSMTKVDDPV VLELLIRILS RYGIIAIEEV MNADNTAIIS LVKELSLATK LNYNVLISDH LGRSSTREKY  

American bullfrog 1  LKIAGFNIER FSATKVDDPV VLNRLIQILR RYELIAVQEV MNKDDTAIIR LVRELNKATG LSYNLLISDH LGRSAYREKY

Newt 1  FKVASFNIAR FSMSKVTDTA VRDRLVQILR RYELISIQEV MSAENEAIIS LVRELNQATG LPYNVLVSDH LGRSTYREKY

Toad                   1  LKIASFNIER FAVGKVDDPT VLSLLIQILR RYELIAVQEV MSKDNTAIIR LVQELNAATG LHYNLLISDH LGRSSYREKY

Fish 1  LLLGAFNIKS FGDTKASNAT LMNIITKIVK RYDVILIQEV RDSDLSATQT LMNYVNKDSP -QYKYIVSEP LGASTYKERY  

Carp 1  LLIGAFNIKS FGDSKASNAT LLDIITKVVH RYDIVLIQEV RDSDLTATNK LMQSVNGGSSPYEYQYIVSEP LGRSTYRERY

Eel    1  LFIGAFNIRS FGDKKASNAT LVDIIVKIVH MYDILLIQEV RDSDLSATKK LMQNVNNGSSPHKYKYIVSEP LGRNTYQERY   

Sea bream 1  LLLGAFNIKS FGDKKSSNTT LMNIISTIVH RYDIVLIQEV RDSDLSATKR LMEHVNKGSPQFRYSHIVSEP IGRSSYKERY

Japanese bullhead shark 1  IHISAFNIRA FGDSKMSHPT ITNIIVNLIQ RYDIILIQEV RDADLSVVKI LMNKLNSASA QAFSYITSVP LGHSSYKERY

Banded hounds shark 1  IQICAFNIFS FGDSKMSNAT IANIIVNIVQ RYDIILIQEV RDENLSAVKA LMNKLNSPSA HIYSYIASDP LGRSSYKERY

Human  101 CEPCGNDTFN REPAIVRFFS RFTEVREFAI VPLHAAPGDA VAEIDALYDV YLDVQEKWGL  

Horse 101 CEPCGNDTFS REPAIVKFSS PFTQVKEFAI VPLHAAPSDA LAEIDSLYDV YLDVQQKWDM

Dog 101 CEPCGNDTFS REPAIVRFHS PLTEVKEFAV VPLHAAPLDA VAEIDALYDV YLDVQHKADL

Cow 101 CESCGNDSFS REPAVVKFSS HSTKVKEFAI VALHSAPSDA VAEINSLYDV YLDVQQKWHL 

Pig 101 CEPCGNDTFN REPSVVKFSS PFTQVKEFAI VPLHAAPSDA AAEINSLYDV YLNVRQKWDL 

Sheep 101 CESCGNDSFS REPAVVKFSS PSTKVKAFAI VPLHSAPSDA VAEINSLYDV YLDVQQKWDL 

Rabbit 101 CEPCGTDTFS REPAVVRFSS PSTKVREFAI VPLHSAPEDA VAEIDALYDV YLDVQKKWGL 

Mouse 101 CEPCGNDTFS REPAIVKFFS PYTEVQEFAI VPLHAAPTEA VSEIDALYDV YLDVWQKWGL 

Rat 101 CEPCGNDTFS REPAIVKFFS PYTEVREFAI VPLHSAPTEA VSEIDALYDV YLDVRQKWGL 

Hen 101 CESCGTDIFS REPFIVKFSS PTTQLDEFVI VPLHAEPACA PAEINALTDV YTDVINKWET 

Rat snake 101 CEPCGNGTFS REPFIVKFAV PLAAVEELVL VPLHAAPEAA VTEIDSLYDV YQDVKDRWGV

Viper snake           101 CEPCSNTTFS RKPFIVKFAV PQAEVKELVL VPLHAAPEAA VTEIDALYDV YQDVKGRSGA

African clawed frog 101 CENCGTDSFI REPFVARFTS LTTVVKDFAL ISIHTSPDYA IMEVDALYDA WVDAKQRLKM 

