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論文内容の要旨

ダイズ種子iと含まれているKunitz型卜リプシンインヒピターには，ディスクポリアクリルアミドゲル

電気泳動で識別される 3 種類のインヒピター Tia • Tib およびTiC が存在し， ダイズの品種により含まれ

るインヒピターの種類が異なっている。これら 3 種のインヒビターの構造とトリプシン阻害活性との関

連を明らかにするため，以下の研究を行った。

ダイズ品種「農林 2 号」と「ライデン」からそれぞれTib と TiC を精製し，市販のTia とともに謝斗とし

て使用した。乙れら 3 種のインヒピターTia • Tib およびTiC の全一次構造を通常の方法で決定し(図一

1) .乙れまでに報告されているTia の全一次構造に誤りのある乙とを明らかにした。 3 種のダイズKu

nitz 型インヒピターはいずれも 181 アミノ酸残基から構成され，下iζ示したようにTia と TiC 聞に 1 アミ

ノ酸残基， Tia と Tib の聞に 8 アミノ酸残基， Tic と Tib の聞に 9 アミノ酸残基の置換が存在する乙とがわ

かった。

Tia , Tib, Tic のトリプシンに対する反応部位はし、ずれもArg ( 63 ) -l1e ( 64 )であり， トリプシンと

の複合体の解離定数はそれぞれ1.5 x 10-10M , 1 x 10-8M , 2 x 10-10M で， Tib が特に弱い阻害活性を示

した。次 IC.， Tia およびTib の反応部位Arg( 63 ) -l1e (64) 結合をトリプシンで切断し，さらにズブチ

リシンを作用させて， Met (84) -Leu ( 85 )結合を切断して得た両インヒピターの二重修飾インヒビ

ターを酸性条件下で、ゲルろ過を行い， Tia よりペプチド部分 a ( 1 64 RFIAEGHPLSLKFDSF A VIM 84) と

残りのタンパク部分 A. Tib よりペプチド部分 b (164 RFIAEGNPLRLKFDSF A VIM84) と残りのタンパ

ク部分 B を分離した。乙れら A ， B. a および b はそれぞれ独立ではトリプシン阻害活性を示さないが，

タンパク部分とペプチド部分をA+a ， A+b , B+a およびB+b の 4 つの組み合わせで混合すると，
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乙の 4 通りの組み合わせで再構時間の経過とともにいずれの組み合わせのものも阻害活性を回復した。

4 種の再構成インヒ成したインヒビタ-Ti (Aa) , Ti (Ab) , Ti (Ba) およびTi (Bb) を精製したと乙ろ，

ビターは卜リプシンと 1 : 1 で結合して酵素活性を阻害し，それぞれのトリプシンとの複合体の解離定

1.1 x 1O- 8Mであった。1.0 x 10-9M , 1. 5 x 10-9M , 数は 2.0 x 1O- 10M, 

またAsn (71 )カまHis (71 ) 以上の結果からPhe (62) がTyr (62) に置換した再構成インヒビター，

ならびにSweet らにより報告されi乙置換した再構成インヒビターがいずれも10倍程度活性が強い乙と，

たTia と卜リプシンとの複合体の X線解析の結果から，インヒピターのTyr (62 )と His ( 71 )が卜リプ

シンの阻害に極めて重要であることがわかった。

nunMH 

笥3

F
U
 

P
U
 

F
F
 

血
円

T
E
 

n
u
 

F
3
 

n
u
・
L

司
正

V
E
 

V
E
 

T, F
U
 

F
U
 

M
刊旧

ハ
問M
出

'
L
 

n
u
n
r
 

制
問

F
U
 

F
E
 

M
刊

n
υ
 

a
L
 

H
u
'
 

Fr 
n
u
 目

前
一
村
一

40 50 一一 60 
Tia: A A P T G N E R C P L T V V Q S R N E L 0 K G llGIT 1 1 S S 

Tib: IG 1 

TiC: IEI 

n
u
n
v
 

nヨ

F
U
 

M
V
 

F
しM

H
 

U
M
ｭ

a
H
 

n
u
r
r
 

向
。

e
J
 

n
υ
 

Fr 
vh 

e
L
 

田
川
川
川
凶

'
L
 

同
ハ
川
川
山

n
U
F
U
 

F
E
 

A
H
 

n
R
 

n
k
 

m
l川
ハ
山

t
M
一
が
一

100 11 0 一一 1 包-
T;a: T E W S V V E O'L P E G P A V K 1 G E N K 0 AI川 o G W F R 同

Tib: Ivl Irl 
一 一一
TiC

: IMI ILI 
一 一一

n
U
T
A
 

P
町
一
曹

噌

E
F
U

n
υ
 

F
U
 

F
b
 

v
k
 

n
u
 

n
u
 

F
F』

nuaun 

a
q
 

噌
'
n
wn

u司
、

m
H川
ハ
凹

F
U
 

Fr 

M曹・
LU

R
n
 

V
E
 

n
U
M
刊

弓
3

宅
t
M
NFr 

F
E
 

n
u
 

n
u
 

E
d
 

H
V
 

D
H
 

F
E
 目

前
一
村
一

160 170 _ 181 
Tia: S 1 0 H 0 0 G T R R L V V S K N K P L V V Q F Q Krr10 K E S L 

T1b:川
TiC: ILI 

Kunitz型ダイズトリプシンインヒピター， Tia 
• Tib およびT{

のアミノ酸配列の比較。 Tia のアミノ酸配列を基準にして置換
しているアミノ酸のみを口で示す。
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論文の審査結果の要旨

ダイズ中には遺伝的に異なる 3 種類のKunitz型.トリプシンインヒピター. Tia • Tib およびTiCが存在す

るが，これらのインヒビターの酵素阻害活性，物理化学的性質の微妙な差異は，主としてそのアミノ酸

配列の相違によると考られる口一方ダイズの品種により含有するKunitz型インヒピターの種類が異なり，

それら品種の分布にも地域性のあることが知られている。乙れらの事実を解明するためにも，これら 3

種のインヒビターの一次構造を決定する乙とは重要である。

金承鏑君は，インヒピター Tib およびTiC を，それぞれを主として含むダイズの 2 品種「農林 2 号」な

らびに「ライデン j から精製し，市販のインヒピタ --Tia との諸性質を比較するとともに，これらインヒ

ピターの 181 残基からなるアミノ酸配列を決定した。その結果， Tia と T{ 聞には 1 個のアミノ酸置換，

Tia と Tib の聞には 8 個のアミノ酸置換が存在し，また乙れまでに報告されていたTia のアミノ酸配列の 2

ケ所に誤りのあることを見い出した。

さらにTia • Tib にトリプシンおよびズブチリシンを作用させて限定酵素分解を行い，両インヒビター

からアミノ酸21残基からなるペプチド(lle ( 64 ) -.. Met ( 84 ) )を切り出し，残りのタンパク部分と，

乙のペプチドを相互交換する乙とにより Tib のペプチド部分を含んだ新Tia インヒビター， Tia のペプチド

部分を含む新Tib インヒピターを再構成することに成功し，これら新インヒピターの酵素阻害活性をもと

のTia およびTib の活性と比較する乙とにより， Tia のTyr( 62 )の水酸基と His( 71 )のイミダゾール基が

プロテアーゼの阻害に極めて重要である乙とを明らかにした。

これらの成果はKunitz型トリプシンインヒビターの構造と阻害活性の相互関係の解明に重要な寄与で

あり，理学博士の学位に十分値するものと認める。
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