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本論文では以下の略号を使用した｡
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第 1章 結論

タンパク質性プロテイナーゼインヒビターの研究は､1936年､Kunitzが､

ウシ勝臓に存在する塩基性 トリプシンインヒビター(bovinepancreastrypsin

inhibitor:Bm )の結晶化に成功し､これがタンパク質であることを明らか

にしたことにはじまるぐか｡以来､動 ･植 ･微生物界から多くのタンパク質

性プロテイナーゼインヒビターが単離され､これが､生物界に普遍的に存

在する物質であることが示された(2-4)｡

植物起源のセリンプロテイナーゼインヒビターの研究は､1938年､Read

とHassが植物体中にプロテイナーゼ阻害能を有するタンパク質成分が含ま

れているのを確認したことにはじまる(5)｡特に､植物の貯蔵器官には､動

物の消化器官や微生物由来のセリンプロテイナーゼを阻害するインヒビタ

ーが多く発見され､当初は栄養学的視点から研究が進んだ(4)｡その後､

Bowmanは､ダイズ種子からプロテイナーゼインヒビターを単離 し(6)､ま

た､Kunitzは､Bowmanが得たインヒビターとは異なるトリプシンインヒビ

ターを､同じダイズ種子から単離し､これを結晶化することに成功した(7)｡

Kunitzは更に､インヒビターとトリプシンとの複合体の結晶化にも成功し､

このインヒビターが トリプシンと1:1のモル比で化学量論的に結合し､

安定な複合体を形成して､酵素を阻害していることを確認した(8).

Kunitzによるこれら一連の研究に端を発して､プロテイナーゼインヒビ

ターの研究は､栄養学的研究から､タンパク質化学的研究-と移っていく.

Kunitzが得たダイズ トリプシンインヒビター(soybeantrypsininhibitor:STI)

は､これ以後､インヒビターの反応機構解明の重要な素材 となった｡

Bowmanが得たインヒビターは､その後Birkらにより､詳細に研究され(9,

1の､Bowman-Birkinhibitor(BBI)と命名されている｡

タンパク質性セリンプロテイナーゼインヒビターの研究における､もう

ひとつの大きな進展は､1966年､ozawaとLaskowski,Jr.による､インヒビ

ターの阻害反応部位の同定､およびその概念の提唱であったrll)｡彼らは､

ダイズ トリプシンインヒビター(STI-Kunitz)に酸性条件下で触媒量のトリプ

シンを作用させると､Arg(63)-Ile(64)結合だけが特異的に切断されることを
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発見 し､切断で得 られたインヒビターを修飾インヒビター(modified

inhibitor)と命名した｡この修飾インヒビターは､ トリプシン阻害能を有し

ているが､修飾インヒビターの新 しく生成したC末端のArg(63)をカルボキ

シペプチダーセB(CPaseB)で除いたり(12)､新しく生じたN末端Ile(64)の

アミノ基を化学修飾してブロックすると(13人 阻害活性が消失する｡このこ

とから､彼らは､酵素による限定加水分解で生じた両アミノ酸残基を､プ

ロテイナーゼの活性部位(activesite)に対応させて反応部位(reactivesite)と

呼び､Arg(63)-Ile(64)結合を切断結合(scissilebond)と命名した｡また､反

応部位前後のアミノ酸は､酵素の活性中心の表記に対応させて､切断結合

からN末端側-Pl､P2､P｡･-･アミノ酸､C末端側-Pl-､P2-､P3---アミノ

酸と表される(14).

Lasbwski,Jr.らは､中性条件下で修飾インヒビターに等モルのトリプシ

ンを作用させて得られる複合体を変性剤で解離させると､Arg(63)-Ile(64)結

合が修復された元のSTIが得られること､また更に､修飾インヒビターのPI

Arg(63)を､酵素的にLys(63)に転換(enzymaticmutations)して得 られる､

Lys(63)-STIが､元のSTIと同じく､トリプシンを阻害することを発見し(15,

16)､セリンプロテイナーゼインヒビターの阻害反応部位の概念を確立した

(17).

これ以降､プロテイナーゼインヒビター研究の重点は､その酵素阻害機

構の解明､とくに､構造と機能の相関､酵素とインヒビタータンパク質の

相互認識機構の解明におかれるようになった｡

近年､生化学領域における各種の分析方法が飛躍的に発展し､インヒビ

タータンパク質のアミノ酸配列や立体構造に関する多くの知見が得られる

ようになった｡その結果､ほとんどのセリンプロテイナーゼインヒビター

が､次に示す､いわゆるStandardMechanismに従うことがわかった(18)｡

E+I.L.C.X. L+. E+I+

ここで､Eは酵素､IとI'は､それぞれ､インタクトインヒビタ-と修飾イ
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ンヒビター､LとL'は､EとⅠまたはⅠ'が非共有結合でゆるやかに結合した複

合体(19)である｡Xは､修飾BPTIとキモ トリプシンの反応において確認さ

れた､やや長寿命の中間体(20)､Cは安定な酵素イ ンヒビター複合体であ

る｡インヒビターは基質と全く同じ形式で酵素と結合するが､その複合体

はきわめて安定で､ほとんど解離しない｡

また､アミノ酸配列上の相同性を中心に､タンパク質性セリンプロテイ

ナーゼインヒビターを比較したところ､これらが､いくつかのグループを

形成することがわかってきた｡現在､確認されているプロテイナーゼイン

ヒビターの分類をTableIにまとめた(17,18).ほ乳類の血中に存在するイン

ヒビター(serpin)(21)を除 く､全てのインヒビターが上記のStandard

Mechanismに従う｡スカッシュ型インヒビターは､最近その存在が認識さ

れたグループで､30残基前後のアミノ酸で構成される最も小さいインヒビ

ターである(22,23)｡また､各グループのインヒビターは､分子内S-S結合の

位置が完全に保存されており､阻害反応部位の場所も同一である｡

TAbleI.q assi丘cadonofpmteininhhibISdlatinhibitserineproteinases･

I. BovincpaJICreatictrypsininhibitor(BPTI-Kunitz)family

II. Pancrcaticsccretorytrypsininhibitor(PSTI-Kazal)fam ily
III. Streptomycessubtilisininhibitor(SSI)family

IV. Soybean仕ypsininhibitor(STIIKunitz)family

V. Bowman-Birkinhibitor(BBI)血mily

VI･ PotatoIinhibitor(PI-I)family
VII. PotatoIIinhibitor(PI-ⅠⅠ)血mily

VIII･ Ascaristrypsininhibitorfamily
IX. Squashtrypsininhibitorfamily

X. Mamm alianserumserineproteinaseinhibitor(serpin)family
XI. 0therfamilies

これらのインヒビターのうち､最も多くの研究例が蓄積しているのは､

比較的多量にプロテイナーゼインヒビターが含まれているマメ科種子由来

のものである｡マメ科のインヒビターは､上記に挙げたファミリーのうち

STI(Kunitz)型またはBBI型に大別することができる｡STI(Kunitz)型は､分
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子量約20000､分子内S-S結合を2個有し､1分子のトリプシンを阻害する｡

STI(Kunitz)型インヒビターは､ダイズ種子(24,25)やシカクマメ(26)から得

られている｡BBI型は､マメ科で非常に多く兄いだされているインヒビター

で､分子量約8000､分子内S-S結合を7個有している(10)｡このインヒビタ

ーは代表的な双頭型(doubleheaded)インヒビターで､分子内に2個の阻害

反応部位を持っている(27)｡また､BBI型は反応部位周辺のアミノ酸配列か

らさらにサブクラスに分類することができる(28)｡アズキ種子からは､2種

類のBBI型インヒビター､Apt-I､IIが得られているが､APIIIは､2分子の

トリプシンを阻害し､API-IIは､トリプシン1分子とキモ トリプシン1分

子を同時に阻害するなど､阻害機能上の分類もされている(29,30)｡

今日､タンパク質性プロテイナーゼインヒビターの研究は､タンパク質

化学上の諸問題を解明するモデルとして重要な位置にある｡S-S結合の再生

を伴うタンパク質分子のblding機構は､BPTIをモデルとして研究され(31)､

タンパク質工学の基礎的研究においても､SSIをはじめ､多くのインヒビタ

ーがその材料となっている(32)｡また､プロテイナーゼインヒビターは､生

物界に分布が広 く､アミノ酸配列上の相同性を利用した､分子進化に関す

る知見も多く得られている｡

本研究は､アズキ種子中に存在するズプチリシンに特異的なプロテイナ

ーゼインヒビター､ASIを分離精製して一次構造解析を行ない､他のインヒ

ビタータンパク質とのアミノ酸配列上の相同性の探査､酵素阻害機構の解

明､およびインヒビタータンパク質の断片化と再構築により､タンパク質

分子間の相互作用､特に非共有結合によるタンパク質-タンパク質相互認識

の解明を行なったものである｡

以下､第2､3章ではそれぞれ､アズキ種子(VJ'gnaat7gulan'S)からのズプ

チリシンインヒビターの精製およびその諸性質について述べる｡マメ科の

ズプチリシンインヒビターは､報告が少ないので､次の第 4章では､他の

プロテイナーゼインヒビターとの相同性を探査するため､ASIのアミノ酸配

列および酵素阻害反応部位の決定について述べ､他のプロテイナーゼイン

ヒビターとの相同性について考察する｡第5章では､このインヒビターと
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酵素との相互作用について述べる｡また､反応部位で切断された 2種の不

活性なフラグメントが､もとの活性型ASIに再構築される機構について述べ

る｡最後の第6章では､ASIに特徴的なこれらの現象について総括し､いま

までに得られているタンパク質性セ リンプロテイナーゼインヒビターの知

見と比較しながら､プロテイナーゼインヒビターの阻害反応機構､タンパ

ク質分子間の非共有結合による相互作用について総合的に考察した｡
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第 2章 アズキ種子ズプチリシンインヒビターの精製

アズキ種子(VL'gnaanguJaL･is)中には､少なくとも3種類のタンパク質性セ

リンプロテイナーゼインヒビターが存在している｡インヒビター 1分子で

トリプシン2分子を阻害するAPI-I(29)､ トリプシン 1分子とキモ トリプシ

ン1分子を阻害するAPI-ⅠⅠβの､ズプチリシン1分子のみを阻害するASIで

ある(33)｡

従来､マメ科植物で兄いだされてきたセリンプロテイナーゼインヒビタ

ーは､ほとんどが､トリプシンまたはキモトリプシンに作用するインヒビ

ターであり､STI(Kunitz)型かBBI型のいずれかに分類されてきた｡ところ

が､ASIは､その阻害特性から判断する限り､どちらの型にも該当しない｡

本章では､まずASIの精製について述べ､その均一性について検討する｡

第1節 材料と方法

第1項 材料

アズキ種子(Adzukibeans:YJ'gnaangulaL･Is)は､市販の北海道産大納言ア

ズキを用いた｡

トリプシン【E.C.3.4.21.4]､キモトリプシン[E.C.3.4.21.1]､ズプチリシン

lE.C.3.4.21.14】は､おのおの､SigmaChemical社のtrypsintypeII､

a-chymotrypsintypeII､proteasetypeXXVII(subtilisinBPNf)を使用 し

た｡また､Hammarsten-scaseinは､E.Merck社のものを用いた｡

SephadexG-50は､PharmaciaLKBBiotechnology社のものを､また､

CM-celluloseおよびDEAE-celluloseは､生化学工業社製のものを用いた｡

CommassiebrilliantblueR-250は､SigmaChemical社のものを使用した｡

他の全ての試薬は､和光純薬工業または半井化学工業薬品社製の特級ま

たは1級のものを使用した｡

第2項 抽出

乾燥アズキ種子から､Yoshikawaらの方法(33)を改良して､Fig.1に示 し

たように粗インヒビターを調製した｡
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Extractionwithl%NaCJfor1hourat7'C
I

Centrifugationat6000xgfor10m舌n

SUpernatant

Heattreatmentfor10minat80'C

Centrifugationat10000x

Sup即natant

gfor10min

Fractionationby60%(NH4)2SO4Saturation

l
Centrifugationat10000xgfor10min

Precipitate
(Crudeinhibitor)

Fig.I.P柁parationprocedtlreOfcrudeinhibitor.

すなわち､種皮を除いた粉砕種子を､4倍量の1%NaClとともに水冷乳

鉢上ですりつぶし､TCで 1時間抽出した｡抽出液を布渡して得られた残査

は､再度､3倍量の1%NaClで抽出した｡得られた抽出液を遠心分離 (6000

Xg,10min)して不溶性の残査を除いた後､混在するプロテイナーゼや貯蔵

タンパク質等を除くため､上清を加熱処理 (80oC,10min)し､生じた変性

沈澱物を同様に遠心分離(10000Xg,10min)で除いた｡

得られた遠心上清は､硫安60%飽和で塩析し､一晩静置した｡塩析物は､

遠心分離(10000xg,20min)で回収し､流水(13oC)に対して48時間透析し､

脱塩した｡

続いて､カラムクロマ トグラフィーに供する目的で､20mM酢酸塩緩衝

液(pH4.0)に対して､TCで48時間透析して､緩衝化した｡透析中に生じ

た不溶物を遠心分離(10000Xg,20min)で除き､得られた上澄み液を粗イン

ヒビターとした｡
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第3項 カラムクロマ トグラフィー

調製した粗インヒビターから､ASIの精製は､Fig.2に示すように､

DEAE-celluloseおよびCM一任llubseを用いたイオン交換クロマ トグラフィー

とSephadexG-50によるゲルろ過により行った｡各クロマトグラフィーの詳

細な条件は､本章第2節 ｢結果と考察｣に記した｡

Crudeinhibitor

lon･exchangechromatographyonCM-ce"utose

l
GelmtrationonSephadexG150

l
ron-exchangechromatographyonDEAECelMose

GelfiltrationonSephadexGl50

1 l

ton-exchangechromatographyonCM-ce"Ulose

l I
GelfiltrationonSephadexG150

1 l

Lyophilization

ASl-l,‖

(Purifiedinhibhrs)

Fig.2.Puj丘cationprocedtlreOfASrs.

