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ペルオキシソームに局在する 4 量体カルボニル還元酵素の構造と機能
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In this paper, the structure and function of a new tetrameric carbonyl reductase (TCR) is reviewed. TCRs were
puriˆed from rabbit and pig heart, using 4-benzoylpyridine as a substrate. Partial peptide sequencing and cDNA cloning
of rabbit and pig TCRs revealed that both enzymes belonged to the short-chain dehydrogenase/reductase family and
that their subunits consisted of 260 amino acid residues. Rabbit and pig TCRs catalyzed the reduction of alkyl phenyl ke-
tones, a-dicarbonyl compounds, quinones and retinals. Both enzymes were potently inhibited by ‰avonoids and fatty
acids. 9,10-Phenanthrenequinone, which is e‹ciently reduced by rabbit and pig TCRs, mediated the formation of su-
peroxide radical through its redox cycling in pig heart. The C-terminal sequences of rabbit and pig TCRs comprised a
type 1 peroxisomal targeting signal (PTS1) Ser-Arg-Leu, suggesting that the enzymes are localized in the peroxisome. In
fact, pig TCR was targeted into the peroxisomal matrix, in the case of transfection of HeLa cells with vectors expressing
the enzyme. However, when the recombinant pig TCR was directly introduced into HeLa cells, the enzyme was not tar-
geted into the peroxisomal matrix. The crystal structure of recombinant pig TCR demonstrated that the C-terminal
PTS1 of each subunit of the enzyme was buried in the interior of the tetrameric molecule. These ˆndings indicate that pig
TCR is imported into the peroxisome as a monomer and then forms an active tetramer within this organelle.

Key words―tetrameric carbonyl reductase; peroxisomal localization; crystal structure; short-chain dehydrogenase/
reductase family

1. はじめに

カルボニル還元酵素（EC 1.1.1.184）は，アルデ

ヒド類やケトン類を還元する酵素であり，薬学領域

ではアセトヘキサミド，ダウノルビシン及びハロペ

リドールなどのケトン基を有する薬物をアルコール

代謝物へ変換する薬物代謝酵素として知られてい

る．14)本酵素は，一次構造に基づいて short-chain

dehydrogenase/reductase (SDR）スーパーファミ

リーに分類される．46)代表的なカルボニル還元酵

素は，肝臓，脳及び腎臓などの各種臓器の細胞質に

存在する NADPH 依存性の単量体酵素（CBR1）で

ある．47)その他，哺乳類（マウス，モルモット，

ブタ）の肺ミトコンドリアに局在する 4 量体酵素

（ CBR2 )4,8)及び CBR1 とは異なる単量体酵素

（CBR3)911)などのカルボニル還元酵素が単離精製

されており，それらの特性が明らかにされている．

最近 CBR3 は，その遺伝的多型がアントラサイク

リン系抗がん薬による心毒性発現の個人差に密接な

関連性を持つことから注目されている．1214)

さらに筆者らは，前述したカルボニル還元酵素と

は異なる 4 量体のカルボニル還元酵素（tetrameric

carbonyl reductase, TCR）を，基質として 4-benzo-

ylpyridine (4-BP）を用いて，ウサギやブタの心臓

の可溶性画分から精製することに成功した．15,16)し

かしその後の研究において，本酵素は細胞質に存在

する酵素ではなく，細胞内小器官の 1 つであるペル

オキシソームに局在する酵素であることが明らかに

なった．16)ペルオキシソームは，極長鎖脂肪酸の b

酸化，プラスマローゲンと呼ばれるエーテルリン脂

質及び胆汁酸の生合成などの代謝機能を有してお

り，そのマトリックスにはカタラーゼなど多くの酵

素が含まれている．ペルオキシソームは，ミトコン

ドリアと異なって独自の DNA を持たないため，こ
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Fig. 1. Chemical Structures of Acetohexamide and 4-BP
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れらの酵素は細胞質に存在するリボソームで合成さ