American bullfrog 101 CENCGTDVFM REPFVARFSS LTTEVKDFAL AVVHTSPDYA VREVDALFDV WEDAKQRLLM

Newt 101 CENCGTDVFM REPFVARFSS LTTVVKDLAL VSIHTSPDYA VREVDALFDV WEDVQQRLLT

Toad 101 CENCGTDVFI REPFVARFSS LTTELKDFAL VSIHTSPDYA VREVDGLYDV WEDAKQRLLL

Fish 100 PEETGQDTFS REPFVVMFSS KNTAVKDFTL IPQHTSPDLA VRELNALYDV VLDVRARWNT 

Carp 102 CESCGTDTFN REPFVVMFSS NTAVQQKFAL VPQHTSPEVA VTEIDALHDV VLDTRQRLNT

Eel    102 AEESGTDTFN REPFVVMFSS PHTRVPEFAL VPQHTSPDEA VKVIDALYDV IVDIRARWNT

Sea bream 101 CEPCGTDTFS REPFVVMFSS RYSAVKNFVL IPQHTSPDSV VKEVNALYDV VVDVRTRWNT

Japanese bullhead shark 101 ASNTGQDTFN REPFLVKFSS PYSVIRDFVI MPMHTSPSVA VREIDALYDV FLDAKKKPGT

Banded hounds shark 101 SEDSGHDIFS REPFLVKFSS PYSAVHDKEI MPQHTSPSLA IKEIDALYDV FFDARRKLGT

