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論文内容の要旨

(1) ヒト醇分泌性トリプシンインヒビター (P S T 1) の多様性を構造的に明らかにする目的で， ヒト勝

液より 4種類の P S T 1 (A 1 , A 2 , B , C) を精製し，一次構造を決定した。その結果， ヒト醇液中

に最も多量に含まれる Bが本来の型である乙とが分かつたが，報告された構造 (Bartelt et al. 

(1977) Arch.Biochem. Biophys. 179 , 189-199) と 2 ケ所で異なっていた。即ち，

Asn (21 )はAsp であり， Asp (29) は Asn であった。また， Al は Bの Gln (45) がGlu f乙，

A2 は Gln(51) がGluf乙，それぞれ脱アミド化した結果，生じた PSTI である乙とが分かつた。

さらに， C は Bの N末端から 5 個のアミノ酸残基が欠落したPSTI である乙とが分かつた。 Bおよび

C は， ヒトトリプシンを 1 : 1 のモル比で化学量論的に阻害し，その解離定数は 10- 9 Mのオーダー

で大差はなかった。しかし， Al および、A2 は， ヒトトリプシンを化学量論的に阻害しなかった。

また，イヌ醇液より PSTI を精製し，アミノ酸配列の決定を行なった。イヌ PSTI は 57個のア

ミノ酸残基からなり，他の晴乳類PSTI の 5 6 残基(ラット PSTI-I を除く)より 1 残基多かっ

た。イヌ PSTI は，ウシトリプシンを 1 : 1 のモ Jレ比で化学量論的に阻害し，その解離定数は 10..... 9

M以下であった。

(2) ヒト PSTI の一時的阻害メカニズムを明らかにする目的で，まず， Met ーヒト PSTI をコード

する合成遺伝子を，インターフェロン -r (1 FN-r) またはアミノグリコシド 3' ーホスホトラン

スフエラーゼ II(APH) 遺伝子の下流に融合し， ヒト PSTI を IFN-r または APH との融合

タンパク質として大腸菌により生産させた。組換え型ヒト PSTI は，ブ、ロムシアンを用いて融合タン

パク質から分離し，最終的に， トリプシンー CH-Sepharose 4B カラムを用いたアフィニティ・ク

-77-



ロマトグラフィーで精製した。組換え型ヒト PSTI の構造および諸性質は，天然型ヒト PSTI に完

全に一致した。

さらに， APH/PSTI 融合タンパク質をコードする遺伝子を用いて， site-directed in 

vitro mutagenesis の手法により， ヒト PSTI のArg (42) をGln またはThr に， Lys (43) 

をThr に， Arg(44) を Ser に，それぞれ 1 残基ずつ置換した変異型 PSTI を作製し， ヒトトリプ

シンに対する一時的阻害の変化を調べた。 Gln (42) ー PSTI およびSer(44) ー PSTI は天

然型ヒト PSTI に比べ，ヒトトリプシン阻害時間が長くなったが， Thr (42)-PSTI は天然型

ヒト PSTI とほぼ同じ阻害時間を示し， Thr (43)-PSTI の阻害時間は天然型ヒト PSTI よ

りさらに短くなった。乙れらの結果から， ヒト PSTI の一時的阻害は， Arg (44) ー Gln (45) 結

合の切断に起因する乙とが推定された。

また，天然型および各変異型PSTI の Phe (39) 一 Ser (47) 構造部分のノナペプチドを化学

合成し， ヒトトリプシンとの相互作用を調べた結果，上記と同様の結論が得られた。

論文の審査結果の要旨

生物はその必須成分である蛋白質を合成する系と分解する系を兼ね備えている。分解系の主役は基質と

同じく蛋白質からできているプロテナーゼであるが，自身を含めた蛋白質の無秩序な分解を防ぐため，種

々の機構が準備されている。本論文で取扱うトリプシンインヒビターもその一つで， トリプシンの活性を

阻害する。醇臓には 分子量 6 千程度の 2種類のトリプシンインヒビターが存在し 1 つはトリプシンを

長期間阻害し，他の 1 つは一時的に間害するO 本論文はトリプシンを一時的に阻害するヒト騨臓の分泌性

トリプシンインヒピター (P S T 1 )の阻害機構を構造的観点から解明したものである。

この阻害機構の研究に際しては， ヒト PSTI の分子多様性について理解しておく乙とが必吾妻である。

そ乙で， 4種の PSTI の単離精製が行われ，それらの一次構造が決定された。その結果， 3種の分子は

主成分の PSTI の部分的脱アミド化またはN末部アミノ酸の欠蕗により生じたもので， ヒト PSTI の

トリプシン活性の一時阻害機構は分子種によらず同じである乙とが判明した。一時的な阻害機構の解明は，

ヒト PSTI遺伝子の化学合成と部位特異的変異により調製したPSTI 変異体を用いて行われた。その

結果， トリプシンと PSTI との結合部位から離れた位置にある 4 2位と 4 4位のアルギ.ニン残基の関与

するペフ。チド結合の切断が，インヒピタ}の阻害を解消させる乙とが明らかになった。

以上のように，本論文はヒト惇臓 PSTI の一次構造の決定と最新の生物学的蛋白質合成法を駆使した

トリプシンに対する一時的阻害機構の解明を内容としており，理学博士の学位論文として十分価値あるも

のと認める。
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