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緒論

ホスホリバーゼ (phospholipase) はリン脂質のエステル結合を加水分解する酵素の総

称で，切断するエステル結合の部位によってホスホリバーゼAl(PLA
I
)， A2' B， C，およ

びDに分類される.また，アミノアルコールであるスフインゴシンを基本骨格とするリン

脂質スフインゴミエリン (sphingomyelinc:SM)のリン酸工ステル結合を加水分解する PLC

は特にスフインゴミエリナーゼ (SMase) と呼ばれる.

2ハヘ

HO 
I H 

O HC-5;二 C一(CH2)I2CH311 H 1 H 
R-C-N-CH 0 

吋-今舛l卜ド一寸O一叫ば刈配削向舵仰叫例Cα叫H叱時3)
/ 0 

S九1ase

リン脂質は当初，生体膜の主要構成成分として外界に対するバリアーの形成に携わる

とともに，エネルギー源としての栄養素と考えられていた そのためにホスホリバーゼ類

は，~虫類，見虫，およびバクテリアが分泌する毒成分として生体膜を破壊する作用や栄
養源として取り込まれたリン脂質を消化する作用をもっ酵素として認識されてきた.しか

し，この 10年間の研究の進展に伴って，ホスホリバーゼ類は動物組織や細胞内にも存在す

ることが明らかになり，新たな分子種が数多く発見された.これらのホスホリバーゼ類に

より生体膜から産生されるアラキドン酸，セラミド，イノシトールー3-リン酸，ジアシルグ

リセロール，およびホスファチジン酸などは種々の生理活性を示し 新たな生理活性物質

に変換される出発物質ともなりうる.さらに， とれらの分子が細胞内情報伝達を媒介する

セカンドメッセンジャーとしての役割を担うことが明らかにされるに至っては，これらの

産生にかかわるホスホリバーゼ類は，単に毒成分や消化酵素としての役割にとどまらず，

細胞内情報伝達における keyenzyrneとして認識されるようになった川)

ホスホリバーセ Aゥ (PLA.) は食物中のリン脂質の消化あるいは生体膜リン脂質の新

生と代謝に関わるとともに，フロスタグランジン類などの脂質メディエーターの産生に至

るアラキドン酸カスケードの開始酵素として機能する日)他方 スフインゴミエリナーゼ

(SMase) の詳細な機能には不明な点が多いが，少なくとも，スフインゴ脂質の代謝異常

によって起こる Niemann-Pick病はリソソームに存在する SMaseの遺伝子の欠損に起因する

ことが知られている 12) また， SMaseの作用により産生されるセラミドは ある種のプロ

テインキナーゼやホスファターゼを活性化することが報告されており 最近では，セカン

ドメッセンジャーとしてアボトーシスとの関連において注目を集めている引1)

本研究では PLA." 特に分子量が 14kDaで細胞外に分泌される 2つの分子種 (1型と 11

型)について，基質加水分解の触媒機構や低分子阻害物質による阻害機構の共通点と相違

点を明らかにするため，また，哨乳類由来酵素との一次構造上の類似点が指摘されている、

1 



バクテリア由来 SMaseについて，触媒作用に関与するアミノ酸残基とそのイオン化状態を

明らかにするために，酵素反応速度論に基づく実験を行った.
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ホスホリバーゼA2の触媒機構の解明

2 3 



第一節 ウシ膝臓由来ホスホリバーゼA2の触媒機構

-1型と11型PLA、の触媒機構の共通点と相違点一

第一項序

泌される分子量 14kDaのモノマータンパク質で.両手素活性に Ca2+が必須である.また.

仙の分下種に比べて古くから研究されてきたことから‘その高次精j査を含むタンパク質化

学的な性質がかなり明らかにされている 1明と H型 PLA"の違いは CFig.1-1-1)， 日型

PLA"のポリペプチド鎖が I型 PLA.，に比べ C末端で 7残基ほど長いことと， 1型 PLA、の

ジスルフィド結合が Cys11とCys77の間に形成されているのに対し‘ 11型PLA:;では Cys

50とC末端の Cys133の間に形成されていることである 1-l)これまでに.十数種類の I型

とH型 PLA"のX線結品解析が行われたが。 n1，j酵素の触媒部位を含む高次構造に明確な違

いは示されていない 15)

i型と H型 PLA"の触媒機備にはセリンプロテアーゼに似た電荷リレー系が提案され

ている (Fig.1-1・2).その仮説によれば‘触媒基 His48が水分子を介して基質の 2位のカル

ボニル基の炭素原子を求核的に攻撃する.選移状態においては、基質の切断されるべき 2

位のカルボニル酸素とリン酸基の酸素原子が PLA今と結合した Ca2+と配位することにより、

反応中間体が安定化されると考えられている.

ホスホリパーゼAュ(PLA2)[EC 3.1.1.4]はリン脂質の2位の脂肪酸エステル結合を加水

分解する酵素である.本酵素は生物界に広く分布しており、民近の 5年間jほどの研究で数

多くの分子種が発見された CTable1-1-1) 4.1九) その中で 1'¥:'1と11}¥'l PLA，は、細胞外に分

Table 1-1-1 Classification of phospholipase A2 [Refs.... and 13]. 