Human 201 DTTA-TPTHCA YDRIVVAGML LRGAVVPDSA LPFNFQAAYG 

Horse 201 DTTV-KSTHCA YDRIVVAGTL LQEAVVPDSA VPFDFQAAYG

Dog 201 DTTS-TSTHCA YDRIVVAGSQ LQHAVVPESA APFNFQVAYG

Cow 201 DTTA-TSTNCA YDRIVVAGSL LQSSVVPGSA APFDFQAAYG

Pig 201 DTTV-SSHTCA YDRIVVAGPL LQRAVVPDSA APFDFQAAFG  

Sheep 201 DTTA-TSTNCA YDRIVVAGSL LQSSVVPGSA VPFDFQAAYG 

Rabbit 201 DTTA-TSTNCA YDRIVVAGPL LQDAVVPNSA APFNFQAAYG 

Mouse 201 DTTV-TSTHCA YDRIVVAGAL LQAAVVPNSA VPFDFQAEYG 

Rat 201 DTTA-TSTHCA YDRIVVAGAL LQAAVVPSSA VPFDFQAEYR 

Hen 201 DTTV-TSTDCA YDRIVACGSA LRQAVEYGSA TVDNFQETLH 

Rat snake 201 DTTV-TNTICA YDRIVAVGSK LRESILPATA KVDNFQKTLK

Viper snake           201 DTTV-TNTVCA YDRIVAVGSK LRESILPATA KVDDFQKTLK

African clawed frog 201 DTTVSTNTNCA YDRMVAGGEE LQRGIVPDTA KAFNYHVAYD 

American bullfrog 201 DTTVSTNTNCP YDRIVVGGSR LQDSVVPGSA KAFNYQEAYG

Newt 201 DTTVSTNYHCA YDRKVASGVE MLNAIFPETA TAFNYHEAYG

Toad 201 DSTVSTNTHCP YDRLVVGGAR FQDIVIPGTA KAFNYHVAYD

Fish 200 DTTV-SQTVCP YDRIVVTTDM MRG-VVQNSA KVYNYMTDLN 

Carp 202 DTTV-THTNCP YDRIVATSDM MKG-VSAGSA QVFDFMQAHG

Eel    202 DTTV-SHTNCP YDRIVATTTM MEA-VVPHSA SVYDYMTSLK 

sea bream 201 DSTVSQTTNCA YDRIVVTTDM LKG-VLQGSA QVYNFMTDLK

Japanese bullhead shark 202 DTSTTITTKCA YDRIIAVGSE MKNAIIDGSA AIYNFTSVLN

Banded hounds shark 201 DTTTNIATKCA YDRIIAVGSE MKNAVIDGST AIYNFGKVFN

African clawed frog 302 RCGASGKTYP CNCNASCTN- --CCVDYTSS CKL

American bullfrog 302 RCGANSSSYP CNCNATCSSS KKCCADYAAV CKI

Newt 302 RCGAYSKTLP CNCNASCGQY GSCCADYKAH C

Toad 302 RCGANSSSYP CNCNASCSSS NKCCADYGAS CKV

LFVYRPDQVS AVDSYYYDDG   

LFVFRPDQVS LLDSYQYNDG 

LFLFRPDRVS VLDSYQYDDG 

LFLFRPNKVS VLDTYQYDDG  

LFVFRPNQVS VLDSYLYDDG  

LFVFRPNKVS VLDTYQYDDG  

LFVYRPDQVS VLDSYYYDDG  

LFVYRPDQVS ILDSYQYDDG  

LFVYRPSQVS VLDSYHYDDG  

VFIYRSDIVS VLESYYYDDG  

LFVYRQDRVS PVESYYYDDG 

LFIYRRDRVS PVESYYYKDG 

AYVYIEEIVK PTEWYHFDDG  

VYVYREDILK PTEWFHYDDG 

AYVYREDILK PTEWYHYDDG 

VYIYREDILK PSEWYHYDDG 

LFLYREALVS VVKSYTYDDG  

LFIYRRPAVS VANSFQYDDG 

LYLYREDSVS VVKNETYDDG 

LFLYREQTVS VVKNYYYDDG 

LFVYRNSVVS VVDNYLYSD-

LFIYRNTMVS VTNSYLYDDG 

EDVMLMGDFN AGCSYVRPSQ WSSIRLWTSP TFQWLIPDSA  

EDIMLMGDFN AGCSYVTSSQ WPSIRLRRNP AFWWLIPDTA 

EDIVLMGDFN AGCSYVAASQ WSSIRLRTQP AFQWLIPDTA 

NDVMLMGDFN ADCSYVTSSQ WSSIRLRTSS TFQWLIPDSA 

QDIMLMGDFN AGCSYVTTSH WSSIRLRESP PFQWLIPDTA  

NDIMLMGDFN ADCSYVTSSQ WSSIRLRTSS TFQWLIPDSA  