第4項 タンパク質の定量

カラムクロマ トグラフィーにおける､タンパク質の濃度は､日立UV-VIS

分光光度計139型を用いて､蒸留水を対照とした紫外部280mmの吸光度を求

めて測定した｡

各精製段階におけるタンパク質の濃度は､LeWけらの方法(34)に従い､ウ

シ血清アルブミン(BSA)を標準タンパク質として測定した｡
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第5項 辞素阻害活性の測定

プロテアーゼ活性は､Kunitzのカゼイン消化法(8)の変法である萩原らの

方法(35)に従い､0.5%Hammarsten.scaseinを基質として､pH7.6､30oC､

10分間反応で測定した｡インヒビターの阻害活性は､20mMリン酸緩衝液

(pH7.6)に溶解したインヒビター溶液0.5mlに､酵素溶液0.5mlを加え､30o

c 5分間インキュべ-トした後､酵素の残存活性を測定して求めた｡

なお､対照として､インヒビター溶液のかわりに0.5mlのリン酸緩衝液

(pH7.6)を用いて同様の操作を行った｡

インヒビター活性の1単位は､酵素2mgの活性を50%阻害するインヒビ

ター量とした｡また､ トリプシン､キモ トリプシン､ズプチリシンBPNの

酵素量は､上記条件下で酵素活性を測定した時､275nmの吸光度における

対照試験と盲検試験の差が､おのおの0.36､0.49､0.39の時30〝gとして算出

した｡

第6項 ポリアクリルアミドゲル電気泳動

ディスクポ リアクリルアミドゲル電気泳動 (disc-PAGE)は､Davisらの

方法(36)Gこ従い､pH4.3､7.5%ゲルを用いて泳動 した｡染色は､0.1%

CbmmassieBrilliantblueR-250を用い､脱色には7.5%酢酸15%メタノールを

用いた｡

第2節 結果および考套

第 1項 カラムクロマトグラフィーによる精製

(1)cM-celluloseカラムクロマトグラフィー

粗インヒビターを､予め20mM酢酸塩緩衝液 (pH4.0)で平衡化 した

CMICelluloseカラム(3.2x40cm)に供し､同緩衝液2Lでカラムを洗浄した｡

溶出は､20mM酢酸塩緩衝液 (pH4.0)1.5Lと0.15MNaClを含む同緩衝液

1.5Lを用いた直線濃度勾配法により行った｡流速は､80mlhで行い､15ml

ずつ分取した (Fig.3)｡阻害活性の認められた､Fig.3中の下線で示 した画

分を合わせ､硫安60%飽和で塩析した｡
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Fig.3. CMICelluloBeChrom&top&phyoEcrudeinhibitor
froJnAdzukitleAnB.neCrud:inhibitorwasq)pliedtoaCM-cellulose
coltImT](3.2Ⅹ40001)pTeVjouslyequilibraledwith20mM acetatebuffer,pH
4･0･ARerwashingthecoIuTnJlwith1literoftheequiJibralingbuffer,elution
wasperfomledwithaJineugradcnt血om0M to0.15MNaCJin3literofthe
samebuffer8taflowrateof80mph.15mJ血dionswereoollectedandthe

丘actionshavinganti-stlbtilisinactivity(indicatedbysolidbar)werecombiJled.
:absorbarKeat280nm;-･く}-･-:anti-subtilisinactivity.

(2)sephadexG-50ゲルろ過

先のクロマ トグラフィーで得られたインヒビター画分の塩析物を､遠心

分離(10000xg,20min)で回収し､20mlの20mMTris-HClbuffer(pH8.0)に

溶解した後､予め､同緩衝液 で平衡化したSephadexG-50カラム(3.2Ⅹ140

cm)に供した｡溶出は同緩衝液を用いて､流速80m肋で行い､10mlずつ分

取した (Fig.4)｡阻害活性の認められた､Fig.4中の下線で示した画分を

合わせた｡

-10-



50 100

Tubenumber(10ml/tube)

Fig.4.SephAdexG150chro加 tOgrAPhyoEcrudeASI.necnxle
ASIobtainedbyCM.alhllosechromatograPhywassubjectedtoaSephad3Ⅹ
G-50cDltlmn(3.2Ⅹ140 001)previouslyequilibratedwith20mM TrisIHCl
buffer,pH8.0.E】utioJlWasCalriedoutwiththesamebufferata丑owrateof80
mint･10mi 血actionswerecollectedandthosehvinganti-subti】isinactivity
(indicatedbysolidtnr)werecombined.

:absorbarKeat2附nm;･･･(>-:anti-subtilidnactivity.

(3)DEAE-ceHuloseカラムクロマトグラフィー

ゲルろ過で得たインヒビター画分を､予め､20mMTris-HClbuffer(pH

8.0)で平衡化 したDEAEICelluloseカラム (2.2Ⅹ30cm)に供した｡溶出は､

20mMTris-HClbuffer(pH8.0)750mlと0.3MNaClを含む同buffer750mlを

用いた､直線濃度勾配法により行った｡流速は30m肋で行い､10mlずつ分

取した(Fig.5)｡得られたインヒビター画分は､各々､硫安60%飽和で塩析

した｡
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阻害活性は､主に2つの画分に認められ､少なくとも2種類のASIが存

在することが示された｡このため､以降のクロマ トグラフィーは､DE-1,

DE-2画分それぞれについて同様の操作を行い､別個に精製を続けた｡以下

の結果は､ASIの主要分子型であるASLⅠを含むDE-2画分についての記述で

あるが､ASI-ⅠⅠを含むDE-1画分についても同様に行なった｡

100 150
Tubenumber(10ml/tube)

Fig.6.DEAEICelltlloSeCh mAtogrAphyoEcrudeASI.necmdBASIobtained
bygd filt血ionwasappliedtoaDEAE一ccllulosecohlmn(2･2Ⅹ30cm)previous]yequilibrated
with20mMTriS-HClbuffer,pH8.0.necolt)mnWasWaShedwith1literoftheequi】ibraling
bufferanddeve]opedwithalineargradent舟om0M to0.3M NaClinl･5]iterofthesame
btl飴rataflow rateof30mJnI. 10mi 丘actionswerecollectedandtwofractionshaving

anti-subtilisinactivity(pE-1andDE-2,respectively)vnrepooJed･
:absorbanceat280nm;･･･O -:anti-subtilisinactivity.
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(4)SephadexG-50ゲルろ過

DEAE∝11uloseカラムで得られた､DE-2画分の塩析物を遠心分離 (10000

Xg,20min)で回収 し､5mlの0.1M酢酸に溶解した後､予め0.1M酢酸で平

衡化したSephadexGl50カラム (2.Ox180cm)に供し､同溶液で溶出した｡

流速は30m肋で行い､10mlずつ分画した(Fig.6)｡阻害活性の認められた

Fig.6中の下線部を合わせ､凍結乾燥した｡
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Fig.6. Seph&dexG･50chromAtogaphyoEDE･2(Crude
ASI･I).¶leCnldeASHobtaiJledbyDEAEICellulosechromatographywas
subjectedtoaSephadBXG-5000】umn(2･0Ⅹ180cm)previouslyequilibraled
with0.IM acclate.EJutionwascarriedoutwiththesamesolutionata

flow rateof30m肋. 10mi 血clionswerecollededandthosehavillg

anti-subtilisinactivity(indicatedbysolidbar)werecombined･
:absorbam eat280nm;･･･(>･･･:anti-subtilisinactivity.
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(5)cM-ce仙loseカラムクロマトグラフィー

インヒビターの凍結乾燥棲晶を10mlの20mM酢酸塩緩衝液 (pH4.0)に溶

解した後､予め､同緩衝液で平衡化したCM-αlluloseカラム(2.2Ⅹ30cm)に

供した｡溶出は､20mM酢酸塩緩衝液(pH4.0)lLと0.1MNaClを含む同緩

衝液1Lを用いた直線濃度勾配法により行った｡流速は30m肋で行い､各々

5mげ っ分取した(Fig.7)｡阻害活性の認められたFig.7中の下線部を合わせ､

硫安60%飽和で塩析した｡
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刑g.7.CM■一elltlloSeChJDmAtOPAPhyoEcrudeASI･Ⅰ.necnI血ASH obtained
bygelfiltrationwasappliedtoaCMICelhJosecolumlI(2.2Ⅹ30cm)previouslyeqtJ山ibratedwith
20mM acetatebuffer,pH4.0.A洗erwashiJlgthecolumJlwith500mloftheequi】ibraling
buffer,elutionwas carriedoutwithalineargJd ent丘om0M to0.IMNaCHn2literofthe
samebufferalaflowrateof30mlnl. 10mJ丘actionswerecollectedandthosehaving
ants-subtilisinactivity(indicatedbysolidbar)werecombined.

:absorbanceat280rm ;-O -:anti-subtilisinactivity.

-14-



(6)SephadexG-50ゲルろ過

ゲルろ過で得られたインヒビター画分の塩析物を遠心分離 (10000Xg,20

min)で回収 し､5mlの0.1M酢酸に溶解した後､予め0.1M酢酸で平衡化し

たSephadexG-50カラム(2.0Ⅹ180cm)に供し､同溶液で溶出した｡流速は､

10mVhで行い､10mげ っ分取した(Fig.8)｡Fig.8中の下線部を合わせ､凍

結乾燥した｡この標晶を､ASIの最終精製標品とした｡
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Tubenumber(10ml/tube)

1円g.8･SephadexGJOchromAtOgraPhyoEcrudeASI-I.ne
crud:ASH obtaiIledbyCM811ulosedlrOmatOgraPhywassubjectedtoa
Sq)ha血又G-50column(2.0Ⅹ180cm)previouslyequilibratedwithO･lM
acetate.Elutionwascazriedoutwiththesameso)utionataflowrateof10

mJnl･5ml触 ionswerecollectedaJldthosehavinganti-subtilisinadivity
(indicatedbysoJid血 )werecombined.

:absorbanceat2抑rm;･-(>-:anti-subtilisinactivity.
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(7)ASl精製のまとめ

アズキ種子1kgからASIを精製する過程の精製度､回収率をTableIIにま

とめた｡ASI-I､IIともに約120倍に精製された｡回収率はそれぞれ､13.4%､

10.2%であった｡DEAL-celluloseクロマ トグラフィーにより､回収率は

71.2%から34.6%(ASI-I)､23.9%(ASI-ⅠⅠ)と約1J2に低下しているが､これは､

ゲルろ過で得られた活性画分を2つの成分に分け(Fig.5)､各々について計

算したためである｡両成分を合わせたDEAE-celluloseクロマ トグラフィー

後の回収率は60.5%であり､この精製過程で､特にインヒビター活性の損失

がおこったわけではない｡

精製過程後半のCM-celluloseクロマ トグラフィーでは､精製度の増加に比

べて回収率が低下しているが､ここでは､ASIの2成分を完全に分離するこ

とに主点をおき､この方法を選択した｡

TableⅡ.M cationofsubtilisininhibitorsかomAdztikiBeans.

Purificationstep Totalprotein TotaliJIhibitorySpecificactivity Purification Yie]d

(mg) activity(units) (units/mg) (fokl) (%)

(}lldeinllibitor 11500 260

CM-celhlosecob)mn 960 200

SephadexG-50column 420 185

DEA玉cellulosecolumn

ASI-I

ASトⅠI

SephadexGl50column

AS1-I

ASI-ⅠI

CM-ce)hJosecolumn

ASI-I

ASI-班

SephadexG-50column

ASトI

ASI-ⅠⅠ

54.2 90.0

34.3 62.1

35.8 83.5

22.9 54.0

16.9 42.3

13.2 35.7

13.1 34.8

9.4 26.4

0.023 1 100

0.21 9.1 76.9

0.44 19.2 71.2

1.66 72.2

1.81 78.7

2.33 101.4

2.36 102.5

2.50 108.8

2.71 117.6

2.66 115.5

2.81 122.1
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第 3章 アズキ種子ズプチリシンインヒビターの物理化学的､

および化学的諸性質

タンパク質性プロテイナーゼインヒビターは､イソインヒビターが存在

する例が多い｡特に､マメ科植物由来のものは一般に多型(multiplicity)であ

る(4)｡

アズキ種子から得られたズプチリシンインヒビターにも､阻害特性を同

じくする2種のイソインヒビター､As暮-Ⅰ､ⅠⅠが存在する｡本章では､これ

ら両ASIの物理化学的､並びに化学的諸性質の違いについて述べるとともに､

他のマメ科から得られたズプチリシンインヒビターと､そのタンパク質化

学的特性について比較､検討する｡

第 1節 材料と方法

第 1項 材料

ASIは､第2章で述べたように精製した｡

分子量マーカー として用いたbovineserumalubumin､Ovalubumin､

chymotrypsinogenA､myoglobinは､PharmaciaLKBBiotechnology社のも

のを使用した｡焦点電気泳動には､LKBProdukterのcarrierampholine(pH

3.5-10.0)を用い､pIマーカーには､オリエンタル酵母社製のcytochromec誘

導体 (p1-4.1,4.9,6.4,8.3,9.7,10.6)を使用した｡

N末端分析で用いたdansylchloride､および､dansylアミノ酸(DNS-ア ミ

ノ酸)は､SigmaChemical社から購入した｡また､薄層クロマ トグラフィー

には､ChengChin社のpolyamidesheetsを使用した｡

CarboxypeptidaseAは､オリエンタル酵母社から購入した｡それ以外の､

酵素または試薬は､第2章に記載したのと同様のものを用いた｡

第2項 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)は､Laemmliらの方

法(37)に従い､6M尿素存在下､または､非存在下で､13%ゲルを用いて泳

動した｡ゲルの染色は､0.1%CbmmassiebrilliantblueR-250を用い､脱色
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には7.5%酢酸-25%メタノールを用いた｡なお､分子量マーカーとして､ウ

シ血清アルブミン(66250)､オボアルブミン(43000)､キモ トリプシノーゲン

A(25700)､ミオグロビン(17200)を用いた｡

第3項 等電点電気泳動

等電点電気泳動は､キャリアアンホライン(pH3.5-10.0)を用い､7.5%ポ

リアクリルアミドゲルで行なった｡なお､pIマーカーとして､チ トクロー

ムC誘導体を使用した｡

第4項 紫外部吸収スペクトル

ASIの紫外部吸収スペクトルは､日立ダブルビーム分光光度計124型を用

いて測定した｡

第5項 アミノ酸組成分析

アミノ酸組成分析は､Spackmanらの方法(38)に従い､試料を定沸点塩酸

(b.p.=108.6oC)に溶解し､減圧下で封管後､110oCで24､48､72時間加水分解

した｡加水分解物は､目立アミノ酸自動分析機835型に供して分析した｡

トリプ トファン(Trp)の定量は､Simpsonらの方法(39)に従い､試料を

0.2%tryptamineを含む4Mmethanesulfonicacidに溶解し､減圧下で封管後､

110oCで24時間加水分解した｡加水分解物は､2NNaOHで中和した後､同

様に分析した｡

第6項 アミノ末端分析

アミノ末端アミノ酸残基の分析は､Grayのダンシルクロリド法(DNS法)

作のに従った｡DNS-アミノ酸は､ポリアミドシートを用いて薄層クロマ ト

グラフィーを行った後､UVランプ下で同定した.
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第7項 カルボキシル末端分析

カルボキシル末端アミノ酸残基の分析は､カルボキシペプチダーゼ法に

より行なった｡0.5JJmOlのASIに､0.2MN-エチルモルホリン酢酸緩衝液

(pH8.5)1mlに溶解した､1/40モル比のカルボキシペプチダーゼA(CPaseA)

を添加し､30oCで反応させた｡反応液を経時的に分取し､塩酸で反応を停

止した後､日立アミノ酸自動分析機835型に供して分析した｡

第8項 静索阻害活性

インヒビターの阻害活性は､第2章で述べたのと同様に､カゼインを基

質として測定した｡インヒビター活性の 1単位は､酵素 2mgの活性を50%

阻害するインヒビター量とした｡

第2節 結果

第1項 物理化学的諸性質

(1)分子量

ASI精製過程で用いたゲルろ過クロマトグラフィーの結果から､ASHの

分子量は約 1万と推定された｡またASI-ⅠⅠはASI-Ⅰよりも低分子で約8千の

分子量をもつと推定された｡

両インヒビターをSDS-PAGEに供したところ､Fig.10に示す泳動図が得

られた｡分子量マーカーを標準として､それぞれの分子量を計算 したとこ

ろ､尿素非存在下では､ASI-Ⅰが約15000､ASLⅠⅠが約23000と算出された

(Fig.10a)｡タンパク質が比較的低分子の場合､尿素を含むゲルを用いて

SDS-PAGEを行なうと､分子量に比例した泳動図が得られることがあるの

で､次に､6M尿素を含むゲルを用いたSDS-PAGEを行なった(F垣.lob)｡

その結果､ASI-Ⅰの方が若干､分子量が大きいが､どちらも約22000と計算

された｡

ASトⅠ､ⅠⅠは､尿素存在下では近い位置に泳動されたが､尿素のない場合

は､両者の泳動位置が大きく異なる｡ここで用いた試料は､尿素非存在下

でSDS化しているが､6M尿素存在下で試料を調製した場合でも同じ泳動図
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が得られた｡すなわち､泳動パターンの変化は､ゲル中に尿素が存在する

か否かに依存していることがわかった｡これは､ASIがSDS-PAGE中に可

逆的に構造変化していることを示唆 しており､この方法による分子量の推

定は不可能であると考えられる｡

(a)

●叫

:=E

66K-◆-

43K. ～

26K一一･･__

17Kー-

EE

1 2 3

→

66Kー1-
43K→｣

26K一一.