れペルオキシソームに輸送されたものである．ペル

オキシソームへの酵素の輸送には，type 1 perox-

isomal targeting signal (PTS1）と type 2 perox-

isomal targeting signal (PTS2）の 2 つの輸送シグナ

ルが関与している．17,18)筆者らがウサギやブタの心

臓から精製した TCR のサブユニットには，アミノ

酸配列の C 末端に 3 個のアミノ酸から構成される

輸送シグナル（PTS1）が認められた．16)したがっ

てウサギ及びブタ心臓の TCR は，PTS1 に基づく

局在化システムによってペルオキシソームへ輸送さ

れるものと考えられる．しかし TCR のような多量

体酵素のペルオキシソームへの輸送機構について

は，まだ多くの不明な点が残されている．19)

本稿では，筆者らがウサギやブタの心臓から新規

な TCR を精製することに成功した経緯や，その酵

素化学的な特性を述べるとともに，ペルオキシソー

ムへの TCR の輸送機構について，最近の研究成果

を中心に概説する．

2. TCR の精製

筆者らは 20 年以上も前に，アセトヘキサミドを

基質として用いて，ウサギの心臓の可溶性画分が肝

臓や腎臓の可溶性画分よりも高いカルボニル還元酵

素活性を示すことを指摘した．20)しかしその後も，

カルボニル還元酵素が心臓に存在することを明らか

にした研究報告は見当たらない．そこで Fig. 1 に

示すアセトヘキサミドと 4-BP を基質として用い

て，ウサギの心臓の可溶性画分からカルボニル還元

酵素を精製し，それらの特性を調べた．15,21)興味深

いことに，アセトヘキサミドを基質として精製した

酵素と 4-BP を基質として精製した酵素は，いずれ

も 4 量体であるが，互いに異なる酵素であることが

判明した．すなわちアセトヘキサミドを基質として

精製した酵素は，主にアセトヘキサミドとその誘導

体の還元反応を触媒するのに対して，21,22) 4-BP を

基質として精製した酵素（すなわち TCR）は，ア

セトヘキサミドを還元する能力を持たないものの，

多くのカルボニル化合物やキノン類の還元反応を触

媒し，幅広い基質特異性を示した．15,23)さらにブタ

心臓の可溶性画分から 4-BP を基質としてカルボニ

ル還元酵素を精製した．本精製酵素もまた 4 量体で

あり，カルボニル化合物やキノン類の還元反応を触

媒することが確かめられた．16)以上のように，ウサ

ギの心臓からだけでなくブタの心臓からも，同様な

性質の TCR が 4-BP を基質として精製されたこと

から，本酵素がなんらかの生理的役割を担っている

ことが予想された．

3. TCR の一次構造

筆者らがウサギ心臓から精製した TCR は，

Furukawa らによりウサギ肝臓から精製された

NADP＋ 依存性レチノール脱水素酵素とサブユニッ

トの分子量や臓器分布において類似性が認められ

た．24)そこで本精製酵素（ウサギ心臓 TCR）をリ

シルエンドペプチダーゼで加水分解し，得られた 6

個のペプチドのアミノ酸配列を決定した．これらの

ペプチドのアミノ酸配列はいずれも，ウサギ

NADP＋ 依存性レチノール脱水素酵素の cDNA (ac-

cession number: AB045133）から推定されたアミノ

酸配列（260 アミノ酸残基）と完全に一致した．16)

したがってウサギ心臓の TCR は，ウサギ肝臓の

NADP＋ 依存性レチノール脱水素酵素と同一の酵素

であることが分った．さらにブタ心臓 TCR を臭化

シアンで分解し得られた 3 個の内部ペプチドと N

末端ペプチドのアミノ酸配列は，ブタ心臓 TCR の

cDNA (accession number: AB062757）から推定さ

れたアミノ酸配列（260 アミノ酸残基）と完全に一

致することを確認した．16)

ウサギ及びブタ心臓 TCR の推定アミノ酸配列を

Fig. 2 に示す．両酵素のアミノ酸配列は，CBR1,

CBR2 及び CBR3 などのカルボニル還元酵素のアミ

ノ酸配列と相同性が低いことが分った．しかし両酵

素のアミノ酸配列には，SDR ファミリー酵素に高

度に保存されている触媒活性に必要な Tyr-XXX-
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Fig. 2. Deduced Amino Acid Sequences of Rabbit and Pig
Heart TCRs