QDVMLMGDFN ADCSYVTSSQ WSSIRLRTNP AFKWLIPDTA  

EDIMFMGDFN AGCSYVTSSQ WSSIRLRTSP IFQWLIPDSA  

EDIMFMGDFN AGCSYVTSSQ WSSIRLRTSP IFQWLIPDSA  

NNIFFMGDFN ADCSYVTAEQ WPSIRLRSLS SCEWLIPDSA  

TDALLLGDFN ADCNYVQAED WRSIRLRSSK DFQWLIPDTA 

TDALLLGDFN AGCKYVRVED WPSIRLRSIK DFQWLIPDTA 

ENILILGDYN AACSYGASRH WPIIRLRHVE ELVWLIGDKE  

EDIFILGDYN AGCSYVKSAH WPTIRLRQEA SLQWLIGDNA 

QNILILGDYN ADCKYVTNKH WPSIRLRHEP QLHWLISDDE 

EDILILGDYN AGCSYVKTSH WPNIRLRQES SLQWLIGDTE 

NDIVLLGDFN AGCSYVSGSA WQQIRIFTDK TFHWLITDAA  

NNIMLLGDFN AGCSYVSNSD WSKIRLRTDQ SYTWLIPDSA 

DNIILLGDFN AGCNYVAGSD WQQIRLYVDK SFHWLIPDSA  

NDIVLFGDFN TDCNYVSGSD WQHIRLFTDK SFRWLIGNHV 

DNMLIMGDLN ADCSYVKPTD WAHIRLRKDR QFQWLIPDSA 

DNMLIMADLN AACSYVKPAD WADIRLRKDS QFQWQIPDSA 

LSDQLAQAIS DHYPVEVMLK

LNDQTAEAIS DHYPVEVTLM

LSSQLAQAIS DHYPVEVTLK RA

LSNEMALAIS DHYPVEVTLT

LSQETALAIS DHYPVEVTLK RA

LSNEMALAIS DHYPVEVTLT

LSNQLAQAIS DHYPVEVTLA

LSNQLAQAIS DHYPVEVTLA KI

LTNQMAEAIS DHYPVEVTLR KT

LTNQMAEAIS DHYPVEVTLR AR

LSSKDALAVS DHYPVEVTLK ST

LSSKDALAVS DHFPVEVILK ST

LTYEMAKAVY DHYPVEVELY DDVFYSGQCF EPSASTGISF GLSLNGPCTC EGWDFSSCRG  

LTTEGTKAAS DHYPVEVELR NDPFTSGQKF EVSASIGISG GLSLNGVCDC LGVDFTSCVG  

LTYEEAKDVS DHYPVEMQLR LDSDYNGERF QTSPTLGING GPSTNGACSC AGVDVTSCQG 

LTYEMAKAVS DHYPVEMEIR DDSLYNNQKL PISGSIGISG GLSLNGVCDC VGVDFTSCVG 

LKQDLALAVS DHFPVEVKLS

LSQSWGLAVS DHFPAEVQLL

LKLDMALAVS DHFPVEVTLF GP 

LSHSLTFAVS DHYPVEVELI G

LNNKMTAAVS DHYPLEVRLG AV

LNNEMTLAVS DHYPVEVSLR AA

4418

106

67

114 130110 166

205

134

78

252212209

173



!"#

両生類は, Ｃ末端に!"#$%&'(な配列を持ち,
!)*+$,&-.&-/#&01(*23) に41%の挿入がみられ
る｡ 41%挿入の置換体 [哺乳類$&-#(4*23)] と,
欠損置換体 [両生類$.15(4*23)]を作成し, 熱
安定性を精査したところ, 哺乳類&-#(4*23)は,
両生類と同様, 熱不安定になり, 両生類$.15(4
*23) は活性が失活した｡ これにより, 41%*23

の挿入は哺乳類において熱安定性の低下をもたら
すが, 両生類においては活性発現に必要であるこ
とが明らかとなった｡ 爬虫類 (シマヘビ, マムシ,
アオダイショウ) 酵素は, 哺乳類や鳥類と比較し
て, 熱に対して不安定である｡ アミノ酸配列を比
較すると, 哺乳類や鳥類では651782, 9107::で
あるのに対し, 爬虫類では;1<782, ;1<7::で
あった｡ 置換体 (哺乳類 651782;1<, 9107::

;1<および爬虫類 ;1<782651, ;1<7::910)
を作成し熱安定性を精査したところ, 哺乳類
9107::;1<および爬虫類;1<7::910は野生型
と同様の結果であった｡ 一方, 哺乳類 651782

;1<は爬虫類野生型と爬虫類;1<782651は哺乳
類野生型と同様の熱安定性を示し, 651782は熱安
定性に寄与することが明らかになった｡
$#%&'() *+',-./0123456327895:698;

<=> ?07489:@A

脊椎動物の至適=>は, 哺乳類などの5?@$=>

(=>:A3$BA2) /%?<=と爬虫類, 両性類, 魚類な
どの (&/($=> /%?<= (=>CA2) に分けられる｡
魚類のアミノ酸配列は, 哺乳類と比較するとD#=

