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第 ■ 章

序 言令

プ ロテ イナ ーゼ が 生 体 内 に お いて生 命現 象 に広 く関与 して い るこ とが明 ら

か に な る につ れて 、 これ を 阻害 す るプ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビ ターの 研究 も活

発 とな って きた。 すな わ ち 、プ ロテ イナーゼ の 存在 す る と こ ろに は必 ず とい

って い い ほ どプ ロ テ イナ ーゼ イン ヒ ビター が存 在 し、 それ らは お互 いに作用

しなが ら複雑 な 生 体 反 応 を制 御 して い る と考 え られ る 。

プ ロテ イナ ーゼ イン ヒビ ターの 研究 は、1936年 、KunitzとNorthrop

がウ シす い臓 よ り塩 基 性 トリブ シ ン イン ヒビター(BPTI)を 結 晶状 に単離 し

て以来(1>、 その 物 質 レベ ルで の 研究 が始 ま った 。 その 後 、 タンパ ク質 の 精製

法 や分 析 法 の著 しい進 歩 と とも に、数 多 くの プ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビ ターが

動 植物 界 、 さ らに は微 生 物 界 か らも発 見 され 、そ の 化学 構 造 や 阻害 機 構 、及

び 立体 構 造 に関 す る研 究 が飛躍 的 に発 展 した 。

1946年 、Kunit2は ダ イズ種 子 よ り トリブ シ ン イ ン ヒ ビ ター(STDを

単離 し(2)、 さ らにそ の トリプ シ ン との複 合 体 の結 晶化 にも成 功 して 、両 者が

1:1の モル 比 で結 合 して い るこ とを 明 らか に した(3)。 それ 以後 、 マ メ科植

物 種子 か ら同型 の プ ロテ イナ ーゼ イン ヒビ ターが 多 数 単離 され 、分 子 量約

20,000、 半 シス チ ン を4個 含 む この型 の イン ヒビ ター をK"ni切 型 イン ヒビ

ター と称 す る よ うに な っ 捷(Fl8.1A)。 マ メ科 植物 種 子 中 に は この他 に分子

量6,000か ら8,000、14個 の 半 シ スチ ン を含 むBo闘an-Birk型 プ ロテ イ

ナー ゼ イン ヒビ ター(Fig.IB)が 存在 し、 それ らの一 次 構造 も報 告 され、

Bo槻an-Blrk型 イ ン ヒ ビ ター問 に は高 い相 同性 の 存 在 す る こ とが実 証 された

(4)。

プ ロテ イナー ゼ イ ン ヒビター の研 究 は 、分子 レベ ル 、 さ らに は遺 伝 子 レベ

ルで の砂 究 へ と移 行 しつ つ あ るが 、現在 に おい て もマ メ科 植 物種 子 プ ロテ イ

ナー ゼ イ ン ヒビ ター の 阻害 機 作及 び 一 次構 造 に 関す る研究 は、 そ の標 的酵素

一1一



の反応機構 を解明する上で非常 に重要 であると考 えられ る。また、マメ科植

物プロテ イナーゼ イン ヒビターの種子 中における生理的役割 を明 らかにする

ことは、阻害を受 け るプ ロテ イナーゼ系の解明 とともに重要な課題 となって

いる。

熱帯産 のマメ科植物であ るシカクマメは、形態学的にはマメ目マメ科 アズ

キ属に属 し、 インゲ ンマメやササゲ等 に近い多年生草本で、サヤの断面が翼

を広げたように見 え るところから、一般 に英語圏ではVingedbeanと 呼ばれ

ている。発展途上 国の恒常 的な栄養不足が問題 とな っている現在 、種子中に

ダ イズな みの タンパ ク質 と脂肪を含 んで いるシカクマーメは、 この問題 を軽減

す る新 楚な食糧資源 として世界的に注 目を集め、1970年 代にはシカクマ

メを主題 と した国 際学会 までが開催され るようにな った。わが国でも、

1976年 か ら農林水産省熱帯農業研究センター沖縄支所においてその導入

が開始 され、1983年 には、 シカクマ メに関 して農学、栄養学、生化学と

いっだ広範な分野 にわ たる総合的研究体制がスター トした。

本研究 はその研究体制 の一端を担 うものであ り、シカ クマメ種子 よ リプロ

テ イナーゼ インヒビターを精製 してその諸性質について検討 し(第2章)、

その中の キモ トリブ シンイン ヒビターVCl-3の 一次構造 を決定 して阻害機作

と構造 との関係 を考察す るとともに(第3章)、WCI-3とSTIを 用 いて

Kuni七2型 インヒビターの双頭性 につ いて検討 した(第4章)。 第5章 では、

マメ科植物種子の成熟過程 にともなうプ ロテイナーゼ インヒビターの活性発

現に関す る実験結果 を示 し、プロテイナーゼ イン ヒビターの生理 的役割 につ

いて考察 しだ。
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〈 田各 号 〉

ATEE

BAEE

BAPA

BBI

BPB

BTPA

Cbm-

Cm-

DEAE-

EDTA

FPLC

HPLC

-pNA

PTH

QAE-

RCm-

SDS

SGPA

SGPB

SP-

STI

Suc-

TFA

TLCK

TPCK

トリ ス

WCI

N一ア セチル ーし一チ ロシ ン エチル エ ステル

N一ベ ンゾ イル ーレ アルギ ニ ン エ チルエ ステル

N一ベ ンゾ イル ーDレアル ギ ニンp一 ニ トロ アニ リ ド

ダ イズBo糊an-Birkイ ン ヒビ ター

プ ロモ フ ェ ノール ブル ー

N一ベ ンゾ イル ーし一チ ロシ ンp一 ニ トロア ニ リ ド

カル バ モ イル

カル ボ キ シ メチ ル

ジ エチ ル ア ミノエチ ル

エチ レン ジ ア ミン四酢 酸

高速 タンパ ク質 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

高速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

p一ニ トロ アニ リ ド

フ ェニル チ オ ヒダ ン トイン

ジ エチ ル ー(2一 ヒ ドロ キシ プ ロ ピル)ア ミノエ チ ル

還 元S一 カ ルボ キシ メチ ル

ドデ シル 硫 酸 ナ トリウム

Strepto襯yces魍 § プ ロテ アー ゼA

Streptomyce§ 魍 § プ ロテ アーゼB

スル ホプ ロ ピル

ダ イズ トリブ シ ン イン ヒビ ター(Kunitz)

サ ク シニ ル

トリフル オ ロ酢 酸

1一ク ロロ ー3一トシル ア ミ ドー7一ア ミノー2一ヘ ブ タ ノン

レ1一 トシル ア ミ ドー2一フ ェニル エ チル ク ロロ メチル ケ トン

トリス(ヒ ドロキ シ メチル)ア ミノメ タ ン

シ カ クマ メ キモ トリブ シ ン イン ヒビ ター
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WTI

WCレ3警

*WCト3
り

**WCI-3sり

Tia番

Tia誉

a**Ti
IL

シ カ ク マ メ トリ ブ シ ン イ ン ヒ ビ タ・一

Leu65-Ser66結 合 を 切 断 し だ 修 飾WCI-3

Asp141-Val142結 合 を 切 断 し た 修 飾WCI-3

Leu65-Ser66結 合 及 びAsp14!一Val142結 合 を

切 断 し た修 飾WCI-3

Arg63¶e64結 合 を 切 断 した 修 飾Tia

a
陀t84-Leu85結 合 を 切 断 し た 修 飾Ti

Arg63一 日e64結 合 及 び 門et84-Leu85結 合 を

切 断 し た修 飾Tia
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第 2 章

シ カ ク マ メ 種 子 プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 精 製 と 性 質

マ メ科 植 物 の形 態学 的進 化 に ともな い、そ の種 子 プ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビ

ター はKunl七2型 か らBBI型 へ 移行 す る傾 向 の あ る こ とがTable2-1よ り

示 唆 され る。

しか し、BBI型 イン ヒビ ター につ いて は14種 以上 の イ ン ヒビター の一次

構 造 が明 らかに さ れ て い るも のの(4)、Ku巾t2型 イン ヒビ ター に つ いて はダ

イズ トリブ シ ン イ ン ヒ ビター(STI)Tia、Tib、TiC(5,7)、 シカ クマ メ ド ノブ

シ ンイ ン ヒビ ターVTI-1A、WTI-IB(8)、 旦幽1atissi嘱aト リプ シ ンイ

ン ヒ ビタ ーDE-3(9)の 計6種 の イ ン ヒビ ターの 一 次構 造 が 明 らか に され てい

るに す ぎ な い。 し たが って 、 マ メ科植 物種 子 プ ロテ イナー ゼ イン ヒビ ターの

阻 害機 構 及び 分子 進化 を論 ず るため に は、 さ らに多 くのKunitz型 イ ン ヒビ

ター を単 離 ・精 製 し、 その 諸性 質 及び 構造 を解 明 して い くこ とが不 可 欠 であ

る。

Kor廿 は 、す で に シカ クマ メ種 子 か ら トリブ シ ンーSepharose4Bあ るいは

キモ トリブ シ ン ーSepharose4Bカ ラム を用 い た ア フ ィニテ ィー ク ロ マ トグラ

フ ィー に よ り3種 のKunitz型 イン ヒビ ター を精 製 し(10,Il)、 そ の諸 性 質 に

つ いて報 告 して い る(12,13)。 しか し、 この 精製 法 で は精 製 中 に イ ン ヒ ビター

の反 応部 位 が切 断 され る可 能性 が あ り、 イ ン ヒビ ター め性 質 及 び構 造 を研究

す る上 で 最 良の 方 法 と は言 えな い。

本 研究 で は この よ うな精 製 途 中 にお け る修 飾 を避 け るため 、 シ カ クマ メ種

子 よ り数 種 の イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラフ ィー のみ をを用 いてKunitz型 イン

ヒビ ター を精 製 し、そ の諸 性 質 につ いて 検討 した。
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第 ■ 節 材 料 と 方 法

§ ■ 実 験 材 料

シ カ クマ メ は、 農 林 水 産省 熱 帯 農業 研究 セ ン ター沖 縄支 所 に お いて

1982年 に収 穫 され た品種UPS-31を 用 い た。

ウ シ トリプ シ ン(2回 結 晶)と ウ シ α一キモ トリブ シ ン(3回 結 晶)は

Sigma社 か ら購 入 した。N一ベ ンゾ イル ーL一アルギ ニ ン エ チル エ ス テル

(BAEE)、N一 ベ ンゾ イル ーDレアル ギ ニ ンp一 ニ トロ アニ リ ド(BAPA)、N一 アセ

チル ーレ チ ロ シ ン エチ ル エ ス テル(ATEE)、N一 ベ ンゾ ・イル ーレ チ ロシ ンp一 ニ

トロ アニ リ ド(BTPA)は ベ ブ チ ド硬 究 所 か ら購入 した。側 メ タン スル ホ ン酸

(0.2累3一(2一 アミノ1刊)イント"弔 含 有)はPierce社 製 を用 い た。DEAE-Sephadex

A-50、DEAE-SephacekSP-SephadexC。25、SephadexG-75(Superfine)は

Phamacia社 か ら購 入 した 。 スベ ク トラポ ア.(門 。り.cutoff:6,000-8,000)

はSpectru田 社 か ら購 入 した。 精製 寒 天(Noble)はDifco社 製:を用 い た。

ハ イフ ロ スーバ ー セル はJohns刑anville製 を用 い た。 ア ンホ ラ インはLKB

社 か ら購 入 しだ。 ウ シ血清 アル ブ ミン、 オボ アル ブ ミン、 ニ ワ トリ卵 自 リゾ

チー ム は生 化 学 工 業 社 か ら購 入 した 。そ の他 の試 薬 は用途 に応 じて特 級 また

はそ れ 以 上 の もの を用 い た 。

ウサ ギ 抗VCl-3抗 血清 は関西 医 科大 学 の大 森 浩一 郎 博士 及 び 田代裕 教 授に

調 製 して 頂 い たも の を用 い た。 ヒ ト トリプ シ ン と ヒ トキ モ トリプ シ ンは 、大

阪大学 医学 部 小 川 道 雄 講 師 か ら供与 され た ヒ トす い液 を硫 安塩 析 し、 塩析物

を透析 して粗 酵 素 と して 用 い た。
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§2 実.験 方 寺去

〈酵 素 阻 害 活性 の 測定>

a)BAEEに よる トリプ シ ン阻害 活 性 の 測定(凹ethodA)(14)

適 当量 の イン ヒビ ター と26.3μ8の トリプ シン を0.02凹 塩 化 カル シ ウム

を含 む0.05凹 トリス ー塩酸 緩 衝液(p開8.0)2.5棚1に 溶 解 し、30℃ で5分 間

加 温 した後2mlを 試 料 セル に移 した 。 この 混合 溶 液 に上 述 の トリスー塩 酸緩

衝 液 に溶 解 した0.OIMBAEE基 質 溶 液100μ1を 加 えて す ばや くか くはん し、

253nmに お け る吸光 度 の 変 化 を 自記 分光 光 度 計(日 立320型)で 測定 した。

対 照 セル に は基質 溶 液100μ1と 緩衝 液2副 を入 れて お いた 。

b)BAPAに よ る トリプ シ ン阻害 活性 の測 定(恥thodB)(15)

0.0卵 トリスー塩 酸 緩衝 液(pH7.5)で 適 当な濃度 に希 釈 した イ ン ヒビ ター

溶液200μ1に0.0別 塩化 カ ル シ ウム 溶液(p厨3.0)に 溶解 した トリプ シン

溶液(200μgノ 田i)100μ1を 加 えて か くはん し、30℃ で10分 間加 温 した後、

同 じ トリスー塩酸 緩 衝液 に溶 解 した1m岡BAPA基 質 溶液1副 を加 えて30℃

で反 応 させ た。10分 後 、3磯 酢 酸200μ1を 加 え て反応 を止 め 、410nmに お

け る吸 光 度 を測 定 した。

c)ATEEに よ る キモ トリブ シン 阻害活 性 の測 定(門ethodC)(14)

ATEε に よ るキ モ トリブ シ ン阻 害活 性 の 測定 は 凹ethod《 に準Oて 行 っ 彪。

適 当量 の イン ヒビ ター と26.3μgの キモ トリブ シ ンを0.02凹 塩 化 カ ル シウ

ム を含 む0.05凹 トリスー塩 酸緩 衝 液(pH7.0)に 溶 解 しこ アセ トニ トリルに

溶 解 した0.02門ATEε 基 質 溶液:を用 いて237n翔 に お ける吸光 度 の変 化 を測定

した。

d)BTPAに よ るキ モ トリブ シ ン阻害 活 性 の測 定(門ethodD)(16)

BTPAに よ るキモ トリプ シ ン阻害 活性 の測 定 は 岡ethodBに 準 じて行 っ彪。

4磯 エ タノー ル を含 む0.0別 トリスー塩 酸 緩 衝 液(p"7.5)に 溶 解 し彪 イン
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ヒ ビター 溶 液 とキ モ トリブ シ ン溶液(400μg!ml,p鰭3.0)を 混 合 し、30℃ で

10分 間加 温 した後1剛BTPA基 質溶液 を加 えて 反応 させ 、3眺 酢酸 を加 えて

反 応 を止 め た後 、410n掘 に お け る吸光度 を測定 した。

e)阻 害 活 性一単位

イン ヒ ビター の 阻害 率 は次 式 に よ り算 出 で き る。

AB阻害 率 =X100
A

ここでAは インヒビター を含まない反応 系の酵素活性、Bは 適当量の インヒ

ビターを含む反応系の酵素活性 を表 している。 したが って、上述の4つ の活

性測定法(門ethodA、B、CとD)に おいて試料の阻害率を計算すればその試

料 によ り阻害 され た酵素量 を求め ることがで きる。

阻害活性 単位 は阻害された活性酵素 のm8数 、比活性 は試料 タンパクlmg

が有す る阻害活性単位 として定義 した。酵素 タンパク中に含 まれて いる活性

酵素量 はダイズ種子 よ り精製 したBBIを 用いて滴定す ることにより補正 した。

〈ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動 〉

イン ヒビ ター の 純度 検 定 及び 同定 はポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動 によ

り行 った。 電 気 泳 動 はDavisの 方法(17)に 従 ってpH9.5-7駅wV)ア ク リル

ア ミ ドゲ ル を 用 い 、ゲ ル1本 当 り2.5mAの 電流 を流 してBPBマ ー カー が分

離 ゲ ル 上 端 か ら5cmの 位 置 に達 した とき に泳 動 を止 め た。 ゲル は

0.25駕(WV)ク ー マ シー ブ リ リア ン トブル ーR-250(18)で 染 色 し、7%(W!V)酢

酸で 脱 色 した 。

〈分子 量 測 定 〉

精製 イ ン ヒビ ター の分 子 量 測定 はSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳動 に

よ り行 っ た。 試 料 を5駅wV)2一 メルカ プ トエ タ ノー ル と2.5%(wV)SDSを

含 む0.0胴 トリス ー塩 酸緩 衝 液(p紐8.0)に 溶 解 し、100℃ で5分 間還 元 し
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だ 後Kingと しae剛iの 方 法(19)に 従 っ て 電 気 泳 動 を行 っ た 。 本 研 究 で は 、

12.礫(wV)ア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 い 、 泳 動 、 染 色 、 脱 色 の 条 件 は ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に 準 じ た 。 分 子 量 測 定 の た め の 標 準 タ ン パ ク 質 は、

ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン(M.冒.66,000)、 オ ボ アル ブ ミ ン(岡.駄44,000)、 シ

カ ク マ メ トリプ シ ン イ ン ヒ ビ ターVTI-1A(凹,W.19,200)(8)、 ニ ワ ト リ卵 白

リゾ チ ー ム(凹.V.14,500):を 用 い た 。

〈ア ミ ノ酸 分 析 〉

ア ミ ノ酸 分 析 は 、Spackmanら の方法(20)に 従 い 日立835型 高速 ア ミ ノ酸

分 析計 で分 析 し炬 。加 水 分 解 は、 減圧 封管 した試験 管 内 で 側 メ タ ン スルホ

ン酸(0.跳3一(2一 アミノ1邦)イント鳩叫 含有)(21)50μ1、 あ るい は2回 蒸 留 した

6N塩 酸200μRこ よ り110℃ で24、48、72時 間行 っ た。 ス レオ ニ ン とセ

リンは0時 間 に外 挿 した値 、バ リン とイ ソロ イ シ ンは72時 間 の値 を用 い た。

シ スチ ンはHirsの 方 法(22)に 従 って過 ギ酸 酸 化 し、 シ ステ イ ン酸 と して定

量 した 。

〈タンパ ク質の定 量〉

精製過程 におけ るタンパク量 は乾燥重量で示 した。精製 イン ヒビター溶液

の濃度 はア ミノ酸分析 よ り求 めた。各 インヒビターの分子吸光係数 はインヒ

ビターの濃度 と280nmに おける吸光度 よ り計算 した。

〈等 電 点 電 気 泳 動 〉

ス ラ ブ ゲ ル 等 電 点 電 気 泳 動 は 冒rlgleyの 方 法(23)に 従 って 行 っ た 。 ゲ ル は

2%(WV)ア ン ホ ラ イ ン(p隔5-7:p醗3.5-10,4:1,(V/V))と6M尿 素 を

含 む 端(wV)ア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 い た 。 染 色 は0.01%(wV)ク ー マ シ ー・