Group Sources 

I A Cohras， kraits 
B Bovine/human pancreas 

I1 A Rattlesnakes， vipers， 
human synovial 

f1uid/platclets 
B Gahoon vip巴r

C Rat/mouse testes 

III Bees， lizards 
IV Raw 264.7， rat kidney， 

human U937/platelets 

V Human/rat/mouse 

heart/lungヲ P388D1
macrophages 

VI P388D1 macrophages、
CHO cells 

VII Human plasma 

vm Bovine brain 
IX Marine snail 

[ρcatlon 

Secreted 

Secreted 

Secreted 

Size Ca2+ 

(kDa) r巴quirement Disulfides 

13-15 mM  7 

13-15 mM  7 

13-15 mM  7 

Secreted 13-15 

Secreted 15 

Secreted 16-18 

Cytosolic 85 

Secr巴ted 14 

Cけosolic 80-85 

Secreted 45 

Cytosolic 29 

Secreted 14 
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Fig.l・1・2 Schematic representation of the catalytic mechanism for PLA2• 

これまでに我々の研究グループは， 1型に属するコブラ CNajanaja atra)毒およびII

型に属するマムシ CA.gkistrodonhalys blomhoffii)毒とハブ (Trimeresurusflavoνiridis)毒由

来 PLA2について，必須金属である Ca
2
+との結合定数の pH依存性 16-20)， PLA

2の触媒基で

ある His48を選択的に修飾するp-bromophenacylbromide (BPB)との反応速度定数の pH依

存性!日])，および単分子分散状 2日5)または混合ミセル状レシチン'24・'27) を基質とする酵素反

応パラメーターにおよぼす Ca2+の影響と pH依存性を調べてきた.その結果， 1型と II型

PLA.，との問には， Ca2+との結合力， BPBとの反応性，および触媒作用における N末端α

アミノ基の関与の仕方，基質結合におよぼす Ca2+の影響に関して相違点が示された.しか

し， 1型 PLA吋については 1種類の酵素でしか実験されていないので，これらの結果がす

5 

Fig.1・1・1 Schematic representations of group I and II phospholipase A2s based on the known three-dimensional 

structures. The diagrams are arranged to highlight the marked structural homology and are not necessarily to scale. The αhelices 

are indicated by rectangles、sstrands by arrows、anddisulfide bridges by black bars. The amino and carhoxyl termini ar巴labeledN 
and C， respectiv巴ly

N 



べての I型と 11明PLA、に適応できるかどうかはわからない.

PLA、は哨乳動物の各種臓23に存在することが知られている.特に杯臓には i引にj属
する PLA，が豊富に存配する.体RI議由来 PLA，は前駆体 (pro-PLA，)として消化管に分泌さ

れ. トリプシンにより N末端領域で限定加水分解を受けて活性型 (active-PLA、)に変換さ

れる ~ö) ヘビ毒由来 PLA、にはこのような前駆体は存在しないことから司最近では、 I FPJ 

PLA、のうち典型的なヘビ毒由来 PLA、を IA型、料臓由来 PLA、を IB型とする細分化がな

されている 13) CTable 1-1-1). 

本研究では，これまで明らかにされてきた I型と 11型 PLA、の酵素作用に関する違い

が、すべての酵素にあてはまることを示すため， 1型 PLA、に属するウシ伴臓由来 PLA、に

ついて酵素反応速度論に基づく実験を行った.

第三項 BPBによる触媒基His48の化学修飾

p-bromophenacyl bromide (BPB) はPLA，の触媒基である His48を選択的に化学修飾

することが知られている l り-:~I・29引)そこで，ウシ伴臓由来の activc-およびpro-PLA，に対す

るBPBの反応速度定数の pH依存性を調べることにより， BPBとの反応に関与するアミノ

酸残基のイオン化状態を明らかにした.

1. PLA2 とBPBとの反応

BPBとPLA2との反応は反応中間複合体 (noncovalentintermediate complex) を介して

起こると考えられている 19-21.29. 3~) E， R、ER，および?をそれぞれ，遊離の未修飾 PLA"

遊離の BPB，反応中間複合体，およびHis48が修飾された PLA、とすると， BPBとPLA、と

の反応様式は次式で表される.

第二項 pH変化に対する酵素の安定性

ウシ勝臓由来 PLA2に関して異なる pHで種々の実験を行うために，まず本酵素の安

定性におよぼす pHの影響を調べた Fig. 1-1 ・3 は pro- および active-PLA~ の遠紫外部 CD

スペクトルを示す.両酵素はともに αヘリックスに特有な 222nmにおける負の楕円率の極

大を示すことがわかった.次に，両酵素の 222nmにおける負の楕円率を種々の pHで測定

した CFig.1-1-3). その結果， pH 11以上の領域で負の楕円率の減少が見られ，その変化が

時間依存的でかつ不可逆的であったことから，これらの酵素は pH11以上の領域で変性す

ることがわかった.したがって，後の実験は pH4.7から 10.5の範囲内で行うことにした.

、 K

E+ R -..::::::‘ ER E牢

K
ER 、、.，ノ

'
t
A
 

噌

E
A--

/'t-

ここで，KERとK はそれぞれ，反応中間複合体の解離定数と修飾酵素生成の速度定数

を示す.

BPBのモル濃度 (CR) が酵素の全モル濃度 (c;)よりも著しく高い実験条件では，
式 (1-1-1)の反応は擬 a次速度式に従うので，次式が得られる.