EEF91077CFG5-78EFG5<7H2F910*8:が異なっ
ている｡ 魚類について哺乳類ヒト型変異体 (D#=

EE>&#F91077CD%/FG5-78E;1<FG5<7H241%F

と910*8:G5-) を作成し, 至適=>を精査した｡
魚類両方で, D#=EE>&#でのみ至適 =>が =>

:A3$BA2にシフトし, 爬虫類, 両生類においても同
様の結果が得られた｡ これらのことから>&#EE

は中性域での至適=>を保持することが示された｡
IJ)#16は糖タンパクであり, 哺乳類IJ)#16

では二つのJ$/5"'?#"5)0&?-#&01(D#-7C, D#-

72:)が知られている｡ D#-7CG5-FD#-72:G5-F

D#-7CG5-KD#-72:G5-, のLつの変異体を作
成したところ, 全ての変異体で熱安定性が低下し,
D#-7C, D#-72:は熱安定性に寄与することが明
らかとなった｡ G$)'0&-はヒトやウシIJ)#16の
酵素活性阻害物質として知られるが, 種々の脊椎
動物IJ)#16の比較研究からブタおよびシマヘ
ビIJ)#16はG$D'0&-によって全く阻害されず,
一方マムシIJ)#16は阻害効果は約72％程度で
あることが示された｡ )'0&-$,&-.&-/#&01として
重要な二つのアミノ酸残基 (M)5$:BおよびD5)$

77E) の組み換え体を作製しG$)'0&-阻害の機構
を調べた7*)｡ その結果, シマヘビの置換体 ((651
:BM)5：マムシ型) はG$)'0&-により活性が阻害
され, マムシの置換体 (M)5:B651：シマヘビ型)
はG$)'0&-による活性阻害はみられなかった｡ こ
のことから脊椎動物IJ)#16のアミノ酸残基:B

番が M)5であることが G$)'0&-阻害に必須であ
ることが明らかとなった｡ また, 77E番アミノ酸
残基について, シマヘビとマムシはN(1であり,
G$)'0&-活性阻害を受けるウシとヒトIJ)#16は
D5)であるので, ヒト型の置換体・シマヘビ
(N(177ED5)) とマムシ (N(177ED5)) を作成
したが, これらの組み換え型酵素は活性が検出さ
れず, さらに@1#01%-,5?0発現解析からもバン
ドが検出されなかった｡ このことから, 爬虫類
IJ)#16のN(177EはG$)'0&-の結合には寄与せ
ず, むしろタンパクの発現に関与しているのでは
ないかと考えられた｡ さらにブタでは77E番アミ

OPQR S8BT S7U *27BVWX*HY8Z[ 3V3[



ノ酸残基が!"#であり, ブタ (!"#$$%&'(：ヒ
ト型) とブタ (!"#$$%)*"：ヘビ型) を作成し,
野生型および組み換え型の活性阻害を精査した｡
その結果, !"#$$%&'(置換では+,(-./0により
活性が阻害されたが, !"#$$%)*"置換では +,

(-./0活性は阻害されなかった｡ このことから哺
乳類12(3"4では, アミノ酸残基$$%が&'(であ
ることが+,(-./0阻害において必須であることが
示された｡
!"#$%& '()*+,-./01$%234

5(6*7!89:;<2=>?,@A '()BC.

/01DE+BF-GH 5(6*7!./01IJ

KLMNOPM76MOQRK7RNST

主要ハプロタイプに相当するアミノ残基をもっ
た12(3"4を鋳型として, それぞれの!2)にお
ける 5/06#(''"'"から産生されるアミノ酸置換
型12(3"4発現ベクターを3/.",7/#"-."758.(9,

"0"3/3法によって作製し, 導入:;!,<細胞抽出
液および培養上清中の酵素活性を測定した｡
=/'7,.>?"12(3"4の活性と比較したところ, そ
れぞれのアミノ酸置換型12(3"4には@/'7,.>?"