ブ リ リ ア ン トブ ル ーG-250(24)で 行 っ た 。

〈二次 元 二 重 免 疫 拡散 法 〉

二次 元 二 重 免疫 拡散 法 はOuch七erlonyの 方法(25)に 従 って 行 った 。寒 天ゲ
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ル は0.1洲 食 塩 と0.1駅wV)ア ジ化 ナ トリウム を含 む0.01Mリ ン酸 緩衝液

(pH7.0)で 寒 天 濃 度 が1%(wV)に な る よ うに調 製 し炬。抗 原 と抗 血 清 をそ

れぞ れの 穴 に分注 し、湿度 を保 ち なが ら室 温 で拡 散 させ るこ とに よ り沈 降線

:を形 成 さ せ た。ゲ ル は上述 の リン酸 緩 衝液 で2日 間 洗浄 した後 、蒸 留 水 で塩

分:を除 き、1駅wV)ア ミ ドブラ ック10B(17)で 染 色 し、酢 酸 一メ タ ノール

(1:10)で 脱色 した 。

〈粗 イン ヒ ビター の 調製 〉

シカ ク マ メ種子3008を 粉 砕 機 で細 か く粉 砕 した後 、 氷冷 下 で か くはん し

な が ら1500旧1の アセ トンで脱 脂操 作 を二度 行 い 、 ろ過 、風 乾 して 、脱 脂 し

た シカ クマ メ粉 砕 物235gを 得 た 。 これ に0.05門 トリス ー塩 酸 緩 衝 液

(pH7.5)2000蹴1を 加 え 、4℃ で20時 間か くはん しな が ら種 子 中 の タ ンパ

ク質 を抽 出 した。 抽 出 液 は 凶7.5に 調 整 した後 、 ハ イフ ロス ーバ ー セル を

ひ いだ ヌ ッチ ェで 不 溶性 物 質 を ろ過 除去 し、 ろ液 を 氷冷 下 で か くはん しなが

ら0.25N濃 度 に な る よ うに1N硫 酸 を滴下 した 。1時 間後 、 生 じた変 性 タン

パ ク質 を遠 心 分 離 に よ り除 き、上 澄 み液 を冷 却 しな が ら10N水 酸化 ナ トリウ

ム でp髄7.5に 調整 した後 、80%飽 和 にな るよ うに硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム を加え

て塩 析 を行 っ数 。塩 析 物 は0.05凹 トリス ー塩 酸緩 衝 液(p謎7.5)に 対 して透

析 し、 透 析 溶液 を遠 心 分離 して 不溶 性物 質 を除 くこ と に よ り粗 イン ヒビ ター

溶 液95伽1を 得 炬。
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第2節 シ カ ク マ メ プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 精 製

§ ■ イ ン ヒ ビ タ ー の 精 製

シ カク マ メ種 子 よ りイオ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー を利 用 して7種 の酸性

イン ヒビ ター を精 製 した 。

まず 、種 子 よ り抽 出 した粗 イン ヒビ ター溶 液34伽1を0.05Mト リスー塩酸

緩 衝液(pH7.5)で 平 衡 化 したDEAE-SephadexA-50カ ラム(4x38c臨)に

か け 、カ ラム を 同緩 衝 液 で 洗浄 した後 、0.5凹 まで の食塩 に よ る直線 濃 度 勾配

法 で溶 出 して塩 基 性 画 分Bと 酸 性 画分Aを 得 拒(Fig.2-D。 塩 基性 画分

Bか らは すで に トリブ シ ン イン ヒビ ターVTI-1AとWTI-1Bが 精 製 され一次

構 造 も決 定 さ れて い るの で(8)、 本研 究 で は この画 分 の精製 は行 わ なか っだ。

酸性 画 分Aは 透析 、凍 結 乾燥 後 、0.0鋼 クエ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液

(p"4.0)に 溶解 し、不 溶 性 物質 を遠心 分 離 に よ り除 い た後 、 同緩 衝 液 で平衡

化 し〕陰SP-SephadexC。25カ ラム(2x70cm)に か け 、カ ラ ム を0.8凹 まで

の食塩 に よ る直線 濃 度勾 配 法 で 溶 出 す る こと に よ り、活 性 の あ る4画 分

SP-A、SP-1、SP-2、SP-3を 得 た(Fig.2-2)。

主要3画 分(SP-1、SP。2、SP-3)に つ いて は透 析 、 凍:結乾燥 後 、DEAE。

Sephace1ク ロマ トグ ラフ ィー に よ りさ らに精 製 を行 っ拒。 それ ぞ れの 画分 を

0.05凹 トリスー塩 酸 緩 衝液(pH7.5)で 平衡 化 したDEAE-Sephacelカ ラム

(1.5x47cの にか け て 吸着 させ 、0.2Mま での 食 塩 に よる直線 濃度 勾 配 法で

溶 出す る こ とに よ り、画 分SP-1か らはキ モ トリブ シ ン イン ヒビ ターVCレ1

と トリブ シ ン イン ヒビ ターVTI-3(Fi8.2-3)、 画 分SP-2か らはキ モ トリブ

シ ン イン ヒ ビター りCI-2、VCI-3、WCI。4(Fig.2-4)、 画 分SP-3か らは ト

リプ シ ン イン ヒビ ターVTト2と トリブ シ ンーキ モ トリブ シン イン ヒビ ター

WCI-1(Fi8.2-5)を 得 距。

以上 の 精 製 法 に よ り、 シカ ク マ メ種 子 か ら2種 の トリブ シ ンイ ン ヒビ ター
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(VTI-2、VTI-3)と4種 の キ モ ト リブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー(VCI-1、Wq-2、

WCI-3、WCI-4)、 さ ら に1種 の トリプ シ ン ーキ モ ト リプ シ ン イ ン ヒ ビ ター

(WTCI-1>か ら成 る 計7種 の 酸 性 イ ン ヒ ビ ター を 精 製 した 。Table2-2に 各 精

製 過 程 に お け る 結 果 を示 し た 。

な お 、SP-Aは ゲ ル ろ過 法 に よ りBowman-Birk型 イ ン ヒ ビ タ ー 画 分 で あ る

こ と が 明 ら か に な っ た が 、 低 収 量 の た め そ れ 以 上 の 精 製 は し な か っ た 。

§2 イ ン ヒ ビ タ ー の 純 度 検 定

pH9.5-7%(wV)ボ リアク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動 に よ り7種 の精 製 イ ンヒ

ビ ター の 純 度検 定 を行 った 。す べ ての イン ヒビ ター に つ いて 単一 なバ ン ドが

得 られ 、 これ らの ・イン ヒ ビター が純 粋 で あ る ことが示 され た(Fig.2-6)。

一14一



第3節 シ カ ク マ メ プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 性 質

§ ■ 分 子 量

精 製 した7種 の イン ヒビ ター の分子 量 をSDS一 ポ リアク リル ア ミ ドゲ ル電気

泳動 に よ り測 定 した 。2一メル カ プ トエ タノー ル の存 在 下 でVCI-1とWCI-4

は2本 の バ ン ドを示 し、そ の他5種 の イン ヒビ ター につ いて は単一 なバ ン ド

が 得 られ だ 。 した が って 、VCI-1とVCI-4の 分 子 量 測定 は2一 メル カ ブ トエ

タ ノー ル の非 存 在 下 で行 った。 精製 イン ヒ ビター の分 子 量 はUCI-1が

22,000で 、そ の他6種 の イ ン ヒ ビター はす ぺ て20,000で あ った

(Fig。2-7)。

§2 ア ミ ノ 酸 組 成

シ カ ク マ メ種子 よ り精 製 した7種 の酸 性 イン ヒビ タ ーの ア ミ ノ酸 組 成 を

Table2-3に 示 し た。 ア ミノ酸組 成 は各 イ ン ヒビ ターの 推定 分 子 量 に従 って

計 算 した 。7種 の イン ヒ ビター すべ て が4個 の 半 シ ス チ ンを含 んで お り、3

種 の キ モ トリブ シ ン イ ン ヒ ビ ター 、VCi-1、WCI-2、WCI-3とWC1-1は メチ

オ ニ ンを 含 ん で い なか った 。 ア ミノ酸 組成 の結 果 はVq-2とWCI-3の 間に

高 い類似 性 を示 した。

§3 酉孝素 阻 害 活`塗生

7種 の 酸性 イ ン ヒビ ター につ いて 、 ウ シ トリプ シ ン及び ウ シ α一キモ トリプ

シ ンに対 す る阻 害 活 性 をMethodAとMethodC:を 用 いて測 定 しだ 。
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UTI-2とWTI-3は1:1の モ ル比 で ウ シ トリプ シン を強 く阻害 した が、

ウシ キモ トリブ シ ン に対 して は 弱 い阻害 活性 しか 示 さ なか った(Fig .2。8)。

これ に対 し、惜Cl-1は ウ シ トリブ シ ン及び ウ シキモ トリブ シ ンを い ずれ も

1:1の モル 比 で 強 く阻 害 したが(Fig.2-9)、wCI-1と トリプ シ ンの複合

体 は も はや キモ トリブ シ ンを阻 害 す る こ とが で きず 、wCl-1は 同時 に 両酵素

を阻害 す る こ とは で きな か っ た。

一 方 、4種 の キ モ トリプ シ ン イン ヒビター の うち 、WCI-1は1:1 .3の モ

ル 比 で 、UCI-2とVCI-3は1:2の モ ル比 で ウシ キモ トリブ シ ン を強 く阻

害 し、 こ れ らの イン ヒビ ター が キモ トリブ シ ンに対 して2個 の反 応部 位 を有

して い る こ とが示 唆 され た 。 ウ シ トリプ シ ンに対 して は 、WCI-1が わず かに

随害 す るも の の 騨Cl-2とWCI-3は 全 く阻害活 性 を示 さな か っ た。 な お、

WCI-4は ウ シ トリプ シン を阻害 せず 、 ウ シキモ トリプ シ ンに対 して も弱 い阻

害 活 性 しか示 さな か った(Fig.2-10)。

以上 の 結 果 をも とに 、GreenとWorkの 方 法(26)に 従 って 各 イン ヒビター

とウ シ トリプ シン 及び ウ シ α一キモ トリプ シ ン との 複合 体 の解 離定 数Ki値 を

計算 した(Table2-4)。Uq-2とWCi-3の キモ トリブ シ ンに対 す るKi値

は 、2個 の反 応 部 位 が等 価 で あ ると仮定 した と きの1つ の 反応 部位 にお ける

み かけ のKi値 と して示 した 。WCI-1とWCI-4に つ いて は、 それぞ れの 両酵

素 に対 す る化 学量 論 的関 係 が不 明 な ため にKi値 を計 算 す る こ とはで きなか

った 。

これ らの シ カ ク マ メ イン ヒビ タ・一 こつ いて は 、 さ らに ヒ トす い液 中 の トリ

プ シ ン及 び キ モ トリブ シ ン に対 す る阻害 活 性 に つ いて も検討 した 。そ の結果 、

シカ ク マ メ イ ン ヒビ ター はウ シ トリブ シ ンあ る いは ウ シ キモ トリブ シン に対

す る阻害 活 性 に比 ぺ ると弱 い が、 ヒ トす い液 中 に存 在 す る トリプ シン活 性や

キモ トリプ シン活 性 を も阻害 す る ことが わ か っ拒。
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§4 免 疫 学 的 性 質

シ カ ク マ メ イ ン ヒ ビ ター の 免 疫 学 的 性 質 に つ い てOuchもerlony法 を用 いて

検 討 し た 。 ウ サ ギ 抗WCI-3抗 血 清 は4種 の キ モ ト リ ブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、

WC1-1、VCI-2、VCI-3、VCI-4と 沈 降 線 を 形 成 し だ が 、 そ の 他 の ト リブ シ ン イ

ン ヒ ビ タ ー 、WTI-1、WTI-2、WTI-3、 及 び トリ プ シ ン ーキ モ ト リブ シ ン イ ン ヒ

ビ タ ー・VTCI-1と は 沈 降 線 を 形 成 しな か っ た(Fi8.2-11)。

§5 WTCI一 ■ の 結 晶 化

WC卜1が 低 イオ ン強 度下 で は難 溶 性 で あ る こ とに着 目 して 、 この イ ン ヒビ

ターを0.0琳 トリス ー:塩酸 緩衝 液(p"8.0)に 溶 解(1m8!浦)し 海後 、溶液

を4℃ に保 つ こ と に よ りFi8.2-12に 示 す よ うな針 状 結 晶 を得 拒 。

§6 そ の 他 の`駐生 質

精製 した シカ ク マ メ酸 性 イン ヒビ ターの 等電 点 及 び分 子 吸光 係 数 を

Table2-5に 示 した。
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第4節 考 察

マ メ科 植 物 種子 中 に はほ とん ど例 外 な くプ ロデ イナー ゼ イ ン ヒビ ターが存

在 して い るが、本 研 究 に よ りシカ クマ メ(UPS-31)種 子 に も10種 以 上 の ト

リプ シン あ る いは キモ トリブ シン を阻害 す るプ ロ テ イナ ーゼ イ ン ヒビ ターの

存 在 す る こ とが 明 らか とな っ た。そ の うち 、一 次構 造 の 決定 され て い る

WTI-IAとWTHB(8):を 含 め、WTI-2、UTI-3、WCI-1、WCI-2、WCI-3、WCI-4、

wCl-1の 計9種 の イン ヒビ ター は、分子 量 が約20,000で あ り、1分 子 中 に

4個 の半 シ スチ ン を含 ん で い る ことか らKunit2型 イン ヒ ビター で あ る と考

え られ る(Table2-3)。

本研 究 で は、少 量 のBBI型 イン ヒビター の存 在 も確 認 され た が、種 子 抽出

液 のSephadexG-75に よるゲ ル ろ過 の結 果 も、Kunitz型 イ ン ヒビター の含

量 がBBI型 イン ヒビ ター に比 ぺ て非 常 に高 い こ とを示 した。

Korttは す で に ア フ ィニ テ ィー クロマ トグ ラフ ィー を 用 いて シカ クマ メ種

子 よ り2種 のKonl七z型 トリブ シ ン イン ヒビ ター(lnhlbitor2と

lnhibi七 〇r3)(10)と1種 のKuni七2型 キモ トリブ シ ン イ ン ヒビター(11)を 精

製 して い る。 そ れ らの ア ミノ酸 組 成 か ら、Korttが 精製 したlnhibitor3は

WTI-1に 対 応 す る こ とが示 されて いたが 、本 研究 で 精製 した イン ヒビ ターの

ア ミノ酸 組 成 よ りlnhibitor2が りTI-3に 、Korttの キモ トリブ シ ン イン

ヒビ ター がWCI-2あ るい はWCI-3に 対応 す る ことが 明 らか とな っ た

(Table2-3)。Kor枇 は1種 の キモ トリプ シン イン ヒビター しか精 製 で きな

か った が 、本研 究 で はVCI-2とVCI-3と い う非 常 に よ く似 炬性 質 の キ モ ト

リブ シ ン イ ン ヒビ ター が精 製 され た 。 おそ ら く、 これ は精 製 に用 い たシ カク

マ メの品 種 の違 い に基 づ くもの と考 え られ る。 な お 、上 記 以 外 の イ ン ヒビタ

ー は本 研 究 に よ り初 め て精 製 され た イン ヒビ ターで あ る。

本研 究 にお け る シカ クマ メ イン ヒビ ターの精 製 法 は 、 イオ ン交 換 クロ マ ト

グ ラフ ィー を利 用 した もの で あ り、 ア フ ィニ テ ィー クロ マ トグ ラ フ ィー にお

いて懸 念 され る固 定 化酵 素 に よる イン ヒ ビターの 酵素 的修 飾 を考 慮 す る必要
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がな い 。 それ に も かか わ らず 、2一メル カ プ トエ タノール 存在 下 で のSDS一 ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動 にお いてVCI-1とWC卜4は2本 のバ ン ドを示

した。 これ は、種 子 中 に これ らの イン ヒ ビター を隈 定分 解 す るプ ロテ イナー

ゼが 存在 す る可能 性 を示 唆 して お り、種子 中 にお け るプ ロテ イナ ーゼ と イン

ヒビ ター の相 互作 用 の 解 明 に糸 口を与 え るもの と して 興味 が持 た れ る。

シカ クマ メ種子 中 の キモ トリプ シ ン イン ヒビ ター含量 は、 トリブ シ ン イン

ヒ ビター 含量 に比 ぺ て は るか に多 い(Table2-2)。WTI-1は 、 ウ シ トリブシ

ンを強 く阻害 す るが 、 ウシ キ モ トリブ シ ンを ほ とん ど阻害 しな い(8)。 これに

対 し、本 研究 で精 製 し・たWTI-2とVTI-3は 、 ウ シ トリプ シ ン に対 して

VT1-1と 同様 の強 い阻害 活 性 を示 す と ともに 、 ウ シ α一キモ トリブ シ ンに対 し

て も 弱 い 阻害活 性 を示 した(Fig.2-8)。VTCI-1は トリプ シン及 び キモ トリ

プ シン両 酵 素 を強 く阻害 す る イン ヒビ ター で あ るが 同時 に両 酵 素 を阻害 す る

こ とは で きず(臼8.2-9)、 酸性p聡 での 両酵 素 に よる限定 分 解 で新 た に生

じたN末 端 か らの ア ミノ酸 配 列 が 、 どち らもSer-Gly-Phe-Ue-Pro-Gly一 で

あ る こ とか ら、WCI-1の 両酵 素 に対 す る反 応 部 位 は同一 で あ る と考 え られ る。

一 方 、3種 の キ モ トリブ シ ン イン ヒビ ターWCI-1、WCI-2、VCI-3は1分 子

で同 時 に2分 子 の キモ トリブ シ ンを阻害 す る特異 な イン ヒビ ターで あ る。こ

の よ うな 双頭 型 のKunitz型 イ ン ヒビ ターの 報告 は ほんの 数例 に す ぎず 、 ま

た 、 これ らの イ ン ヒ ビター がす ぺ て キモ トリブ シ ン イ ン ヒビ ター で あ る こと

は非 常 に興 味深 い。 な お、VCI-4は トリプ シ ンを全 く阻害 しな い うえに キモ

トリブ シ ンに対 して も弱い 阻害 活 性 しか示 さず 、 この イン ヒビ ター に は他に

標 的酵 素 が存 在 す る こ とも考 え られ る(Fig.2-10)。

本 研 究 で 得 られ た キモ トリブ シ ン イン ヒ ビター 問 に はア ミノ酸組 成 に高い

類 似性 が認 め られ 、 と くにVCl-2とVCl-3の ア ミ ノ酸組 成 は非常 に よ く一

致 して い る。免 疫 学 的性 質 にお いて も 、 ウサ ギ抗WCI-3抗 血 清 は4種 の キモ

トリブ シ ン イ ン ヒ ビター と沈 降線 を形成 す るが、 そ の他 の イン ヒビ ター とは

沈 降線 を形 成 しな い。 この こ とは、 シカ クマ メ キモ トリプ シ ン イ ン ヒ ビター

問 には ア ミノ酸 配列 上 にお いて も高 い相 同 性 が存 在 す る こ とを示 唆 して お り

(Fig.2-11)、 事 実 、VCl-2とWCl-3はN末 端 か ら第16残 基 までの ア ミノ
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酸配列が完全に一致 してい る。

いずれ にしても、シカクマ メ種子中にはさ まざ まな阻害活性 を示すプロテ

イナーゼ イン ヒビターが多数存在 してお り、これ らのインヒビターの阻害機

作及び構造 に関す る研究 は、将来 マメ科植物種子 イン ヒビターの分子進化及

び生理的役割を解 明 してい く上で重要な指針を与 えて くれるであろう。
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Fig. 2-6. Polyacrylamide gel electrophoresis of 

the purified inhibitors. Electrophoresis was done 

under the conditions described in "MATERIALS AND 

METHODS." 1, WTI-2; 2, WTCI-1; 3, WCI-1; 4, WCI-2; 

5, WTI-3; 6, WCI-3; 7, WCI-4; 8, a mixture of the 

seven inhibitors.
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Table2-4.

complexes.