C~ -C: 
log EC O E=-0.436Kobs t (1-1-2) 

。
g= -0.2 

ロや司 ー0.4

噛司副 -0.6 で。r
F吋

X -0.8 
F園田『

CD 
』圃....1

-1 

-1.2 。

ここで， C~ と Kobs はそれぞれ，修飾された酵素のモル濃度と反応の擬一次速度定数で
ある KOb，

。~I~ 
o 'io~内 OU3及川

{
@
}
 

KC R 
K.. = 
ODS K ER + C

R 

(1-1-3) 

4 8 10 12 

Fig. 1-1-4Aは，種々の BPB濃度における active-PLA，の残存酵素活性 Cv/vo)の対数を

反応時間 (t) に対してプロットした結果を示す. ここで、 νと ¥'0はそれぞれ反応時間が t

と 0 のときの酵素活性を示し，州}は式(ト 1-2) 中の (C~ -C~)/ C~ に相当する Fig.1-1-4B 
は， Fig. 1-1-4A の結果から求めた見かけの速度定数 (κ~b) を BPB のモル濃度 CCR ) に対
してプロットした結果を示す.式 (1-1-3)に対応するこのプロッ トがほぼ原点を通る直線

になったことから，式 (1-1-3)は Kobs= (K/K
ER
) C
Rと表すことができ，これはど

R値が実験

に用いた BPB濃度 (CR) よりも著しく大きいことを示す.すなわち，式 (1-1-1)において，

ER複合体の存在は無視できることがわかった.同様の結果は pro-PLA..，についても得られ

た

2 6 

pH 

Fig.l・1・3 pH dependence of the negative ellipticities at 222 nm of bovine pancreatic pro・(0)and active PLAzs (.). Thc 
trianglc<; indicate the data after 30 min. The insct shows the CD spectra at pH 7.6 of the pro-(1) and active PLA:，s (2) 
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2. PLA2とBPBとの反応速度定数のpH依存性

Fig. 1・1-5は，種々の pHにおける active-およびpro-PLA，と BPBとの反応データの式

(1・ト2)に従ったプロットを示す pro-PLA..，の場合，式(1-1之)中の(c;-c;)/c;は未修飾
His 48の相対残基数(N-l)で置きかえることができる.ここで，Nはアミノ酸組成分析に

より求めた pro-PLA、の残存 Hisの相対残基数を示す(本酵素は分子内に Hisを2分子しか
含まず到， BPBはそのうちの His48のみを特異的に修飾する)• 

Fig. 1-1・5に示した直線の傾きから，見かけのて次速度定数 1(Ob)CRを求め，それらを

pHに対してフロットした (Fig.1-1・6). どちらの酵素の pH依存性曲線にも 2つの転移が
見られたことから， BPBとPLAづとの反応には 2つのアミノ酸残基のイオン化が関与する
ことがわかった.

B 

。

0.3 

~ 0.2 
z 
g 

』

記 0.1
PLA勺と BPBとの反応に 2つのアミノ酸残基のイオン化が関与する場合，未修飾酵素

とその BPB複合体に関して 8つのミクロ分子種の存在を考える必要がある:EH:l1，1)， 
EH(l刈， EH(O，l)， E(O刈， EH2R(1.1)， EHR(lρ)， EHR(O，l)， ER(O，O)・ここで，活弧内の数

字はそれぞれ 2つの解離基のイオン化状態を表し， 1と0はそれぞれがプロトン化状態と

脱プロトン化状態にあることを示す.His 48がプロトン化していると BPBと反応できない

ので， pH 7以下の領域で見られる転移はHis48のプロトン化に伴うものと考えられる.し

たがって， 8つのミクロ分子種のうち， EHR(O，l)とER(O，O)のみが修飾酵素を生成すると

仮定し，それぞれの速度定数を1(
1
と1(
2とすると，次の反応スキームが想定できる.

3 

2 

1 

(同・
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Fig. 1-1-4 Effect of BPB concentration on the kinetics of the BPB reaction with bovine pancreatic active干LArA: 0， 
0.095 mM;・， 0.071mM;ム， 0.053 mM; .， 0.042 mM; and口， 0.032 mM BPB. B: Observed rate constants (Kobs) plotted as a 
function of BPB concentrations (CR) according 10 Eq. 1-1-3 
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Fig.l・1・6 pH dependence of the apparent second-order rate constants， 1C

nh‘/CR， of BPB reaction with bovine pancreatic 
active-(.) and pro-(0) PLA2s. The solid curves are the theoretical ones co~str~cted according to Eq. 1・1-5by using the 
parameters given in the text. 
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Fig.1・1-5 Effect of pH on the kinetics ofthe BPB reaction with bovine pancreatic active-and pro-PLA2s. A， active-PLA2 
0， pH 7.72;・、pH6.94;ム，pH9.30;ムpH6.51;口， pH 9.58;・，pH 6.09. B， pro-PLA2: 0， pH 8.90;・，pH7.23;ム， pH9.38; 
.， pH 6.73;口，pH6.42. 
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¥ 
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(1-1-4) 

pro-PLA2においては，activc-PLA-，の N末端にヘプタペプチドが結合しており，その N末

端のアミノ酸である Gluはpyroglutamateになっているのでαアミノ基は存在しない日)し

かし， pro-PLA，のヘプタペプチドにはn住ーの塩基性アミノ酸 Arg-1 (アミノ酸残基のナン

バーリングは active-PLi生2のN末端から開始する)が含まれているので，アルカリ性 pH領

域に見られる pro-PLA2の転移は Arg-1によるものと考えられる.得られた pK値 10.3は一

般的な Arg残基の値 (12.5) に比べ幾分低いが，本酵素の Arg-1のC末端は仙の Arg残基

に比べてトリフシンにより優先的に切断されることから考えると 2討川，この低い pK値はタ

ンパク質分子内の特別な環境下にArg-1が存在するためと考えられた.