17K→･-

→

(b)

4 5 6

Fig.10. 8DSIPOlyACryhmidegelelectrophoresiSOfASI'sI.
Samp】eswererunin13%acrylamidegdcontainingnourea(a)and6Mtlreaや)at
pH8･3.Gels1and4,bovineserumalbumin,ovalubtlmin,chymotrypsinogenA,
myog】obin(hmtop),gels2and5,ASI-I(5･OJLg);gels3alId6,ASI-ⅠⅠ(4･25
FLg).Horizontalamwsindicatethetopandthebottomofgels.

(2)等電点

ASI-Ⅰ､ⅠⅠの等電点(pI)は各々3.7､および4.0であった｡両インヒビターと

も､酸性側に等電点を持つタンパク質であった｡
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(3)紫外部吸収スペクトル

ASLⅠ､ⅠⅠの柴外部吸収スペクトルをFig.11に示した｡100mM酢酸塩緩衝

液(pH6.0)中では､ASI-Ⅰの極大吸収は278mm､極小吸収は250mmにみられ

た｡ASトⅠⅠは､275mmに極大､249nmに極小吸収を示した｡両者の吸光係

敬(EllC%T)臥 pH6.5､280nmにおいて､ASIIIが7.1､ASI-IIが5.7と計算され

た｡

4

2

0
.

0.

8
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u
tZq
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S

qV

250 300

Wavelength(nm)

300

Wavelength(nm)

Fig.ll. UVっpectru皿 SOEASIlB.UV-spcctruTrBOfASH (a)andASI-ⅠⅠ(b)were
ncasuredataconαntralionsof0.05%(wJbr)in0.1M NaOH(- ),orin0.1Macetatebtlffer,
pH6･5(--)･

第2項 化学的話性質

(1)アミノ酸組成

ASI-Ⅰ､ⅠⅠのアミノ酸組成をTableIIIに示した｡

特筆すべきことは､両インヒビターとも1βシスチンを含んでいないこと

である｡このことは､これらのインヒビター分子内にS-S結合が存在してい

ないことを意味している｡これまで得られたプロテイナーゼインヒビター

は､ほとんどが分子内にS-S結合を有しており､ASIがタンパク質化学的に

非常に特徴のあるインヒビターであることを示唆している｡

また､両インヒビターともアスパラギン(酸)､およびグルタミン(酸)を多

く含み､ASI-Ⅰでは30%､As暮-ⅠⅠでは25%に相当していた｡この点､植物の

貯蔵タンパク質と似ていた｡
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両インヒビターのアミノ酸組成を比較すると､ASトⅠⅠはASHよりも19残

基少ないことがわかる｡なお､アミノ酸組成とゲルろ過の結果に基づいて

分子量を算出したところ､ASIは10800､ASLⅠⅠは8600であった｡

TableIⅡ.AminoacidcompositionsofAsps.
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Total (92)d (73)d
M o lecularw eight 10,800 8,600

a･E幻raTX)ユatedtozerohour.b.For72h-hydro]yヱate.C.Obtainedbyhydrolysisfor24hin4M
methanesulfonicacidcontaillingbyptamine(39).d.Numbersinparenthesesamthoseobtainedfrom
sequenceanalysis(chapter4).

(2)アミノ末端アミノ酸残基

ダンシルクロリド法で分析した結果､ASI-Ⅰのアミノ末端アミノ酸は､グ

ルタミン酸と同定された｡ダンシルクロリド法では､酸加水分解を行な う

ため､グルタミンとグルタミン酸の区別はできないので､ASHのN末端ア

ミノ酸は､グルタミンもしくはグルタミン酸と同定された｡また､As暮-ⅠⅠ

の場合はリジンと同定された｡
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(3)カルボキシル末端アミノ酸残基

CPaseAを用いて､ASI-Ⅰ､ⅠⅠのC末端アミノ酸の同定を試みたが､いず

れの場合も､遊離アミノ酸は検出できなかった｡反応は24時間まで行なっ

たが､遊離アミノ酸は微量に検出されたのみで､酵素特異的な切断は確認

できなかった｡CねseBを用いた場合も同様の結果であった｡このことから､

As暮-Ⅰ､ⅠⅠのC末端アミノ酸は､プロリン､グリシン､アスパラギン酸､グ

ルタミン酸など､CPaseによる作用を受けにくいアミノ酸ではないかと考え

られた｡

第3項 酵素阻害活性

ASI-Ⅰ､IIの各プロテイナーゼに対する阻害曲線をFig.12に示した｡ASI-I､

Ⅱともに､ズプチリシンを強く阻害し､トリプシンには全く作用しなかった｡

また､キモ トリプシンに対しては､弱い阻害を示した｡

用いたズプチリシンを完全に阻害するのに必要なインヒビター量は､阻

害直線から判断して､ASトⅠの場合9.9JJg､ASトⅠⅠでは8.3〝gであった｡ズ

プチリシンの分子量を27500とし､インヒビター1分子でズプチリシン1分

子を阻害すると考えると､阻害曲線から得られる分子量は､ASI-Ⅰの場合11

000､ASLHでは9100と計算され､アミノ酸分析から得られた値とほぼ一致

した｡

(a)

10 20

Amountofhhibitor(pg)

50

(%
)
h
!̂
!I
Ut2

lenP!Satj

(b)

10 20

Amountofinhibitor(pg)

ng.12.Titrationctm e80EproteiniLSeSwi th theASI'9.Residua)Caseinolyticactivity

ofsubtilisin(25FLg)(○),tryPSin(16JLg)(△)anddlynK)tryPSin(24FLg)(口)weremeasuredin
O･lMNa-phosphatebuffer(pH7.6)at30'caf(erpreincubationfor5minwithASIII(a)orASHI(b)･
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第4項 ASlの諸性質のまとめ

以上の結果から得られた､As暮-Ⅰ､ⅠⅠの物理化学的､並びに化学的諸性質

をTableIVにまとめた｡

TableIV.Su仙 aryofthepropertiesofASrs.

Properties ASI-I ASI-II

MolectlIarweight-

Isoelectricpoint(pI)

Extinctionc舵用cient(E:=)b

lnhibitoryspecificity

N-teminalaminoacid

C,temlinalaminoacid

10,800 8,600

3.7 4.0

7.1 5.7

Subtilisin Subtilisin

Glx Lys

N.D.c N.D.C

a.Ca]culatedfromtheresultsofaminoacidana]ysisandgelfutration.b.DeterminedatpH6.5and

280llm.C.Notdetected.

第3節 考察

ASLⅠ､ⅠⅠのアミノ酸組成から､ASトⅠⅠがASトⅠに含まれる可能性が推察

された｡また､両インヒビターのN末端が異なることから､これ らはN末

端側で変異したイソインヒビターではないかと考えられる｡アミノ酸組成

から得られた両者の分子量を基に､両者の酵素阻害曲線を解析すると､

ASI-Ⅰ､ⅠⅠ各 1分子は､ともにズプチリシンを1分子阻害する､すなわち酵

素と1:1の複合体を形成していることがわかった｡このことから､ASトⅠ､ⅠⅠ

は酵素阻害機能上､同位のインヒビターであると考えられる｡

一般に､タンパク質性セリンプロテイナーゼインヒビターは､そのアミ

ノ酸配列上の相同性から幾つかのグル-プに分類される(18)｡これらのイン

ヒビターファミリーには､すべてに共通のタンパク質化学的特徴がみられ

る｡そして､インヒビターの阻害反応部位は通常､特定のSISループ内に存

在し､その所在とS-S結合の位置が､一次構造上､各グループで完全に保存

されている(18).

マメ科植物の場合､STI(Kunitz)型インヒビターは､分子内に2個のS_S
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結合を有し､その一方に反応部位が局在している｡BBI型インヒビターは､

S-S結合を7個有しており､そのうち最も小さな2つのS-Sループ内にそれ

ぞれの反応部位を持っている｡他のグループのインヒビターと同様に､こ

れらの両ファミリーのインヒビターも耐熱性であるが､それは分子内SIS結

合によってインヒビタータンパク質の構造が保持されているからだと説明

されてきた(27)｡

ASIのタンパク質化学的特性のうち最も特徴的なことは､分子内S-S結合

が存在しないことである｡インヒビターの分子構造に重要な影響を与える

S-S結合について､ASI-I､IIともにSTI(Kunitz)型やBBI型インヒビタ-と

著しく異なっているという事実は､ASIが､従来マメ科から得られてきた 2

つのインヒビターファミリーのいずれかのサブファミリーとして存在する

のではなく､明らかに第3のファミリーを形成するインヒビターである可

能性を支持している｡

TableVに､ソラマメ(broadbean:VL'cL'aEaba)のズプチリシンインヒビタ

ー(VSI)(41).お よびcowpea(Ⅵ如auL7guJ'culata)(42,43)､blackbean

(PhaseoJusvuLgaL･is)(44,45)から得られたズプチリシンインヒビタ-のアミ

ノ酸組成を挙げた｡それぞれ､完全なアミノ酸配列が決定されていないの

で､分子量が約9000(約80残基)となるように再計算してある｡このうち､

ソラマメ種子ズプチリシンインヒビター(VSI)は､ASIと同じく1J2シスチン

が存在しないインヒビターで､他のアミノ酸組成も非常によく似ている｡

このことから､ASIは､VSIと同じファミリーのインヒビターではないかと

考えられる｡

ズプチリシンに特異的なインヒビターは､蔑つかのマメ科植物からも検

索されており､マメ科に一群のズプチリシンインヒビターファミリーが存

在することが推察される(46)｡しかし､それらの詳しい性質､特にS-S含量

については､ASI､およびTableVに挙げたインヒビター以外には報告がな

く､STI(Kunitz)型やBBI型ファミリーとの違いは明らかではない｡

VSIは､部分一次構造が決定されており､ポテトⅠ型インヒビターと高い

相同性を示すことが確認されている(41)｡このことから､ASIもポテ トⅠ型
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ファミリーに属するインヒビターではないかと推察された｡

TableV.Ami noacidcompositionsofsubtilisini血ibitorsかom
otherlegmi nousseeds̀.

Am iT10aCid 触 dbeaJl(41) Co叩 a(42,43) BJacktxan(44,45)
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a.Recalculatedformolectllarweightof9000.

ポテトⅠ型に属するインヒビターは､ポテト塊茎キモトリプシンインヒビ

ター(PI-I)(47151).トマト菜キモトリプシンインヒビター(TI-Ⅰ)(52)､大麦

キモトリプシンインヒビター(CI-2,CI-1C)(53,54人 ヒルエラスターゼイン

ヒビターEglinC(LIE)(55)などが知られており､動 ･植物界にまたがって､

相同性が確認された唯一のインヒビターファミリーである｡また､大麦の

インヒビターとEglinCには､S-S結合が存在しておらず､ASI-L IIがVSIと

ともにこのグループのインヒビターである可能性が示唆される｡

従来､マメ科植物のタンパク質性セリンプロテイナーゼインヒビターは､

STI(Kunitz)型およびBBI型の2つのファミリーに大別されてきたが､マメ

科には､ズプチリシンに特異的な､もうひとつのグループが存在 している

ことがわかった｡また､ASIやVSIで得られた知見､特にS-S含量から判断

すると､このグループは､ポテトⅠ型インヒビターファミリーであることが

示唆された｡
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第4節 小括

アズキ種子から得られたズプチリシンインヒビター､As暮-Ⅰ､ⅠⅠの物理化

学的､および化学的諸性質について調べた｡その結果､As暮-ⅠⅠはASI-Ⅰより

も､やや低分子のインヒビターであることが推定された｡両インヒビター

には阻害特性上の差異は認められず､酵素との結合領域は同様である可能

性が考えらる｡

ASI-Ⅰ､IIには､一般にプロテイナーゼインヒビターの構造維持に重要な

役割を演じると説明されている､分子内S-S結合が存在しない｡ASI-Ⅰ､ⅠⅠの

タンパク質化学的特性は､ポテトI型ファミリーのインヒビターと相似して

いた｡マメ科植物由来のタンパク質性セリンプロテイナーゼインヒビター

で､STI(Kunitz)型あるいBBI型以外のインヒビターは､アズキのほか､ソ

ラマメのズプチリシンインヒビターからも確認されており､マメ科にポテ

トⅠ型ファミリーのインヒビターが､第3のグループとして存在しているこ

とを示唆している｡
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第4章 アズキ種子ズプチリシンインヒビターのアミノ酸配列