Kコ.▽a工uesfortheinhibitor-enzy皿e

Trypsin Chymotrypsin

WT工 一2

WT工 一3

WC工 一2and3

WTC工 一1

4

2

6

一9

x10

-10

xユOM

一
一10

xユOM

7

『
!

戸
◎

2

一8

x10

-8

x10M

x10-9Na

-9

x10

一
,notcalculated.

aC
alLculatedontheassump'ヒion'ヒhat

twOreaCtiVeS⊥teSWitheqUiVaエent

thereare

:K二Lvalues.
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 Fig. 2-11. Double immunodiffusion tests of winged 

 bean inhibitors. Center wells, anti-WCI-3 antiserum; 

 1, 3, 5, 7 and 11, WCI-3; 2, WCI-1; 4, WCI-2; 6, 

 WCI-4; 8, WTI-1; 9, WTI-2; 10, WTI-3; 12, WTCI-1. 

 Each well contained 0.4 4g of sample.
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Needle crystal of WTCI-1.Fi g. 2-12.
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第 3 章

シ カ ク マ メ キ モ ト リ ブ シ ン イ ン

ヒ ビ タ ーWCI-3の 一 次 構 造

第2章 に お いて 、 シカ クマ メ種 子Kunitz型 プ ロテ イナ ・一ゼ イン ヒビ ター

の精 製 と性 質 に つ い て述 べ た。

その な かで 、 シ カ クマ メ キモ トリブ シ ン イン ヒビ ターVCI-3は シ カ クマ メ

種 子 中 に最 も多 く存 在 す るKunit2型 イ ン ヒ ビター で 、1分 子 で同 時 に2分

子 の キモ トリブ シ ンを 阻害 す る特 異 な 阻害 活 性 を示 し、 キ モ トリブ シ ンに対

して 分子 内 に2個 の 反応 部 位 を有 して い る と考 え られ る。 ま拒 、 この イ ンヒ

ビ ター に 対 す る ウサ ギ の抗 血 清 は 、 キモ トリプ シ ン イン ヒビ ター(VCi-1、

WCl-2、VCi-3、VCI-4)と 抗原 抗 体 反 応 を示 す が 、 そ の他 の シ カ クマ メ イン ヒ

ビ ター と は反応 せ ず 、 イン ヒビ ター の抗 原 性 と阻害 活性 、 さ らに は構 造 との

間 に相 開 関係 が あ る こ とを示 唆 し炬 。

一 方 、 現 在 まで に全 一 次構 造 が 明 らか に され たKuni七2型 イ ン ヒビター は、

ダ イズ トリプ シ ン イン ヒビ ター(5)を は じめ 、す べ て トリプ シ ンを強 く阻害 す

る イン ヒ ビターで あ り、Kuni捻 型 イン ヒビ ター の 阻害 機 作 と構 造 との 関係 を

解 明 して い く上 で 、 トリプ シ ン以 外 に標 的 酵素 を もつKuniもz型 イン ヒビタ

ー の一 次 構 造 を決 定 す る こ とは意 義 深 い 。

そ こで本 研究 で は 、いCl-3の 特 異 な 阻害 機 作 と構 造 との 関係 につ い て考察

す るため 、VCl-3の 一 次 構造 を決 定 し、 その キモ トリプ シ ンに対 す る反 応部

位 につ い て検討 した 。
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第 ■ 節 材 料 と 方 法

§ ■ 実.験 材 料

シ カ ク マ メ キ モ ト リブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 照 一3は 第2章 で 精 製 し た も の を

用 い た 。

TPCK一 トリ プ シ ン とTしCK一 キ モ ト リブ シ ン はSi8ma社 か ら 購 入 した 。

SもahIococcusaureusV8プ ロ テ ア ー ゼ はPierce社 製 を 用 い た 。

Achromobacterliticusリ ジ ル エ ン ドベ プ チ ダ ー ゼ は 和 光 純 薬 か ら 、 酸 性 カ

ル ボ キ シ ベ ブ チ ダ ー ゼ(カ ル ボ キ シベ ブ チ ダ ー ゼP)は べ ブ チ ド研 究 所 か ら

購 入 した 。SephadexG-25(Superfine)とSephadexG-75(Superflne)は

Phar田acia社 か ら 購 入 し た 。CosmosiI5C!8は 半 井 化 学 か ら、 胴C-GEL

ODSS-5ATypeは 山 村 化 学 か ら購 入 し た 。Ultrasphere-ODSカ ラ ム(4 .6x

250mm)は8eck棚an社 か ら、BlO一 臥DHi。PoreRP-304カ ラ ム(4.6x250mの

はBIO-RAD社 か ら購 入 し た 。 そ の 他 の 試 薬 は 用 途 に 応 じ て 特 級 ま た は そ れ以

上 の も の を 用 い た 。

§2 実.験 方 法

〈還 元S一 カル ボ キ シ メチル 化>

WCI-3の 還 元S一 カル ボ キ シ メチル 化 はCrestfieldら の方 法(29)に 従 って

行 った。VCI-3(500nmol)を2酬EDTAと 斜 グ ア ニジ ン塩 酸 を含 む0.5M

トリスー塩 酸緩 衝 液(p隠8.2)2mlに 溶 解 した後 、 半 シ スチ ンの100倍 モル

量 の2一 メル カプ トエ タ ノー ル を加 え 、窒 素置 換 して37℃ で4時 間還 元 した。

還 元後 、加 えた2一 メ ル カブ トエ タ ノール よ りい くぶ ん 少 な めの モ ノヨー ド酢

酸(180μ 蹴oDを 溶 解 した4N水 酸化 ナ トリウ ム溶液60μ1を 滴 下 し、遮光

下室 温 で15分 間 反 応 させ た後 、50%酢 酸 で平 衡化 したSephadexG-25カ ラ
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ム(1.5x25cの に よ り試 薬 を 除 去 し だ 。

〈高 速液 体 クロマ トグ ラフ ィー に よるベ ブ チ ドの 分離 〉

高速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)に よるベ プ チ ドの分 離 は 、 日立638

型 高速 液 体 ク ロマ トグ ラフ を用 いて行 った。:カラ ム はC18逆 相 系 カ ラ ム

(Cosmosh5C18あ るい はY配 一GELODSS-5AType,4x300mの 及び

C、 逆相 系 カラ ム(BlO-RADHi-PoreRP-304,4.6x250mの を使 用 し、ベプ

チ ドは220n織 と280n団 の 吸光 度 に よ り検 出 した。溶 出系 と して は次 に示す

3つ の 溶 媒系 を使 用 し、そ れぞ れ 流速Mノ 而nで 、0→10礪B液 の60分 直

線濃 度 勾 配法 に よ り溶 出 した 。

(1)TFA系A

A液:0.0瀦TFA水 溶 液

B液:A液 一2一 プ ロ バ ノー ル ー ア セ トニ トリ ル(20:21:9)

(2)TFA系B

A液:0.05%TFA水 溶 液

B液:A液 一 ア セ トニ ト リル(2:3)

(3)酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 系

A液:0.0川 酢 酸 ア ンモ ニ ウ ム(p"5.6)

B液:7鵬 ア セ トニ トリル:を 含 むA液

〈ア ミ ノ酸 分析 〉

ア ミノ酸 分 析 は 、第2章 で述 ぺ た方 法 に従 って分 析 し拒 。 試料 はす べ て

4凹 メ タン スル ホ ン酸(0.2%3一(2一 アミノ1邦)イント"一ル 含有)を 用 い て24時 間加

水分 解 し た(21)。

〈ア ミノ酸配列分析〉

ベブチ ドの アミノ酸配列 は、エ ドマン分解法及び カルボキシベブチダーゼ

法 によ り決定 した。
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手 動 エ ドマ ン分 解法 は岩永 らの方法(30)に 従 い、 自動 エ ドマ ン分解 法 には、

日本電 子JAS-570K液 相 シー クエ ンサ ー を使 用 した 。 エ ドマン分 解 に よ る各

PTH一ア ミ ノ酸 の同 定 は、妻 鹿 らの方 法(31)に 従 い 、Ul七rasphere-ODSカ ラム

(4.6x250mm)を 用 いたC18逆 相 系HPLCに よ り行 った。

カルボ キ シベ プ チ ダーゼ 法 はカ ルボ キシベ ブ チダ ーゼPを 用 いて行 った。

試 料(5-10nmoDを0.螺TriもonX-100を 含 む0.05凹 酢 酸 ナ トリウ ム援衝液

(pH3.7)200μ1に 溶 解 した後 、1/500モ ル 量 の酵 素 を加 えて37℃ で反応

さ せ、 時 間経 過 に ともな う遊離 の ア ミノ酸 量 を ア ミノ酸 分 析 計 で定量 した。

〈酵素 蓼肖イヒ>

a)ト リプ シン消 化

RCm-WCI-3(150n田oDを1凹 尿 素 を 含む0 .OIM重 炭 酸 ア ンモ ニ ウム 溶液

(pH8.0)700μ1に 溶解 した後 、1!100モ ル 量 のTPCK一 トリプ シン を加 えて

37℃ で4時 間 反応 させ た 。

b)リ ジル エ ン ドベ ブ チ ダーゼ 消化

RCm-VCl-3(150nmoDを0.05岡 トリス ー塩 酸 緩衝 液(pH9 .5)500μ1に 溶

解 した後 、1!800モ ル 量の リジル エ ン ドベ ブ チ ダ ーゼ を加 え て30℃ で2時

間反 応 さ せ た。

c)V8プ ロ テ ア ーゼ消 化

RCm-WCI-3のV8プ ロ テ アーゼ消 化 は 、RC儒一Vq-3(120nmoDを0 .0卵 重

炭酸 ア ンモ ニ ウ ム溶 液(p開8.0)500μ1に 溶解 し数後 、1!100モ ル量 の酵素

を加 えて37℃ で10時 間反 応 させ た。

トリプ シ ンベ ブ チ ドTB-6及 びTB-8のV8プ ロ テ アー ゼ消 化 は 、ベ ブチ

ド(30n配oi)を0.0別 リン酸緩衝 液(p鮭7.8)200μ1に 溶 解 した後 、1!25

モ ル量 の 酵素 を加 えて37℃ で24時 間 反 応 さ せ た。

d)キ モ トリブ シ ン消化

リジル エ ン ドベ ブ チダ ーゼ消 化 に よ り得 られ たペ プ チ ド混 合 物画 分 レ8の

キモ トリプ シ ン消 化 は、L-8(15nmoDを0.05凹 リン酸緩 衝 液(pH7 .8)

200μ1に 溶 解 した後 、1/400モ ル 量のTしCK一 キモ トリブ シン を加 えて37℃

一42一



で2時 間 反 応 させ た。

V8プ ロテ アー ゼ ベ プ チ ドV-14の キモ トリプ シン消 化 は、V-14(15nmoD

を0.0卵 リン酸 緩 衝 液(pH7.8)200μ1に 溶 解 した後 、1!400モ ル量 の

TLCK一 キモ トリブ シ ンを加 えて37℃ で2時 間反 応 させ た 。

〈ヒ ドラジ ン分 解>

VCI-3(20n朧o愚)を 無 水 ヒ ドラジ ン100μ1に 溶 解 し、冷 却 下 で減 圧 封 管 し

た後、100℃ で8時 間 ヒ ドラジ ン分 解:を行 った(32)。 分 解 後 開管 し、 トル エ

ンを数 滴 加 えて 減 圧 下 で ヒ ドラジ ン を除去 した後 、残 っ た分 解 物 を800μ1

の水 に溶 解 し、 さ らに200μ1の 蒸留 ベ ンズ アル デ ヒ ドを加 え て はげ し く振

りまぜ た 。室 温 で1時 間放 置 した後 、遠 心分 離 に よ り油 層 を分 離 除去 し、水

層 を窒 素気 流 中 で 濃 縮乾 固 した 。C末 端 ア ミ ノ酸 は 、 この 乾 固物 を0.2"ク

エ ン酸緩 衝 液(pH2.2)に 溶解 して ア ミノ酸 分 析 計 に よ り同定 した 。

<VCl。3の キモ トリブ シ ン に よる限定 分 解>

UCI-3(500n濡oDを 酢 酸 水溶 液(p"4.1)2mlに 溶 解 し、1!25重 量 の

TしCK一キモ トリプ シ ン を加 え た後 、 トル エ ン を1滴 滴下 して室 温 で4週 間反応

させ た 。
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第2節WCI-3の 一 次 構 造

§ ■ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列

WCI-3を 還 元S一 カ ル ボ キ シメチル 化 した後 、液 相 シー クエ ンサ ー に よ りN

末 端 か ら第64残 基 の フ ェニ ル ア ラニ ン まで の ア ミノ酸 配 列 を決 定 した

(Fig.3-1)o

C末 端 ア ミノ酸 は ヒ ドラジ ン分 解 に よ り同定 した が、 遊離 の ア ミ ノ酸 とし

て 、VCI-31モ ル 当 りス レオ ニ ン0.12モ ル 、 セ リン0.52モ ル 、 ア ラニン

0.15モ ル 、 ヒスチ ジ ン0.16モ ル が検 出 され 、VCI-3に お け るC末 端 領域 の

不均 一 性 が示 唆 さ れ た。

§2 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド

の ア ミ ノ 酸 配 列

RC叶 ΨCl。3(150n鵬oDを トリプ シン消 化 した後 、 消化 物 を0.OIM重 炭酸 ア

ンモ ニ ウ ム溶 液(pH8.0)で 平 衡 化 したSephadexG-25(Superfine)カ ラム

(0.9xl36cm)に か け てTAか らTFま で の画 分:を得 距(Fig.3-2)。

画分TFか らは 遊離 の アル ギニ ン のみ が検 出 され 、騨Cl-3中 にAr8-Arg結

合 あ る い はLys-Arg結 合 の存在 す る ことが示 唆 され た 。TAか ら 犯 までの

5つ の画 分 につ い て は 、C18逆 相 系 騒PLCに よ リ トリブ シ ンベ ブチ ドを精製

し、 それ ぞ れ のペ プ チ ドにつ いて ア ミノ酸 配 列分 析 を行 った。

画 分TAか らは 謎PLCに よ り3つ のべ ブチ ドを精 製 した(Fi8.3-3)。 べ 』

ブ チ ドTA-2とTA-3は 鰭PLC上 で2つ の ピー ク に分 か れ たが 、 その ア ミノ

酸 組 成 は完全 に一 致 し(Table3-1)、N末 端 か ら第22残 基 及びC末 端3i残

基 の ア ミ ノ酸 配 列 も同Oで あ った(Fig.3-4)。 ベ ブ チ ドTA-1は 、 そのC

末 端 ア ミ ノ酸 が ヒス チジ ンで あ るこ とか ら トリプ シン消 化 に よ り非特 異 的に
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切断 され て 生 じたべ ブ チ ドで あ る と考 え られ る(Fig.3-4)。

