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論文内容の要旨

〔目的〕

アセタゾラミドは眼房水産生の抑制薬として緑内障患者の眼圧コントロールに重要な役割を担ってい

る。毛様体には炭酸脱水酵素E があり，アセタゾラミドはこれを阻害し，眼房水の産生を抑制する。

アセタゾラミドと炭酸脱水酵素E との結合様式はすでにX線による結晶解析が行われている。それによ

るとアセタゾラミドのスルファモイル基は亜鉛と結合し，アセトアミド基は Phe-131の方を向いてい

るとされている。しかし分子軌道法計算では他の構造が予測されたので溶液状態の構造を正確に測定で

きる核磁気共鳴法を用いて調べることを試みた。

〔方法〕

(1)炭酸脱水酵素 II (ウシ赤血球由来)，アセタゾラミド，重水， D 2 S0 4 , NaOD は市販品を用いた。

活性中心の亜鉛をコバルトに置換した酵素(コバルト置換酵素)， His-64をカルボキシメチル化した

酵素，メチルアミノチアジアゾールスルフォンアミド (2 -methy lamino -1 , 3 , 4 -thiadiazole-

5 -sulfonamide) は文献にしたがって調製した。 (2)水素核核磁気共鳴 CH-NMR) の測定酵素の

ヒスチジン残基のイミダゾール核 C 2 についた水素核のみを測定した。酵素の終濃度を 2mM とし，

O.lM硫酸ナトリウムを含む重水溶液とした。基準物質には sodium-2 , 2 -dimethy 1 -2 -silapenｭ

tane-5 -sulphonate を用いた。測定温度は370C とした。測定装置はパルス， フーリエ変換核磁気共

鳴装置で共鳴周波数500MHz と 360MHz を用いた。 測定方法はスピンエコー法の 1 つである CPMG

(Carr-Parcell-Meiboom -Gill) 法を採用した。 (3)pH 滴定は NaOD， D 2 S0 4 を直接試料管に入れて

行い， pH メーターの読みをそのまま測定値としたo pKa 値はジグモイド曲線に対して非線形最小自乗

-295-



法で近似を行って求めた。 (4)阻害定数は p-ni tropheny laceta te を基質とするエステラーゼ活性で測定

し， 50%阻害濃度で表した。

〔成績〕

(1)ウシ炭酸脱水酵素E の pH 滴定では， ヒスチジン残基の信号として 8 本の信号を捕捉した。このう

ち9.25ppm， 8.45ppm, 7.97ppm (pH8.5) の化学シフト値を持つ 3 本の信号が pH を変えても変化せず，

残り 5 本の信号 (7.89ppm， 7.82ppm, 7.70ppm, 7.64ppm, 7.63ppm) が pH の変化で影響を受けた。

5 本の信号の各 pKa は6.23， 6.30, 6.40, 6.42, 6.54であった。 (2)コバルト置換酵素ではネイテイブ酵

素の pH で変化しない 3 本の信号が芳香環領域から消失した。 pH で変化する 5 本の信号は存在してい

た。アセタゾラミドとの酵素阻害剤複合体ではアセタゾラミドO.4mM 以上で8.45ppm に新しい信号が

現れ， pH で変化する 5 本の信号のうち 1 本が消失した。 (3)His -64をカルボキシメチル化した酵素で

はネイテイプ酵素でみられた7.89ppm (pH8.25) の信号が消失していた。カルボキシメチル基のメチレンに

由来する信号とヒスチジン領域の7.88ppm (pH9.08) の信号との聞で核オーバーハウザー効果 (NOE)

を認めた。 (4)アセタゾラミド (50%阻害濃度0.78X10- 7 M) との酵素阻害剤複合体の pH 滴定ではネイ

テイブ酵素で pH の影響をうける7.89ppm (pH8.5) の信号が消失し， あらたに pH に影響されない信

号が8.22ppm に認められた。ネイテイブ酵素の7.97ppm (pH8.5) の pH に影響されない信号は酵素阻

害剤複合体では7.77ppm にシフトし， pH に影響されなかった。他は，ネイテイブ酵素とほぼ同様のプ

ロフイールを描いた。 (5)pH7.5で、ネイテイプ酵素濃度を 2mM に固定し，アセタゾラミドの濃度を変え

てNMRを測定した。アセタゾラミド濃度0.75mM 以上で、8.22ppm に pH に影響されない信号が現れた。

さらにアセタゾラミドのメチル基と8.22ppm の信号との聞にNOEが観測された。 (6) メチルアミノチ

アジアゾールスルフォンアミド (50%阻害濃度2.16X10- 7 M) との酵素阻害剤複合体の pH 滴定は 8 本

の信号のうち 4 本が pH に影響されなかった。アセタゾラミドの場合と比較すると， pH に影響されな

い8.22ppm が8.17ppm に， 7.80ppm が 7.67ppm へ低磁場側 lこシフトしていた。他の信号には大きな変

化はみられなかった。

〔総括〕

炭酸脱水酵素E とアセタゾラミドなどのスルフォンアミド阻害剤は酵素の活性中心にある亜鉛と相互

作用するとともに，酵素活性中心のくぼみ構造の入口付近にある His-64とも相互作用し，より安定な

複合体を作って酵素活性を阻害することが証明された。 X線による炭酸脱水酵素E と阻害剤との解析は

結晶での結果であり，溶液状態で測定したNMRの結果とは異なった。しかし溶液状態での情報は酵素

が活性を示す生理的な状態に近く，より重要な情報となることが分かった。

論文の審査結果の要旨

眼圧降下剤であるアセタゾラミド (ACZ) と受容体と考えられる炭酸脱水酵素n (CAn) との結

合の状態はX線結晶解析によるとACZのアセトアミノ基がCAn の分子内の Phe-131の方を向いて
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いるとされている O しかし分子軌道法計算で His-64との相互作用を指摘する報告もあるので，本研究

は His-64の役割に注目し，その重要性を指摘したものである。測定は核磁気共鳴 (NMR) 装置を用

い，薬理学的に意味のある 370Cの溶液中で行われた。

CAII のNMRスペクトルの芳香環領域にヒスチジン C2 プロトンの共鳴に由来する 8 個のピークを

認め， His-64を特異的にカルボキシメチル化すると 8 個のピークのなかで、7.89ppm にあった 1 個のピー

クが消失することから，このピークが His-64で、あることを同定した。つぎにACZ と CAII との複合

体のNMRスペクトルでは7.89ppm にあった His-64のピークが8.22ppm に移動したことからACZ の

アセトアミノ基がCAII の His-64と相互作用していることを証明している。またACZ にあるメチル

基のピーク C2.17ppm) と 8.22ppm のピークとの間で分子間核オーバーハウザー効果を観測したことで

も， ACZ が His-64と相互作用をしていることを示している O

以上の結果はACZ と CAII の複合体のNMRによる溶液状態での研究の重要性を指摘していると同

時に，今後副作用の少ない薬物を開発するうえに重要な情報を提供するもので学位授与に値する。
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