と阻害反応部位

タンパク質性セリンプロティナ-ゼインヒビターは､アミノ酸配列上の

相同性に基づいて､幾つかのファミリーに分類されるが､阻害反応部位 と

分子内S-Sループの配置は､各ファミリーで完全に一致しており､これらの

特性からもインヒビターの分類が可能である(18)｡

ASIは､その分子内にS-S結合が存在しないことから､ポテ トⅠ型ファミリ

ーとの相関が示唆される｡本章では､ASI-Ⅰ､IIの全アミノ酸配列と阻害反

応部位について述べ､ポテトⅠ型インヒビターとの相同性を探査するととも

に､このファミリーに属するインヒビターのタンパク質化学的特徴につい

て考察する｡

第 1節 材料と方法

第 1項 材料

ASI-Ⅰ､ⅠⅠは第2章で述べたようにして精製した｡

TPCK-trypsinはSigmaChemical社から､lysy1-endopeptidaseは和光純薬

工業から､また､StaphylococcusauL･eSV8-Proteaseは､MilesLaboratories

社から購入した｡

逆相HPLCには､ケムコ社のChem∞sorb70DSHカラム(4.6Ⅹ250mm,

C18)､または､Bio-Rad社のHi-Poreカラム(4.6Ⅹ250mm,C4)を用い､アミ

ノ酸同定の為の薄層クロマ トグラフィーには､ChengOlin社のpolyamide

sheetsを使用 した｡ また､SephadexG-25､G150は､PharmaciaLKB

Biotechnology社のものを使用した｡

4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4--isothiocyanate(DABITC)は同仁化学

研究所のものを､Phenylisothiocyanate(PITC)､trifluoroaceticacid(TFA)

は､和光純薬工業のアミノ酸配列分析用を使用した｡

その他の試薬は､第2章に記載したものと同様のものを用いた｡
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第2項 辞表消化による断片化

(1)ASl-1のリジン残基のシトラコ二ル化

rITCK-トリプシン消化に先立ち､ASIIIのリジン残基を､シトラコニル化

した(56)｡NaOHでpH8.2に調整した50mlの蒸留水に､ASI-Ⅰ(30mg,2.8FL

mol)を溶解し､100〝1の無水シトラコン酸を､30分毎に計4回添加した｡試

薬添加後､pHを8.2に保ちながら､更に2時間反応を続けた｡反応終了後､

過剰の試薬を除くため､予め希アンモニア水(pH8.6)で平衡化しておいた

SephadexG-25カラム(2.2Ⅹ170cm)に反応液を供し､同溶液で脱塩した後､

凍結乾燥した｡

(2)シトラコニル化AS卜lのTPCK-トリプシンによる断片化

シトラコニル化ASトⅠ(33mg,2.8JJmOl)のTPCK-トリプシン消化は､酵素

と基質のモル比が1β0(Eβ)となるようにTPCK-トリプシンを添加し､0.2M

酢酸アンモニウム緩衝液(pH8.0)中で､37oC､6時間行なった｡なお､酵

素安定化のために､反応液中に10mMの塩化カルシウムを添加した｡反応

終了後､消化物を予め5mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH8.0)で平衡化した

SephadexG-50カラム(1.8Ⅹ180cm)に供した｡

(3)AS卜lのリジルエンドペプチダーゼによる断片化

ASI-Ⅰ(27mg,2.5〝mol)に､酵素と基質のモル比が1β50(Eβ)になるよう

にリジルエン ドペプチダーゼを添加し､10mMTris-HCl緩衝液(pH8.5)中

で､37oC 6時間消化させた｡消化物は､反応終了後､予め5mM酢酸アン

モニウム緩衝液(pH8.0)で平衡化したSephadexG-50カラム(1.8冗180cm)に

供した｡

(4)AS卜lのS.aureusV8-Proteaseによる断片化

ASI-Ⅰ(llmg,1.0〝mol)に､酵素と基質のモル比が1β5(Eβ)になるよう

にS.aut･eusV8-Proteaseを添加し､50mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH4.0)

中で､3TC､12時間消化させた｡反応終了後､消化物を､予め5mM酢酸ア
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ンモニウム緩衝液(pH4.0)で平衡化しておいたSephadexG-50カラム(1.8x

180cm)に供した｡

(5)ASHlのS.aureusV8-Proteaseによる断片化

ASI-ⅠⅠ(18mg,2JJmOl)に､酵素と基質のモル比が1β5(Eβ)になるように

S.auL･euSV8-Proteaseを添加し､50mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH4.0)中

で､37oC 10時間消化させた｡反応終了後､消化物を､予め5mM酢酸アン

モニウム緩衝液(pH4.0)で平衡化しておいたSephadexG-50カラム(1.8Ⅹ180

cm)に供した｡

第3項 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)

ASI-ⅠまたはASI-ⅠⅠの消化物を､ゲルろ過で粗分画したのち､HPLCを用

いてペプチ ドを分離､精製した｡

HPLC装置は､Waters510型ポンプシステム､およびWaters660型ソルベ

ントプログラマーを使用した｡ペプチドの検出および記録は､相馬光学社

製のS-310型UV一検出器､および日立056型記録計を用いた｡

ゲルろ過で得られた各分画は､0.05%トリフルオロ酢酸(TFA)に溶解した

後､逆相カラム(Chemcosorb70DSH､またはBio-RadHi-Poreカラム)に

供し､アセ トニトリルの直線濃度勾配法により溶出した｡各HPLCの詳細な

条件は､本章第2節 ｢結果｣に記した｡

第4項 アミノ酸組成分析

得られたペプチ ドのア ミノ酸組成は､第 3章で述べたのと同様に､

Spackmanらの方法(38)で分析した｡

第5項 アミノ酸配列分析

ペプチドのアミノ酸配列分析は､ChangらのDABITC法(57,58)に従って

行なった｡DABITCとのカップリング反応､N末端アミノ酸残基の環化 ･

切断反応により得られた41N,N-dimethylaminoazobenzene-4--thiohydantoin
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(DAm )アミノ酸の同定は､ポリアミドシート上での2次元薄層クロマ ト

グラフィーにより行なった｡なお､ロイシンとイソロイシンは､ここで用

いた方法では判別できないが､各ペプチドのアミノ酸組成から区別するこ

とができた｡

第6項 ズプチリシンによる限定水解

ASIのズプチリシンに対する反応部位を決定する目的で､ズプチリシン

による限定加水分解を行なった｡

ASI-ⅠⅠ(1.2mg,140mmol)に､酵素と基質のモル比が1β8(Eβ)になるよう

に､ズプチリシンBPNを添加し､50mMピリジン酢酸緩衝液(PHS.8)中で､

30oC､30時間反応させた｡反応終了後､消化物を､予め0.05%rITAで平衡化

しておいたChemcosorb70DSH逆相カラム(4.0x250mm)に供した｡

第2節 結果

第1項 インタクトASlのN末端配列の同定

各消化断片の配列分析に先立ち､インタク トASI-Ⅰ､ⅠⅠのN末端酉己列を

DABITC法で分析した｡

ASI-ⅠのN末端配列は､Gln-Glu-Gln-と同定され､第 3章に記 したダン

シル法によるN末端アミノ酸の分析と一致した｡ASI-ⅠⅠは､Lys-Gln-Ala-

Leu-Glu-と同定され､これも先の結果と一致した｡DABITC法で分析が可

能な配列の長さは､ペプチドの性質によって大きく異なり､特に､インタ

クトなタンパク質では分析できないこともある｡

なお後述するように､ASHⅠの仝アミノ酸配列がASI-Ⅰのそれに含まれる

ことが一次構造解析の結果から推定されたが､両者のN末端アミノ酸の相

違から､N末端側で相違したインヒビターであると推察される｡以下､こ

の推察に基づき､先ず､主要分子型と考えられるASI-Ⅰの全一次構造の分析

を行なった｡
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第2項 ASl-1のアミノ酸配列

(1)AS卜lのTPCK-トリプシン消化物の分離､精製

シトラコニル化ASI-IのTPCK-トリプシン消化物は､Fig.13に示すように

ゲルろ過で粗分画し､HPLCで精製した｡消化物のSephadexG-50カラム上

での溶出パターンをFig.14に示した｡得られた溶出液を､図に示すように4

つの画分(T-Ⅰ,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ,IV)に分け､それぞれ濃縮乾固して酢酸およびアンモ

ニアを除去した｡

溶出位置から判断して､画分T-Ⅰは､未消化のインタクトASI-Ⅰを含む画

分と考えられたので､以降の操作には用いなかった｡画分IVにおいて､後

半に230nmにおける吸収が見られるのは､試薬由来のピークであると考え

られたが､前半の少なくとも2つのペプチ ドを充分に回収するために､こ

の段階では､インヒビター消化物の1つとして取り扱った｡

画分T-ⅠⅠ､T-ⅠⅠⅠは､凍結乾燥したのち､少量の5mM酢酸アンモニウム緩

衝液(pH8.0)に溶解し､予め同緩衝液で平衡化したSephadexG-50カラム

(1.8x180cm)に供し､更に分画した(Figs.15,16)｡画分T-IIは､280nmの吸

収から判断して､Fig.15に示したように2つの画分(T-ⅠIa,Hb)に分けた｡画

分T-ⅠⅠⅠも同様に3つの画分(T-ⅠⅠIa,ⅠⅠIb,ⅠⅠIc)に分けた｡

画aT-IVは､凍結乾燥したのち､少量の0.1M酢酸に溶解し､予め同溶液

で平衡化しておいたSephadexG-25カラム(2.0Ⅹ160cm)に供し､同溶液で溶

出した(Fig.17)｡Fig.17中の画分(T-tva,IVb,IVc)のうち最後のT-IVc画分は､

主に､酸性溶媒中で遊離したシトラコン酸を含む画分と判定されたため以

降の操作には用いなかった｡

以上のゲルろ過で､計7つの画分を得たが､Fig.14での溶出パターンか

ら判断 して､T-IIbとT-IIIa､またT-IIIcとT-IVaを合わせ､それぞれ､

T-ⅠIbIIIa､T-1IIcIVaとした｡この段階で､ゲルろ過により､5つの画分が

得られた｡
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得られた5つのゲルろ過画分(T-ⅠIa,T-1IbIIIa,T-ⅠⅠIb,T-ⅠⅠIcIVa,T-IVb)

は､凍結乾燥したのち､少量の0.05%m に溶解し､予め同溶液で平衡化し

ておいたHi-Pore逆相カラムに供した｡溶出は､0.05%TFAと70%のアセ ト

ニトリルを含む0.05%rITAを用いた､有機相の直線濃度勾配法により行なっ

た｡流速は､0.5ml/minで行ない､230mmでペプチドを検出した｡各々の､

溶出パターンをFigs.18-22に示した｡

国中の下線で示したメインピークを凍結乾燥し､配列分析用の標品とし

た｡溶出パターン上に見られるピークは､主に､試薬由来のバックグラウ

ンドピークと考えられるが､酵素消化の際に目的とした箇所以外での切断

がおこり､多数のペプチドが生じたことも原因と考えられた｡
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(2)シトラコ二ル化ASHのTPCK-トリプシン消化ペプチドのアミノ酸配列

得られた､TPCK-トリプシン消化ペプチ ドのアミノ酸組成をTableVIに

示した｡その結果､T-ⅠIa-1とT-ⅠIa-2､および､T-ⅠIbIIIa-2とT-ⅠⅠIb-3は､同

一のペプチドであることが確認された｡ASトⅠを､予めシトラコニル化し､

リジン残基をブロックしたのは､rITCK-トリプシンによってArg-X結合の

みを切断する目的であったが､得られたペプチドのなかには､アルギニン

残基を含んでいないものもあり､非特異的な切断がおこっていることが予

想された｡また､TableVIに挙げたペプチドの組み合わせだけでは､ASLⅠ

の仝アミノ酸残基数を計算できなかった｡このため､TPCK-トリプシン消

化ペプチドは､ASI-Ⅰの配列を補佐する目的に用いた｡

TableVIに挙げたペプチ ドのアミノ酸配列分析の結果をTableVIIにまと

めた｡
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TableⅥ.Aminoacidcompositionsoftrypticpeptidesfrom
citraconylatedASI･Ⅰ.Numbersinparenthesesarethose
detemi nedaftersequenceanalysis.

Am il10acid rla-1,Ⅱa-2IIbIIIa-2,ⅠIrb-3 ⅠIrb-1 ⅡIcⅣa-1 rVb-1

S

叫
憲
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仙
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地
雷

M｡
加
B
=-
pb
.R
･a

篭

l

1.4
(1)

4.9(6)
0･9(1)

5.9(4)
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2.6(3)
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､ハU
山U
C
i

7
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0
0
0
ノ

つ】
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1
1
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2.0(2) 2.2(2)
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2.0(2) 1.1(1)
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1.2(1)
)
)
)
)

)

〟U
e
L
山
r
P
ハU

8

0

′0
0

0

5

3
1

0ノ

9
1

1

0
1

(1) 2.0(1)
(1) (1)

(1)
(1) 0.8(1)

1.3(1) 1.1 (1)

1.0(1) 1･8(2) 1･0(1)

1.0(1) 0.9(1) 1･0(1)
1.0(1) 0.9(1)

1.1(1) 1.0(1)

0.9(1) 0.9(1)
rO.(1)A M).(1) M). M). M).

Total
N-tezTninal

Yield(%)

(27) (17) (17)
Gln nr Gin
33.2b 20.6 48.4

(ll) β)
Leu LetJ
23.1 36.6

a.NotdetermiJIed.b.SumofIIa-1aJIdIIa-2.C.SumofltbTIIa-2andIIIb13.

TableⅥⅠ.Aminoacidsequencesoftrypticpeptidesfrom
citraconylatedASI･I.

Peptide Sequenee

QM TNTPTK

QBnETNTPTK

TSWPELVm

QEP TNPSQE

TSWPELVm

Lm ESNm

Lm ESNK

TSWPELVm AEQAETK

TSWPELVm AEQAETK

AEQAETK

QNVPLPR

AEQAETK

R
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(3)ASl-1のリジルエンドペプチダーゼ消化物の分#､精製

TPCK-トリプシン消化で非特異的な切断が生じたことが予測されたため､

より特異性の高いリジルエンドペプチダーゼによる消化を併せて行なった｡

消化物は､SephadexG-50により粗分画し､Kl-K8の各画分を得た(Fig.23)｡

このうち､K2画分は､未消化のインタクトインヒビターであった｡また､

K2画分の前後の画分(Kl,K3)と､マイナーなK4画分には､ペプチ ドが含ま

れていなかった｡このため､これらの画分を除いた､K5､K6､K7､K8画

分を以降のHPLCに供した｡
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上記 4画分は､凍結乾燥したのち､少量の0.05%rITAに溶解し､予め同溶

液で平衡化しておいたChemcosorb70DSH逆相カラムに供した｡溶出は､

TPCX-トリプシン消化物の場合と同様にアセ トニトリルの直線濃度勾配法

により行なった｡流速は､0.7ml/minで行ない､230nmでペプチ ドを検出し

た｡各々の､溶出パターンをFigs,24-27に示した｡

TPCK-トリプシン消化の場合よりも､比較的特異性の高い切断がおこっ

ていることが示唆された｡このようにして､得られた各ペプチドを配列分

析の棲品とした｡
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X5inFig.23wasdissolvedin15mlof0.05%TFA･AporLion(100FL1)
wasappliedtoaChen℃osolb70DSHcoJuml(4.6Ⅹ2501mもC18)and

peptideswereelutedataflowrateofO･7m仙 ninO･05%TFAwithalinear

gradientofacetonitrile(0-35%/30min)･
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Fig･26･Rcve柑ed･phaseHPLCoEfrACtiotLK6.Handlingof
thefractionK6inFig.23azldtheconditionsfordutionwerethesameas
describedinthelegendtoFig.24.