画分TBのHPLCで は、Fi8.3-5に 示 す ように15個 以 上 の ピー クが 得 ら

れ たが、 その うち 純 粋 に 得 られ たTB-1か らTB-8ま での8個 の ベ ブ チ ドに

つい て ア ミノ酸 配 列 分 析 を行 っ た。各 ベ ブ チ ドの ア ミ ノ酸組 成 と ア ミ ノ酸配

列 をTable3-2とFig.3-6に 示 し炬。

ベ ブチ ドTB-6とTB-8の 配列分 析 で 決 ま らな か った部分 の ア ミノ酸 配列

は、 それ ぞ れ のべ ブチ ドを さ らにV8プ ロテ アー ゼ消 化 して決 定 した。TB-6

のV8プ ロテ ア ーゼ 消 化 物 か らは、"PLCに よ り3つ の ベ ブチ ドが得 られ たが

(Fig.3-7)、 それ らの ア ミノ酸 組 成 よ りTB-6-V2は 未 消化 物 で あ る こ とが

わ か っ たの で(Table3-3)、TB-6-V1とTB-6-V3の ア ミノ酸配 列 分析 よ り

TB-6の 全 ア ミノ酸 配 列 を決 定 した(Fi8.3。8)。TB-8のV8プ ロテ ア ーゼ

消 化物 の 聴PしCか らも3つ のベ ブ チ ドが得 られ た(Fi8.3-9)。 各 ベ ブ チ ド

の ア ミノ酸 組 成及 び ア ミノ酸配 列 分析 よ り、TB-8のV8プ ロテ ア ーゼ ベ ブチ

ドの配 列 順 序 はN末 端 側 か らTB-8-V2、TB-8-Vl、TB-8-V3の 順 で あ る こ とが

わか った(Table3-4、Fig.3-10)。

画分TCのHPLCで は2つ の精 製ベ ブチ ドTC-2、TC-3と ペ プ チ ド混 合物

画 分TC-1が 得 られ た(Fig.3-H)。 画 分TC-1は 、充 埴 剤 と溶 出 系 を かえ

たHPしCで 再 分画 して9個 のベ ブ チ ドを精 製 した(Fi3.3-12)。 ベ ブチ ド

TC-1-8及 びTC-1-9は 、 それ ぞ れベ ブ チ ドTC-2及 びTC-3と ア ミ ノ酸 組成

が一致 す るこ とか ら、画 分TCを50X酢 酸 に溶解 してHPLCに か け 彪 ため に、

その一 部 がカ ラム に吸 着 せ ず 、画 分TC-1と 同時 に溶 出 して き彪 もの と考 え

られ る(Table3-5)。Fig.3-13に 示 した よ うに 、TC-Hか らTC-1-7ま

での7個 のベ ブ チ ドはそ の ア ミノ酸配 列 か らWCI-3のC末 端 ベ ブ チ ドで ある

と考 え られ 、前 セ クシ ョンの ヒ ドラジ ン分 解 の結 果 か ら予 想 され たC末 端領

域 の不 均 一 性 とも 一致 して い る。

画分TDのHPしCか らは、 混合 物 画分TD-1と5つ の精 製ペ プチ ド(TD-2

か らTD-6)が 得 られ た(Fi8.3-14)。 画 分TD-1は 、画 分TC-1と 同様 、

溶 出 系 を か え たHPしCで さ らに分 画 し、TD-1-1とTD-1-2の2つ のベ ブ チ ド

を得 た(Fig.3-15)。 こ う して 得 られ た7個 のベ ブ チ ドの ア ミノ酸組 成 とア

一45一



ミ ノ 酸 配 列 をTable3-6とFig.3-16に 示 し た 。 ア ル ギ ニ ン ベ プ チ ド

TD-1-1は 手 動 エ ドマ ン分 解 法 に よ りAsp1-Arg2ま で しか ア ミ ノ酸 配 列 を決

定 す る こ とが で き な か っ た 。

画 分TEか ら は 髄PしCに よ り3つ の 精 製 ベ プ チ ドTE-2、TE-3、TE-4と べ

プ チ ド混 合 物 画 分TE-1が 得 ら れ た(Fi8.3-17)。 画 分TE-1に つ い て は、

画 分TC-1及 びTD-1と 同 様 、 再HPLCを 行 う こ と に よ り9個 の ベ ブ チ ドを

精 製 し た(Fig.3-18)。

Tabie3-7の ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 の 結 果 よ り、 ベ ブ チ ドTE-4は 画 分TEに

混 入 した べ ブ チ ドTD-6(Table3-6)で あ り、 ベ ブ チ ドTε 一1-8とTE-1-9

は 画 分TE-1に 混 入 した ベ ブ チ ドTE-2とTE。3で あ る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 ま た 、Fi8.3-19の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 の 結 果 よ り、 ベ ブ チ ドTE-1-4と

TE-1-5及 びTD-1-1、 さ ら にTE-1-7とTD-1-2は 同 一 の べ プ チ ドで あ ると

考 え られ る。TE-1-5及 びTE-1-6は 、3段 目以 降 の エ ドマ ン 分 解 が 進 ま な か

っ た の で 、 全 ア ミ ノ酸 配 列 を 決 定 す る こ と は で き な か っ た 。

以 上 の 結 果 を も と に 、VCI-3を 構 成 す る ト リブ シ ンベ ブ チ ドの ア ミ ノ酸組

成 をTable3-8に 、 ア ミ ノ酸 配 列 分 析 の 結 果:をFig.3-20に 示 した 。

Table3-8に 示 し た トリ ブ シ ン ベ ブ チ ドの ア ミノ 酸 組 成 の 総 和 がVCI-3の ア

ミ ノ酸 組 成 と一 致 す る こ と か ら、 本 酵 素 消 化 に お い て す べ て の トリ ブ シ ンベ

ブ チ ドが 回 収 さ れ た と考 え ら れ る 。

ま た 、Fig.3-20に お け る トリ ブ シ ン ベ プ チ ド問 の 配 列 順 序 は 、TA-2か ら

TD-6ま で はWCI-3のN末 端 配 列 分 析 よ り、TB-5とTB-6の 接 続 はTB-7よ

り、TD-2とTD-5の 接 続 はTB-4よ り、TE-1-2とTE-1-3の 接 続 、 及 び

TE-1-1とTC-1-6の 接 続 は そ れ ぞ れ ↑E十4とTC-1-7の ア ミ ノ酸 配 列 よ り

決 定 し た 。 そ の 他 の 配 列 順 序 に つ い て は 、 ダ イ ズ ト リプ シ ン イ ン ヒ ビ ター

STI(5)及 び シ カ ク マ メ トリブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ーVTI-1(8)と の 相 同 性 に従 って

推 定 し た 。
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§3 リ ジ ル エ ン ド ベ プ チ ダ ー ゼ

ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列

WC卜3の アルギ ニ ル結 合 の接 続 を明 らか に す る ため に 、 リジ ル エ ン ドベブ

チ ダ ーゼ 消 化 を行 い、 前 セ ク シ ョン で得 た トリブ シ ンベ ブ チ ドの うち 、 すぺ

て の アル ギ ニ ンベ プ チ ドと一 部 の リジ ンベ プ チ ドの 配 列 順序 を決 定 した。

RC臨VCI-3(150n閉ol)を リジル エ ン ドベ ブ チ ダ ーゼ で消化 し痘後 、

BlO-RADHi-PoreRP-304(C4)カ ラム:を用 い たTFA系Aの"PLCに よ リリ

ジ ンベ プ チ ド及 びC末 端 ベ ブ チ ドを分離 し炬(Fig.3-21)。 分取 した12個

の画 分 の うち 、レ1と レ8を 除 く10個 の 画分 は その ア ミ ノ酸組 成 か ら単一

のべ ブ チ ド画分 で あ る と考 え られ たの で(Table3-9)、 そ れ らにつ い て はそ

の ま まア ミノ酸配 列 分析 を行 った 。L-9と レ10は 、HPLC上 で2つ の ピーク

に分 かれ たが 、 と も に同 じア ミノ酸 組 成 を示 し、末 端 ア ミノ酸配 列 も一 致 し

て いた 。

画 分L一 互か らはC18逆 相 系 カ ラ ム を用 いたHPLCに よ り9個 の小 ベ ブチ

ドが分離 ・精 製 さ れ(Flg.3-22)、 そ の うちL-1-2か らL-1-7ま で の6つ

のベ ブ チ ドは その ア ミ ノ酸 組成 か らC末 端 ペ プ チ ドで あ る こ とが 明 らか とな

った:(Tab重e3-10)o、

画 分 レ8に つ いて は、溶 出系 を か え て再 闘PLCを 行 うこ とに よ り3つ のベ

ブ チ ド し一8A、L-8B1、L-8B2:を 得 たが(Fig.3-23)、L-8B1とL-8B2は そ

の ア ミ ノ酸 組 成 が一 致 して い る こ とか ら同 一 のべ ブチ ドで あ る と考 え られ る

(Table3-ll)。

以 上 の 方法 に よ り精 製 した リジ ンベ ブ チ ドの うち 、 ア ルギ ニ ン を含 んで い

るペ プ チ ド及び リジ ンを2個 含 むペ プ チ ドにつ い て ア ミノ酸配 列 分 析 を行 っ

た(Fig.3-24)。 ベ ブ チ ドL-5の ア ミ ノ酸 配 列 は トリプ シ ンベ ブ チ ドの

T3-3とTC-2、 ペ プチ ドL-7の ア ミノ酸 配 列 はTD-5とTE-2の 配 列 順序を

明 らか に しだ。 また、 ベ ブチ ド レ11は そ の ア ミノ酸 組 成 と末端 ア ミ ノ酸配

列 か ら レ5とL-12が 接続 したベ ブ チ ドで あ り、ペ プ チ ド し一12の ア ミノ酸

配 列 は 、TD-3、TD-6、TB-5、TB-6の4つ の トリブ シ ンベ ブチ ドが この 順 序で
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接続 して い る こ とを示 した。Fig.3-24に 示 した よ うに、 画分L-8か ら得 ら

れ たべ ブ チ ドL-8Aの ア ミノ酸配 列 は 、 トリブ シンベ ブチ ドTB-2とTD-4

の接 続 を明 らか に し、 ベ プチ ド レ8B霊 及び し一8B2は 、L-8AのLys143-

Cys144結 合 が 切断 さ れて生 じたC末 端 側 ペ プ チ ドで ある こ とが 確認 ざ れ た。

VCI-3の トリプ シ ン消化 にお い て配列 順序 が 不 明 で あ った アル ギ ニ ンベ ブチ

ドの うち 、TD-4、TE+2、TE-1-3、 及びTFの4つ の ベ ブチ ドは、 そ の ア ミ

ノ酸組 成 か ら推定 して レ8に 含 まれ て い ると考 え られ るので 、ペ プチ ド混合

物画 分 レ8を その ま まキモ トリブ シ ン消化 した。消 化物 のHPLCよ り6個 の

キモ トリブ シンベ ブチ ドを精製 し(Fi8.3-25)、 そ れ らの ア ミノ酸組 成 よ り

L-8-C6に4残 基 の アル ギ ニ ンが含 まれ て い る こ とが 明 らか とな っ 炬

(Table3-12)。 そ こで このL-8-C6の ア ミノ酸 配 列 を決 定 して、 トリブ シン

ベ ブ チ ドTD-4、TE-1-2、TE-1-3、TF、TB-8が この順 序 で接続 して い る こと

を明 らか に した(Fi8.3-26)。

Table3-13は 上 述 の結果 よ りWCI-3を 構成 す る リジル エ ン ドベ プ チダー

ゼベ ブ チ ドの ア ミ ノ酸 組成 を示 したも ので あ るが 、 そ れ らのべ プ チ ドの アミ

ノ酸 組 成 の総 和 が 騨C卜3の ア ミ ノ酸 組成 と一 致 す る こ とか ら、本 酵素 消 化 に

お いて す べ ての リジ ンベ ブ チ ドが 回収 され た と考 え られ る。

Flg.3-27に リジ ル エ ン ドベ ブ チダ ーゼ 消 化 に よる ア ミノ酸配 列 分 析 の結

果 を示 した。

§4 V8プ ロ テ ア ー ゼ ペ プ チ ド

の ア ミ ノ 酸 配 列

トリプ シ ン 及 び リ ジ ル エ ン ドベ ブ チ ダ ー ゼ 消 化 に よ り決 定 で きな か っ た部

分 の ア ミ ノ酸 配 列 を 明 ら か に す る た め にV8プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 行 い 、5つ

の ベ ブ チ ド結 合Lys133一 しeu194、Lys168-Leu169、Lys12!一Val122、Lys131-

Leu132、 しys174-AIa175(Fig.3-27)の 接 続 を 確 定 し た 。

RC伽一UCl-3(120n㎝oDをV8プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し た 後 、C18逆 相 系
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日PLCに よ りグ ル タ ミ ン酸 ペ プ チ ド及 びC末 端 ベ ブ チ ドを 分 離 した

(Fig.3-28)。 そ の 結 果 、V-1か らV-14ま で の 画 分 が 得 ら れ た 。 そ れ ぞ れ

の ア ミノ 酸 組 成 よ りV-1はC末 端 ペ プ チ ド混 合 物 で あ り、V-2か らV-14は

WCI-3の ア ミ ノ酸 配 列 に お い てTable3-14に 示 し た 位 置 を 占 め る ベ プ チ ド

で あ る と考 え ら れ る 。

上 述 の5個 の リ ジ ル 結 合 の 接 続 を 明 ら か に す る 彪 め に は 、 ベ ブ チ ドV-6、

V-8、V-14の ア ミ ノ 酸 配 列 を 明 ら か に す れ ば よ い こ と が わ か っ た の で 、 そ れ

らの ア ミ ノ酸 配 列 分 析 を 行 っ だ 。 ベ ブ チ ドV-6の ア ミ ノ酸 配 列 は しys174-

Ala175の 結 合 を 確 定 し 、 ベ ブ チ ドV-8の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り しys121-Val122

結 合 とLys131-Leu132結 合 の 接 続 を 決 定 し た(Fig.3-29)。

ベ ブ チ ドV-14は 、 さ ら に キ モ トリプ シ ン 消 化:を 行 い 、 消 化 物 の 闘PしCに

よ り6個 の 精 製 ベ ブ チ ドを 得 た(Fig.3-30)。 そ れ らの ア ミ ノ酸 組 成 よ り、

V-14-C1が しys168-Leu1②9結 合 を 含 む ベ ブ チ ドで あ り 、V-14-C5と

V-14-C6が しysla3-Leu164結 合 を含 む ベ ブ チ ドで あ る と 推 定 さ れ た

(Table3-15)。 そ こ で 、V-14-C1とV-14-C5の ベ ブ チ ドに つ い て ア ミ ノ酸

配 列 分 析:を 行 って 、 上 述 の2つ の 結 合 の 接 続:を 決 定 し た(Fi8.3-31)。

§5 WCI-3の 全 一 次 構 造

RCm-VCl-3の 末 端 ア ミノ酸配 列 及び3種 の 酵素 消 化 に よ るア ミノ酸配 列分

析 に よ りVCI-3の 全 一 次構 造 を決定 し拒(Flg.3-32)。 これ に よ り、

VCI-3は183個 の ア ミノ酸 か ら成 り、C末 端領 域 に不均 一 性 の存 在 す る こと

が 明 らか とな った 。

な お、上 述 の各 酵素 消 化 物 の 闘PしCに お いて 番 号 の表 示 され て いな い ピー

クは、 低収 量 のペ プ チ ド混 合 物 あ るいは ア ミノ酸 を含 んで いな い ピー ク であ

り、本研 究 の配 列 分 析 に は用 いな か っ た。
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第3節WCI-3の 反 応 部 位

WC卜3の キ モ トリプ シ ン に対 す る反応部 位 を決 定 す る ため、小 沢 と

Laskovski,Jr.の 方 法(33)(Fig.3-33)に 従 って酸 性条 件下(p"4.Dで キ

モ トリブ シン に よ る限定 分 解 を行 った。

反 応 はポ リアク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動 で追 跡 し、4週 間 で約60%の 修飾

イン ヒ ビ ターVCI-3*が 生 成 した(Fi8.3-34)。 反応溶液 を凍結 乾 燥 後還元

S一 カ ルボ キ シ メチル 化 し、 試薬 の 除去 とフラ グ .メン トの分 離 を兼 ね て

SehadexG-75(Superflne)カ ラム(1.9x195cm)に よるゲル ろ過:を行 って、

"Aか ら 岡Cま で の3つ の 画分 を得 た(Fig.3-35)。3つ の画 分 猷 、門B、

MCの ア ミ ノ酸組 成 は、 甑 が修 飾 を受 けなか ったWCI-3画 分 で あ り、MBと

門Cは 限定分 解 に よ り生Oた フ ラグ メン トで あ る こ とを示 し、2つ の フ ラ グメ

ン トの ア ミ ノ酸組 成 の総 和 はWC卜3の ア ミノ酸組 成 と一 致 した

(Table3-16)。 また、 フ ラグ メン トMBと 門Cの ア ミノ酸 配列 分析 よ り、

WCI-3は 酸性 条件 下 で キモ トリブ シ ンに よ りLeu65-Ser66結 合 の位 置 で 切断

さ れ る こ とが明 らか とな った(Fi8.3-36)。

な お、第4章 で 詳 述 す るが、Fig.3-35に お いて画 分MBと 配 の 問 のピ

ー ク は、 酸性条 件 下 でAsp141-Val142結 合が非 酵 素 的 に切 断 さ れ た ため に生

じた ピー クで あ る。
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第4節 考 察

シカク マ メ キモ トリプ シ ン イン ヒビ ターWα 一3は 、シ カ クマ メ種 子 中 に最

も多 く存 在 し、1分 子 で同 時 に2分 子 の キ モ トリブ シ ン を強 く阻 害 す る

Kuni七z型 イン ヒ ビ ター で あ る。本 研究 で は このWCI-3の 特 異 な 阻害 機 作 と

構 造 との 関係 につ いて 考察 す る ため 、 その一 次 構 造 を決 定 し、 キモ トリブシ

ン に対 す る反 応部 位 につ い て検 討 した 。

第2章 で、WCI。3は 分 子量 約20,000、 半 シ スチ ン を4個 含 む 単純 タ ンパ ク

質 で、分 子 内 に メ チ オニ ンを全 く含 ん で いな い こと を示 した。 し捷が って、

本 研 究 で は構 造 解 析 の常 法 で あ るプ ロモ シ ア ン分解 に よ るメチ オ ニル 結 合の

化学 選 択 的切 断 法 を利 用す る こ とがで きな か っ たの で 、 まず、RCm覗Cl-3の

トリプ シ ン消化 を行 い 、全 トリプ シ ンベ ブ チ ドの ア ミ ノ酸 配列 を決 定 す るこ

と に した 。WCI-3は 分子 内 に11個 の リジ ン と7個 の アル ギ ニ ンを含 んで お

り(Table2-3)、RCm一 》q-3の トリプ シ ン消 化 は多 数 の トリブ シ ンペ プ チ ド

を生 じる ことが予 想 され た の で、HPLCを 行 う前 に トリプ シン消化 物 を

SephadexG-25カ ラ ム を用 い たゲ ル ろ過 に よ りTAか らTFま での6つ の画

分 に分画 した(Fi8.3-2)。

画分TFは 遊 離 の アル ギ ニ ン のみ を含 ん で い炬 が 、画 分TAか らTEま で

の5つ の 画 分 は、 さ らにHPしCを 行 って トリブ シ ンベ ブチ ドを分離 ・精 製 し、

そ れぞ れ のベ ブチ ドにつ いて ア ミノ酸 組 成及 び ア ミ ノ酸 配列 分 析 を行 っ た。

そ の なか で、TA-2とTA-3、TC-1-2とTC-1-3、 及びTE-1-4とTε 一1-5の

ベ ブ チ ドは 、そ れぞ れ ア ミ ノ酸 組成 が完 全 に一 致 して ぴ るに もかか わ らず

HPLC上 で異 な る位 置 に溶 出 さ れ て き 拒。 お そ ら くTA-2とTA-3は 、Trp25

の修 飾 に よ り、TE-1-4とTE-1。5は ゲ ル ろ過 後 の:塩基 性 溶 液中 で の長 期 保存

に よるAsn155-Gly156結 合の β転 位 に よ り生 じ彪も の と考 え られ 、事 実 、

Tε一1-5は3段 目以 降の エ ドマ ン分解 が進 まな か っ た(Fi3.3-19)。TC-1-2

とTC-1-3が2つ に分 かれ 距理 由 につ いて は明 らか で な い。

RCm-Wq-3の トリプ シ ン消 化 に お いて 、TB-5とTB-6の ベ ブチ ドが 高収量
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で得 られ た が(Table3-2)、 この こと はLeu77-Gly78結 合 が トリプ シンに