Asterisks show the consensus sequences in pyridine nucleotide (coen-
zyme) binding region (Thr-20, Ala-21, Gly-25, Gly-27) and active site
(Ser-151, Tyr-164, Lys-168), and the residues in PTS1 (Ser-258, Arg-259,
Leu-260).
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Lys モチーフ（X は任意のアミノ酸）と，その Tyr

残基より 13 残基 N 末端側に Ser 残基の存在が確認

された．また SDR ファミリー酵素のピリジンヌク

レオチド（補酵素）結合領域のコンセンサス配列で

ある Thr-Gly-XXX-Gly-X-Gly モチーフが Thr-Ala-

XXX-Gly-X-Gly として認められた．25)したがっ

て，ウサギ及びブタ心臓の TCR は SDR ファミ

リーに属する酵素であることが明らかになった．さ

らに両酵素の C 末端には，ペルオキシソーム輸送

シグナル（PTS1）とみなされるアミノ酸配列 Ser-

Arg-Leu (SRL）の存在が確認された．なお PTS1

として最もよく知られているアミノ酸配列は Ser-

Lys-Leu (SKL）であるが，SRL 及び Ser-His-Leu

(SHL）なども PTS1 として機能することが指摘さ

れている．17,18,26)

4. TCR の特性

4-1. 臓器分布と細胞内局在性 ウサギ及びブ

タの各種臓器における TCR の発現量をウエスタン

ブロット分析により比較検討した．その結果，

TCR は心臓だけでなく腎臓や肝臓においても発現

していることが明らかになった．16)

前述したように，ウサギ及びブタ心臓の TCR の

C 末端には，ペルオキシソーム輸送シグナル

（PTS1）とみなされる SRL 配列が存在する．そこ

でブタ心臓 TCR の発現ベクターを HeLa 細胞に導

入し免疫蛍光法によりその細胞内局在性を調べた．

その結果，本酵素はペルオキシソームに局在するこ

とが確かめられた．16)ウサギ及びブタ心臓の TCR

がペルオキシソーム酵素であるのにも係わらず可溶

性画分から精製された理由としては，ペルオキシ

ソームの一重膜がホモジナイズ操作によって破壊さ

れ本酵素が漏出したためと考えられる．同様な例と

して Yoshihara ら27)は，可溶性酵素としてみなされ

ていたラット NADP＋ 依存性 isocitrate dehydro-

genase がペルオキシソームに局在する酵素である

ことを，最近の報告で明らかにしている．

4-2. 基質特異性と阻害剤感受性 ウサギ及び

ブタ心臓の TCR は，多くの芳香族アルデヒド類，

芳香族ケトン類，a-ジカルボニル化合物及びキノン

類の還元反応を触媒し，幅広い基質特異性を示し

た．15,16,23)カルボニル還元酵素の中で 4 量体酵素で

ある CBR2 は，NADPH のみならず NADH を補酵

素として利用できるが8,28)ウサギ及びブタ心臓の

TCR は，補酵素として NADPH を特異的に要求し

た．16)興味深いことにウサギ及びブタ心臓の TCR

は，内因性基質である all-trans レチナールを効率

的に還元する能力を有することが分った．16)このよ

うに両酵素は all-trans レチナールから all-trans レ

チノールへの還元反応を触媒することから，細胞分

化の誘導に関与する all-trans レチノイン酸の生合

成を制御している可能性がある．29)しかしペルオキ

シソームに局在するウサギ及びブタ心臓 TCR の生

理的な役割については，さらの今後の詳細な検討が

必要である．

カルボニル還元酵素の阻害剤としては，フラボノ

イド類がよく知られている．そこで，ウサギ心臓の

TCR に及ぼすフラボノイド類の影響を調べた．本

酵素は他のカルボニル還元酵素と同様に，kaem-

pferol や quercetin などのフラボノイド類によって

強く阻害されることが確かめられた．23)ところで 4

量体カルボニル還元酵素（CBR2）は，リノレン酸

やアラキドン酸のような不飽和脂肪酸によって活性

化されることが報告されている．30)しかしウサギ及

びブタ心臓の TCR は，不飽和脂肪酸やミリスチン

酸などの飽和脂肪酸によって逆に阻害されることが

判明した．16,31)
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Fig. 3. Stereoselective Reduction of 4-BP to S(－)-a-Phenyl-
4-pyridylmethanol [S(－)-PPOL] by Recombinant Pig
Heart TCR