Fig.26.Reve糟ed-phASeHPLCoEfractionI∈7.Handlingof
thefractionK7inFig･23andtheconditionsforelutionwerethesaI聡 aS
descritNBdinthelegeTldtoFig.24.
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Fig.27.RevezTBed-phaseHPLCoEErActionK8.Handlhgofthe
fractionK8inFig.23andtheconditio血Sfordutionwerethesameas
descritd inthekgendtoFig.24･

(4)ASHのリジルエンドペプチダーゼ消化ペプチドのアミノ酸配列

得られたリジルエンドペプチダーゼ消化ペプチドのアミノ酸組成をTable

VIIIに示した｡また､そのアミノ酸配列分析の結果をTableIXにまとめた｡

ペプチドK58は､N末端より13残基分析することができた｡残りの､ペプチ

ドは全配列を分析できた｡

このうち､K65とK73は､同一のペプチドであった｡K58は､As暮-IのN

末端側20残基のみが切断された部分消イレヾ プチドであることが示唆された｡

ペプチドK63､K65(K73)､K71､K81､K83､およびK84のアミノ酸残基数

の合計は､ASI-Ⅰの全アミノ酸残基数と一致した｡
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TableVIII.Ami noacidcompositionsoflysyl･endopeptidase

peptidesfrom ASI･Ⅰ.NtLnbersinpar enthesesar ethose

detemi neda氏ersequencean alysis.
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TableⅨ.Ami noacidsequencesOflysyl･endopeptidasepeptides
血やm ASI･Ⅰ.

Peptide Sequence

8

3

5

1

3

1
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∠U
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7

00
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00
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K

K

K

K
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冗

K

QALETNTPTK TSW---

=KEEm VQZ QVSPHDSFrVT ADYNPR

TSWPELVGVT AEQAETK

QEQGTNPSQE Qm LPRNYX

TSWPELVm AEQAETK

QM TNTPTK
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ペプチドK71のN末端側3残基の配列は､インタクトASI-Iのものと同一

であった｡さらに､ペプチドK71とK58の構成アミノ酸残基数の合計は､イ

ンタクトASI-Iのそれと一致した｡よって､ペプチドK71はASI-ⅠのN末端に

位置するペプチドであると推定した｡また､ペプチドK81の配列は､K58の

N末端側の配列と完全に一致し､ペプチ ドK81のあとにK65(73)が続くこと

も推察された｡得られたペプチドのうち､K83は､唯一､リジン残基を欠い

ており､As暮-ⅠのC末端ペプチドと考えられる｡

以上の結果から､得られたリジルエンドペプチダーゼ消化ペプチ ドの順

序は､

K71-K58

また､

K71-K81-K65(K73)-(K-63,K-84)-K83

と推定された｡

一方､ASトⅠⅠと､ASトⅠの部分消化物であるペプチ ドK58のアミノ酸組成

およびアミノ酸配列を比較したところ､ASI-ⅠⅠからN末端リジンを除いた

ものが､ペプチドK58であると推察された｡
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(5)ASl-1のS.aureusV8-Protease消化物の分離､精製

TPCK-トリプシン消化､または､リジルエンドペプチダーゼ消化で得ら

れたペプチ ドのオーバーラッピングを行なう目的で､更に､特異性の異な

るS.auTeuSV8-ProteaseでASI-Ⅰを消化した｡

消化物のSephadexG-50による溶出パターンをFig.28に示す｡得られた

svl､SV2の2画分は､凍結乾燥したのち､少量の0.05%TTAに溶解し､予

め同溶液で平衡化しておいたChemcosorb70DSH逆相カラムに供した｡溶

出は､TPCX-トリプシン消化物の場合と同様にアセ トニ トリルの直線濃度

勾配法により行なった｡流速は､0.7ml/minないし1.OmVminで行ない､230

mmでペプチドを検出した｡各々の､溶出パターンをFigs.29､30に示した｡

ここで得られたペプチドのうち､主にリジルエンドペプチダーゼ消化で

得られたペプチ ドのオーバーラッピングが可能なもの､すなわち､リジン

残基を含む各ペプチドを配列分析の標晶とした｡

丁
･)u
LtO
e
N■

(

-
)LLtu
OC
N
I
V
u

U
N
V
由
tJ
O
S
t)V

100 150 200

TUBENUMBERt2.5ml/tubeI

Fig･28･GelfiltrationofS･atL柁uSV8･Proteasedigestof
As暮-I.nedigest(1.0叫)wasseparatedasdescribedinthelegendtoFig･
23.Fractionsof2.5mlwerecollected.
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(6)ASl-1のS.aureusV8-Protease消化物のアミノ酸配列

得られたS.aureusV8-Protease消化ペプチドのアミノ酸組成をTableXに

示した｡また､そのアミノ酸配列分析の結果をTableXIにまとめた｡ペプチ

ドSV19は､N末端より13残基分析することができた｡残りの､ペプチ ドは

仝配列を分析できた｡

ペプチドSV17､SV28､SV21b､SV25､SV26は､各々､ リジルエンドペ

プチダーゼペプチドであるK71とK81､K81とK65(K73)､K65(K73)とK63､

K63とK84､K84とK83をオーバーラップすることができた｡また､ペプチ

ドSV18とSV27の配列分析により､リジルエンドペプチダーゼペプチ ドK63､

Ⅹ65(73)の配列が正しいことが確認できた｡なお､ペプチ ドSV25は､アミ

ノ酸組成とアミノ酸配列分析の結果が､若干異なっていたが､配列分析に

おいては､他のペプチド成分の混在は検出されなかった｡ペプチドSV25は､

他のペプチドに比べて収量が低いことから､両分析結果の違いは､アミノ

酸組成分析時における検出感度上の測定誤差に因るものではないかと考え

ている｡

ペプチ ドSV19は､リジルエンドペプチダーゼ消化の時に得られたペプチ

ドK58と同様､ASIIIの部分消化物である｡両部分消化ペプチ ドの切断部位

から判断して､ASLⅠの20残基目周辺は､もっとも酵素消化を受けやすい部

位であると示唆された｡
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TableX.Azninoacidcompositions0fS.allreuSVB･Protease
peptidesfromASI･Ⅰ.Numbers[inparenthesesarethose
detem血 eda洗ersequenceanalysis.
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TableXI.AminoacidsequencesofS.atLreuSV8･Proteasepeptides
加omAs暮.Ⅰ.
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く7)ASl-1の全アミノ酸配列

以上の結果からASI-Ⅰの仝アミノ酸配列を決定することができた(Fig.31)｡

ASI-Ⅰは､92残基のアミノ酸から構成され､その分子量は10800と計算され

た｡

ユ○ 20 30 40 50

QEQGTNPSQE QNVPLPRNYR QALETNTPTK TSWPELVGVT AEQAETK=RE

打･h-1,Ⅱむ2)

: (TmJⅡ■2,D 3) =

60 7D

(Ⅹ･581---- ------ --

80 3U

ーP12叫-

(SV･19)･---一一一･一

Em VQZQVS PHDSFVTADY NPXRVRLYVD ESNKVTRTPS =G

= (トrVb･1)一

二+ Cr-mcⅣ&･1)て(耳糾)- :三 匹jB) さ

】円g.31.SummaryOEtheさequenCingoEASH.TheoverlappIJ)gOfpeptidBS
whichwereobtained血)mdigestswithTPCK-trypsinCr-),Jysy1-endopqptidasep-),and
S.mrezLSV8-Protease(SV-)areshow bysolidlilleSwithhori2Dntalarrows･Dottedline
regionsWerenotSequenCed.
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第3項 AS卜Itのアミノ酸配列

(l)AS卜HのS.aureusV8-Protease消化物の分離､精製

ASLⅠⅠの仝一次構造を確認するため､ASHとのオーバーラップを目的と

してASI-ⅠⅠのS.auTeuSV8-Proteaseによる消化を行なった｡

消化物のSephadexG-50による溶出パターンをFig.32に示す｡得られた

ⅠⅠ-SVl､ⅠⅠ-SV2の2画分は､凍結乾燥したのち､少量の0.05%m に溶解

し､予め同溶液で平衡化しておいたChemcosorb70DSH逆相カラムに供し

た｡溶出は､TPCK-トリプシン消化物の場合と同様にアセ トニ トリルの直

線濃度勾酉己法により行なった｡流速は､0.7mVminで行ない､230nmでペプ

チドを検出した｡各々の､溶出パターンをFigs.33､34に示した｡
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mg･33･Reve糟ed-phaseHPLCoEfractionⅡ･SVl.Handling
ofthefractionII-SVlinFig.32andtheconditionsforelutionwerethesame

asdescribedinthelegendtoFig.24.
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(2)ASl-llのS.aureusV8-Protease消化物のアミノ醜配列

得られたS.auL･euSV81Protease消化ペプチドのアミノ酸組成をTableXII

に示した｡また､そのアミノ酸配列分析の結果をTableXIIIにまとめた｡ペ

プチドⅠⅠ-SV17は､N末端より18残基分析することができた｡残りのペプチ

ドは､全酉己列を分析できた｡

ペプチ ドⅠⅠ-SVZlaのアミノ酸配列は､インタクトASトⅠⅠのN末端配列に

一致しており､このペプチドがASI-ⅠⅠのN末端に位置するペプチ ドである

ことがわかった｡ペプチドⅠⅠ-SV2laとⅠⅠ-SV17の構成アミノ酸残基数の合計

は､ASI-ⅠⅠの全アミノ酸残基に一致し､さらに､ASHの20残基目のリジン

以降のアミノ酸残基数と一致した｡

ペプチ ドⅠⅠ-SV17は､ASI-Ⅰの消化で得られた部分消化ペプチ ドSV19とア

ミノ酸組成が一致していた｡両者のN末端側のアミノ酸配列も分析した範

臥こおいて完全に一致し､異なるタンパク質から得られたこれらの両ペプ

チドが同一のペプチドであることが示された｡

また､ASトⅠⅠから得られたペプチ ドⅠⅠ-SV28､ⅠⅠ-SV2lb､ⅠⅠ-SV26のア ミ

ノ酸配列は､ASI-Ⅰの25-35残基､46-50残基､82-92残基の配列と完全に一致

することが確認された(Fig.35)｡
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TableXⅡ.AminoacidcompositionsofS.awezESV8-Protease
peptidesfromASI-ⅠⅠ.Num bersinparenthesesarethose
detemi nedaftersequenceanalysis.
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TableXIⅡ.AminoacidsequencesofS.azElleZLSVB･Protease
peptidesfronASI･II.

Peptide Sequence

II-SV17 TNTPTKTSWP ELV---

II-SV21a KQALE

II-SV21b TXZKE

II-SV26 SNKVTRTPSZ G

II-SV28 TNTPTKTSWP E
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以上の結果から､ASI-ⅠⅠのアミノ酸配列は､ASI-Ⅰの20残基目のリジンか

らC末端グリシンまでの配列と同一であると決定した｡すなわち､ASI-ⅠⅠ

はASトⅠのN末端側19残基のペプチドが欠落した形態の73残基のアミノ酸で

構成されるインヒビターで､その分子量は8600と計算された｡

ASI-Ⅰの酵素消化実験において部分消化ペプチドが得られたが,それらの

切断部位はASHの20-21残基､24-25残基であった｡このことから､ASHの

20残基目周辺はプロテイナーゼによる攻撃を受けやすい部位と考えられる｡

As暮-ⅠⅠが､20残基目以降のASI-Ⅰに相当することを考え合わせると､ASI-Ⅰ

の19-20残基の結合が内在するプロテイナーゼなどにより修飾を受け､

As暮-ⅠⅠが生じたことが推定される｡
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第4項 ASlの阻害反応部位

ASI-IIのズプチリシンによる限定水解物は､逆相HPLCにより分離､精製

した｡溶出は､上記と同様に､0.05%TFAと70%のアセ トニ トリルを含む

0.05%TFAを用いた､有機相の直線濃度勾配法により行なった｡流速は､

1.0ml/minで行ない､230mmでペプチドを検出した(Fig.36)｡
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得られた 3つのペプチドのアミノ酸組成､およびアミノ酸配列を分析 し

たところ､ペプチ ドⅠⅠ-9は､未消化のASLⅠⅠであることがわかった(Table

XIV)｡また､ペプチ ドⅠⅠ-4､ⅠⅠ-10のアミノ酸残基数の合計は､インタクト

ASI-ⅠⅠの構成アミノ酸残基数と一致しており､先に記した条件で反応部位

の特異的な切断がおこることが確認できた｡

TableXⅣ Aminoacidcompositionsofthepeptidesderivedfrom
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calculatedforthecorrespondingsequenceofASI･ⅠⅠ.
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ペプチドⅠト10は､インタクトASI-ⅠⅠのN末端と同じアミノ酸配列を持ち､

反応部位からN末端側のフラグメン トに相当することがわかった｡ペプチ

ドⅠⅠ-4のアミノ酸配列は､ASIIIIの50残基目のアスパラギン酸からC末端グ

リシンまでの配列と完全に一致した｡以上の結果から､ズプチリシンに対
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する反応部位は､ASI-IIの49-50残基に相当するJqa-Aspであると決定した｡

この反応部位は､ASIの主要分子型であるASI-Ⅰのアミノ酸配列上では69-70

残基に対応する(Figs.31,35)｡

反応部位のN末端側アミノ酸(Plアミノ酸)は､阻害標的酵素の基質特異性

に対応することがわかっているが､ASIの場合も､plアミノ酸はアラニンで､

ズプチリシンの基質特異性に一致していた｡

第3節 考察

ASIのアミノ酸配列を他のプロテイナーゼインヒビターの配列と比較し

たところ､ポテトⅠ型に属するインヒビターとの高い相同性が確認された

(Fig.37)｡ASH との相同性は､同じマメ科(Leguminosae)のbroadbeanズ

プチリシンインヒビター(VSI)(41)がもっとも高く68%であった｡イネ科

(Gramineae)の大麦のインヒビターCI-2､CIllC(53,54)とは､それぞれ41%､

39%の相同性を､また､ナス科(Solana∝ae)のポテトⅠ型インヒビター(PI-Ⅰ)

(49)､トマトⅠ型インヒビター(TI-I)(52)とは､33%､29%の相同性を示した｡

環型動物(An nelida)の蛭類(Hirudinea)のインヒビターEglinC(55)とも31%

の相同性を示した｡

ASI-Ⅰは､このファミリーの中で､最も長い配列を有しているが､インヒ

ビター問の相同性は､ASLⅠの30残基目のリジン残基からC末端側にみられ

る｡ASHのN末端側29残基に相当する部分は､酉己列の長さもまちまちで､

インヒビター間での相同性は全く見られない｡ASHとASI-ⅠⅠには､阻害機

能上の差異が見られないことから考えても､このN末端側領域は､インヒ

ビターの阻害活性に寄与していないことが推察できる｡

ASI-Ⅰの30残基目以降では､ASIとVSIの差は､わずかに20残基で､反応

部位も完全に一致している｡また､両者のみで一致している領域は､他の

いずれのインヒビターとも顕著な相同性はない｡一般に､タンパク質分子

の配列相同性は､共通の祖先遺伝子からの分岐によるものと､機能上の収

敵によるものに大別されるが､ASIとVSIの場合は､共通の遺伝子からの分

岐ではないかと予測される｡
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これまでに得られた､キモ トリプシンインヒビターの反応部位Plアミノ