よ り非 特 異 的 に切 断 さ れ た こ とを示 して い る。 この よ うな トリプ シ ンに よる

非特 異 的 切 断 は 、TA-1(Fig.3-4)とTC-3(Fig.3-13)の ア ミ ノ酸配 列分

析 よ り、Hls23一 日e24結 合 とHis27-Gly28結 合 で も認 め られ た。

WCI-3で は 、TC。1-1か らTC-1-7ま で の ア ミノ酸配 列 よ りC末 端 領域 に不

均 一性 が認 め られ る(Fig.3。13)。 この結 果 は ヒ ドラジ ン分 解 の結果 ともよ

く一致 して い るが 、 この不 均一 性 がWCI-3の 精 製 中 に生 じたの か、 あ るいは

生 合 成後 種 子 中 で の 酵素 的 切断 に よ り生 じた の か は明 らか で はな い。

WCI-3のN末 端 か らの ア ミ ノ酸 配列 分析 は液 相 シ ー クエ ンサ ー に よ り行 っ

た(Fi8.3-1)。 この分析 で は高収 率 で エ ドマ ン分 解 が進 み 、第64残 基の

フ ェニ ル ア ラニ ン までの5つ の トリブ シ ンベ ブ チ ドの 接続 が 明 らか とな った

(Fig.3-32)o

シ カ ク マ メで は、 す で に トリブ シン イン ヒ ビ ター 糊 一1の 一次 構造 が決定

され て お り(8)、WTI。1及 びSTI(5)と の 相 同性(Fig.3-37)に 従 って トリブ

シ ンベ ブ チ ドを並 べ るこ とに よ りWCI-3の 一 次構 造 をほ ぼ完全 に推 定 す るこ

とがで き た。 しか し、 トリプ シ ン消 化 に よる遊離 の アル ギ ニ ンの位 置 を確定

す る ため に は これ だ けで は不 十 分で あ り、 ま た推 定 部 分 の確証 の ため に も

RC隠VCI-3の リジ ル エ ン ドベ プ チダ ーゼ 消 化 を行 う必要 が あ った。

本酵 素 消 化 で は リジル 結 合 で非 常 に特 異 的 に切 断 が 起 こ り、闘PしCで 高収率

の リジ ンベ プ チ ドが得 られ た 。そ して、 そ の ア ミノ酸 配列分 析 よ り トリプシ

ン消 化 に おけ るす ぺ ての アル ギニ ンベ ブ チ ドと一 部 の リジ ンベ ブ チ ドの配列

順 序 を決 定 す る こ とがで きた。 レ9と レ10の ベ ブ チ ドは、 トリプ シン消化

に おけ る7A-2とTA-3と 同 様 、 同一 のベ ブ チ ドがTrp25の 修飾 に よ り

鰭PLC上 で2つ に分 かれ たも の と考 え られ る(Fig.3-21)。 まだ、L-8B1と

L-8B2がHPLC上 で2つ に分 かれ た理 由 は、 《sn14-GIy15結 合 の β転 位 によ

るもの と考 え られ る(Fi8.3-23)。

RC鵬一WCI-3のV8プ ロテ アー ゼ 消化 は、 トリプ シ ンお よび リジル エ ン ドベ

プ チダ ー ゼ消 化 で決 定 で きなか っ炬 リジル結 合 の 接続 を明 らか にす るた めに

行 っ拒 。Lys123。 しeu1臼4結 合 と しyslo8-Leu139結 合 の接 続 はべ ブ チ ドV-14
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を用 いて 決 定 した が 、 ア スパ ラ ギ ン酸 のC末 端 側 で も切 断 さ れ る条 件(リ ン

酸緩衝 液(凶7.8))で のV8プ ロ テ アーゼ 消 化 で は、37℃ で24時 間 反応

させ て もGlu51-Vai52結 合 の一 部 が切 断 され るだ けで 、Asp95-Ser96結 合 は

全 く切断 され な か った 。 そ こで 、最 終 的 に はV-14の キモ トリブ シ ン消 化 に

よって得 られ たベ ブ チ ドV-14-ClとV-14-C5の ア ミノ酸 配 列 か ら2つ の

Lys一しeu結 合 の 接 続 を 決定 した(Fig.3-31)。V8プ ロテ アーゼ に おい て、

TB-6に 含 まれ るAsp95-Ser96結 合 が切断 され 、V-14に 含 まれ るAsp95-

Ser96結 合 が 切断 され な か った理 由 は不 明 で あ る。

以上 、 上 述 の酵 素 消 化 及び 末 端 配列 分 析 に よ りWCl-3の 全 一 次構 造 を決定

した。VCI-3は183個 の ア ミノ酸 か ら成 るKuni七2型 キ モ トリブ シ ン イ ンヒ

ビ ターで 、ダ イズ トリブ シ ン イン ヒビ ター・Tia(5)と46%、 シカ クマ メ トリプ

シ ン イン ヒビ ターVTI-1(8)と6端 、旦二雌latissimaト リブ シン イン ヒ

ビターDE-3と56%の 相 同性 を示 す ことが 明 らか とな っ 箆(Flg.3-37)。

これ らの相 同性 は 分子 全 体 にわ た って 認 め られ 、Ku雨tz型 イン ヒビ ター はそ

の立 体構 造 に お いて も相 互 に類 似 して い る と推定 され る。

第2章 にお いて 、 シカ ク マ メ イン ヒビ ターの 免疫 学 的 性 質 が トリブ シ ンイ

ン ヒビ タ ー とキモ トリブ シン イン ヒ ビター で異 な って い る こ と よ り、 両者の

構 造上 の 違 いを示 唆 す る結 果 を得 だ 。 しか し、りCl-3とWTI-1の ア ミノ酸配

列 は高 い相 同性 を示 して お り、 これ よ り抗VCI-3抗 体 に対 す るエ ピ トーブは

イン ヒビ ター の極 め て狭 い部分 に限 定 され て い る もの と考 え られ る。

シカ ク マ メ イン ヒ ビ ター りCl-3と 覇 一1の ア ミノ酸 配 列 に はSTIの

田s71。Pro72一 しeu73に 相 当す る部 分 にdeletionが 認 め られ た(Fig.3-37)。

同様 のdeletionの 存在 は 幽latissimaイ ン ヒビ ター に も認 め られ

る。立体 構造 に大 きな影 響 を与 え るプ ロ リンの位 置 も、 シカ クマ メ イン ヒビ

ターで はダ イズ イ ン ヒビ ター よ り 旦!迦1a輌ssi講aイ ン ヒビター と よく

一致 して い る。 シ カ クマ メは分 類学 上 で は 幽(デ イゴ)と ダ イズの

中間 に位 置 して い るが 、 イ ン ヒビ ターの ア ミノ酸 配列 で見 る限 リシカ ク マメ

はダ イズ よ りもデ イゴ と近 縁 で あ る と考 え られ る。

一般 に 、 プ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビ ター はい わ ゆ る"反 応 部位"を 中 心 とし
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て酵 素 と複 合体 を形 成 す る。 この"反 応部 位"の 概 念 は1966年 、小 沢 と

Lasko鴨kl,Jr.に よって提 唱 され た(33)。 彼 らは、 酸性条 件 下 でSTlに 触

媒 量 の トリプ シ ン を作 用 させ る とArg63-lle64結 合 が特異 的 に切 断 さ れ るこ

とを発 見 し、 この 結合 を酵素 の活 性 部位 に対応 させ て反応 部位 と命 名 した

(Fig.3-33)。 以後 、 この手法 は多 くのプ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビター の 反応

部位 決定 法 と して用 い られ、 イン ヒビター と酵 素 の相 互 作用 を解 明 して い く

上 で重要 な糸 口 を与 えて きた。

WCI-3は1分 子 で 同 時 に2分 子 の キモ トリブ シ ン を強 く阻害 す る ことか ら

キモ トリブ シ ンに 対 して 分子 内 に2個 の 反応部 位 を有 して い ると考 え られ る

が、WCI。3の キモ トリブ シン に よる限定 分 解 で はLeu65-Ser66結 合(第1反

応 部位)の み が切 断 され 、第2反 応 部位 を同定 す る こ とはで きな か った 。

VCI-3の 双 頭性 及 び 第2反 応部 位 の検 索 につ いて は第4章 で詳述 す る。

Sweetら は、STlと ブ タ トリブ シ ンの 複合 体 のX線 解析 よ り、STIが

Asp1・Phe2・Asn13・Ser66、Pro61、Tyr62、Arg63、lle64、Ar865、Phe66、

田s71、Pro72の12個 の ア ミノ酸で酵 素 と接 触 して い る と報 告 して い る

(Fig.4-12)(34)。 そ こで 、 キモ トリブ シ ン イン ヒビ ターWCI-3も 含 め て

Fi8.3-37に 示 した7種 の イ ン ヒビ ター につ いて 、Swee奮 らの結 果 よ り得 ら

れ た イン ヒ ビター と酵素 の接 触領 域 に お け る12個 の ア ミ ノ酸 を比 較 検 討 し

て みた 。 その結 果 、 この領 壊 で はそ れ ほ ど高 い相 同性 は認め られな か っ炬が、

STIの 第13残 基 に相 当す るア スパ ラギ ン と反 応部 位P4位 の セ リン、 さ らに

P3'位 の フ ェニル アラ ニ ンだ け はすべ て の イ ン ヒ ビター につ いて 共通 で あっ

炬。 また、P!位 は キモ トリブ シ ン イン ヒビ ター で あ るVCI-3の み が ロ イシ

ンで 、他 はす ぺ て トリプ シ ンの基 質 特異 性 に一 致 したアル ギニ ンで あ った。

トリプ シ ン とキ モ トリブ シ ンは、 一次 構造 の高 い相 同性 と活 性部 位 を構成

す るア ミ ノ酸残 基 の 空 間 的配置 の類似 性 よ り(35)、 共 通 の祖 先 か ら

divergentevolutionに よ り分 岐 し彪2つ の酵 素 で あ る と考 え られ て い る。

イン ヒビ ターの 阻 害特 異 性 の相 達 に もか かわ らず 、上 述 の12個 の ア ミノ酸

領 域 で3つ の ア ミ ノ酸(ア スパ ラギ ン、 セ リン、 フ ェニル アラ ニ ン)が すべ

て の イン ヒビ ター に共 通 で あ る こと は、 トリプ シ ン とキモ トリブシ ンの 構造
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上の類似性 となん らかの相関を示唆 しているのではないかと考 えられ る。
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田B-1

TB-2

TB-3

TB-4

TB「5

TB-6

TB-7

TB-8

Fiq.3-6。

fromfiractionTB.

liquid-phase

Pdigestion3

identified

1510

Ser-Pro-Asn-Glu-Va:L-Ser一:Lys-Gly-Glu-Pro一 工le-Arg

-7一7-7'一7-7一 一7-7-7-7-7

1510

Leu-Leu一 ・Tyr-Cys-Gln-His-A・P-Glu-Glu-A・p-Val"Lys

-r7-7-7-7一 一7-7一 ツ ー7召 亭 ζr
く__マ_

1510

讐野讐町讐讐聖導讐雪男零
1.510

Leu-Pro-Glu-Lys-Asp一 工le-Leu-Va:L-Phe-Lys

幽『7馴 一7一 一7-7一 一7一 一7繭 「7-7

15

Gly-Ser-Leu-Val-Ala-Leu

『77-7:一 「一 ▽一

15.10

Gly-Phe-Ala-A・n-Pr。 一Pr。 一Ser-Cys-Ala-Ala-Se「 一P「o一

ワ ー7罷rFワ ー7-7了 一 「一7ヲ7.

Trp-Trp-Thr-Val-Val-A・p-Ser-Pr・ 一Gエn一 一一一 一Val営Lys

一ツ ー・…7一 一7-7一 一7一 一7一 一7一 一7一 一7『 マー一 マ ー一

1532

Gly一 一S・ ・一Leu-V・1-Ala-L・u-Gly-Phe-Ala一 一 一'V・1'Lys

一 「7一 「7一 一7一 一7一 一7一 一7一 一7一 一7一 一7マ'一 一 く一 一

15・10

Leu一 一Val-Va:L一 ・Thr-Glu-Glu-Asn-Pro-Leu-Glu-Leu-Val一

一'77一 ■77一'77一 ■77-77一'77-77-77-77'一77-7

15

Leu-Leu-Lys

マ ーK:一 一 マー一

Amin。acid・equence・ 。fth・drypticpeptide・ サ
ー一7,ManualEdmandegradat■on;一 ワ7'

aut。m・ti・ ・equencer;r一,carb・xyP・ptid・ ・e

→'aminoacidanalysis・Cyste■newas

asCm-cyste■ne・
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Table3-3.Aminoacidcompositionsofthe

▽8proteasepeptidesofτB-6.Thenumbers

ofresiduesintheparen'ヒhesesarefrom『 ヒhe

establishedsequences・

A皿inoacid TB-6-VITB-6-V2 TB-6一 ・▽3TB-6

の

(rm-Cysteユ ・ne

Asparヒicacid

Threonine
　

Ser二Lne

Glutamic

Pro].ine

Glycine

Alanine

Va:Line

acid

Methionine

Isoleucine

Leuc■ne

TyrOS二Lne

Phenylalanine

Lys■ne

His『 ヒidine

Tryptophan
ロ 　

Argln■ne

)

)

)

)

)

)

-
占
-
占
2

1
占
-
占
-

(

(

(

(

(

(

0

1
占
「⊥

へ∠

噌⊥

0

■

■

●

●

●

●

-
山

「⊥

2

1
占

-
占
-

1.0(1)

1.0(1)

2.2(2)

1.0(1)

2.8(3)

1.0(1)

5.1(5)

2.0(2)

4.1(4)

3.0(3)

1.0(1)

1.0(1)

2.0(2)

0.8(1)

2.2(2)

1.0(1)

2.0(2)

3.3(3)

工.4(1)

2.7(3)

1.8(2)

1.0(1)

1.6(2)

1

2

ユ

3

1

5

2

4

3

-
占

-
占

2

.To七alRes.N㎜.

Yield(老)
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7
・

3
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」
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》
7

1
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1. .510

Gly躰Phe-Ala-Asn-Pr。 一Pr。 一Ser-Cys-Ala-Ala-Ser-Pr。 一Trp-丁 工P-

Fヱニニニ=Z二==曇6:罵 一7一 ヲ ー7-7=
一「7一 一7一 一7

ト ー一TB-6-V3
一「7一 「7一.■7噛.「7一 ■7

152025

Thr一 ▽a工 一Val-Asp-Se:r-Pro・ 一Gln-Gly-Pro-Ala-Va工 一:Lys

一 ア ー一7-7「7-7-7'一7マ ー ・く一一

一 一一一 一一 一 十一 一 一 一 一TB-6-V1 一 一一 一 →

マ ・一 ▼ 一 ▽ 一 マ ー 一7-7一 一7-7-7-7一 一7

Fig・3-8・Aminoacidsequenceof7B-6 .一 一7,Manual

Edmandegradation3マ ー一,ca:rboxypeptidasePdigesrヒion
.

CysteinewasidentifiedasCm-cysteine.
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Table3-4.Aminoacidcomposi'ヒionsof'ヒhe

V8proteasepeptidesofTB-8.Thenumbers

ofresiduesinthepa:renthesesarefromthe

es咽ヒablishedsequences.

Aminoacid TB-8-V1 TB-8-V2 TB一 ・8-V3 TB-8

Cm-Cysteine

Aspaエticacid

Threonine
　

Ser工ne

G工utamicacid

Proline

Glycine

Alanine

Valine

Methionine

工soleucine
り

:LeUC:Lne
　

TyrOS工ne

Phenylalanine
コ

Lysエne

Histidine

Tryptophan
　 サ

Argよnエne

1.0(1)

2.0(2)
O.9(1)

0.9(1)

0.9(1)

1.0(1)

1.7(2)

1.0(1)

1.0(1)

2.9(3)

1.0(1)

-
占

「
⊥

3

1
占

3

5

1

Totaユ.Res.Num.

Yield(毫)

【
」

∩
V

8

【
」

08

【
」
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15
TC-1-1Ala-Lys-Se「 一Glu-Thr

幽一7鯛 一7一 「7-7

15

TC-1-2Ser-Glu-T㎞ 一Ala-ser

一「 ア ー7一 一7一 一7-7

15

TC-1-3Ser-Glu-Thr-Ala-Se:r

-7一 一7一 「7ツ ー「7

15

TC-1一 タSer-Glu-Thr階Ala口Ser-Se「

一7一7「7一 ・ 一7→

15

TC-1-5Ala-Lys-Se:r-Glu-Th:r-Ala

-7「7一 ブ ー77→

15

TC-1-6Se:r-Glu-Thr-Ala-Ser-Ser-His

-7「7一7一 一7一 一r7-7→

15

TC-1-7Ala一:Lys-Se:r-Glu・ 一Thr-Ala-Ser-Ser-Hエs

一 ・r・ 一7-77-7一 ・ 「7→

15.

