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論文内容の要旨

蛋白質分解酵素の活性を阻害する蛋白質が広く植物の組織、特にマメ科植物の種子に、見出されて

いる。ダイズの Bowman甲 Birk インヒピターはこの様な蛋白質の一種であるが、 トリプシンとキモト

リプシンとを同時に阻害する点、また、 20% にも及ぶシスチン含量をもち、グリシンを全く含まない

点で、極めて特異なものと云える。この蛋白質の構造と機能を明らかにする為、まず還元アルキル化

したものをトリプシン消化し、得られたペプチドの一次構造を決めた。これらのペプチドは、もとの

蛋白の限定酵素分解と化学的手法による断片化により、その分子中での配列を決め、インヒピターの

全一次構造を決定した。

更に、二つのプロテイナーゼに対する阻害活性部位を、これらの酵素による、活性部位ペプチド結

合の特異的切断の現象を応用して同定した。

また分子中 7 箇存在する s-s 結合を、もとの蛋白を種々のプロテイナーゼで消化したり、硫酸で

分解し、得られたシスチンペプチドの構造を決定することにより、同定した。

以上の結果、このインヒピタ一分子中には 2 つの活性部位周辺に著しいアミノ酸配列の繰返しが存

在すること、更に、この分子が、殆んど同一の構造をもっ 2 つの阻害活性部位を含む部分-が互いに 2

本のポリペプチド鎖で結び合された構造をもつことが明らかに!なり、その構造と特異な機能とが密接

に対応していることが示唆された。
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論文の審査結果の要旨

ダイズ中には、 Knnitz により分離されたトリプシン活性を阻害するタンパク質の他に、 Bowman

によって各種のトリプシン活性阻害タンパク質が分離され、 Birk はこのものはキモトリプシンも同時

に阻害することを報告した。小谷君はこのいわゆる Bowman- Birk フロテイナーゼインヒピターの構

造と阻害反応機構の相関性を解明することを計画した。 Bowman- Birk インヒピターは比格的低分子

量で、 1 分子中に71個のアミノ酸が含有されることを明らかにし、ついで構成全アミノ酸の分子中に

おける配列順序を決定した。この一次構造の決定は、インヒピター中に存在する ss結合を還元後カ

ルボキシメチル化し、このものにトリプシンを作用させてえられるペプチドをそれぞれ分離、 トリプ

シンペプチドの構造は常法に従って決定するということから始めた。 10種のトリプシンペプチドのポ

リペプチド鎖中における配列順序は、このインヒピターに触媒量のキモトリプシンを酸性で作用させ、

キモトリプシン阻害活性中心に存在するーLcu- Ser-結合のみを切断するという事実を利用し、さらに

これを還元アルキル化して 2 断片に分離し、その 1 断片中に 1 個含まれるメチオニル結合を CNBr で、

切断し、合計 3 個の断片を分離し、これらの構造解析結果から全一次構造を決定した。

Bowman-Birk インヒピターの構成アミノ酸の約20% はシステイン残基であり、分子中ではこれら

がss 結合を形成しているのず、分子中における ss 架橋の位置決定は可成りの困難さをともなうこ

とが予想された。小谷君はシスチン含有ペプチドの検出法を確立し、これを用いてインヒピターのプ

ロテアーゼ消化物中のシスチン含有ペプチドを要領良く分離してその構造を解明し、 Bowman-Birk 

インヒピターの全共有結合構造を決定した。

上述の研究結果、インヒピタ一分子はほぼ対称的な 2 部分から構成され、片方にトリプシン活性阻

害部位が、他方にキモトリプシン活性阻害部位が存在し、立体構造的にも 1 分子のインヒピターにト

リプシンとキモトリプシンが同時に結合して阻害されうることを明らかにした。さらにこれら 2 区分

を有機化学的手段と酵素化学的手段の並用によって分離することを試み、 1 分子のインヒピターを 2

断片にすることに成功した。さらに、この断片の一方にはトリプシン阻害活性が、他方の断片にはキ

モトリプシン阻害活性が存在することを証明し、極めて興味ある結果をえた。

上述の小谷君の研究結果は、タンパク性プロテアーゼインヒピターの構造と阻害機構の解明に重要

な貢献をなしたものであり、同君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと判定する。
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