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論文内容の要旨

セリンプロテアーゼの活性部位に存在するヒスチジン残基の水溶液中での挙動は，近年蛋白質分解

酵素の触媒機構解明のための有力な手段として，数多くの研究の対象となってきた。しかし蛋白質分

解酵素に特有の自己消化作用，およびタンパク質中のヒスチジン残基の個別滴定法の限界のため，未

だに明確な結論は得られていない。一方筆者は，放線菌 Streptomyces erythreus の生産するトリプ

シン様酵素 (St. er. トリプシン)が自己消化を起さず，その活性pH領域で、極めて安定であることを

見いだした。しかし本酵素に関しては，若干の知見しか得られていないため，筆者はまず，本酵素の

一次構造を決定した D その結果，本酵素は 227 残基のアミノ酸から成り，他のセリンプロテアーゼ類

と明らかな相向性を示した。さらにセリンプロテアーゼの活性部位に共通に存在する，ヒスチジン，

アスパラギン酸，セリンの各残基は，本酵素の対応する一次構造上に見出され，それらの周辺アミノ

酸残基に高い相向性が見られた。

さらに近年筆者らの研究室で開発されたトリチウム交換滴定法と iH-NMR滴定法とを併用し，本酵

素の活性部位に存在するヒスチジン残基のミクロ環境解析を試みた。トリチウム交換滴定法では，本

酵素中に存在する 4 個のヒスチジン残基の帰属は明確で、あり， lH-NMR滴定曲線の帰属もまた，トリ

チウム交換滴定の結果を利用して一義的に決定できた。

これらの滴定の結果より，活性部位ヒスチジン残基， His 42 (57) ，は pKa6. 7 を示し，かなり埋も

れた環境にあることが判明した。これらの結果は，セリンプロテアーゼの活性部住のいわゆる“電荷

移動"系において，ヒスチジン残基は，イオン対として，隣接するアスパラギン酸負電荷と相互作用

していることを強く示唆している。さらに以上の結論に基づき，セリンプロテアーゼの触媒機能につ
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いてさらにくわしい考察を行った。

一方， S treptomyces erythreus の生産するもう一種の酵素， リボヌクレアーゼ St. (RNase St.) 

の単離精製を行い，さらに本酵素の活性部位の環境解析を行った。トリチウム交換滴定および'H-NMR

滴定の結果から，ただ 1 個のヒスチジン， His 91，のみが，活性部位に存在し，措抗阻害剤3'-GMP

のリン酸部位と相互作用していることを明らかにした。さらに， 3'P-NMR滴定法により， 3'-GMP 

と本酵素の相互作用様式を推定したO さらに，他の二種のリボ核酸分解酵素，リボスクレアーセ A お

よび~Tl の活性部位との比較より，リボ核酸分解酵素の触媒機能発現のメカニズムについての考察を行

ったO

論文の審査結果の要旨

宮本君は放線菌の一種， Streptomyces erythreus が培養液中に放出する酵素のうち，グアニル酸

残基に特異なリボヌクレアーゼ (RNase)St. とトリプシン様活性を示すセリンプロテアーゼ (St. er・

トリプシン)を分離し，両酵素の活性部位のミクロ環境を解析し，酵素の触媒反応機構解明に重要なデ

ータを提供した。

先ずtRNase St. については102個のアミノ酸からなる一次構造が既に報告されていたが，構成アミ

ノ酸は101個であることを見出し，一次構造の訂正を行なった。ついで 2 個含有されるヒスチジン

( His) 残基周辺のミクロ環境を，成田研究室で開発されたトリチウム交換滴定法， 'Hおよび 3'P N 

NMR 滴定法を併用して解析し，さらに桔抗阻害剤である 3'-GMP存在下において同様の研究を行なっ

た。その結果His-60は近傍のカルボキシル基と強い相互作用をし，活性部位とは無関係の分子表面か

らやや埋れた部位に存在すること， His-91 は分子表面の活性部位に存在し， 3'-GMPのリン酸基と結

合し得る触媒4基の一つであることを明らかにし，この残基周辺には正負の両電荷が存在することを推

定した。

一方， St. er. トリプシンの一次構造は不明であったので， 127個のアミノ酸からなる一次構造を決

定し，引続いて 4 個含有される His 残基周辺のミクロ環境を RNase St. の場合と同様の手段を用い

て解析した。その結果 His-12は分子表面に存在し近傍の正電荷と強い相互作用をしていて 4.8 という

極めて低いpKaを与えることを見出した。 His-42は活性部位のチャージリレー系に関与する His であ

ること，活性部位クレパスに半ば埋れて存在することを明らかにした。近傍の Asp と強い相互作用を

しているにも拘らず， pKa 6.7の正常値に近いpKaを与えることから，周辺のミクロ環境にういて推論

を加え，この酵素の触媒反応機構を提出した。 His-77 は溶媒と全く接触できない疎水環境に存在す

ること， His-136は分子表面近くに存在し，近傍の負電荷と弱い相互作用をしていることを明らかに

にした。

以上の宮本君の研究は，両酵素の活性部位のミクロ環境を溶液中で始めて解析し，触媒機作解明に

貴重なデータを提供したものであり 理学博士の学位論文として充分価値あるものと判定する。
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