TC-2(TC-1-8)Se:r-Pro-Asn-Glu-Va1-Se:r-Lys

-7一7一F一7≡FZ;∈ ヱ
て一一

15

TC-3(TC-1-9》Gly-Gly-G:Ly一 工:Le-Glu-Th:じ 一Ala-Lys

一 ■7-7■ 一一7● 一7一 「7輌 一7一 「7

て一 一 「マー一 「く一闘

Fig.3・ 一13.A1ninoacidsequencesofthet:ryp七ic

peptidesfrom.fractionTC.一rb4anua二LEdman

degradation3・ マー ・,carb◎xypeptidasePdigestion,

→,aminoacidanalysis・
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Fig. 3-37. Comparison of the amino acid sequences of Kunitz-type 
inhibitors. The identical amino acids in all seven sequences are 
enclosed in boxes. The shaded amino acids correspond to the contact 
regions between Tia and porcine trypsin. Tia, Tib, and Tic, soybean 
trypsin inhibitQrs(5); WTI-lA and WTI-lB, winged bean trypsin 
inhibitors(B); WCI-3, winged bean chymotrypsin inhibitor, DE-3, 
Erythrina latissima trypsin inhibitor(9).
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第 4 章

マ メ 科 植 物 種 子Kunitz型 プ ロ テ イ

ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 阻 害 様 式

マ メ科 植物 種 子 に存在 す るプ ロテ イナ ーゼ イ ン ヒビ ター の うち 、Bowman-

Birk型 イン ヒビ ター(岡.W.6,000-8,000)は 分 子 内 に2つ の 反応 部 位:を有 す

る双頭 型 イン ヒビ ター で あ る こ とが確 かめ られて い るが 、Kunltz型 イン ヒビ

ター(M.W.20,000)は 一 般 に 分子 内 に1つ の 反 応部 位 を有 す る単頭 型 イン ヒ

ビ ターで あ る と考 え られ て い る。

1955年 、 す で にVuとLaskovski,Sr.は 、1モ ル のSTIが2モ ルの

キ モ トリブ シ ンを 阻害 す る こ とを報告 し(36)、1981年 に は、Bosterling

とQuastが 、STIと キモ トリブ シンが1:2の モル 比 で複 合 体 を形 成 す る

こ と を示 したが(37)、STIは 従 来 トリブ シ ン イン ヒビ ター と して知 られ てお

り、 キモ トリブ シ ンに対 す る阻害 活 性 が弱 い ため にKum七2型 イ ン ヒビ ター

の双 頭性 は重 要視 され なか った 。 しか し、本 研究 に お いて 精製 した シ カクマ

メ キモ トリプ シ ン イ ン ヒビ ターWCI。2及 びUCI-3が1分 子 で 同時 に2分 子

の キモ トリプ シ ン を強 く阻 害 す るKunitz型 イ ン ヒ ビター で あ る こ とが 明 ら

か とな り、 これ よ りKunl七z型 イン ヒビ ター も双頭 型 イ ン ヒ ビタ ーで あ る可

能性 が極 め て強 くな った 。

Kunltz型 イン ヒビ ター が双 頭 型 イン ヒビ ター で あ るな らば 、分 子 内 に2つ

の 反応 部 位 を有 して い るはず で あ る。 これ まで に一 次 構 造 の 決 定 さ れ たすべ

て のKunl七2型 イ ン ヒビ タ・一は、STIのArg63-lle64結 合 の 位置 に1つ の反

応 部位(第1反 応 部 位)を 有 して い るこ とが報 告 さ れ て い る だけ で 、第2の

反 応部 位 につ いて はな ん の知 見 も得 られ て い な い。

そ こで、 本研 究 で は シカ ク マ メ キモ トリブ シ ン イ ン ヒ ビターVCI-3と

STIの イ ソ イン ヒ ビ ター の1つTia、 及び それ らの修 飾 イ ン ヒビ ター を用 い

て 、Kunitz型 イン ヒビ ター にお け る第2反 応 部 位 の存 在 、 及 び そ の ア ミノ酸
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配列上での位置 について検討 した。



第 ■ 節 材 料 と 方 法

§ ■ 実 験 材 料

シ カ ク マ メ キ モ トリブ シ ン イ ン ヒ ビ ターWCI-3は 第2章 で 精 製 し た も の を 、

ダ イ ズ ト リブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ーTiaはSi即a社 製 を 用 い た 。

TPCK一 トリプ シ ン 、 ウ シ α 一キ モ ト リブ シ ン 、 ズ ブ チ リ シ ンBPバ 、 ブ タ エ ラ

ス ター ゼ 、 及 び 陪 サ ク シ ニ ル ーレ ア ラ ニ ル ーレ ア ラ ニル ーレ プ ロ リル ーレ フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ンp一 ニ トロ ア ニ リ ド(Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA)はSigma社 か ら

購 入 し痘 。BTPAは べ プ チ ド研 究 所 か ら購 入 した 。QAE-SephadexA-25と

SephadexG-25(Fine)、 及 びFastProtelnLiquidChro潮ato8raphy(FPLC)

装 置 と 凹onoQHR5!5カ ラ ム はPharmacla社 か ら購 入 した 。TSK8el

G3000SUカ ラ ム(7.5x600mm)は 東 洋 曹 達 工 業 か ら購 入 し た 。 そ の 他 の 試 薬

は 用 途 に 応 じて 特 級 ま た は そ れ 以 上 の も の を 用 い た 。

ブ タ キ モ ト リブ シ ン は 、Si即a社 製 粗 ブ タ トリ ブ シ ン か ら シ カ ク マ メ キモ

ト リブ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 一Sepharose4Bカ ラ ム を 用 い た ア フ ィニ テ ィー ク[1

マ トグ ラ フ ィ ー(38,39)に よ り精 製 した 。 ≦trepto囎yces幽 § プ ロ テ アー

ゼA(SGPA)と 一&亘 墜 プ ロ テ ア ー ゼB(SGPB)は 、 北 海 道 大

学 薬 学 部 石 井 信 一 教 授 よ り供 与 さ れ た も の を 用 い た 。
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§2 実,験 方 孝去

〈キモ トリブ シ ン阻害 活 性 の測 定 〉

キモ トリプ シ ン阻害 活 性 は次 に示 す2方 法 に従 って測定 した。 また、活性

酵素 量 は ダ イズBowman-Birkイ ン ヒビ ター を用 いて 補正 した 。

a)Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNAに よるキ モ トリブ シ ン阻害 活性 の 測定

(MethodE)(40)

適 当量 の イン ヒビ ター と15μ8の キモ トリブ シ ン を0.02凹 塩化 カル シウ

ム と0.00硯TritonX-100を 含 む0.1門 トリスー塩 酸 援 衝液(p"8.3)

3.2mlに 溶 解 し、22℃ で5分 間加温 した後3mlを 試 料 セ ル に移 した。 この

混合 溶 液 にジ メ チ ル スル ホ キ シ ドに溶 解 した0.03凹Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-

pNA基 質 溶 液10μ1を 加 えて すば や くか くはん し、410nmに おけ る吸 光度の

変 化 を 自記 分光 光 度 計(日 立320型)で 測定 した。対 照 セル には基 質 溶液

10μ1と 上 述 の緩 衝 液3剛1を 入 れ てお い た。

b)BTPAに よ る キモ トリプ シ ン阻害 活性 の測定(晩thodF)

BTPAに よ るキモ トリブ シ ン阻害 活 性 の測 定 は 門ethodEに 準 じて行 った。

適 当量 の イン ヒビ ター と57.2μgの キモ トリブ シ ンを0.02M塩 化 カル シゥ

ム と4礪 エ タ ノール を含 む0.1凹 トリスー塩 酸 緩衝 液(p鰭7.5)1.2旧1に 溶

解 し、30℃ で5分 間加 温 した後1田1を 試料 セル に移 した。 この混 合溶 液 に

ジ メチ ル スル ホ キ シ ドに溶 解 した0.05MB7P《 基 質溶 液10μ1を 加 えてすば

や くか くはん し、410n隈 に お け る吸 光度 の 変化 を測定 した。

〈カ ル バ モ イル 化 〉

イ ン ヒ ビ タ ー の カ ル バ モ イル 化 はKovalskiとLaskowski,3r.の

方 法(41)に 従 って 行 っ た 。 イ ン ヒ ビ タ ー2m8を0.洲 シ ア ン酸 カ リウ ム を含

む0.2MN一 エ チ ル モ ル ホ リ ン ー酢 酸 緩 衝 液(p"8.0)400μ1に 溶 解 し、25℃

で12時 間 反 応 さ せ 拒 。 反 応 後 、 残 っ た 試 薬 は0.0贈 重 炭 酸 ア ンモ ニ ウ ム 溶

液(P縫8.1)で 平 衡 化 し たSephadexG-25(FiBe)カ ラ ム(1x70cの を用
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いたゲル ろ過 によ り除去 し拒。

〈Vq-3の キモ トリブ シ ン様 酵 素 に よ る限定 分 解>

WCI-3を,凶0.5間 隔 でpH1か ら12ま での 種 々の緩 衝 液 に溶 解 した後、

1/10モ ル 量 の キモ トリプ シ ン様 酵 素(ブ タ キモ トリブ シ ン、 ブ タエ ラ ス ター

ゼ 、 ズブ チ リシ ンBPN'、SGPA、SGPB)を 加 えて37℃ で反 応 させ た。 反 応の

追 跡 は、FPLCシ ステ ム を用 い て行 い、 時間 経過 に ともな って反 応 液 の一 部 を

0.1"食 塩 を含 む0.02"ト リエ チル ア ミン ー塩 酸緩 衝 液(pH9.5)で 平 衡 化 し

た 門onoQHR5/5カ ラ ム に吸着 させ 、0.25Mま で の食 塩 に よ る直 線 濃 度勾配

法 で溶 出 して修 飾 イン ヒ ビター の生 成 量 を求 め だ。

〈Ti咲Tia害 、Ti嗜 の調 製 〉

修 飾 ダ イズ イン ヒビ ターTia番 、Tia書 、Tl嗜 の 調 製 は小沢 と

Laskouski,Jr.の 方 法(33)及 び 加 藤 とLasko鴨ki,Jr.の 方 法(42)を 併 用 し

て 行 っ た 。

Tiaを0.鋼 塩 化 カ リウ ム と0.02凹 塩 化 カル シ ウ ム:を 含 む 希 塩 酸

(p騒3.0)に 溶 解 し た 後3.嬬 モ ル 量 のTPCK一 トリ プ シ ン を加 え 、25℃ で

15時 問 反応 させ てTi酵 を 調製 した 。Tia発 は、 この反 応液 を トリスで

pH8,0に 調 製 した後 、↑iaの1%モ ル量 の ズ ブ チ リシ ンBPN'を 加 え、25℃

で15時 間反 応 さ せ る こと に よ り調 製 した 。Ti略 の 調製 は 、Tiaを0.0馴

トリスー塩 酸 緩衝 液(叫8.0)に 溶 解 し艶後 、 罵 モル 量 の

ズ ブ チ リ シンBPパ を加 え 、25℃ で15時 間反 応 させ て行 っ 炬。

上述 の 反応 に よ り生 成 した τia番、Ti鰭 、Tla発 は、陰 イオ ン交 換 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィー を用 い て精 製 した。 反応 液 を0.2凹 食 塩 を 含 む0.02門 モ ノエ タノ

ー ル ア ミンー塩 酸 緩衝 液(p"9.4)で 平衡 化 しだQAE-SephadexA-25カ ラム

にか け た後 、0.姐 まで の食塩 に よ る直線 濃 度勾 配 法 で溶 出 す る こ とに よ りそ

れぞ れの 修飾 イン ヒビ ター画 分 を得 たg
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第2節WCI-3の 阻 害 様 式

§ ■ 限 定 分 角翠

VCl-3の 双 頭 性 及 び2つ の 反応 部 位 の性 質 を検 討 す るため に 、種 々の

p経(H2)に おい て ブ タキモ トリブ シ ン に よ る限定 分 解 を行 い 、りq-3の 修

飾 イン ヒ ビター を 調製 した。第3章 で は 響Cl-3の 限 定分 解 に ウシ キモ トリブ

シ ンを 用 い たが 、 本章 で は各p開 に お け る安定 性 や いCI-3と の親 和 性 が強 く

限 定分 解 速 度 も大 き いブ タ キモ トリブ シ ンを 用 い る こ とに よ り、 ウシ キモ ト

リブ シン で は切 断 され なか った第2反 応 部 位 の切 断 を期待 した 。

pH3.0に お いて 、WCI-3は ブ タキモ トリプ シ ンに よ り2週 間 で約8磯 が

修 飾 を受 け、MonoQ駅5/5カ ラム を用 い たFPLCに よ り4つ の 画分(F1、

F2、F3、F4)を 得 た(Fi8.4-1)。 それ ぞ れ の画 分 は、 ア ミノ酸 分析 及 びエ

ドマ ン分 解 に よ り、F1は 修飾 され なか ったVCl-3、F2はLeu65。Ser66結 合

が 切 断 さ れ た イ ン ヒ ビ ター 響Cl一露 、F3はAsp141-Val142結 合 が 切 断 さ れ た

イ ン ヒ ビ ターWCl一 詩 、F4はLeu65-Ser66とAsp1≧LVaP42の2つ の 結合

が 切 断 さ れ た イ ン ヒ ビ ター りCl-3欝 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

各p踊 に お け る限定 分 解物 のFPLCは 、VCI。3の キモ トリブ シ ンに よる限

定分 解 に お いてp闘1.0か ら2.0,ま で はAsp141-Val142結 合 の み が切 断さ

れ 、p瞬2.5か ら4.0ま で は上 述 の3種 の 修飾 イ ン ヒ ビ ター すべ て が生 成 し、

さ らにp謎4.5以 上 で は しeu65-Ser66結 合 のみ が切 断 され る こ とを示 し、第

1反 応 部 位(Leu65-Ser66結 合)が 切 断 さ れ た修 飾 イン ヒビター の生 成量 は、

酸 性 あ る い は塩 基 性 ほ ど多 く、中 性 に お け る加 水 分 解定 数

Khyd(=臼*]ノ[日)は ほぼ ・で あ 塩

一方 、 酵 素 を加 えな い対 照実 験 で も 騨Cl-3のAsp141-Val142結 合 は

洲1.0か ら4.0の 緩 衝 液 中 で切断 を受 け、WCl-3の 限定分 解 にお いて この

Asp141-Val142結 合 は酸 性 条件 下 で非 酵 素 的 に切 断 され た もの と考 え られ る。

また 、WCl一 壽 あ るい はCb旧 一いCl一露 に さ らに キモ トリブ シン:を加 えて 限定分
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解 を試 み て も新 たな結 合 の 切断 は起 こ らな か った。

ΨCl-3の 第2反 応 部位 を検 索 す る距 め、 本 研究 で は さ らに キモ トリブ シン

以外 の キ モ トリブ シ ン様 酵 素(ブ タエ ラ ス ターゼ 、 ズブ チ リシ ンBPパ 、

SGP《、SGPB)で も限 定 分解 を行 った。WCI-3をpHLOか らp腿12.0ま での

種 々の緩 衝 液 に溶 解 した後 、1!10モ ル 量 の 酵素:を加 え て37℃ で反応 させ、

FPLCに よ り修 飾 イ ン ヒビ ター の生 成 を追 跡 しだ と こ ろ、 上述 の す べて の 酵素

が 広 いp開 領域 で 修 飾VCI-3を 生 成 す る こ とが明 らか とな っ た。

そ こで 、凶8.0で そ れぞ れ の酵 素 に よ り隈定 分 解 され 拒修 飾VCI-3の 切

断 部位 を エ ドマ ン分 解 法 に よ り決定 した。 エ ラ ス ターゼ は 》Cl-3のLeu65-

Ser66結 合 の み を切 断 し、SGPAとSGPBは 、しeu65-Ser66結 合 あ るい は

Phe68一 日e69結 合 の どち らか一 方 が切 断 さ れ た修 飾VCI-3を 生成 した 。 ズブ

チ リシ ン で はLeu67-Phe68結 合 が 高収率 で 切 断 さ れ た。 この こと よ り、 これ

らの酵 素 がUCI-3の キ モ トリブ シ ン に対 す る第1反 応 部 位(Leu65-Ser66結

合)あ る い はそ れ に近 接 しだベブ チ ド結 合 でVCI。3と 相 互 作 用 す る こ とが明

らか とな った が、VC卜3の 第2の 反応 部 位 を推 定 す る こ とは で きな か った。

なお 、 これ らの 酵 素 はVC卜3に よ り全 く阻 害 を 受 け な か っ た。

§2 阻 害 様 式

VCI-3の 双 頭性 を検 討 す るため 、WCI-3と 前 セ ク シ ョンで調 製 した修 飾 イ

ンヒビター 騨C卜諸 のキモ トリブシンに対す る複合体形成様式 を高速ゲルろ

過法で調 べた。

VCI-3及 び りCI-3ぎ を0.IM食 塩 を 含 む0.贈 トリ ス ー塩 酸 緩 衝 液

(p器7.0)中37℃ で 、2倍 モ ル量 の キ モ トリプ シ ン と5分 間反 応 さ せ 、 同緩

衝 液 で平 衡 化 した高 速ゲ ル ろ過 用TSK8elG3000訓 カラ ム(7.5x600㎜)

で分析 した 。Fig.4-2に 示 し彪 よう に、 この条 件 下 で は キ モ トリブ シ ン ー

Vq.3複 合 体 、 キ モ ド 〃 シ ン.WCI-3鞭 合 体 、VCI-3(*ま た:は りCl-3s)、

キモ トリプ シ ンの 順 に溶 出 され 、騨CI-3が キモ トリブ シ ン と1:2の モ ル比
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で 反 応 す るの に 対 し て 、UCI-3の しeu65-Ser66結 合 が 切 断 さ れ た

WCI-3ぎ は1:1の モル 比 で しか 複合 体 を形 成 しなか った。

Wq一 露 の キモ トリブ シ ン に対 す る阻害 活性 か らも 、VCト3ぎ は1:1の モ

ル 比 で キモ トリブ シ ン を阻害 す る こ とが 示 され た(臼g.4-3)。Fig.4-3と

Fig.4-4で 、VCI-3と そ のカル バ モ イル誘導 体Cb鋭 。WCI-3の キモ トリブシ

ンに対 す る阻害 活 性 が ほぼ同 じで あ る こ とは、 カル バモ イル化 がVCI-3の キ

モ トリブ シ ン に対 す る阻害 活 性 に ほ とん ど影響 を及 ぼ さな い こ とを示 してい

る。

そ こ で 、 修 飾 イ ン ヒ ビ タ ー 冒C卜3警 のSer66の ア ミ ノ 基 を カ ル バ モ イ ル化

して 、 第1反 応 部 位(しeu65-Ser66結 合)だ け を失 活 さ せ たCb聯 一いCI一露 の キ

モ トリ ブ シ ン に 対 す る 阻 害 活 性 を 測 定 し た(Fi8.4-4)。Cbm-WCl一 露 は 、

1:1の モル 比 で キ モ トリブ シ ンを 阻害 し、そ の 阻害 定数(Ki値)は

VCl一罐 の 阻害 定数 とほ ぼ一 致 して いた(Table4)。

な お、 前 セ ク シ ョンで調 製 した修 飾 イ ン ヒビ ターVCI-3吉 及びUCI-3灘 は、

キモ トリブ シン に対 して そ れぞ れWCl。3及 びVCl-3ま と同 じ阻害 活 性:を示 し、

こ の こ と よ りAsp141-Val142結 合 は りCI-3の キ モ トリ ブ シ ン に 対 す る 阻害

活 性 に 関 与 し て い な い と考 え られ る 。
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第3.節 Tiaの 阻 害 様 式