のそれと同レベルの活性を示すもの以外に, 活性
の増加, 減弱または消失を示すものが認められた｡
なお, それぞれのアミノ酸置換型12(3"4の培
養細胞中の活性は培養上清中のそれとはほぼ同レ
ベルであった｡
そこで, それぞれの!2)によるアミノ酸置換
による酵素活性への影響から, 非同義置換型
!2)3AB座位は酵素活性への影響を示さないもの
(!2)306.(CC"-./09.*"(-./D/.>), 活性を増加
させるもの (!2)3"'"D(./09.*"(-./D/.>), 活
性を減弱させるもの (!2)3#"78-/09.*"(-./D,

/.>)Eおよび活性を消失させるもの (!2)3(F6',

/3*/09.*"(-./D/.>) に分類できた；!2)306.

(CC"-./09.*"(-./D/.>GH座位, !2)3"'"D(./09

.*"(-./D/.>I座位, !2)3#"78-/09.*"(-./D/.>

$%座位, !2)3(F6'/3*/09.*"(-./D/.>$G座位で
あった｡ さらに, !2)3#"78-/09.*"(-./D/.>$%

座位のうち, 活性レベルが@/'7,.>?"のそれに比
べほぼGJ％以下になる“!2)35(#K"7'>#"78-,

/09.*"(-./D/.>”としてL座位が同定された｡
したがって, !2)3(F6'/3*/09.*"(-./D/.>$G座
位のうち5/33"03"変異に相当するアミノ酸残基,
+'0MJ, &#9$J<, &#9$HH, )*"$%J, &3?$IJ,
&30$IG, :>3GH$, N>#GHHおよび &#9GHAは
12(3"4酵素活性発現に必須であり, さらに
!2)35(#K"7'>#"78-/09.*"(-./D/.>L座位に
相当するアミノ酸残基, &#9AH, O('$$$, &#9

GJ<, N*#GGIおよび&'(G%Mは活性発現に大きく
かかわることが明らかとなった｡ また, 各!2)

関連アミノ酸残基の役割を推定するため, 7(.(,

F(3"から検索できた%J種類の動物12(3"4のア
ミノ酸配列について58'./?'"('/905"0.解析を
行った｡ 動物12(3"4のアミノ酸配列上, G<残
基のアミノ酸が全ての動物種で保存されていた｡
特に, !2)3(F6'/3*/09.*"(-./D/.>$G座位に相
当するアミノ酸残基のうち, &#9$HH, )*"$%J,
&3?$IJ, &30$IG, :>3GH$, N>#GHHおよび
&#9GHA, は全ての動物種で完全に保存されてお
り, 他方 +'0MJおよび &#9$J<残基もHB種の動
物12(3"4で同一のアミノ酸が位置しており高
度に保存されていることは特記される｡ この知見
はこれら残基が酵素活性発現に必須であることを
支持するものであった｡ さらに, !2)35(#K,

"7'>#"78-/09.*"(-./D/.>A座位に相当するア
ミノ酸残基も比較的よく保存されたものであり,
これとは対照的に!2)306.(CC"-./09.*"(-./D,

/.>GH座位に相当する残基にはよく保存されたア
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ミノ酸は見出されなかった｡ 従って, これらアミ
ノ酸の置換が酵素活性レベルに影響を示さないこ
とは合理的なものと考えられた｡ なお, !"#$%&

の活性部位に関与する '()*++, ,-$*./, 0$1

234および ,-$254残基, 構造的安定化に必須な
67$*8.および23*残基には非同義置換型9":は
見出されなかった｡
!" #$%&'!($)*+,-./0123456

