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論文内容の要旨

血圧降下作用をもっカリクレインははじめ尿中で、ついで騨や多くの腺組織(唾液腺、汗腺等)や

血紫でみつけられた。血禁中のカリクレインは、不活性前!駆体のプレカリクレインとして存在し、血

業をカヲス、アセトン、カゼインや酸処理すると活性化きれることが知られていた。近年長沢らによ

り、血液凝固系の号|き金役であるハーゲ、マン因子が直接プレカリクレインの活性化にあずかる因子の

1 つであるとされたが、これについての確認が精製プレカリクレインで行なわれる必要があり、プレ

カリクレインが活性型に変わる機構についても明らかにしたいと考えた。血禁中のプレカリクレイン

量が少ない上に、分離中に容易に活性なカリクレインに変換されるので従来プレカリクレインの精製

は困難で、あったが、今回ウシ血紫からプレカリクレインを精製する方法を案出し、プレカリクレイン

→カリクレイン変換にともなう分子変化を調べうる量の精製標品を得た。すなわちウシの血禁のプソ

イドグロプリン画分を 1 st DEAE-Sephadex A -50カラムクロマトグラフィ一、 2nd DEAE田 Se­

phadex A -50カラムクロマトグラフィ一、 CM-S ephadex C -50カラムクロマトグラフィ一、アル

ギニンー Sepharose 4 B を用いる吸着クロマトグラフィ一、 Sephadex G -150 を用いてのゲルj慮過

にかけ、ディスク電気泳動や超遠心分析法でほぼ単ーなプレカリクレインを得た。ウシ血紫 7.5 リッ

トルからの収量は 4.6mgで、ある。 1 st DEAE-Sephadex A --50のクロマトグラフィーより算出して約

1 ， 300倍精製しえた。精製標品中にはプラスミノーゲン、プラスミン、スロンピンの央難はなかった。

精製プレカリクレインの分子量は SDS-gel 電気泳動法や Archibald 法で 9 万、 Sephadex G ー 150の

ゲ、ルj慮過法で10万と算出きれ、等電点は6.98であった。この精製プレカリクレインを用いて、精製ハ

ーゲマン因子による活性化について調べ、ハーゲマン因子はプレカリクレインを触媒的に直接活性化

し、ハーゲマン因子によるプレカリクレインの活性化にともなう分子量変化は認められなかった。ま

た活性になったカリクレインを β-mercaptoethanol で還元後、 SDS-gel 電気泳動を行なうと、プレ
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カリクレインのときと異なり 2 つの画分に分れた。また活性カリクレインとなるとともに新たに C 末

端アミノ酸としてアルギニンのあらわれることをトリチウム法で確かめ、プレカリクレイン、カリク

レインともロイシン(イソロイシン)を C末端アミノ酸とすることもトリチウム法で確めた。これら

の結果から、プレカリクレイン分子中の-S-S で囲まれているペプチド鎖上のアルギニルペプチ

ド結合が限定的に分解きれるだけで活性化が起ることを明らかにした。またハーゲ、マン因子.で活性化

したカリクレインの各種阻害剤に対する親和性、基質特異性、分子量などは、血清にカゼインを加え

て生成したいわゆるカゼインカリクレインと著しい差は認められなかったのでいずれの場合も同一プ

レカリクレペン分子からカリクレインが生成されると考えた。

一方多くの研究者により市販のプロテアーゼ類を血禁に加えてキニン遊離が調べられているが、そ

の機構についての考えは研究者により異なるものがあった。精製したプレカリクレインを用い、これ

らの酵素がプレカリクレインを活性化してのちキニンを遊離するのか、直接母体蛋白キニノーゲンに

働いてキニンを遊離するのかを調べた。トリプシン、パパイン、ファイシン、クロストリパインや St­

reptomyces griseus のプロテアーゼはプレカリクレインを直接活性化したのち、キニンを遊離し、

またプラスミンやナガーゼは直接キニノーゲンに働いてキニンを遊離した。また血液凝固因子である

スロンビン、 Factor Xa 、 Factor IXa についてプレカリクレインを活性化するかどうかについて調べ

たが、活性化は起らなかった。

論文の審査結果の要旨

キニン遊離酵素のカリクレインは、障や血禁中でフ。レカリクレインとして存在するときれてきたが、

プレカリクレインを分離、精製した研究はなかった。勝、血禁のいずれの場合も精製中に活性なカリ

クレインへの変換がおきやすく、またプレカリクレイン含量も低いことによる。本論文ではウシの血

棄を用いて、精製の初期段階でプレカリクレイン活性化因子をのぞく方法を考え、プレカリクレイン

をはじめて純枠な蛋白として分離している。また近年発達してきた吸着クロマトグラフィーを活用し

てプレカリクレインを収量よく分離することにも成功した。こうしてプレカリクレインから活性なカ

リクレインに変化するときの分子内変化や、血中のどのよつな因子がその変化に際して作用するかが

調べられるようになった。また従来各種のプロテアーゼ類を血楽に加えて、プロテアーゼ類のキニン

遊離能が議論されていた。本論文ではプレカリクレインやキニノーゲンにプロテアーゼを直接作用さ

せ、プレカリクレインをカリクレインに活性化することによってキニンの母体蛋白キニノーゲンから

キニン遊離をおこすものと、キニノーゲンに直接作用してキニンを遊離するものとに分け、従来その

解釈が不十分であった。プロテアーゼ類による血築からのキニン遊離の機構をはっきりさせた。本論

文で重要と思われる成果は次のとおりである。

(1) 血液凝固系の第E因子であるハーゲマン因子にはプレカリクレインをカリクレインにする作用

がある。このことから血液凝固の反応系とキニン遊離の反応系が血中で連動しえるものであることが

示された。
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(2) 精製プレカリクレインにハーゲマン因子を働かせて得た活性カリクレインは従来分離きれたカ

リクレインのうちもっとも純度の高いもので、その性質を調べることにより、プレカリクレイン分子

中のジスルフィド結合で固まれているペプチド鎖上のアルギニルペフ。チド結合 1 つが切れるだけで活

'性なカリクレインになることカf明らかになった。

(3) 上にのべた活性化機構はウシのプラスミノーゲンが活性なプラスミンに変わるときの変化に非

常によく似ている。またプラスミノーゲンの活性化にともなって新たに N末端アミノ酸部としてIle­

Val-Gly-Gly が生成し、これはトリプシンの時と同じ配列であり、さらに最近血液凝固系第X 因子が

活性な Factor Xa になる時も同じ配列をもっ N末端部があらわれることが明らかになった。 カリク

レインの場合、本論文では活性化にともなって生ずる N末アミノ酸部分を調べるまでになっていない

が、論文中のプレカリクレイン精製法を孝案したことは、上のような相似性をカリクレインについて

も調べる道を聞いたことになる。

(4) 従来ショック時などにおいてキニン活性とプラスミン活性の充進がみられることから、プラス

ミンは血中でプレカリクレインを活性化するとの考えがもたれていた。今回プレカリクレインはプラ

スミンで活性化きれにくいことが明らかにきれたので、血中においてもプラスミンが直接プレカリク

レインを活性化す-る可能性はないと結論した。以上のように高橋英喜君の研究は血中でのキニン遊離

やカリクレインの活性化反応の研究に関して重要な寄与をしたものと考えられ、理学博士の論文とし

て十分価値あるものと認める。
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