VCI-3の 第2反 応部 位 の検 索 が 不成 功 に終 ったの で 、Fi8.4-5に 示 した

STIの イ ソ イ ン ヒ ビ タ ーTia及 び そ の 修 飾 イ ン ヒ ビ タ ーTi畔(Ar863-

11e64結 合 切 断)、Ti鰭(陀t84一 しeu85結 合 切 断)、Tia発(Arg63一 日e64結

合 及び 晩 七84-Le鱒85結 合 切断)を 用 いてTiaの 双 頭性 と その 第2反 応 部位

につ い て検 討 し捷 。

§ ■ 双 頭 性

高速 ゲ ル ろ過法 に よ りTiaの トリプ シ ン及 び キ モ トリブ シ ン との複 合 体形

成 様式 を調 ぺ た(Fi8.4-6)。 本 実験 で は、酵 素 一イン ヒビ ター複 合 体 の 解離

を防 ぐた め 、酵素 及び イン ヒビ ター の濃 度 を かな り高濃 度(～10,3の に して

複 合体 を形 成 させ た。

Fi8.4-6よ り、Tiaの トリプ シ ン及び キモ トリブ シ ン との複 合 体 形 成 様式

はつ ぎ の よ うに要 約 で きる。

(1)Tiaは1:1の モ ル比 で トリプ シン と複 合 体:を形 成 す る。

(2)ト リブ シ ンーTia複 合 体 はさ らに1:1の モル 比 で

キモ ト リブ シ ン と複 合体 を形 成 す る。

(3)Tiaは キモ トリプ シ ン と1:2の モル 比 で 複合 体 を形 成 す る。

この結 果 は、Tiaが キ モ トリプ シン に対 して2つ の 反応 部 位 を有 して い るこ

とを支 持 して い る。
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§2 第2反 応 部 位 の 検 索

Tiaの 第2反 応 部 位:を 検 索 す る た め にTia、Ti畔 、 ↑ia吝、Tia発 の キ モ ト

リブ シ ン との 複合 体形 成 様 式 を 高速 ゲ ル ろ過法 で 検討 した。

Tia及 び3種 の修 飾 イン ヒビ ター を0.姻 食 塩 を含 む0.姻 トリス ー塩酸緩

衝液(凶7.0)中37℃ で2倍 モル 量 の キモ トリプ シ ン と5分 間 反応 さ せ、

同緩 衝 液 で平 衡化 した 高速 ゲ ル ろ過 用TSKgelG3000SVカ ラ ム

(7.5x60伽m)で 分 析 した。Fig.4-7に 示 した よう に、TiaのArg63-

lle64結 合 あ るい は 凹et84-Leu85結 合 を切 断 した イ ン ヒビ ター は 、 いず れも

キモ トリブ シン と1:1の モル 比 で しか複 合体 を形 成 せ ず 、両 方 の 結 合 を同

時 に切 断 した修 飾 イン ヒ ビターTia発 で は、も はや キモ トリプ シ ン と複合体

を形 成 しな か った 。以 上 の結 果 は、晩 も84-Leu85結 合 がTiaの 第2反 応部位

の 阻害 活 性 に なん らかの 関 与 を して い る こ とを示 して い る。

Flg.4-8とFig.4-9は 、Tiaと そ の修 飾 イン ヒビ ター、 及び その カルバ

モ イル 誘 導体 の キ モ トリブ シン に対 す る阻 害活 性 を示 して い るが、 そ れ らの

結果 も上 述 のゲ ル ろ過 法 の結 果 を支持 し、 また、TiaとCbm-Tiaの 阻害活性

が 同Uで あ る こと か ら、Tiaで も カルバ モ イル 化 は その キ モ トリブ シ ン に対

す る阻 害 活性 に ほ とん ど影響 を及 ぼ さ な い ことが 明 らか とな っ た。

一 般 に、 イン ヒ ビ ター の切 断 され た反 応部 位 は標 的酵素 に よ り再結 合 する

ことが知 られ て い る が(43)、Tiaに お いてArg63一 ロe64結 合 及び 門et84-

Leu85結 合 が キモ トリプ シン に対 す る反 応部 位 で あ るな らば、 これ らの切断

さ れ た結 合 は キ モ トリブ シ ンに よ り再 結 合 され る可 能 性 が強 い。 そ こで、

Ti畔 あ るい はTi略 を2倍 モル 量 の キモ トリプ シ ン と0.姻 食 塩 を含 む

0.INト リス ー塩酸 緩 衝 液(p薩7.0)中30℃ で 反応 させ 、 時間 経 過 に ともな

う複 合 体 形成 様 式 を高 速 ゲル ろ過法 で追 跡 して 、切 断 され たArg63-11e64結

合 及 び 凹et84一日e85結 合 の再結 合 につ いて検 討 した。

Tia番 は キ モ トリ ブ シ ン に よ りArg63-Ile64結 合 が 再 結 合 さ れ てTiaと な

り、(キ モ ト リプ シ ン)2-Tia複 合 体 を 生 成 し た が 、Tla吝 で は 惚 ザ4-Leu85

結 合 は 再 結 合 さ れ ず 、 逆 にArg63-11e64結 合 の 一 部 が 切 断 さ れ てTia発 が
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生 じた(Fig.4-10)。

以 上 の 高速 ゲル ろ過 法 及 び キモ トリプ シ ン に対 す る阻 害活 性 の測 定結 果 よ

り、Ar863一 日e64結 合 が キモ トリブ シン に対 す る反応 部位(第1反 応部 位)

で ある こ とが確 か め られ 、 また 、門e七84-Leu85結 合 付 近 に 第2反 応 部 位 の存

在 す る可 能 性 が示 唆 され 拒。
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第4節 考 察

高 速ゲ ル ろ過法 及び 阻害 活 性測 定 に よる解析 の結 果 は、Tia及 びVC卜3が

キモ トリブ シ ンに 対 して分 子 内 に2つ の反 応部 位 を有 して い る ことを示 し、

Kunit2型 イン ヒビ ター の双 頭 性 を確 証 した。

一 般 に セ リン プ ロ テ イナ ー ゼ は次式 に示 す よ うな反 応機 構 で イン ヒ ビター

と相 互作 用 して い る(43)。

*
1十E

■ず

ゆ

㎡

↓
↑

㎝

し
眠

レ
h

C
㎝
↓
↑
㎡

レ
n

k
I十E

こ こ でEは 酵 素 、1と1*は イ ン ヒ ビ タ ー 及 び 反 応 部 位 が切 断 さ れ た 修 飾 イ ン

ヒ ビ タ ー 、Cは 酵 素 一イ ン ヒビ タ ー 複 合 体 を 示 し、k・ ・、k・ff、k・ ・●、k・ff.

は そ れ ぞ れ の 反 応 に と も な う速 度 定 数 を表 して い る 。

本研 究 の ゲル ろ過 に おい てVCI一 露 はキモ トリブ シ ン と1:1の モ ル比の

複合体 しか形成せず、 キモ トリブシンに対す る阻害活性か らも第1反 応部位

が切断 されただけでその第1反 応部位の阻害活性 を消失す る結果 となった。

これは、》Cl-3で は上式 のk・ ・●が非常 に小さ く、本章 におけるゲル ろ過法

及び阻害活性測定 法の5分 間の加温では切断 されだ反応部位でキモ トリブシ

ン と複合体を形成 しないためと考 え られる。

一 方 、Tiaの 修 飾 イ ン ヒ ビターTi畔 及びTia発 では、Fig.4。7に 示 し

た キ モ トリプ シ ン との複 合 体 形 成反 応 で、 キモ トリブ シン ーTi畔 複 合体 及び

Tia発 の ピー クの 前 側 に肩 が 存在 した。 これ は、 反応 中 に切 断 され て い た

Arg63-11e64結 合 が キ モ トリプ シ ン によ り再 結 合 さ れ、 そ こで キモ トリプシ

ン と複合 体 を形成 しだ ため と考 え られ る。 したが って、 これ ら2種 の イン ヒ

ビター の カル バ モ イル 誘 導 体 で は再結 合 が起 こ らな い ため に上述 の よ うな肩

は完 全 に消 失 して い た(Fig.4-7)。

N末 端 ア ミノ酸 の α一ア ミノ基 及び リジ ンの ε一ア ミ ノ基 をカル バ モ イル基
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でプ ロッ グ したCbm-WCI-3の キモ トリプ シン に対 す る阻害 活 性(Fig.4-4)

がVCI-3の 阻害 活 性(Fig.4-3)と ほ ほ伺 じで あ る こ と よ り、 カル バ モ イル

化 はWC卜3の 両 反応 部 位 に おけ る キモ トリブ シ ン阻 害活 性 に影 響 を及 ぼ さな

い もの と考 え られ る。 また 、Table4に お いて 、2つ の 反 応 部 位 が等 価 で あ

ると した ときのCb隔 一VCI。3の1つ の反応 部 位 の キモ トリブ シ ン に対 す る見か

けの 阻 害 定数(Ki値)が 、第 、反応 部位 を失 活 さ せ たCb。 一WC卜3ま の 阻害定

数 と一一致 して い る こ と は、WCI-3の 第1反 応 部 位 及び 第2反 応 部 位 の キ モ ト

リブ シ ン に対 す る 阻害 活 性 が 同程 度 で あ る こ とを示 して い る。

以 上 の 結 果 よ り、 キ モ トリブ シ ン及び キモ トリブ シ ン様 酵 素 に よ って第2

反応 部 位 が 切断 さ れ な か っ た ため にそ の第2反 応 部 位 の位 置 を特 定 す る こと

はで きな か った が 、VCI-3に はほ ぼ同 じ強 さの 阻害 活 性 を有 す る2つ の 反応

部 位 が存 在 す るこ とが 明 らか とな った。

小沢 と しaskouski,Jr.は 、酸性 条 件下 でTlaに 触媒 量 の トリプ シン を作

用 させ る とAr863一 日e64結 合 が切 断 され(Fig.4-5)、 この 結 合 が トリプ シ

ン に対 す る反 応 部 位 で あ るこ と を報 告 した(33)。 そ の後Bidlin8meyerら に

よっ て このAr863一 目e64結 合 は キモ トリプ シ ンに対 す る反応 部 位 で も あ るこ

とが 確認 さ れ た(44)。 さ らに 、S鴨 就 らのSTIと ブ タ トリプ シ ン との複 合体

のX線 解 析 に よ り、Arg63一 日e64結 合 が トリプ シ ンの活 性 部 位 と相 互 作 用 し

て い る こ とが示 され た(34)(Fig.4-12)。

加 藤 と しasko鴨ki,Jr.は 、TiaのMet84一 しeu85結 合 が 中性 条 件 下 で ズブ

チ リシ ン に よ り切 断 され る こ とを報告 して い る(42)。 また 、Swee七 らのX線

解析 の 結 果(34)を 大 阪大 学 蛋 白質 研 究所 附 属結 晶解 析 セ ン ターの グ ラフ ィッ

クデ ィス ブ レ イシ ス テ ムで 検 討 した と こ ろ、 このMeザ4-Leu85結 合 と上述の

Arg63-Ile64結 合 は 、STI分 子 内で 空 間的 にか な り離 れ た部 位 に位 置 してい

る こ とが 明 らか とな った。 この こと とズ ブチ リシ ンが キモ トリブ シ ン様

酵 素 で あ るこ とか ら、凹et84-Leu85結 合 がTiaの キモ トリブ シ ンに対 す るも

う1つ の反 応 部位(第2反 応 部 位)で あ る可 能 性 が浮 かび 上 が って きた。

そ こで 、Tia、Tial、TiaL、TlalLを 用 いてTiaの 第2反 応部 位 につ い

て検 索 した結 果 、TiaのArg63一 目e64結 合 あ るい は 凹e七84-Leu85結 合 を切
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断 し距 イ ン ヒビ ター は いず れ も キモ トリブ シン と1:1の モ ル比で しか複合

体 を形 成 せ ず 、 また 、両 方 の結 合 を同 時 に切 断 した修飾 イ ン ヒビ ター で はも

はや キモ トリプ シ ン と複合 体 を形 成 しな い ことが 明 らか とな り(Fig .4-7)、

Tiaの 第2反 応 部 位 が 門et84-Leu85結 合付 近 に存 在 す る こ とが推定 され 赴。

ま なWCI-3と 同 様 、Tiaで もCb。 一Tia番 とCb。 一7i・誉 の キモ トリプ シン

に対 す る阻害 活 性 が一 致 す る ことか ら(Fig.4-9)、Tiaの2つ の反 応 部位

は キモ ト リブ シ ン に対 して 同程度 の阻害 活 性 を示 す ことが 確 かめ られ た
。

Fi8.4-8でTia誉 がTia敵 りも キモ トリブ シ ン に対 して強 い鰭 活 性 を示

したの は 、切 断 され て い たTia番 のA,g63一 ・e64結 合が キモ トリブ シ ンによ

り再結 合 され 、 そ の位 置 で も複 合体 を形成 し距 ため と考 え られ る。Tia発 が

わずかに阻害活性 を示 したのもそのためで、 したが ってそのカルバモイル誘

導 体Cb臨Tia発 は阻害 活 性 を示 さな か った。

WCI-3の キモ トリブ シ ン に対 す る第2反 応 部 位 も この 門et-Leu結 合 に相 当

す る位 置 に存在 す る と考 え られ るが 、Kunit2型 イン ヒビター問 の ア ミノ酸配

列 の 高 い相 同性 か ら(Fi8.3-37)、 他のKuniセ 型 イン ヒ ビター も この付近

に反 応部 位 を有 して い る と推 測 さ れ る。

Kunit2型 イ ン ヒビター の 第2反 応 部 位 につ いて は、VCBに おけ る

Phe79-Ala86
.結 合 の位 置 も候 補 に挙 げ る こと がで きる。 このPhe-Ala結 合は、

Tiaを は じめ 、 い ま まで に 一次 構 造 の決定 され 遊 すぺ て のKuni七z型 ・イン ヒ

ビ ター に 存在 し(Fi8.3-37)、Tiaに お け る 門eも84-Leu85結 合 に も近 接 し

て い る。 また、 りCl-3のPhe79-AIa86結 合 の後 の ア ミノ酸 配 列 がダ イズ

Bou獅an-Blrkイ ン ヒビ ターの 第1反 応部位 の ア ミ ノ酸 配列 と相 同 で あ ること

も、 この 位 置 が 第2反 応 部 位 で あ る可 能性 を示 唆 して いる(Fig.4。ll)。

本 研 究 にお い て 第2反 応部 位 の 位置 を特 定 す る こ とはで きな か った が、い

ず れ に して もXumt2型 イン ヒビ ター の第2反 応 部位 は、 第1反 応部 位 か ら

20残 基 程度C末 端 側 に存 在 して い る ことは間 違 い な いで あ ろ う。

WCI-3とTiaで は 、第1反 応 部位 と第2反 応 部 位 が キ モ トリブ シン に対 し

て 同 程度 の阻 害活 性 を示 すが 、第1反 応部 位 のベ ブチ ド結 合 がキモ トリプ シ

ンに よ り切 断 、再 合成 を受 け るの に対 し、第2反 応 部 位 は その よ うな挙 動を
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全 く示さ ない。 したが って、両反応部位の構造 あるいは阻害様式 の問にはな

んらかの相違が あると考 え られ る。また、WC卜3の 第2反 応部位がキモ トリ

ブシン以 外のキモ トリブシン様酵素 を全 く阻害 しないことは非常 に興味深い。
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第 5 章

マ メ 科 植 物 種 子 プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 発 現

プロテ イナーゼ が生体内において生命現象 に広 く関与 していることが明ら

かにな るにつれて 、これを阻害するプロテ イナーゼ インヒビターの生理的役

割の重要 性にも関心 が高 まって きた。植物におけるイン ヒビターの生理的役

割及び機 能については、内在性プロテ イナーゼ の活性調節及び昆虫な どの外

敵ブ.ロテ イナーゼ に対す る防御作 用な どが考え られて いるが(46)、 現段階に

おいてその真の生理 的役割 につ いて明確 な解答 は得 られていない。

そこで、マ メ科植物 におけるプロテ イナーゼ イン ヒビターの生理的役割を

解明する手がか りとして、シカクマ メの各部分におけるインヒビター活性を

調べるとともに、 シカクマ メ、およびダ イズ両種子の成熟過程にともなうイ

ンヒビター活性の変化 を追跡 した。
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第 ■ 節 材 料 と 方 法

§ ■ 実 験 材 料

シカ ク マ メの各 部分 は、 農林 水 産 省熱 帯 農業 研究 セ ン ター沖 縄 支 所 に おい

て1982年11月 中 旬 に 品種UPS-31か ら採 集 した。各 成熟 段 階 の種 子 は、

1984年 、大 阪大 学 に お いて 栽 培 した シカ クマ メ(品 種 ウ リズ ン)及 びダ

イズ(品 種 白鳥枝 豆)か ら調 製 した 。

ウ シ トリプ シン、 ウシ α一キモ トリブ シ ン、N一ベ ンゾ イル ーレ ブ ロ リル ーレ

フ ェニル ア ラニル ーL一アル ギ ニ ンp一 二Dコ アニ リ ド(B2-Pro-Phe-Arg-pNA)

はSlg陥 社 か ら購入 した 。BAEE、A犯E、BAPAは べ プチ ド研究 所 か ら購 入 し

た。 ウ シ血清 アル ブ ミンは生 化 学 工業 社 か ら購 入 した。TSKgelG3000SVカ

ラム(7.5x600mの とTSKgelG2000SWカ ラム(7.5x600Mの は 東洋 曹達

工業 か ら購入 した 。そ の他 の 試 薬 は用 途 に応 じて特 級 またはそ れ 以 上 の もの

を用 いた 。

ウサ ギ抗WCI-3抗 血清 は第2章 で調 製 した もの を用 い た。

§2 実.験 方 学去

〈酵素阻害活性の測定〉

各試料 の酵素阻害活性 は、試料抽出液 を活性測定用緩衝液で適当な濃度に

希釈 しだ後、第2章 で述べだ活性測定法 岡et卜odA及 び 陀七hodCに 従 って

測定 した。阻害活性単位及び比活性は第2章 に準 じた。

〈二 次 元 一重 免疫 拡 散法 〉

二 次 元 一重 免疫 拡 散法 は 肱nciniの 方 法(47)に 従 って行 った 。寒 天 ゲ ルは、

5累 抗WCI-3抗 血 清 と0.1%ア ジ化 ナ トリウム を含 む0.1卵 食塩 水 で寒 天濃
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度 が1.2%(wV)に な る よう に調 製 した 。各 試料 抽 出 液4μ1を そ れぞ れ の穴