BPBのモル濃度が酵素のモル濃度よりも非常に高い場合，ある一定 pHにおける見か

けの二次速度定数Kob/CRは，式 (1-1-4)に従って次式で表わすことができる. 第四項 Ca2+の結合様式

K obs A.[H+]+B 
(1-1-5) PLA2の活性発現には Ca

2
+が必須である.X線結晶解析の結果によると (Fig.1-1-7)， 

結合 Ca
2
+は， Tyr 28， Gly 30，および Gly32の主鎖のカルボニル酸素，負に荷電した Asp49 

の側鎖，および2分子の H20の酸素原子と配位しており，基質が酵素に結合すると、基質

の2位のカルボニル酸素とリン酸基の酸素原子がこれらの H-，O分子と置換すると考えられ

ている 15) そこで， PLA2に対する Ca
2+の結合定数の pH依存性を調べることにより， Ca2+ 

結合に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を明らかにすることを試みた.

Fig. 1-1-8AとFig.1-1・9Aはそれぞれ， active-とpro-PLA
2のCa

2+存在下と非存在下に

おける蛍光スペクトルの比較を示す.

CR 
.c 

[H+ ]2 [H +] . '1 
一 一-• 

KEH2 ・KEH KEH 

ここで，KEH2とKEHはそれぞれ，酸性およびアルカリ性 pH領域における 2つの解離

基からの H+のマクロ解離定数を示す.また， A， B，および Cは次式で表される定数であ

る.

K， 
A=  一一 I
kmkn.KER 

一
R

一

c

m

一
+

ム
p
k一日
A

B

C

 

(1-1-6) 

(1-1-7) 
Gly 30 

(1-1-8) 

γ 。
ここで， KFHとkERはそれぞれ，分子種 ERH(O，l)からの H+のミクロ解離定数と分子

種 ER(O，O)からの BPBのミクロ解離定数を表す.~R は反応中間複合体からの BPB のマク

ロ解離定数を示す.ここで， Fig. 1-1-4の結果からどRはCRより著しく大きいことがわか

っているので，式 (1-1-8)中の Cは実際上 1となる. Fig. 1-1-6中の実線は，式 (1-1δ)に

それぞれのパラメーターとして， active-PLA2についてはpKEHz二 6.6，pK
EH
二 9.15，A = 4.45 

X 1012 M-2・min-1，および B= 5.32 X 102 M-1.min-1， pro-PLA
2についてはpK

EH
2= 6.52， pKEH = 

10.03， Aニ1.51X 1013 M-2・min-1，および B= 8.16 X 101 M-1・min-1を代入して得られた理論曲
線であり，実験値とよく一致した.

Fig. 1-1-6に示したように， active-およびpro-PLA
2
とBPBとの反応速度定数の pH依

存性曲線は二相性である.酸性 pH領域における転移は His48によるものと考えられる.

以前，コブラ w.naja atrα)毒由来 PLAヲについて得られた二相性曲線において， N末端の
αアミノ基を αケト基に置換するとアルカリ性 pH領域の転移が消失した 19司 21) したがって，

ウシ伴臓由来 active-PLA~ のアルカリ性 pH 領域の転移は α アミノ基によるものと推定した.
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O
 

Fig.l・1・7 Schematic representation of the mode of interaction of Ca2+ with its ligands in the bovine pancreatic 
phospholiase A2 molecule. 

nu 
-- 11 



どちらの PLA.，の最大蛍光波長も 348nmであったが，その強度はpro-PLA
2の方が大

きかった.また，Ca2+の添加により、どちらの PLA、の蛍光強度も増大した.そこで， Ca2+ 

の添加による 348nmの蛍光強度の増加(1企FI)を測定することにより， Ca2+の結合定数
( l/K
EM
) を求めた Fig.1-ト8BとFig.1-1-9Bは，種々の pHにおける蛍光強度の変化と

Ca2+濃度の関係を次式に従ってプロットした結果を示す.

(1-1-9) 

ことで， IMEMIはPLA2にCa2+が飽和量結合したときのIMIの極限値を， CMは遊離
Ca
2
+の平衡モル濃度を示す.ただし，添加した Ca2+濃度は酵素の全モル濃度よりも十分に

高いので， CM には添加した Ca
2
+の全モル濃度を用いた.式 (1-1-9)に従って直線の傾きか

らCa2+の結合定数を求め，それらを pHに対してプロットした (Pig.1-1-10). 
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Fig.l・1・10 pH dependence of the logarithm of the binding constants of Ca2+ to the active-(.) and pro-(0) PLAzs. The 
solid curves are the theoretical ones constructed according to Eq. 1-1-11 by using the parameters given in the text 
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Fig.I-I-8 Determination of the binding constants of Ca2+ by the fluorescence spectra change of bovine pancreatic active-
PLA2・A:Fluorescence spectra of bovine pancreatic active-PLA2 excited at 290 nm. 1， apoenzyme; 2， Ca2+ーcomplex;3， N-acetyl-
L-tryptophanamide at the same molar concentration as the enzyme. B: Determination of the binding const川 Sof Ca2+ according to 
Eq. 1-1-9_ 0， pH 5.64; e， pH 6.05;ム， pH7.66;企，pH 8.38;口，pH9.04 
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以前我々の研究グルーフは，数種類のヘビ毒由来 PLAゥについて同様の実験を行い，

Ca2+の結合には Asp49， His 48，およびN末端αアミノ基が関与し， Asp 49がプロトン化
すると Ca2+は結合できなくなることを示した J6-20) したがって，ウシ膝臓由来 active-PLA.，