酸は､チロシン､フェニルアラニン､トリプ トファン､ロイシン､メチオ

ニンである(18)｡ポテトI型インヒビターのうち､マメ科以外のものは､Pl

位にロイシン､またはメチオニンを有しており､ズプチリシンとともにキ

モトリプシン阻害活性を示す｡マメ科のASI､VSIはともに､アラニンがPl

位を占め､キモ トリプシンを阻害しない｡ポテトⅠ型インヒビターの場合､

その阻害機能の差は､Plアミノ酸の変異によって生じていることがわかる｡

このファミリーのうち､ポテト､およびトマトから得られたインヒビター､

pI-I､TI-Iはともにトリプシンを弱く阻害する(9,10)｡ トリプシンに対応し
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た反応部位は､キモ トリプシン阻害反応部位とは別に存在し､PLⅠの場合､

Lys(50)-Gln(51)､TI-ⅠではLys(50)-Glu(51)と同定されている(Fig.37)｡この

領域は､ トリプシンを阻害しない他のインヒビターには存在せず､トリプ

シンに対する阻害特異性の差が､Lys(50)の欠損に困るものであることがア

ミノ酸酉己列上から確認できる｡

ポテ トⅠ型と同種のインヒビターは､上記の他に､パン酵母(59)､ウリ科

のMomoL･dlcachalaL7tla(60)､アワ(foxtailmillet:SetaL･LaL'taJJ'ca)(61)からも

報告されている｡この様な､動物､植物､微生物界にまたがる広い分布は､

他のインヒビターファミリーにはみられず､ポテトⅠ型インヒビターの生理

学的重要性が示唆される｡

ポテ トⅠ型ファミリーは､他のインヒビターグループにはみられない､非

常に際立ったタンパク質化学的特徴を有している｡他のファミリーのイン

ヒビターは､分子内にS-S結合を競つか有しており､阻専反応部位は､いず

れかのS-Sループ上に存在している｡一般に､阻害反応部位で切断を受けた

修飾インヒビターは､もとのインヒビターとほぼ同じ酵素阻害活性を有し

ているが､この現象は､限定水解によって解離した反応部位Pl位､およびP1-

位の両アミノ酸が､分子内S-S結合によって保持されている､あるいは､活

性発現に必須の構造がS-S結合によって維持されているからだと説明されて

きた(18)｡

ポテトⅠ型インヒビターは､ASIの様に､分子内S-S結合が存在しないもの

が多く､インヒビタータンパク質の構造は､非共有結合によってのみ維持

されている｡このうち､ナス科から得られたインヒビター､PI-Ⅰ､TI-Ⅰはそ

の分子内にS-S結合を 1個有しているが､Ryanらは､PLⅠの分子内S-S結合

を還元カルボキシメチル化して得た化学修飾インヒビターが､もとのPI-Ⅰと

全く同じキモトリプシン阻害活性を維持していることを確認し､これが阻

害活性発現に無関係であることを証明した(62)｡このように､活性発現に必

須の構造を保持するために､分子内S-S結合が必要ではないことが確認され

たインヒビターは､ポテ トⅠ型ファミリーだけである｡

近年､タンパク質工学の進歩に伴って､タンパク質の構造と機能に関す
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る研究が盛んであるが､ASIのような､ポテ トⅠ型ファミリーのインヒビタ

ーは､タンパク質の構造と機能の関係､特に非共有的結合による､タンパ

ク質分子間の相互作用を研究する上で､よい材料であると考えられる｡

第4節 小括

アズキ種子ズプチリシンインヒビター､ASI-Ⅰ､ⅠⅠの完全アミノ酸配列を

手動DABITC法によって決定した｡その結果､これらが､ポテ トⅠ型インヒ

ビターであることが確認された｡ASLⅠは､このファミリーの中で最も長い

配列(92残基)を有しており､ASI-IIは､As暮-1のN末端側19残基のペプチ ド

が欠落した低分子型ASI(73残基)であることが確認された｡

ポテ トⅠ型インヒビターは､分子内S-S結合が､インヒビターの阻害活性

発現とは無関係であることが確認された唯一のインヒビターファミリーで

ある｡ASIを含めた､これらポテトⅠ型インヒビターの大半のものは､分千

内の非共有的相互作用によってのみ､その構造を保持しており､タンパク

質の構造と機能の関係を研究する際の､貴重な材料であることが示唆され

る｡
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第5章 アズキ種子ズプチリシンインヒビターの断片化と

再構築

一般に､反応部位を棟的酵素で限定水解して得られる､修飾インヒビタ

ーは､もとのインヒビターとほぼ同じ阻害活性を有している｡これは､反

応部位ペプチ ド結合が切断していても､分子内S-S結合､ないしは､分子内

外の非共有的結合により､活性発現に必須の構造が維持されているからだ

と説明されている｡

本章では､分子内S-S結合を持たない､ポテトⅠ型インヒビター､ASIを材

料にして､反応部位で切断を受けた 2つのペプチドフラグメントが､活性

型ASIに再構築される機構について述べるとともに､これらのフラグメン ト

間の非共有結合的な相互認識機構について考察する｡

第 1節 材料と方法

第 1項 材料

ASIは､第 2章で述べたようにして精製した｡このうち､本章では､

ASI-ⅠⅠを材料として用いた｡

PharmaciaFastProteinLiquidChromatographysystem(FPLCsystem)に

用いた Superose12HRIOβ0カラム(10Ⅹ300mm)は､ PharmaciaLKB

Biotechnology社より購入した｡逆相HPLCには､第 4章と同様にケムコ社

のChemcosorb70DSHカラム(4.6Ⅹ250mm,C18)を用いた｡

阻害活性測定､およびアミノ酸配列分析に用いた試薬は､それぞれ第 2

章､第4章に記述したのと同様のものを使用した｡

第2項 高速液体クロマトグラフィー

(1)FastProteinLiquidChromatographyくFPLC)

E-I複合体の分離は､Superose12カラム(10x300mm)を用いたFPLCで

行なった｡FPLC装置は､Pharmaciamodelp-500ポンプ､およびPbarmacia

modelGP-250+グラジュントプログラマーを使用した｡

ペプチ ドの検出および記録は､日立し4000型UV-検出器､およびPantos
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modelU-228Uni∞rderを用いた｡FPLCゲルろ過の詳細な条件は､本章第

2節 ｢結果｣に記した｡

(2)HPLC

反応部位の切断､および､生じたフラグメントの分離は､逆相HPLCを

用いて行なった｡HPLC装置は､第4章に記したのと同様のものを用いた｡

逆相HPLCの詳細な条件は､本章第2節 ｢結果｣に記した｡

第3項 アミノ酸組成分析

ペプチドのアミノ酸組成分析は､第3章で述べた方法を改良し､試料を､

0.01%phenol､および0.2%2-mercaptoethanolを含む5.7NHClに溶解し､

減圧下で封管後､115oCで24時間加水分解した｡加水分解物は､日立アミノ

酸自動分析機し8500型に供して分析した｡

第4項 アミノ酸配列分析

ペプチ ドのアミノ酸配列分析は､第4章で述べたのと同様に､Changら

のDABITC法(57)に従って行なった｡

第5項 辞素阻害活性の測定

ズプチリシンに対する､ASIまたは反応部位切断フラグメントの阻害活

性は､萩腐 らのCasein-R)lin法伽 を1/10に縮小 し､0.5%Hammarsten-ら

caseinを基質として､pH7.6､30 oCで測定した｡その他の詳細な条件は､本

章第2節 ｢結果｣に示した｡

第2節 結果

第1項 反応部位切断フラグメントの調製

ASIの反応部位切断フラグメントは､第4章で述べたような､酸性溶媒

中における限定水解法でも鋼製が可能である｡しかし､本章では､操作時

間が短く､またより特異性の高い切断が可能な､以下に示す方法を用いて
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フラグメントを調製した｡

(l)辞素-インヒビタ-複合体(EIJ複合体)の調製

Figure38に示 したように､まず､ASトⅠⅠ(0.5mg,58nmol)に､ズプチリ

シン(0.75mg,27nmol)を添加し､200JJlの0.1Mリン酸緩衝液(pH7.6)中で

30oC､ 1時間インキュべ-トし､酵素とインヒビターを結合させた｡

Incubation at 30 .C for 1 h

in 0.1M Na-phosphate buffer (pH 7.6)

l
FPLC gel filtration (pH 7.6)

(Superose 12 )

E-I complex

Reversed-phase HPLC (pH 3.0)
(Chemcosorb 7 0DS H )

Fig.38.PreparationoEtheN-AndC･Er呼 IentfIOEthe
reActiveさite･modi丘edASI.ⅠⅠ.

反応終了後､反応混液を､予め50mMリン酸緩衝液(pH7.6)で平衡化し

ておいたSuperose12カラムに供した｡溶出は､同緩衝液を用いて､流速0.3

ml/minで行なった｡230nmでペプチドを検出した結果､E-Ⅰ複合体に相当す

る画分G-1が得られた(Fig.39)｡
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was carriedotltWiththesamebufferalaflowrateof03ml血血.FradionGllwas

00IlectedforfurtheraJlalysisonareversed-phaseHPLCcoluJTLn.

(2)反応部位切断フラグメントの分離､精製

得られた画分G-1を､予め0.05%m で平衡化しておいたChemcosorb7

0DSH逆相カラムに供し､アセ トニトリルの直線濃度勾配で溶出した｡流

速は0.7ml/minで行ない､230mmでペプチドを検出した(Fig.40)｡
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FractionG･l(inFig.39)w as separatedonaChemcosorb70DsHcolumnusingaline∬
gradjeTltOf2-70%acetonitdJein0.05%TFAfor60minalaflowrateOf0.5ml/min.C,
C-fragment;I,htactinhibitor;N,N-丘agment;E,subtilisin.

その結果､4つのピークが得られた｡アミノ酸組成と部分アミノ酸配列

を分析した結果､これらのピークはそれぞれ､溶出順に､反応部位のC末

端側に相当するペプチド(Cフラグメント)､インタクトASLⅠⅠ､反応部位の

N末端側に相当するペプチド(N-フラグメント)､酵素ズプチリシンと判明

した｡また､この方法によるASI-ⅠⅠの修飾化率は65%であった｡
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以上の方法で得られた､反応部位切断両フラグメン トとインタク ト

ASトⅠⅠのアミノ酸組成をTableXVに示す｡以下の実験には､このようにし

て得た､N､C両フラグメント､およびE-Ⅰ複合体か ら回収したインタク ト

ASI-ⅠⅠを用いた｡また､Fig.41に､両フラグメントとASトⅠⅠのアミノ酸配列

上の位置関係をまとめた｡

TableW.Aminoacidcompositionsofthepeptidesderivedfrom
modifiedASI･ⅠIbysubtilisin.NuJnbersinparenthesesarethose
calculatedforthecorrespondingsequenceofASI･ⅠⅠ.
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nenumberingTefezstothesequenceofAs暮-IL n e resi血esindcaled
byarrw isthereactivesitepeptidetmdofAS1-ll.

第2項 反応部位切断フラグメントの辞素阻害活性

反応部位で切断を受けたN､C各フラグメントを､各々等モル(50pmol)

で混合し､2oCで12時間インキュべ-トしたのち､ズプチリシンに対する阻

害活性をインタク トASI-ⅠⅠと比較した｡阻害活性は､各濃度のインヒビタ

ー､およびフラグメント混合物を50pmolのズプチリシンと混合し､30oCで

5分間､プレインキュべ-トしたのち､残存酵素活性を測定して求めた｡そ

れぞれの阻害曲線をFig.42に示した｡

N-またはC-フラグメント単独では､酵素の阻害はおこらないが､これら

の等モル混合物は､インタクトASI-ⅠⅠと全く同じ強さでズプチリシンを阻

害した｡

この結果は､N-およびCフラグメントが､上記の条件で互いに特異的に

結合し､活性型インヒビターを再構築することを意味している｡N-および

Cフラグメントは､先に述べたように逆相HPLCで分離､精製し､凍結乾燥

したものである｡これらのフラグメントから､活性型インヒビターが再構

築されるということは､両フラグメントの構造変化が､実験条件内におい

て可逆的であることを示唆している｡
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Fig.42. TitrAtioncurveoEsutItiliさinwith theinhitlitor. Residual
caseinolyticactivityofsubtilisin(0.5JIM)wasmeasurediJ10.1M Na-phosphatebuffer
～)H7.6)d30●cafterpreimcubationfor5minwithintactASI-Ⅱ(○)oranequimolar
mixtureofN-andClBagments(●〉 neinhibitoryeffectofN-的gment(△)or
C一触卯Ient(▲)alonewasalsomeasuredtmderthesameconditions.

第 3項 阻害活性回復速度の温度依存性

不活性な両フラグメントが､活性型インヒビター-再構築される速度､

および回復の程度に及ぼす､フラグメント混合物のインキュベーション温

度の影響について検討した｡

各温度でフラグメント混合物をインキュべ- トしたときの､阻害活性回

復の経時的変化をFig.43に示す｡なお､いずれの場合も､フラグメント混合

物を各温度でインキュべ-ト後､ズプチリシンと30oCで5分間プレインキュ

ベ-トした後､阻害活性を測定した｡
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wasrefd toasloo鞄-inhibition.

-71-



フラグメン ト混合物を2oCでインキュべ-トした場合､約5時間で､イン

タクトインヒビターと同じ阻害活性 (100%活性)に達した｡また､この活

性は､インキュベ-ト24時間後でも低下しなかった｡15oCでインキュべ-

トした場合､阻害活性回復は速くなり､約1時間で100%活性となった(Fig.