に分 注 し、湿 度 を 保 ちな が ら室 温 で3日 間拡 散 させ て沈 降輪 を形 成 さ せ た。

ゲ ル は0.15門 食塩 水 で2日 間洗 浄 した後 、蒸 留 水 で 塩分:を除 き、1%(wV)ア

ミ ドブ ラ ック10B(17)で 染 色 し、酢 酸 一メ タ ノールG:10)で 脱 色 した 。抗

Vα 一3抗 血清 と反 応 した イン ヒビター の含 量 は 、VCI-3を 標 準 物質 と して各

試 料 の沈 降輪 の面 積 か ら計 算 した。

〈HPしCに よ るKunit2型 イン ヒビ ター とBBI型 イ ン ヒビ ター の分 別 定 量〉

試料 抽 出液 に8礪 飽 和 にな る よう に硫 酸 アン モ ニ ウム を加 えて塩 析 した後、

塩 析物 を少 量 の3M尿 素:を含 む0.IMト リス ー塩 酸緩 衝液(p闘7.0)に 溶 解 し、

そ の一 部 を同緩 衝 液 で平 衡化 したTSKgelG3000SWカ ラ ム(7.5x600紐 の と

G2000SVカ ラム(7.5x600mm)の 接続 カ ラム にか けてゲ ル ろ過 を行 っ た。

HPLCは ガ ス クロ工 業570B型 高速 液体 クロ マ トグ ラフ を用 いて行 い 、流 速は

o。4ml/minと した 。 この条 件 でKunit2型 イン ヒビ ター とBBl型 イン ヒビタ

ー はそ れぞ れ 異 な る位 置 に溶 出 す るの で、 そ れぞ れ の 画分 の トリプ シ ン阻害

活 性 を第2章 で述 ・ぺた 陀thodAに 従 って 測定 す る こ とに よ り2つ の 型 の イ

ン ヒビ ター を分別 定 量 した。

〈タンパ ク質の定量〉

試料抽出液におけるタンパク質の定量は、ウシ血清 アルブ ミンを標準物質

として しo貯y法(48)に よ り定量 した。

〈各成熟 段階の種子の採集 〉

シカクマメを大阪大学豊中 キャンバス内において5月 初旬 に播種 し、花が

咲 くと同時に色の異 なる毛糸で印をつけて開花 日を明確 に し、10月 下旬に

それ らをいっせいに収穫 して種 々の成熟段階の種子を採集 しだ。Fi3.5-1は 、

本実験 におけるシカクマメ(ウ リズン)の 開花数 と結実数 を示 し楚グ ラフで

ある。ダ イズ(品 種 白鳥枝豆)に つ いては5月 に播種 し、シカクマ メと同様

の方法で7月 下旬 に収穫 した。
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各 成熟 段 階 の種 子 は、 それ ぞ れ液 体窒 素 中 ホ モ ジ ェナ イザ ー で粉 砕 し、18

当 り0.02N塩 化 カル シ ウ ムを含 む0,1門 酢 酸ナ トリウ ム緩 衝液(pH7.6)

10mlで 抽 出 し、 遠 心分 離 してそ の 上澄 み液 を試 料 抽 出液 と した 。
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第2節 シ カ ク マ メ に お け る プ ロ テ

イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 分 布

シカ ク マ メ(UPS-31)各 部 分lg当 り10mlの0.1Mト リス ー塩 酸緩 衝 液

(pH7.7)を 加 えて ホ モ ジ ェナ イザ ー で粉 砕 。抽 出 し、 ろ過 ・遠 心 分 離 して得

られ た上 澄 み 液 を 適 当 な濃 度 に希 釈 して イ ン ヒビ ター 活 性 を測 定 した 。

Table5に 示 す よ うに 、つ ぼ み(Bud)、 花(Flower)、 さや(Pericarp)、

茎(Stem)、 葉(しeaf)な どに は ほ とん ど イン ヒビ ター 活性 がな く、 タンパ

ク質 の 貯 蔵 器官 で あ り、 また発 芽 能 力 を有 す る完 熟 種 子(Ripeseed)と 塊根

(Tuber)に トリブ シ ン イン ヒビ ター 活性 及 び キモ トリプ シ ン イ ン ヒ ビ ター活

性 の あ る こ とが認 め られ た。

な お、 シ カ クマ メの 異 な る品種 で あ るTpt-2に つ いて も同 じ結 果 が得 られ

た(49)。
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第3節 マ メ 科 植 物 種 子 プ ロ テ イ

ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 発 現

§ ■ シ カ ク マ メ プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 発 現

石 垣 島 で の予 備 実 験(49)よ り、 シカ クマ メ(UPS-31)の キ モ トリプ シ ンイ

ン ヒビ ター と トリプ シ ン イン ヒビター は、 開花 後種 子 が 成熟 して い く過程 の

あ る時期(開 花 後 約30日)に その 活性 を発 現 し、そ の 後急 速 に増 加 してい

くこ とが 示 され たの で(Fig.5-2)、1984年 、大 阪大 学 にお い て再実験

を行 い 、 この石 垣 島 に お け る結 果 をさ らに詳 し く検 討 しだ 。

臼g.5-3に 示 した よ うに 、 シカ クマ メ(品 種 ウ リズ ン)種 子 は開花 後 約

30日 頃 か らほぼ 一一定 の割 合 で生 長 し、約60日 で 完 熟種 子 に達 し彪。 イン

ヒビタ ー活 性 の発 現 は 、石 垣 島 に おけ る実 験結 果 と同 様 で あ った。 す なわち、

キモ トリブ シ ン イ ン ヒ ビター 、 トリプ シン イ ン ヒビ ター と も開花 後36日 か

ら38日 にそ の活 性 を発 現 し、そ の後 約1週 間 は急 速 な活 性 の増 大 を示 して

や が て一 定 値 に達 した。

本 砥 究 で は、 さ らに イ ン ヒ ビター前 駆体 の存 在 を 調 べ る ため、 阿ancini法

に よ り抗VCl-3抗 体 を用 いて シ カク マ メ種 子 の各 成熟 段 階 に お甘 る キモ トリ

ブ シ ン イ ン ヒ ビ ター あ るい はそ の前 駆 体含量 を測 定 した。 臼8.5-4に 示 した

よう に、Mancini法 に おい て も活性 で追 跡 した結 果 と 同様 、 シカ クマ メ キモ

トリプ シ ン イン ヒ ビター は 開花 後約38日 目に出現 し、そ の後 急速 に増 加す

るこ とが 明 らか と な っ拒 。
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§2 ダ イ ズ プ ロ テ イ ナ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 発 現

前 セ ク シ ョン に お け る結 果 が他 の マ メ科 植 物 で も 同様 で あ るか を検 討 す る

ため 、ダ イズ種 子 の成熟 過 程 に ともな うイ ン ヒ ビタ ー活 性 の変 化 を も追 跡 し

た(Fig。5-5)。

各成 熟 段 階 に お け る トリブ シン イン ヒ ビター 活性 の測 定 結 果 よ り、 ダ イズ

(白 鳥 枝 豆)で は開 花後 約13日 目に イン ヒビタ ー活 性 が発 現 し、 シカ クマ メ

同様 、活 性 は その 後 急 速 に増 加 す る こ とが明 らか とな っ た。

ダ イズ 種子 はKunitz型 とBBI型 の両 者 の イ ン ヒビ ター を含 ん で い るので、

高 速ゲ ル ろ過法 を 用 いて 各成 熟段 階の種 子 に おけ るKunit2型 イン ヒビ ター

とBBI型 イ ン ヒビ ター の分 別定 量 を行 っ た(臼g。5-5)。 そ の結 果 、

Kunl七2型 イン ヒビ ター とBBI型 イン ヒビター は どち らも開 花 後約13日 目

か ら活 性 を発現 し、以 後 数 日間 は直線 的 に増 加 す るが 、Kunltz型 イン ヒビタ

ーで は次 第 にそ の 増加 率 が低 下 し、20日 目以 後 は ほ ぼ一 定 値 を 示 した。逆

に、BBI型 イ ン ヒ ビ ターの増 加 期 間 はKuniもZ型 イン ヒビ ター に比 べて 長 く、

種 子 成熟 後 期 の全 活性 量 の 増加 は、主 と してBBI型 イン ヒビ ターの 増 加 に起

因 して い るこ とが 明 らか とな っ捷。
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第 ∠■ 節 考 察

シカ クマ メでは若 さやをササゲや インゲ ンの ように食べ る方法が最 も普及

しているが、熱帯地方においては植物全体 を食用に利用 しているので、シカ

クマ メの各部分 におけるイン ヒビターの分布を調ぺることは意義 があ った。

本章の実験結果 よ り、完熟種子 と塊根を除 くその他の部分 と成熟初期の種子

について はほとん どインヒビター活性がな く(Table5)、 これらの部分が食

用 とされて いることは興味 ある事実である。一方、 タンパ ク質の貯蔵器官で

あ り発芽 を行 う繁殖器官で もある完熟種子 と塊根にのみプロテ イナーゼ イン

ヒビターが存在す ることか ら、インヒビターが繁殖能力を有す るこの2器 官

を外敵 か ら守 るといった積極的な働 きを して いるので はないか と考 えられる。

種子中 のインヒビター活性 は、開花後種子 が成熟 してい く過程の ある時期

に発現 し、その後急速 に:増加 してい くことが明 らか となった。活性発現時期

で石垣島 と大阪の実験結果では開花後 日数に6～8日 の差が認め られたが、

これは両地の気象条件の違いによるもの と考 えられ る。開花 から活性発現 ま

での積算 気温(平 均気温の和)で はいずれも700℃ 付近 に相当 し、 シカクマ

メ種子 では開花後積算気温が700℃ 付近 に達 した時にインヒビター活性が発

現するものと考え られる(Fig.5-3)。

種子の成熟過程 にともなうイン ヒビターの活性発現 とその増加の傾 向は、

ダイズ を用 いた実験 においても同U結 果が得 られた(Fig.5-5>。

シカクマメでは、このイン ヒビターの活性発現時期 が種子の発芽能力を獲

得す る時期 と一致 している(49)。 プロテ イナーゼ イン ヒビターが種子の発芽

とともに代謝 されて消失 してい くことはすでに報告 されているが(50,51)、 こ

の ことと発芽能力を獲得 した種子中に インヒビターが出現 することか ら、マ

メ科植物プ ロテ イナーゼインヒビターは発芽機構 においてなん らかの作用を

しているのではな いか と考え られ る。

その機能 の1つ と して種子の成熟、休眠、あるいは発芽時におけるベブチ

ダーゼ等 の制御作 用が考え られ るが、本研究では イン ヒビターに よって直接
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阻害 を受 け る酵素 を検出す ることはで きなか った。これに関連 して、西方も

ダイズ完 熟種子 よ りBAPA加 水分解酵素 を精製 しているが、その酵素 もダイ

ズ種子 インヒビターで阻害 を受 けなかったと報告 している(52)。

種子の成熟過程 にともな うイン ヒビターの発現及びそれ以後の活性 の急速

な増加 よ り、 イン ヒビターの生合成あ るいはそのプロセシング に関 して次の

ような可能性 が考 え られ る。

(1)イ ンヒビターは活性発現期に 鹸NAか ら生合成され、直ちにプロ

セ シングを受 けて活性 なイン ヒビター となる。

(2)イ ンヒビターは活性 のな いプロインヒビターの型 で生合成され、

活性発現期 になん らかの作用によ り活性型 に転換 する。

(3)酵 素 と複合体 を形成 していた イン ヒビターが、活性発現期に

複合体か ら解離 して活性 を示す。

これ らの可 能性 に対 して 、 ウサ ギ抗WCI-3抗 体 を用 いた 甑ncini法 に よ

る キモ トリブ シ ン イ ン ヒ ビター タ ンパ クの定 量 は明確 な解 答 を与 え た。 すな

わち 、抗VCI-3抗 体 を用 いて種 子 の 成熟 過 程 に ともな うキ モ トリブ シ ン イン

ヒビ ター 含量 を測 定 した結 果 は、活 性 測定 か ら求 め た イ ン ヒビ ター量 の変化

と非常 に よ く一 致 し、 活性 発 現期 以 前 にブ ロ ーイン ヒビタ ー あ るい は イ ン ヒビ

ター 複合 体 が存 在 しな い こ とを示 して い る(Fi8.5-4)。 し拒 が って 、 上述

の3つ の可 能 性 の うち(1)が 正 しい もの と考 え られ る。

この こ とは さ らに遺 伝子 レベ ル で の研究 に よ って も支 持 され て い る。大野

らは 響CI。3のm剛Aが イン ヒビタ ーの活 性 発 現 期 と同 口時期 に合 成 さ れ始め

るこ とを 示 し、騨Cl-3が まず シグ ナル ベ ブ チ ドを も った前 駆 体

(凹.W.22,000-24,000)と して合 成 され 、直 ち に プ ロ セ シ ング を受 け て 成熟 イ

ン ヒビ ター に な る こ とを明 らか に した(53)。 ダ イズ 種子 に お いて も イ ン ヒビ

ターの 旧剛Aが 種 子 成熟 の あ る時 期 に合 成 さ れ始 め る ことが 報告 され て お り

(54)、 本 研 究 の活 性 レベ ル で の追 跡結 果 とも一 致 して い る(Fig.5-5)。

ダ イズ 種 子 の成 熟過 程 に とも な うKunitz型 イン ヒビ ター とBBI型 イン ヒ
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ビターの分別定量 により得 られたインヒビターの発現及び活性変化 に関する

デ ータは、発芽時 における両 インヒビターの消長 に関す るデー タとともに、

種子中に おける両 インヒビターの機能 を解明 してい く上 で重要な情報である

と考 えられ るが、今後 さらに検討 を加える必要が ある。
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第 6 章

要 糸勺

シカ ク マ メ種子 よ りイオ ン交 換 クロ マ トグ ラ フ ィー を利 用 して分 子量 約

20,000、 半 シ スチ ンを4個 含 む7種 のKuniセ 型 イ ン ヒビ ター を精 製 した。

2種 の トリブ シ ン イン ヒビタ ー(VTI-2、 》Tl-3)は1:1の モ ル比 で トリ

プ シンを強 く阻 害 し、4種 の キ モ トリブ シ ン イン ヒビ ター(VCI-1、VCI-2、

VCI-3、VCI-4)の うち 、りq-1は1:1.3の モ ル 比 で、VCI-2とVCI-3は

1:2の モ ル比 で キモ トリブ シン を阻害 した。WCI-4は トリプ シ ン を阻 害せ

ず 、 キモ トリプ シ ン に対 して も 弱 い阻 害活 性 しか示 さな か った。残 る1つ の

イ ン ヒビ ターWCI-1は 、 トリプ シ ン及び キモ トリプ シ ンを1:1の モ ル比

で 阻害 したが 、 同 時 に両酵 素 を阻害 す る こ とはで きなか った。

ア ミノ酸 組 成 は キモ トリブ シ ン イン ヒビ ター 問 に 高 い類似 性 が認 め られ 、

と くにVq-2とWCI-3のN末 端 ア ミノ酸配 列 は完 全 に一致 して い数 。抗

VCト3抗 血 清 は4種 の キモ トリプ シ ン イン ヒ ビター と抗 原抗 体 反 応 を示 した

が、 そ の他 の シ カ クマ メイン ヒビ ター と は反応 しな か った。

(第2章)

シ カク マ メキモ トリブ シ ン イン ヒビ ターVCI-3の 特 異 な 阻害 機作 と構 造 と

の 関係 につ いて考 察 す るため 、いCl-3の 一 次 構造 を決定 し彪。りCl-3は183

個 の ア ミノ酸 か ら成 る メチオ ニ ン を含 まな い単純 タンパ ク質 で 、C末 端 領域

に不均 一 性 が認 め られ た。一 次構 造 の 比較 は、 ダ イズ トリブ シ ン イン ヒビタ

ーTiaと46%、 シカ ク マ メ トリブ シ ン イ ン ヒ ビター りTl-1と62%、

幽latissi旧aト リブ シ ンイ ン ヒビターDE-3と5儲 の相 同 性 を示 し

た。

(第3章)
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WCI-3の キモ トリプ シン に よ る限 定分 解 で は、 そ の第1反 応部 位(Leu65。

Ser66結 合)の み が切 断 を受 け 、第2反 応部 位 は全 く切 断:を受 けな か った。

しか し、第1反 応 部位 を失 活 さ せ たCbrVCI一 諺 が 、 な お1分 子 の キモ トリ

プ シン と複 合体 を 形 成 す る こ とか ら、WCI-3の 双 頭性 、す な わ ち第2反 応部

位 の存 在 が確 認 さ れ だ 。Cb旧 一VCレ謎 の キモ トリブ シン に対 す る阻 害活 性 よ

り、第1反 応部 位 と第2反 応 部 位 はキ モ トリプ シ ンに対 して 同程 度 の 阻害活

性(阻 害 定 数Kiニ ～10'9の を示 す ことが 明 らか とな った。

WCI-3に つ い て は、第2反 応 部 位 を 同定 す る拒め に4種 の キ モ トリブ シン

様 酵素(エ ラス ターゼ 、ズ ブ チ リシン 、SGPA、SGPB)に よ る隈定 分 解 を試み

たが 、第2反 応 部 位 に相 当す るベ ブ チ ド結合 の切 断 は起 こ らな か っ た。

(第4章)

ダ イズ トリプ シ ン イン ヒビ ター7ia及 び3種 の修 飾 イ ン ヒビ ターTia裂

Ti略 、Tia発 とそ れ らのカ ルバ モ イル誘 導 体 を調 製 し、 高速 ゲル ろ過法 によ

りそ れぞ れの キ モ トリブ シ ンに対 す る複 合体 形 成 様式 を調 ぺ た。Tiaは

1:2の モル比 で 、Tl畔 とTi曙 は1:1の モ ル 比 で キモ トリブ シン と複

合体 を形 成 す るが 、Tia発 は も はや キ モ トリブ シ ン と複 合 体 を形 成 しな かっ

;た。

以 上 の 結 果 は キ モ トリブ シ ン に対 す る阻害 活 性 の測 定 か らも支 持 され 、

Tiaに お け る第2反 応 部 位 は 門eザ4-Leu85結 合付 近 に存 在 し、Kunlt2型 イ

ン ヒ ビタ ー問 の 高 い相 同性 か ら、 そ の 他のKunitz型 イ ン ヒビ ター の第2反

応 部位 も これ に相 当 す る位置 に存 在 す る もの と考 え られ る。

(第4章)

マメ科植物種子 プロテイナーゼ イン ヒビターの生理的役割を解明す る拒め、

シカクマ メ及びダ イズ種子の成熟過程 にともなうイン ヒビター活性の変化を

追跡 した。

シカクマメ(ウ リズン)種 子中の トリプシン及びキモ トリブシンに対する

イン ヒビター活性 は開花後36日 目(積 算気温700℃)に はじめて発現 し、
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それ以後急速に増加 した。免疫学的追跡も同様の結果 を示 し、 イン ヒビター

は種子形 成の初期 において活性のないプロインヒビターの型で生合成 される

のではな く、活性発現期 に直接 イン ヒビタータンパクと して生合成 され るこ

とが明 らかとなった。

一方、ダ イズ(白 鳥枝豆)種 子でもシカクマメと同様の結果が得 られ、

Kunitz型 インヒビター とBBI型 インヒビターの分別定量は、両 イン ヒビタ

ーが同 じ時期 に出現 し、その後異なる速度で生合成 され ることを示 した。

(第5:章)
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