についても同様に考え，データを次のスキームを基に解析した.
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Fig.l・1・9 Determination of the binding constants of Caz+ by the fluorescence spectra change of bovine pancreatic pro-
PLAz- A: Fuorescence spectra of bovine pancreatic pro-PLA}巴xcitedat 290 nm. 1， apoenzyme; 2， Ca2+-complex; 3， N-acetyl-L-
tryptophanamide at the same molar concentration as Ihe enzyme. B: Determinalion of the binding constant of Ca2+ according 10 Eq 
1・1・9.0， pH 5.72; e， pH 6.57;ム，pH 7.36; .A.， pH 8.08;口.pH 9.29 
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第五項短鎖レシチンの加水分解反応
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PLA、の酵素活性は，基質であるリ ン脂質がミセルを形成すると急激に増大すること
が知られている.これは， PLA"分子内の触媒部位とは別の場所に界面認識部位が存在する
ことで説明されているお)本実験では，短鎖レシチン dihexanoly-sn・glycerophosphocholine
(diC6PC)を基質とし、その臨界ミセル濃度 (cmc)前後でウシ牒臓由来 PLA今の酵素活性を
詳しく測定した.

Fig. 1-1-11Aは， active-および pro-PLA::による diC6PCの加水分解反応における初速
度 (v) の基質濃度依存性を示す.

active-PLA今による加水分解速度は，基質濃度が臨界ミセル濃度 (cmc= 13.6 mM16， 3勺
を超えると急激に増大した.同様の結果はN.nα!ja atra， A. halys blomho_がl，主βανoνiridis
などの種々のヘビ毒やブタ伴臓由来PL生2についても報告されている 22-24.37)他方，pro-PL生2
はactive-PLA、に比べて活性が低く， cmc前後の基質濃度においても酵素活性の著しい違い
は見られなかった.

ここで， E， H，およびMはそれぞれ，酵素， H+，およびCa2+を示し，括弧内の数字
は左から Asp49， His 48，およびN末端αアミノ基のイオン化状態を表す. 1と0はそれ
ぞれがプロトン化状態および脱プロトン化状態にあることを示し， k

EMは3つの解離某が

完全に脱プロトン化した分子種 EM(O，O，O)からの Ca2+のミクロ解離定数を示す.
式 (1-1-10)に基づけば， Ca2+の結合定数と H+濃度との関係は次式で表される.

log (μ叶=log 
[H+f ，[H+] ， 1 
一 一 一FMH， TrFMH r.rEMH ー f I ru ¥ KヒM l12. K CIVll1 K +log l/kEM) 

[H+f [H+f J [H+]上 1 、/
-一 一.

KEHJ・KEH2・KEH・KEH2・KEH. KEH 

、、，，ノ
1
i
 

1
i
 

旬
E
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噌
E
A
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40 
A 

ここで， KEH3， KEH2，およびK印はアポ酵素からの H+のマクロ解離定数であ り，
KEMH2とKEMHは，酵素_Ca2+複合体からの H+のマクロ解離定数である.
Fig. 1-1-6に示した BPBとの反応速度定数の pH依存性曲線から，ウシ作臓由来アポ

Pし弘の His48とαアミノ基の pK値はすでに，それぞれpKEHZ= 6_6とpK
EH
= 9.15と決定

した.他方，第七項で示すように，単分子分散状基質を用いたときの触媒中心活性 kω の
pH依存性曲線の解析から，酵素_Ca2+複合体の His48とαアミノ基の pK値はそれぞれ
pKEMH2 = 5.0とpKEMH= 8.4である.これらのパラメータを式 (1-1-11)に代入し， Fig. 1-
1-10のデータを解析した結果， pKEH3とlIkEMにそれぞれ4.1と4.89X 10

3 
M-
1を代入して

得られた理論曲線は実験値とよく一致することがわかった.
pro四PLA::の場合， N末端アミノ酸は pyroglutamateなので、 N末端αアミノ基は存花

しない.しかし， Fig. 1-1-10の結果は， 2つのアミノ酸残基 (Asp49とHis48)の関与だけ
では説明できなかった Fig.1-1-6に示した pro-PLA"と BPBとの反応の場合には，
active-PLAっの場合に関与すると考えられたαアミノ基の代わりに Arg-1の関与を仮定し
た.そこで， pro-PLA::とCa2+との結合の場合にも， Asp 49， His 48，およびArg-1の3
つのアミノ酸残基が関与すると考えた

Fig. 1-1-6で得られた His48とArg-1のpK値(pKEIl2二 6.52とpKEH 二 10.03) を式
(1-1-11)に代入してデータを解析した結果， pkEt12，pkEM}12，pkEMH，および l/kEMにそれ

ぞれ 4.15，5_31， 9_34，および3.29X 103 Mを代入して得られた理論曲線は実験値とよく
致することがわかった.
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Fig.l・1・11 The hydrolysis of diC6PC catalyzed by bovine pancreatic PLA2• A: lnitial velocities of the hydrolysis of diC6PC catalyzed by hovine pancreatic pro-(0) and active-PLA::!s (.) plotted as a function of the molar concentration of the substrate. B: Th巳 Lineweaver-Burlくplotsof the kinetic data obtain巴dat the substrate concentrations below the cmc. C: The Lin巴weaver-Burk
plot of the kinetic data for the activ巴PLA，obtained at the substrate concentrations above the cmc. The solid lines and curves were 
drawn according to Eqs_ 1-1-1工1-1-13，andトl-14by using the parameters given in the text 

cmc以下の基質濃度範囲における酵素反応は次の Michaelis-Menten式に従う.

v'mon，app . C，. 
v 
kfn app+Cs (1・1-12)
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第六項単分子分散状およびミセル状レシチンの加水分解反応におよぽす Ca2+の影響

Ca~+ は PLA.，の酵素活性に必須であるので，単分子分散状 diC6PC およびミセル状
diC7PC を基質とするウシ杯臓由来 PLA、の酵素反応のパラメーターを種々の Ca~+ 濃度で求
めることにより， PL化の触媒作用における Ca~+ の関与の仕方を調べた.
Fig. 1-1-12Aは種々の濃度の Ca::+存在下，単分子分散状 diC

6
PCを基質としたときの速

度論データの Lineweaver-Burlくプロットを示す.この実験から， Ca~+ 濃度の増加に伴って見
かけの最大速度 (VJZ) は増大するが，見かけのミカエリス定数 (krP) は変化しないこ
とがわかった.同様の結果はpH5.5と9.0でも得られた.