789:;<5=> #$%&'!*+,?@ABCD

-($)&EFGH0*+,-IJ

!"09;*内の非同義置換型9":$.<座位のう
ち, 3+座位について:6=>:?@:法による遺伝子
型判定法を確立した｡ 他方, 2<座位については多
型部位においていずれの制限酵素の認識部位とな
らないためA-$A#BCD%E:6=>:?@:法を導入し
た｡ これら新規な判定法によって, 各9":$の
それぞれの#((%(%を再現性良く容易に識別できた｡
さらに, 遺伝子型判定結果の正確性は幾人かの被
験者由来の!"0試料の$%F)%GC-GHによる結果
によって検証した｡ そして, I大人種を含む異な
る*4集団における!"#$%&遺伝子内の非同義置
換型9":$.<座位の遺伝子型分布を前項の新規
に確立した遺伝子型判定法を用いて解析した｡
9":$.<座位のうち, 1J0KH244'(Gは全ての集
団で遺伝的多型性が, さら 1J0KH29%Kおよび
1J'(7*250KHにはアフリカ人集団で, 1JL7K

**59%Kには白人集団で遺伝的多型性が認められ
た｡ なお, 従前の研究から, 全ての集団で多型性
が認められた1J0KH244'(Gには人種特異的な分
布が見られた｡ 他方, 他の.4座位は全ての集団で
AMGM>#((%(-Cな分布を示した｡ これら AMGM>

#((%(-Cな分布を示した非同義置換型9":$のA->

GMK#((%(%NK%F)%GC7は+J+++3以下であると推定
され, 非同義置換型9":$について!"#$%&遺

伝子は極めて遺伝的多様性に乏しいことが明らか
となった｡ "6O&9":E#B#P#$%に登録された非
同義置換型 9":$には集団調査がなされていな
いものが散見され, 本研究は!"#$%&遺伝子の
9":$分布についてI大人種を含む包括的な解析
をなしたものであることは特記される｡ 今回の結
果は!"#$%&遺伝子内のすべての非同義置換型
9":$の遺伝的多様性に関する貴重な知見を提供
するものである｡ 特に, 9":$#PM(-$D-GHBD%#C>

B-Q-B7および 9":$A#KR%E(7K%E)C-GHBD%#C>

B-Q-B7に分類される 9":$は全て AMGM>#((%(-C

な分布を示し, したがってヒト集団において
!"#$%&遺伝子のCME-GHK%H-MGは高度に保存さ
れており, もって!"#!#$酵素活性レベルが減弱
することが避けられているものと考えられた｡
#$%&'!($)&0KLMNOPQRSQTU0V

/WX>YZ567@ABCD- ($)&<Y[>

#$%&'\%]_̂̀?0ab

従前の研究から, !"#$%&は細胞死に伴う細
胞残渣のクリアランスに関与すると考えられてお
り, !"#!#$!"#$%&活性の低下あるいは消失に
よって抗核抗体産生の免疫原となることが想定さ
れる細胞残渣クリアランスに不全が生じ, もって
自己免疫疾患が発症あるいは病態進行に至ること
は容易に想定できる｡ そこで, 活性の顕著な減弱
あるいは消失を惹起する N)GCB-MG#(9":$は自
己免疫不全に関連する有意な遺伝因子として考慮
することができる｡ 本研究では, *2座位の9":$

#PM(-$D-GHBD%#CB-Q-B7およびS座位の 9":$

A#KR%E(7K%E)C-GHBD%#CB-Q-B7を遺伝的多様性
は乏しいものの !"#$%&遺伝子の N)GCB-MG#(

9":$として検索・同定した｡ !"#$%&>E%N-C-%GB

A-C%が 9@;様病態を示すこと, 9@;患者から
G)((型!"#$%&が見出されたことを鑑みると,
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前者 !"#$のホモ接合体および複合ヘテロ接合
体では!"#!#$%"&$'(活性が消失しており, 自
己免疫疾患発症につながると推定できる｡ 従って,
)*$$+*,+,-./01*.型 %"&$'(を産生する !"#$