43a)｡

不活性な両フラグメントから活性型インヒビターが再構築される反応が､

一次反応であると仮定すると､最終到達活性の半分の活性に連するのに要

する時間､tlβは､2oCで53･3分､15oCで7･3分と計算され､両者の間で約7･3

倍の阻害活性回復速度の差が見られる｡

ところが､フラグメン ト混合物を15oCより高温側でインキュべ-トした

場合(Fig.43b)､阻害活性の回復はより速やかにおこるが､最終的に到達す

る活性は､インキュべ-ト温度の上昇とは逆に低下した｡30oCでインキュ

べ-トした場合､インキェべ-ト5分後で阻害活性は68%回復するが､その

後それ以上の回復は見られなかった｡

2oCで7時間インキュべ-トして100%活性にまで回復させておいたフラ

グメント混合物を､30oCから50oCの各温度で再びインキュべ-トしたとき

の阻害活性の低下を同様にFig.44に示した｡30oCから50oCでの､インキュ

ベーションは､10分から30分まで行なったが､活性の低下はいずれのイン

キュべ-シヨン時間でも同じであった｡本来､インタクトインヒビターと

同じであった活性は､30oCで72%､50oCでは35%に低下した｡また､活性

の低下は､インキュベーション温度に依存していた｡しかし､このような

現象は､インタクトインヒビターでは見られなかった｡
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この結果は､反応部位切断フラグメントから再構築された修飾ASIと､

インタクトASIが､温度変化に対して異なる挙動をとることを示している｡

30oCで不活性なフラグメン ト混合物をインキュべ-トした場合も､同温

度で100%活性の再構築修飾インヒビターをインキュべ-トした場合も､到

達した阻害活性は約70%であった｡このことから､フラグメント混合物を

インキュべ-トする温度に依存して､解離した状態のN-､Cフラグメン ト

と､会合した状態のN-､C-フラグメントとの間の平衡が可逆的に移動して

いることが示唆された｡なお､平衡移動の他に､N-､Cフラグメントが温

度上昇により不活性型会合体を形成する可能性も考えられるが､疎水結合､

イオン結合の形成と温度の関係を示 していると推察する方がより妥当と考

えている｡

第4項 阻害活性回復に及ぼす､酵素とのプレインキュベート時間の影響

不活性なフラグメント混合物から活性型インヒビターが再構築される反

-73-



応が､榛的酵素との相互作用の結果なのか､非酵素反応的なN-およびC-フ

ラグメント間の相互作用に因るものなのかを検討した｡

不活性なフラグメント混合物を､2oCで1分間インキュベ- トした後､ズ

プチリシンと30oCで5分間プレインキュべ-トすると10%の阻害活性を示す｡

このような10%活性混合物を､ズプチリシンと30oCで種々の時間プレイン

キュべ-トし､阻害活性の変化を調べた(Fig.45)｡その結果､酵素と30分ま

でプレインキュべ- トしても､阻害活性は10%と一定で､阻害活性の回復

はみられなかった｡Figure43に示したように､酵素非存在下で不活性なN､

C両フラグメントをインキュべ-トすると､30oCでは約5分後に70%の阻害

活性が回復し､1時間後でも阻害活性は変化しない｡ズプチリシン存在下で､

同様に30oCでインキュべ-トした場合､阻害活性が10%のままで､それ以

上に回復 しないということは､ズプチリシンによって､N-､Cフラグメン

トの活性型会合体形成が妨害されていることを意味している｡
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酵素存在下では､N-またはCフラグメントの一方が､あるいは､両フラ

グメントがともに阻害反応部位とは異なる部位で､ズプチリシンと結合し､

括性型会合体が形成されないのではないかと考えているが､いずれにして

も標的酵素の存在が､不活性フラグメントの活性型会合体形成を妨害する

ことが明らかとなった｡

一方､不活性なフラグメント混合物を2oCで7時間インキュべ-トした後､

酵素と5分間プレインキュべ-トすると阻害活性は100%に回復した｡しか

し､このような100%活性混合物は､ズプチリシンと1分間インキュべ- ト

するだけで既に100%の阻害活性を発現していることがわかった(Fig.45)｡

これは､阻害活性を回復したフラグメント混合物が､インタクトインヒビ

ターと同様に､酵素と速やかに結合していることを示している｡

第5項 切断反応部位の修復

これまでは､不活性なN､C両フラグメント混合物からの､阻害活性の回

復について述べてきたが､反応部位ペプチド結合の再生をともなったイン

タクトASI-ⅠⅠの再構築についても検討を加えた｡

再構築されたインタクトインヒビターの量は､中性pHでの逆相HPLCカ

ラム上で試料を分離して行なった｡この理由は､これまで用いてきたm

酸性下の逆相HPLCで分離した場合､再構築されたインタクトインヒビター

が､再び､N､C両フラグメント-修飾されることが懸念されたためである｡

本条件における､E-Ⅰ複合体中の各成分の溶出位置を確認するため､

FPLCで調製したG-1画分(Fig.39)を､予め10mMリン酸緩衝液(pH7.0)で平

衡化したChemcosorb70DSH逆相カラムに供した｡溶出は､アセ トニ トリ

ルの直線濃度勾配を用い､流速0.5ml/minで行なった(Fig.46)｡

得られた各ピークのアミノ酸組成およびアミノ酸配列を分析した結果､

それぞれ溶出順に､酵素ズプチリシン､インタクトASトⅠⅠ､N一フラグメン

ト､C-フラグメントと同定された｡
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インタクトASI-ⅠⅠの再構築は､予め2oCで7時間保っておいたN-および

Cフラグメントの等モル混合物(各0.66nmol)とズプチリシン(0.2nmol)を

400JJlの0.1Mリン酸緩衝液(pH7.6)に溶解し､30oCでインキュべ- トして

行なった｡各時間反応させた後､80〝1の反応混液を､10mMリン酸緩衝液

(pH7.0)で平衡化した､上記条件の逆相HPLCに供して分析 した｡再構築さ

れたインタクトASHⅠ､N-､およびC-フラグメント量は､230mmの吸収を

島津CR3A型OlrOmatOpaCで測定して求めた｡酵素阻害活性は､各時間反

応させたのち､20〝1の反応混液を用いて測定した｡
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酵素とのプレインキュべ-ト時間と再構築されたインタクトASI-ⅠⅠ量の

関係をFig.47に示した｡再構築されたインタクトASI-ⅠⅠは､プレインキュベ

ーション1時間後で顕著に検出され､その後､徐利 こ形成されることがわか

った｡しかし､阻害活性が充分に発現していても､プレインキュベーショ

ン5分後では､再構築インタクトインヒビターは､ほとんど確認できなかっ

た｡一方､N-およびC-フラグメント量は､インタクトASI-ⅠⅠの形成とは反

対に､プレインキュベーション時間に依存して減少 した｡この結果は､

N-､Cフラグメン トが部分的にインタクトASI-IIに再構築されていくこと

を示している｡
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Fig.47. ReconStitution oEthe intactASI･Ⅱ Erom the N･JLnd
C･Erp ents.TheN-andC-血agments(0.66nmoleadt)weremixedandsto托dat2oC
for7hinOllM Na-phosphatebufEbr(pH7.6),andtheniIICubatcdwithsubtilisin(0･2
nmol)inthesamebuffemt30●C.ARertheiztdicatedincubationtimes,80JL)ofthe
reactionmixturewas叩Pliedtoareversed-phase00hmn(4.6Ⅹ250mm)ofChemcosorb7
0DSHusinga】iJl飴rgradientof2-55%acelollitd)ein10mM Na-phosphtebuffer(pH
7.0)ataflowrateof0.5mi/min.TheamountsofintactASI一江(○),theN-hgmemt(△l
andtlleC一血喝ment(▲)wcre血teminedbymeasⅦ血gthedbso血 anceaI230nm.
Inllibitoryactivityagainstsubti)isin(田)ofthemiⅩtureofbothhgmezltSWasalso
determhedaftereachinc廿bationtimehdicated.
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両フラグメントの減少量は､インタクトASHⅠの増加量よりも多いが､

プレインキュべ-卜中に各フラグメントの消化産物が検出されないことか

ら判断すると､逆相HPLCカラムからの回収率の差によるものではないかと

考えられる｡

以上の結果より､修飾インヒビターの反応部位の再結合は､酵素存在下

で徐々におこることが示された｡また､これまでの阻害活性回復実験で用

いたような条件では､インヒビターはほとんどが修飾インヒビターとして

存在していることが推察された｡

第3節 考喪

通常､プロテイナーゼインヒビターの阻害反応部位の切断は､酸性条件

下での標的酵素による限定加水分解によっておこなわれる｡あるいは､イ

ンヒビターと酵素との安定な複合体を､変性剤やTCAによって解離させる

方法でも修飾インヒビターが得られる(18)｡ASIIIIの場合､中性pHで調製

したズプチリシンとの複合体を､酸性条件下の逆相HPLCに供し､アセ トニ

トリルの濃度勾配で溶出することによって､修飾インヒビター(N､C両フラ

グメント)を得た｡一般に､マメ科のズプチリシンインヒビターの反応部位

は､酸性条件下での限定水解による方法では切断されないといわれている

(54)｡VSIの反応部位は､エラスターゼによって限定的に水解を受けた3箇

所の中で､アミノ酸配列上から一致するものを推定しただけで､ズプチリ

シンによる限定水解は成功しなかったと報告されている(41).本研究で用い

た反応部位切断方法は､短時間で修飾インヒビターが得られること､切断

とフラグメントの分離が一緒にできることから､いままで限定水解が不成

功であったマメ科のズプチリシンインヒビターに対しても､有効な方法で

あると推察される｡

不活性なフラグメントから活性型インヒビターが再構築される機構は､

ASIの他にSTI(Kunitz)を材料にした､ 2種類の研究が報告されている｡

KatoとTominagaは､STI(Kunitz)をプロムシアン処理して得られる､二つ

の不活性なフラグメントを､中性pHでインキュべ- トすると阻害活性が
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80%以上回復 したインヒビターが得られることを発見した(63)｡Ikenakaら

は､同様の不活性なプロムシアンフラグメン トを用い､阻害活性が回復 し

たフラグメント混合物のCDスペク トルが､もとのSTI(Kunitz)とよく似て

いることを示した(27)｡これらの研究では､STI(Kunitz)のトリプシンに対

する反応部位は､不活性なフラグメントの片方のS-Sループ上に､インタク

トなまま保存されている｡

もう一つ の研究 は､STI(Kunitz)の反応部位切断 を伴 うもので､

Laskowski,Jr.らにより行なわれている(64)｡STI(Kunitz)は､ズプチリシン

阻害活性を有していないが､ズプチリシンにより特異的に切断を受けるペ

プチド結合が分子内に 1箇所存在する｡これは､ トリプシン阻害反応部位

とは異なっている｡彼らは､ トリプシンで修飾したSTI(Kunitz)を､更にズ

プチリシンで修飾し(doublemidification)､不活性な二つの成分を得た｡こ

の不活性な 2成分を､同様に中性pHでインキュベー トすると活性型の

STI(Kunitz)が得られる｡この場合､不活性な成分の片方は､分子内S-Sル

ープを2個有する160残基のタンパク質で､もう片方は､21残基のペプチ ド

である｡

不活性な2種のフラグメン トから活性型インヒビターが再構築するとい

う報告は､現在のところ､ASI-ⅠⅠとSTI(Kunitz)でしか得られていない｡ し

かし､STI(Kunitz)を材料とした､一連の研究では､いずれの再構築実験に

おいても､不活性フラグメントの構造が分子内S-S結合によって保持されて

おり､As暮-ⅠⅠの様に､構造が破壊された2種の不活性なペプチドから､活

性型インヒビターが再構築するという報告は､本研究がはじめてである｡

Kimらは､最近､STI(Ⅹunitz)の標的酵素との接触領域を検索する目的で､

阻害活性の異なるSTI(Kunitz)のイソインヒビターをdoublemidificationによ

り組み替える研究を行なっている(65)｡彼らは､25oC､pH7.5の条件下で再

構築を行なっているが､不活性な2成分の等モル混合物は､インキュベー

ション5時間後でも70%しか活性が回復しないので､その後不活性なペプチ

ド成分を更に添加して､90%以上に活性が回復した再構築STI(Kunitz)を得

ている｡Kimらの目的は､再構築の機序に関するものではなく､本研究と直
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接比較することはできない｡また､STI(Kunitz)の場合､フラグメントの一

方はS-S結合とPlアミノ酸残基､更にC末端領域を含む大きなフラグメン ト

であり､他方は､Pl-残基を含む極めて小さいペプチド断片であり､ASIの場

合とかなり異なっている｡一方､ASHⅠの場合､切断箇所は､標的酵素に

対する反応部位だけなので､活性の完全な回復が生じたと考えられる｡

一般に､反応部位修飾インヒビターの活性が低い場合､中性pHで標的酵

素とプレインキュべ- トすると､もとのインヒビターとほぼ同じ活性が得

られることが知れれている(18)oASI-IIの場合､活性が完全に回復した修飾

インヒビターは､インタクトインヒビターと同じように､速やかに酵素と

結合し阻害するにもかかわらず､活性型修飾インヒビター-の再構築には､

酵素は全く関与せず､むしろ標的酵素ズプチリシンの存在が､不活性なN､

C両フラグメントからの再構築を妨害していることが示された｡この様な現

象は､ASI-ⅠⅠを用いた本研究で初めて得られた新しい知見である｡

他のインヒビターにおける分子内S-S結合の役割に相当する､ポテ トⅠ型

インヒビターの分子内外における相互作用は､大麦のインヒビターCI-2､

およびEglinCの立体構造の解析から推定されている｡CI-2とズプチリシン

の複合体(66)､またCI-2単独のX線結晶解析(67)の結果は､EglinCの核磁気

共鳴スペクトル分析(68)の結果とよく似ており､反応部位のC末端側に存在

するアルギニン残基､Arg(75)とArg(77)(Fig.37)が､反応部位周辺､特に

Pl-P.位領域のアミノ酸と相互作用 し､反応部位ループとインヒビター本体

を結び付ける役割を果たしていることを示している｡また､CI-2では､こ

の両アルギニンの側鎖がPl-アミノ酸側鎖の負の電荷を安定化していること､

EglinCでは更に､このアルギニン領域とC末端グリシンが､周りの水分子

と非常に多くの水素結合を形成し､構造を安定化させていることが示され

ている｡この両アルギニン残基の存在する領域は､ポテ トⅠ型インヒビター

間でよく保存されている｡このことから､As暮-ⅠⅠの不活性フラグメント間

の相互認識の一部は､N-フラグメントのC末端数残基と､Cフラグメン ト

のN末端側から6､8残基目のアルギニン側鎖との間の非共有的相互作用に

よるのではないかと推察される｡ポテ トⅠ型インヒビターでは､これらの領
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域の他にも､ア ミノ酸配列が高度に保存された領域があり､フラグメン ト

間の相互認識に密接に関与していると考えられる｡

第4節 小括

分子内S-S結合のないASI-ⅠⅠとズプチリシンの等モル複合体をTFA酸性下

の逆相HPLCに供し､反応部位(Ala-Asp)で切断された､N末端側フラグメ

ント(49残基)とC末端側フラグメント(24残基)を調製した｡中性pHで､不

活性な両フラグメン トの等モル混合物(1FLM)をインキュべ- トすると､ 1

時間後(15oC)､または5時間後(2oC)に完全に酵素阻害活性を回復した｡

また､両フラグメントは､榛的酵素が存在しない条件でのみ完全に活性

型インヒビター-再構築され､これまで報告のなかった現象が確認された｡

このことから､不活性な両フラグメントは､互いに特異的に相手を認識 し

て､活性型修飾インヒビターを再構築し､そののち､酵素と複合体を形成

し､一部は反応部位Pl､Pl俄基の再結合によりインタクトインヒビター-再

構築されることが示唆された｡ASI-ⅠⅠで見られた､これ らフラグメント間

の非共有的結合による相互作用の研究は､タンパク質間の相互認識機構を

解明するうえで､重要な知見を与えるものと考えられる｡
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第 6章 総合考察