ここで‘ K:onJPPとvz:nappはそれぞれ、某質が単分子分散状態、のときの見かけのミカ
エリス定数と最大速度を示す. Fig.l-1-11Bはデータの Lineweaver-Burlくプロットを示す.
式 (1-1-12)に従ってデータの非線形解析を行った結果、 active-PLA~ の krJPP と

vzn appはそれぞれ1.14x 10-:: Mと2.63!lmol/min/mg， pro-PLA::のそれぞれの値は4.55x 
10-:: M と1.19!lmol/min/mgとなった.また， active-PLA::と pro-PLA.，の触媒中心活性
(krnm)はそれぞれの分子量 13ヲ795と14，523を用いて計算し、 36.3と17.3min-1となっ

た.

cmc以上の基質濃度範囲における active-PLA、のデータは，単分子分散状態とミセル
状態の 2種類の基質が共存するとする Wellsらの式 38)に基づいて解析した.
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(1-1-13) 

(cmc) . umon，app I Cs一(cmc). umic，app 
一 千

kmmapp-max kf，app max 
v= 

1+(cmc)+Cs一(cmc)
一-

K:山 PP K:ICapp 

ここで， K:lMPPとVぷappはそれぞれ，ミセル状基質に対する見かけのミカ工リス定数
と最大速度を示し， (cmc)はcmcの値 (13.6mM) を示す.式 (1-1-13)は次のように書き
換えることができる.

(1-1-14) 
V_~ic ， obs 'C ('一一

νmlc，oos一 川 dλ J，川比
-

K:ωbs + C
S
.
mic 。

Fig.l・1・12 Effect of Caz• on the kinetics of the hydrolysis of monodispersed diC
6
PC， catalyzed by bovine pancreatic PLAz at 

pH 7.5. A; The Lineweaver-Burk plots of the kinetic data in the presence of 0.33 mM  (口)， 0.54mM  (企)， 1.09 mM(ム)， 2.20mM  
(.)， and 4.93 mM  (0) Cah. B; The reciprocal of the apparent maximum velocity， l/V;~~ (・)， and the apparent parameter， 
ktp/VZ(O)，WEreEach plotted as a function of the reciprocal of Ca2+coneEnt凶 ion，1/Cw acco吋ingto Eqs. 1-1・19and 1-1-18， 
respectively. 

4 o 2 
ljCM (mM・1)

-2 0.4 0.2 

ljC s (mM-1) 

。-0.2 ここで， Vmic，obsは反応速度の実験値 νから基質濃度が cmcのときの反応速度 νcmcを引
いた値 (lFicobs=v-vcmc)を示し， chiciまミセル状態の基質のモル濃度 [CS.miC= Cs -(cmc)J 
を示す.K:tc，obsとVJ;:，山はそれぞれ次式により表される.

(1・1・15)
Krrt叫=11+JcmcL 1. K:ic，app 
m 1 K :on，app I 111 

vzf伽 =vぷapp_ V 
ここで， E， M， S，および pをそれぞれ，酵素， Ca2+，基質，および生成物とし，

_Kf-M とどSMをそれぞれ，酵素-Ca2+複合体 (EM) と酵素.基質-Ca2+複合体 (ESM)からの
Ca::+ (M)の解離定数とし， K-S とどMS をそれぞれ，酵素ー基質複合体 (ES) と酵素-Ca~+ -
基質複合体 (EMS)からの基質 (S)の解離定数とすると，反応のスキームは次のように表
される.

(1-1四17)
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Fig. 1・1-11Cは， cmc以上の基質濃度範囲における active-PLA2のデータを式 (1-1-14)
に基づいて Lineweaver-Burkプロットした結果を示す.式 (1-1-14)に従ってデータの非線
形解析を行い， K:IC司obsとVJ;?山の値はそれぞれ 6.29X 10-3 Mと75.2μmol!min/mgと決定し
た.また， Fig.1-1-11Bで求めた active-PLA::のパラメーター (K:凧 app= 1.14 x 10-2 M とνcmc
=1.43μmol!min/mg) を式 (1-1-15)と (1-1-16)に代入することにより， K:lc，appとVJ;:，appの
値はそれぞれ， 2.86 X 10-3 M と76.6μmol!min/mgとなり，触媒中心活性kZc，appは1.06X 103 

min-1 となった • Fig.1-1-11Aの実線は上記のパラメーターを式 (1-1-12)と (1-1-13)に代入
して得られた理論曲線を示す.

(1-1-16) 
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このスキームに従えば.ある-定 Ca~+ 濃度 (CM ) における見かけの酵素反応パラメ
ーター， krp/VJZ と l/V~~: は次式で表される.