&2*)1$31.403'&/015106の71.*8&))')'は自己免
疫疾患の遺伝的リスクファクターとして働くもの
と考えられた｡ また, !9:患者より見出された
新規な 71$$'.$'変異 ;<=&)>>>?'0>>)は !"#$

7&8@'A)68'A-/1.403'&/015106に属しており,
上記を支持するものであった｡ 我々はこれまで
%"&$'(をふくめヒト%"&$',&71)6遺伝子内に
座位する非同義置換型 !"#$について, ,-./+

01*.&)!"#$の検索および集団調査を継続してい
る>B)｡ それによって明らかにされた%"&$',&7+

1)6遺伝子の!"#$の性状を表Cに示す｡ %"&$'

(遺伝子には,&71)6内で最も多くの非同義置換
型 !"#$が座位し, さらに多型性を示す !"#$

も多い｡ 特に, %"&$'(遺伝子には全ての集団
で多型性がみられる;<D).EFFG84が存在するが,
他の%"&$'にはそのような高度に多型性を示す
ものは見出されない｡ 他方, 全!"#$中活性を
消失する ,-./01*.&)!"#$は %"&$'(, %"&$'

(+)1@'E, %"&$'((において約H～I割を占める

が, %"&$'(は最も多くの!"#$&2*)1$31.403'

&/015106を有している｡ このように, %"&$'(

,&71)6遺伝子には多型性を示す!"#$はごくわ
ずかであり, 特に大きな活性変動を惹起する
!"#$には多型性は見られない｡ したがって,
%"&$',&71)6は, ヒト集団の進化過程でたんぱ
く質レベルにおいて酵素活性レベルを維持するよ
うによく保存されたものであることが明らかと
なった｡

! "

以上のことから, 脊椎動物%"&$'(の生化学
的性状はいくつかのアミノ酸変異により規定され,
分子進化の過程でより高活性で安定な酵素の性状
を獲得したのではないかと考えられた｡ さらに,
自己免疫疾患との関連が示唆されている%"&$'(

遺伝子内の全ての非同義置換型!"#$JK座位に
ついて, 酵素活性レベル変動を惹起する ,-./+

01*.&)!"#$を検索し, I大人種を含む>F集団に
ついて広範な集団調査を実施した｡ その結果,
!"#$ &2*)1$31.4 03' &/015106および !"#$

7&8@'A)68'A-/1.403'&/015106をそれぞれ>E座
位およびL座位同定した｡ 他方, これら!"#に

MNOP QRST Q>U EB>SVWXEYZR[\K VK\

#$ %&'(()*)+',)-.-*.-./(0.-.01-2(345().,67621'.87.7(7.+-9).8

:4'(7*'1)&0;),6<78'<9,-7**7+,-.,67'+,)=),0

 

DNase family   non-synonymous SNP (n)   

 total not affecting reducing the abolishing the elevating the showing a genetic 

  the activity activity activity activity heterogeneity 

 

DNase I 61 27 14 9 11 9 

 

DNase 1L1 21 14 4 2 1 0 

 

DNase 1L2 35 10 15 9 1 0 

 

DNase 1L3 41 26 7 6 1 1 

 

DNase II 32 11 14 7 0 1 



関して, 今回調査した!"集団では遺伝的多様性が
著しく乏しいことが明らかとなった｡ 従って, こ
れら#$%&の'(&&)(*)*+,-./(,を産生する0/,(1

2''3'3は, 遺伝的多様性は乏しいものの, !"#!#$
4$2&35活性レベルを消失させるものであり,

自己免疫疾患病因・病態の遺伝的リスクファク
ターとなることが示唆された｡ 今後も4$2&35

をはじめとした 4$2&3*20/'6における *+,-)

./(,2'2'3''3と自己免疫疾患等の疾患の相関につ
いてさらなる精査が必要であると考えられた｡
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