タンパク質性プロテイナーゼインヒビターは､タンパク質化学的研究の

対象として､多くの研究者によって取りあげられてきた｡また､最近では､

タンパク質工学の発展の基盤としてのタンパク質分子間相互作用の研究材

料としてもよく用いられている｡特に､植物起源のタンパク質性セリンプ

ロテイナーゼインヒビターについては多くの知見が蓄積されており､タン

パク質分子の構造と機能の関係を解明する上でも有用である｡

本研究では､マメ科のアズキ種子(Ⅵ'gnaanguJaTis)に存在する､ズプチリ

シンに特異的なタンパク質性インヒビター､ASI､の一次構造解析と酵素と

の反応部位の決定を行なった｡その結果､このインヒビターのタンパク質

化学的な特性やアミノ酸配列上の特徴が明らかになった｡ついで､本イン

ヒビター分子内にS-S結合が全くないことに注目して､インヒビタータンパ

ク質を反応部位で切断して断片化し､二個の不活性フラグメントを調製し

た｡そして不活性フラグメントから活性型インヒビターが再構築されるこ

とを発見し､その機構､特に非共有結合によるタンパク質分子間の相互認

識の解明を行なった｡

まず､第 2章では､アズキ種子から､ズプチリシンインヒビターを抽出

し､イオン交換クロマ トグラフィーおよびゲルろ過により､2種のインヒ

ビタータンパク質､ASI-Ⅰ､ⅠⅠを約120倍に精製した｡マメ科では､従来､ ト

リプシンやキモ トリプシン阻害活性を有するインヒビターの報告がほとん

どで､ズプチリシンにのみ特異的な阻害機能を発現するインヒビターは稀

であるが､アズキ種子には､このようなズプチリシンインヒビターが､ ト

リプシンおよびキモトリプシンインヒビターと同じ程度に含まれているこ

とがわかった｡

第3章では､ASI-Ⅰ､ⅠⅠの物理化学的並びに化学的諸性質を調べ､両イン

ヒビターのタンパク質化学的な差異を明らかにするとともに､ASIが､従来､

マメ科で報告されているSTI(Kunitz)型やBBI型とは著しく異なったインヒ

ビターであることを示した｡ASIの諸性質の中で最も特徴的なことは､その

分子内にS-S結合が存在しないことである｡ソラマメでも､ASIとよく似た
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タンパク質化学的特性を持ったズプチリシンインヒビターの報告もあるの

で､ASI様のインヒビターグループが､第3のマメ科インヒビターファミリ

ーとして存在していることが示唆された｡

第4章では､ASH､ⅠⅠの完全一次構造および反応部位ペプチ ド結合を決

定した｡ASHは､92残基のアミノ酸から構成されるインヒビターで､

ASI-ⅠⅠは､ASHのN末端側19残基のペプチ ドが欠落したより低分子の

ASI(73残基)であることが確認された｡また､ASIの反応部位はAla-Aspで､

インヒビターのC末端寄 りに位置していた｡ASI-ⅠⅠは､阻害機能上､ASI-I

と同位のインヒビターであった｡

ASIのアミノ酸配列を他のインヒビタータンパク質のものと比較したと

ころ､ASIがポテ トⅠ型ファミリーのインヒビターであることが明らかとな

った｡ポテ トⅠ型ファミリーは､ASIの他に､ポテ ト､トマ ト､大麦から得

られたキモ トリプシンインヒビター､ソラマメのズプチリシンインヒビタ

ー､ヒルのEglinCなどが確認されており､生物界に広く分布している｡

ポテ トⅠ型フアミ1)-は､タンパク質化学的に､他のインヒビターファミ

リーとは､著しく異なった特性を有している｡他のファミリーのインヒビ

ターは､分子内S-S結合によって､その構造を保持しており､プロテイナー

ゼに対する阻害反応部位は､いずれかのS-Sループ上に局在している｡特に､

インヒビター分子内のS-S結合の配置と､反応部位が存在する位置との構造

的な関係は､各ファミリーにおいて一致している｡

一般に､反応部位修飾インヒビターは､もとのインヒビターとほぼ同じ

酵素阻害機能を示すが､この現象は､反応部位の切断で新たに生じた､Pl位､

およびP1-位の両末端が拡散しないように､分子内S-S結合が構造を保持して

いる､あるいは､反応部位アミノ酸が離れた位置にあっても､活性発現に

必須の構造はS-S結合によって維持されているからだと説明されてきた｡

ポテ トⅠ型インヒビターは､ASIのように分子内S-S結合を持たないものが

多く､S-S結合が存在している場合でも､酵素阻害には関係していないこと

が確認された唯一のインヒビターファミリーである｡ポテ トⅠ型インヒビタ

ーは､分子内の非共有的相互作用によって､その構造を保持している｡
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第 5章では､ASI-ⅠⅠの反応部位(Ala-Asp)を切断して､2種のペプチ ド､

N-フラグメント(49残基)とCフラグメント(24残基)を調製し､これらの不活

性な両フラグメントから､活性型インヒビターが再構築されることを示 し

た｡

中性pHで､両フラグメントの等モル混合物(lJJM)をインキュべ-トする

と､ 1時間後(15oqまたは5時間後(2oqに､完全に酵素阻害活性を回復 し

た｡ところが､30oCでフラグメント混合物をインキュべ-トした場合は､

酵素阻害活性は､約70%にまでしか回復しなかった｡一方､フラグメン ト

混合物を2oCで7時間インキュべ-トして､阻害活性が完全に回復した再構

築ASIを､更に30oCでインキュべ-トしたところ､阻害活性は､先の場合

と同様に約70%に低下した｡以上の結果から､N-､C-フラグメントの解離､

会合状態は､インキュベーション温度に依存して､可逆的に変化している

ことが示唆された｡

従来､他の分子内S-S結合を持つインヒビターについては､反応部位修飾

(切断)インヒビターの阻害活性が低い場合でも､棟的酵素とともに中性pH

でインキュべ-トすると､徐々に阻害活性が回復することが知られている｡

ASIの場合､切断された反応部位ペプチド結合(Ala-As p)の修復は､榛的酵

素と複合体を形成した状態で､徐々におこるが､N-､Cフラグメントから

活性型インヒビター(修飾インヒビター)-の再構築は､標的酵素が存在しな

い条件でのみおこることが確認された｡これは､本研究で初めて得られた

知見である｡

以上の結果から､反応部位で切断されたN-､Cフラグメントは､まず､

互いに特異的に相手を認識して､活性型インヒビターを再構築し､そのの

ち､酵素と複合体を形成することが明らかとなった(Fig.48)｡
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>
ここ===

Fig.48.ReCOnStitutiono1ActiveASIfrominactiveN･AndC･Lbgments.

セリンプロテイナーゼは､基質と結合してミカエリス複合体(Michaelis

のmplex)を生成し､四面体型中間体(tetrahedralintermediate)を経て､アシ

ル酵素となる｡この時､切断されたペプチド結合のC末端側ペプチドが生

成物として遊離する｡ついで､アシル酵素に水が付加して､四面体型中間

体､酵素-生成物ミカエリス型複合体を経て､酵素と生成物(N末端側ペプチ

ド)になる｡プロテイナーゼインヒビターの反応部位は､基質と全く同じ樵

式で酵素と結合するが､脱アシル化以前の状態で反応が停止していると考

えられている(18)｡

酵素イ ンヒビター複合体の立体構造解析の結果､Kazal型のオボムコイ

ド､PSTI､BFrI､BBIはいずれも､ミカエリス複合休と四面体型中間体の

間の状態で反応が停止しており､反応部位ペプチド結合は切断されていな

い｡STI(Kunitz)型は､四面体型中間体をとり､serpinはアシル酵素の状態

で､酵素との反応が停止している(69)｡ASIは､N-フラグメントが酵素を阻
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害しないことからserpinのようにアシル化型のインヒビターではない｡ポテ

トⅠ型ファミリーの大麦CI-2やEglinCの立体構造解析でも､反応部位はイン

タクトであることが示されており､ポテトⅠ型インヒビターは､他の多くの

インヒビターと同様に､ミカエリス複合体から四面体型中間体にいたる途

中で､酵素との反応が停止した状態をとっているのではないかと考えられ

る｡

現在､15種類の酵素イ ンヒビター複合体のX線結晶構造解析が得られて

おり､インヒビターに共通する構造的特性が蔑つか確認されている(70)｡複

合体中の､酵素とインヒビターの相互認識部位の構造は多様であるが､接

触領域は､全て双方の30-40残基のアミノ酸で構成されている｡また､相互

認識領域には､約10個の分子間水素結合が関わっている｡これは､抗原 と

抗体の相互認識部位においても確認されている｡このタンパク質分子間水

素結合の25%は､接触領域に位置する特定のアルギニン残基側鎖､または

リジン残基側鎖が関与している｡タンパク質分子間の直接的な水素結合の

他にも､分子間に存在する水分子と極性アミノ酸の間に多くの水素結合が

見られる｡

ポテ トⅠ型インヒビターのうち､大麦のCI-2およびEglinCの立体構造解析

の結果からも､反応部位のC末端側に存在するアルギニン残基､Arg(75)と

Arg(77)(Fig.37)が､反応部位周辺のアミノ酸と相互作用し､反応部位ルー

プとインヒビター本体を結び付ける役割を果たしていることが示されてい

る(66,68)｡この両アルギニン残基の存在する領域は､ポテ トⅠ型インヒビタ

ー間でよく保存されており､ASI-ⅠⅠのN-フラグメントとC-フラグメントの

特異的な相互認識の一部は､C-フラグメントに存在する､アルギニン残基

が関与していることが示唆される｡

本研究で示した､不活性N-､Cフラグメン トから活性型ASIへの再構築

機構は､タンパク質の構造と機能の関係を研究する上で､よいモデルであ

ると考えられる｡今後､これらN-､C-フラグメン ト間の特異的相互認識に

関わる領域について更に詳しい研究が進めば､タンパク質-タンパク質相互

認識機構の解明にとって､新たな知見の蓄積が得られるものと期待される｡
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要約

乾燥アズキ種子から2種のズプチリシンインヒビター､ASH､ⅠⅠを精製

し､その物理化学的および化学的特性を調べた｡両ASIは､分子内S-S結合

を持たない点で､他のインヒビターに比べて特徴的であった｡

次に､両インヒビターの完全アミノ酸配列および阻害反応部位を手動

DABITC法によって決定した｡ASLⅠは92残基のアミノ酸で構成されるイン

ヒビターで､反応部位はAla-Aspであった｡また､ASHⅠは､ASLⅠのN末

端側19残基のペプチドが欠落した低分子型ASI(73残基)であった｡ASIは､

ポテ トI型インヒビターで､マメ科植物にSTI(Kunitz)型やBBI型以外の第 3

のインヒビターグループが存在することが示唆された｡

分子内S-S結合のないASLⅠⅠの反応部位(〟a-Asp)を切断し､N末端側フ

ラグメント(49残基)とC末端側フラグメント(24残基)を調製した｡最適な条

件で､不活性な両フラグメン トをインキュべ-トすると､完全に酵素阻害

活性を回復した｡活性型インヒビター-の再構築は､標的酵素が存在しな

い場合のみおこることが､本研究ではじめて確認された｡両フラグメン ト

間の非共有的相互作用の研究は､タンパク質分子間の相互認識機構を解明

する上で､重要な知見を与えるものと期待される｡
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SUMMARY

TwomolecularformsofproteinsubtHisininhibitorwere

isolatedfrom Adzukibeans(tGgnaangulan'S)bysuccessive

columnchromatographyon CM-ce"ulose,Sephadex G-50,

andDEAE-ce"ulose.Thefinalpreparationswereconfirmedto

behomogeneousonpolyacrylamidegelelectrophoresis.

Thecomp一eteaminoacidsequenceofamajormolecular

form ofadzukibeaLnSSubtilisininhibitorASl-IwasestaLbljshed

bymanualanalysisusing4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4'-
isothiocyanate(DABITC).sequencingwasperformedonthe

peptideswhichwerederivedbydigestingtheinhibitorwith

TPCK-trypsin,IysyトendopeptidaseandStaphylococcusaureus

V8-protease, ASトIconsistedofasinglepolypeptideof92

aminoacidresiduesandthemolecularweightwascalculatedto

be10,800.AminorformofsubtilisininhibitorASトHwasalso

sequenced.TheaminoacidsequencesofthetwoformsofASI

wereidenticalexceptthatASトIhadanextraamino-terminal

sequenceof19aminoacidresidues.ThereaLCtjvesitepeptide

bondofASIwasdeterminedtobeAJa-Asp.Comparisonof

amino aLCid sequencesrevealed thatASrswere 29-68%

homologousinsequencetotheirlhibitorsofsocalled"potato

lnhibitorlfaLmily. Themembersofthisfamilyhavebeen

confirmedto requireno intramoLeculardisulfide Jinkage to

retaJ'nthesuitableconformationforenzymeinhibition.

The reactive site peptide bond ofASl-HwasreadHy

cleavedwithsubtilisinduringareversed-phaseHPLCofthe

enzyme-inhibitor complex using a trifluoroacetic acid-

acetonitrileelutionsystem.SinceASHlhadnointramolecular
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disulfide linkage,the inhibitor was converted into two

fragmentsafterthelimitedcJeavageatitsreactivesite.Oneof

themcorrespondedtotheregionfromtheamino-terminalLys

tothereaLCtivesitePIALaandtheothertotheregionfromthe

帽aCtive site Pl'Asp to the carboxyトterminalGly ofthe

inhibitor(N-andC-fragments,respectiVely).Althougheach

fragmentshowednoeffectonsubtilisinactivity,anequimolar

mixtureofbothinactivefragmentsinhibitedthetargetenzyme

asdidtheintactASトIl.

Ingeneral,thereactivesite-modifiedserine-proteinase

inr.N-bitorscanbereconstitutedalmostcompletelybyincubation

withtheirtargetenzymesforJongtimeevenifamodified

inhibitorhasreducedirlhibitoryactivity.AsforAShlL,however,

thepresentstudyindicatedthattheN-andC-fragmentsof

theinhibitorcouldbereconstitutedintoanactiveform ofthe

inhibitorby incubation only in the absence ofthe target

enzyme.Bothfragmentsassociateeachothertoformafully-

activeinhibitorundersuitableincubationcondition,andthen

inhibitsubtLHisinasstrongasdoestheintactASJ-H.

Furtherinvestigationonthepropertiesoftherecognition

sites and the non-covalent forces responsible for the

associationoftheN-andC-fragmentsmaLyProvidesome

usefulinformationontheprotein-proteininteraLCtion.
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