K~PP K_ 'KEM 1 K一
一」ι一= … ・一一一+-'_"
VJZ Vmax CM V 

(1-1-18) 

1 KESM 1 1 
-一一一=一一一一一・一一一+一一一-
VJZ 人ax CM Vma 

(1-1-19) 

ここで，Kmとv
max
はそれぞれ、酵素が Ca2+で完全に飽和されているときのミカ工リ

ス定数と最大速度を示す.Fig. 1-1-12Aに示したように，酵素に対する基質の結合は Ca2+の
存在に影響されない (krP=km)ので，これらの式においてどSM= K_fM とするととがで
きる.

Fig.1-1-12BはFig.1-1-12Aの実験結果を式 (1-1・18)と (1-1・19)に従ってプロットし
直した結果を示す.このプロットから l/KEM二 1.26X 103 M-1と1/ゲ SM= 1.13 X 103 M-1が得
られ，両者の値はほぼ一致するとともに，第四項において Ca2+添加による蛍光強度の変化
から求めた Ca2+の結合定数 CFig.1-1・10) ともほぼ一致した.

Fig. 1-1-13Aはミセル状 diC7PCを基質としたときの速度論データの Lin e w e a ve r -B u rlく
プロットを示す.単分子分散状 diC6PCを基質としたときと同様に (Fig.1-1-12)，この場合
にも Ca2+濃度の増加に伴って最大速度は増大したが，ミカエリス定数は変化しなかった.
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1
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Fig.l・1・13 Efl'ect of Ca2+ on the kinetics of the hydroJysis of micellar diC
7
PC， catalyzed by bovine pancreatic PLAz at 

pH 7.5. A; The Lineweaver-Burk plots of the kinetic data in the presence of 0.8 mM  (口)， 1.1 mM  (企)， 2.2mM  (ムト 5.0mM  
(・)，and 20 mM  (0) Ca:令 B:The reciprocal of the apparent maximum velocity， 1/η~~ (・)， and the appar巴ntparametcに
K;;:P / V~;~ (0)， were each plotted as a function of the reciprocal of Cae， conccntration、l;Cwaccording to Eqs. 1-1-19 and 1-ト
l札 respectively
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Fig. 1-1-13Aで件られた見かけのパラメーターを式 (1-1-18)と(1-1-19)に従ってプ
ロットした結果 (Fig.1-1-138)， lIKEM = 7.64 x 10~ M-1と1/KSM= 7.79 x 10~ M-' が得られ
両者の値は，単分一子分散状 diC(yCを基質として求めた 11KEMの値 (Fig.1・1-12B)や，第四
項で述べた蛍光測定から求めた 1/どMの値 (Fig.1-1-10) ともほぼ一致した.

第七項単分子分散状およびミセル状レシチンを基質としたときの酵素反応パラメータの
pH依存性

基質結合と触媒作用に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を明らかにするために，
PLAヲが Ca2+で飽和されている条件下.単分子分散状およびミセル状レシチンを基質とし
て酵素反応パラメーターの pH依存性を調べた.

1.反応中心活性 (k凶)のpH依存性

Fig. 1-1・14は触媒中心活性の pH依存性を示す.krnは単分子分散状 diC
6
PCを基質と

したときの値であり， kZcはミセル状 diC
7PCを基質としたときの値を示す.

一定 Ca2+濃度のもとで得たK27MPPとkZ叫 Pの値は，第四項の Fig.1-1・10で求めた種々
のpHにおける Ca2+の結合定数KM(=KESM) の値を用い，式 (1-1-19)に従って， Ca2+飽和
の条件下の値であるkrnとkZι に補正した.
Fig.1-1-14に示したように，単分子分散状基質とミセル状基質のどちらの場合も， pH 

3.5 
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、ー，〆

Eu-3 
式之

巴。tJ

~ 2.5 

2.0 

4 5 6 7 8 9 

pH 

2 

1.5ぢ
、司圃J

lt 
1 ..= 巴tJ

0.5 

10 11 

Fig.l・1・U pH dependence of the logarithm of kC"1 for the hydrolysis of monodisperseed diC品PC(0) and micelJar di仁7PC
(.)， catalyzed by bovine pancreatic PLAz・Theso)id curves are the theoretical ones constructed according to Eq. 1-1・21using 
the parameters given in the text 
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なので (Fig.ト1-15にこれらの残基聞には特別な相互作用があることを示している札 41) 
以上の知見から‘ pH9.0以上の領域に凡られる転移はTyr52であると推定した.
触媒中心活性に 3つの解離基が関与する場合，酵素-Ca2+-基質複合体に関して 8つの

ミクロ分子種の存在を考える必要がある:EMSH3(1，1，1)， EMSHi1ヲ1，0)，EMSHll，0，1)， 
EMSH(l，O，O)， EMSH(O， 1， 1)， EMSH(0，1，0)、EMSH(O，O，1)，および EMS(O，O，O)・ここで，括
弧内の1， 2，および3番目の数字はそれぞれ， His 48， N末端αアミノ基，およびTyr52 
のイオン化状態を示し， 1と0はそれぞれの解離基のプロトン化状態と脱ブロトン化状態
を示す.Fig.1-1-14の結果から判断して，これらの分子種の中で， His 48が脱プロトン化状
態で， Tyr52がフロトン化状態、にある 2つの分子種， EMSH2(0，1，1)とEMSH(O，O，1)のみが
生成物を産生できると考えられる.それぞれの速度定数を kcilt.1とkcat守とすると，反応のス
キームは次のように表すことができる.