Fig. 4. Proposed Model of Superoxide Radical Formation during Redox Cycling of 9,10-Phenanthrenequinone (9,10-PQ) in Pig
Heart28)

1668 Vol. 128 (2008)

4-3. 立体選択的還元反応 ヒトや実験動物の

肝臓や腎臓に存在する単量体のカルボニル還元酵素

（CBR1）は，ケトン基を有する多くの薬物や化合

物を立体選択的に還元することが報告されてい

る．3234)そこでブタ心臓 TCR が，本酵素の精製に

際し基質として用いた 4-BP を立体選択的に還元す

るかどうか検討した．その結果，ブタ心臓 TCR は

4-BP をアルコール代謝物 S(－)-a-phenyl-4-pyridyl-

methanol に立体選択的に還元することが確認され

た（Fig. 3）．35)

4-4. スーパーオキシドラジカル生成への関与

　ブタ心臓 TCR は，ディーゼル排気ガス微粒子に

含まれるキノン類の 1 つである 9,10-phenanthrene-

quinone (9,10-PQ）を効率的に 2 電子還元する．16)

さらにブタ心臓の可溶性画分を用いた実験結果から，

TCR により 2 電子還元された 9,10-PQ は，Fig. 4

に示すように，レドックスサイクルを介してスー

パーオキシドラジカルを生成することが判明し

た．36,37)このようにしてレドックスサイクルを介し

て生成されたスーパーオキシドラジカルは，心臓に

対して有害な作用を引き起こす可能性がある．38)な

おキノン類の 2 電子還元を触媒する酵素としては

DT-ジアホラーゼがよく知られている．しかし DT-

ジアホラーゼは，ブタ心臓の可溶性画分と 9,10-PQ

の反応系において，レドックスサイクルを介する

スーパーオキシドラジカルの生成に関与しないこと

が確かめられた．39)

5. TCR の選別輸送

細胞内小器官の 1 つであるペルオキシソームのマ

トリックスには，カタラーゼや脂肪酸 b-酸化系酵

素アシル-CoA オキシダーゼなどの多くの酵素が含

まれている．これまで述べてきたように，ウサギや

ブタ心臓の TCR もまたペルオキシソームに局在す

る酵素である．最近，このようなペルオキシソーム

酵素の選別輸送に関する研究が活発に行われている．

5-1. ペルオキシソーム酵素とその受容体 ペ

ルオキシソーム酵素の選別輸送に関与するシグナル
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Fig. 5. Import of Pig Heart TCR into Peroxisome as Its
Monomer

N: N-terminal. The monomeric molecules form an active tetramer in
the peroxisome.
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としては，PTS1 と PTS2 の 2 つが同定されている

が，多くのペルオキシソーム酵素はウサギ及びブタ

心臓の TCR と同様に PTS1 型である．PTS1 型酵

素は，その受容体である peroxin protein 5 (Pex5p）

に結合してペルオキシソームへ運ばれ，40,41)ついで

Pex14p, Pex13p 及び RING (really interesting new

gene）フィンガーペルオキシン（Pex2p, Pex10p,

Pex12p）から構成される膜透過装置を経てペルオ

キシソームへ局在化される．42) Pex5p は細胞質とペ

ルオキシソームマトリックス間のシャトル受容体と

考えられており，その詳細なリサイクル機構が明ら

かにされつつある．43,44)

5-2. ペルオキシソーム輸送シグナル ペルオ

キシソーム輸送シグナル PTS1 のアミノ酸配列とし

ては，SKL が最もよく知られている．しかし，ウ

サギ及びブタ心臓 TCR の C 末端に存在するアミノ

酸配列は SRL である．そこでブタ心臓 TCR の

SRL 配列を，SLL 及び SL（トリペプチド 2 番目の

塩基性残基を除去）配列に置換した TCR の発現ベ

クターを HeLa 細胞に導入し発現させ，TCR の特

異抗体を用いた免疫蛍光法により細胞内局在性を調

べた．その結果，これらの TCR 置換体は細胞質に

留まり，ペルオキシソームへ輸送されなかった．45)

したがって TCR の細胞質からペルオキシソームへ

の輸送は，PTS1 として機能する SRL 配列に基づ

くことが確認された．

ある種の PTS1 型酵素は，多量体として細胞質か

らペルオキシソームへ輸送されることが知られてい

る．19)しかしながら筆者らの研究において，組み換

え型ブタ心臓 TCR を直接 HeLa 細胞内に導入（in-

troduction）した場合は，ベクターを導入して細胞

内で発現させた場合と異なって，ペルオキシソーム

へ輸送されなかった．45)これらの実験結果から，ブ

タ心臓 TCR においては，C 末端の SRL 配列が 4

量体構造の内部に埋没しており，その受容体である

Pex5p に認識されないことが推察された．

5-3. 結晶構造解析 ペルオキシソーム酵素

であるブタ心臓 TCR の輸送機構をさらに明らかに

するために，組み換え型ブタ心臓 TCR の結晶構造

解析を試みた．45,46)まず酵素（組み換え型ブタ心臓

TCR）と補酵素（NADPH）の 2 成分複合体を結晶

化することに成功した．46)そこで次に 2 成分複合体

の結晶構造を解析したところ，4 個のサブユニット

の C 末端に存在する SRL 配列は，いずれも 4 量体

構造の内部に埋没しており，ペルオキシソーム輸送

シグナル（PTS1）として，その受容体である Pex-

5p に認識されないことが明らかになった．45)一

方，ブタ心臓 TCR の単量体構造においては，C 末

端の SRL 配列が構造表面に露出していることが確

かめられた．45)したがってブタ心臓 TCR は，Fig. 5

に示すように，C 末端の SRL 配列が Pex5p と結合

できる単量体としてペルオキシソームへ輸送され，

ペルオキシソームのマトリックス内で酵素活性を示

す 4 量体を形成することが，結晶構造解析の結果に

基づいて実証された．

6. おわりに

本稿では，ウサギ及びブタの心臓に存在する 4 量

体カルボニル還元酵素（TCR）の構造と機能につ

いて概説した．さらに TCR は，細胞内小器官であ

るペルオキシソームに局在する酵素であることを明

らかにするとともに，本酵素の細胞質からペルオキ

シソームへの輸送機構について，現在までに得られ
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た知見を述べた．

ウサギ及びブタ心臓の TCR は，ヒトの peroxiso-

mal short-chain dehydrogenase，47)マウスの NADPH

依存性レチナール還元酵素，48)イヌ肝臓の多量体カ

ルボニル還元酵素，49,50)及びラット心臓に存在する

カルボニル還元酵素51)とアミノ酸配列において高

い相同性（＞80％）を示した．さらにこれらの酵素

はいずれも，C 末端に PTS1 とみなされるアミノ酸

配列の存在が確認され TCR の ortholog であること

が判明した．しかし，これらの酵素における PTS1

のアミノ酸配列は SRL 又は SHL であり，最もよ

く知られている SKL に該当するものは見い出せな

かった．これらの酵素の C 末端アミノ酸配列が

SKL の場合は，酵素活性を示す 4 量体構造が不安

定であることから，恐らく分子進化の過程でこのア

ミノ酸配列が選択されなかったものと考えられ

る．45,52)

最近，ヒトの peroxisomal short-chain dehydro-

genase（ペルオキシソーム 2,4-dienoyl-CoA reduc-

tase, accession number: AF044127)47)は，ヒト遺伝

子命名委員会（Human Gene Nomenclature Com-

mittee）によって dehydrogenase/reductase (SDR

family) member 4 (DHRS4）と命名された．しかし

ヒト DHRS4 の酵素化学的な特性については，まだ

ほとんど検討されていない．そこで筆者らはヒト

DHRS4 の酵素化学的な特性について詳細な検討を

試み，いくつかの興味深い知見を得ている．53)さら

に選択的スプライシングに基づく 2 種類のヒト

DHRS4 変異体の存在が確認されている．47)ヒト

DHRS4 変異体の発現量と発がんやがんの転移との

関係を明らかにすることは，今後の重要な研究課題

である．54)
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