(1-1-20) 

¥〆、ysH2
グ Eウ2川「

¥ 

6以下‘ pH7と9の間‘およびpH9以 kの3つの領域に転移が見られた.ミセル状基質の
場合の転移は、単分子分散状基質の場合よりもアルカリ性 pH仰IJへ移行していた.両曲線
のpH6以下と pH9以 tの領域で見られる 2つの大きな転移の傾きはそれぞれ +1と -1で
あり，この結果は，それぞれの転移に関与する 2つのアミノ酸残基のプロトン化と脱フ口
トン化により触媒活性が完全に消失することを示す. Fig. 1ート3に示した 222nmにおける
負の楕円率の pH依存性の結果から判断すると，これら 2つの転移は酵点タンパク質の変
性によるものではないことは明白である.
以前に求められた His48のNMRシグナルの pH依存性刊第三項に示した BPBとの

反応速度の pH依存性，および第四項に示した Ca2+との結合定数の pH依存性から得られ
たpK値に基づいて判断すると、 pH6以下の転移に関与するアミノ酸残基は触媒基 His48 
であり， pH7と9の間の転移に関与するアミノ酸残基はN末端αアミノ基であると考えら
れる.ウシ梓臓由来 PLAゥの X線結晶解析の結果によれば (Fig.1-1・15)，His 48のイミダ
ゾール環は Asp99とTyr52の側鎖に接近しており， Asp99のカルボキシル基の酸素原子は
Tyr 52とTyr73の水酸基と水素結合を形成している.さらに， Tyr 52の水酸基は 1分子の
水を介して N 末端αアミノ基と水素結合しているという 40，41) 他方，ウシ伴臓 PLA2の
NMRによる研究では，His48のC-2とC-4原千のプロトンシグナルはそれぞれ6.3と6.6ppm 
に見られるが， His 115では7.9と6.8に見られることが報告されている (40

0

C，pH 7の条
件下) 39) テトラペプチド Gly-Gly-His-AlaのHisのC-2とC-4原子のプロトンシグナルは
8.1と7.1ppmにあるので (350C，pH 7.0の条件下) 42)，ウシ杯臓由来 PL生2のHis48のC-
2プロトンシグナルは一般的な値よりもかなり低磁場へシフトしていると考えられる.結
晶解析の結果は， His 48とTyr52の芳香環の角度が 800で，中心部分の距離は 0.4nm程度

の対数は次式で表され
る

ここで， KEMSH)， KEMSH2，およびKEMSHはそれぞれ，酵素-Ca2+-基質複合体の His48， 
N末端αアミノ基，およびTyr52からの H+のマクロ解離定数を示す.また， AとBは次
式により表される定数である.

A-kω，1 -
KEMSH2 475H 

B kca口
k.~~SH 
123 

(1-1-21) 

(1-1・22)

(1・1・23)

A. [H + r + B . [H + ] 
[H + ] J [H + ]2 [H+] 唱

+ +一一一一一一+1KEMSH)・KEMSH2 . K EMSH K EMSH2・KEMSH KEMSH 

(またはkzc)ある pHにおけるkrn

logkrfIいlogk c::c ) = log 

このスキームに従えば，

己、Asp49

k!?叫と krSHはそれぞれ， EMSH2 (0，1，1)複合体の αアミノ基からの
EMSH(O，O， 1)複合体の Tyr52からの H+のミクロ解離定数を示す.
Fig. 1-1-14に示した実線は，式 (1-1-21)にそれぞれのパラメーターとして、単分子分

H+と，
Fig.1・1-15 The hydrogen bonding network at the active site and the Ca2+ binding site in the bovine pancreatic 
phospholipase A2 molecule. Dotted line show the hydrogen bonds 
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散状基質のとき， pkEMSH3=5.0O，pk EMSH2=8.4O，pk EMSH二 9.50，A = 3.55 X 1019 M-2min-1
‘ 

および B= 5.25 X 1010 M-J min-1を代入し、ミセル状基質のとき， pkEMSNH3=5.45，pkEMM12 

=8.4O，pk EMSNit=10.25，A=1.10×1022M-2min-l，およびB= 3.63 X 1013 M-1 min-Jを代入し

て得られた理論曲線であり，実験値とよく 一致することがわかった.ここで，単分子分散

状基質を用いたときのパラメーターとミセル状基質を用いたときのパラメーターはSとSN

を用いて区別した.

(1-1-24) 

ここで， EMHl1，1)， EMH(lヲ0)，EMH(O，l)，およびEM(O，O)は酵素-Ca2+複合体のミク
ロ分子種を表し， EMSNHll，l)， EMSNH(l，O)， EMSNH(O，l)，およびEMSN(O，O)は酵素-Ca2+-
ミセル状基質複合体のミクロ分子種を表す.括弧内の数字は 2つの解離基のイオン化状態
を示し， 1とOはそれぞれの解離基がプロトン化状態と脱プロトン化状態であることを表
す.式 (1-1-24)に従えば，ある pHにおける酵素とミセル状基質との結合定数 C1/ K ;;;iC ) 
は次式で表される.

2.基質との結合定数 (l/Km)のpH依存性

Fig. 1-1-16はミカエリス定数の逆数の pH依存性を示す.1/kfnは単分子分散状

diC6PCを基質としたときの値であり，ザK:lCはミセル状 diC7PCを基質としたときの値を不

す.第六項で述べたように，どちらの基質の場合にも，酵素と基質との結合には Ca2+の存

在が影響しないので，ここに示すK:onとK:iCCCa2+飽和時の値)には，一定濃度の Ca2+存
在下の実験で求めたK:on，appとK:onappの値を用いた.

(1-1-25) 
1
i

一m
m

7
K
 

σb 。+ 

一
[H+]I  [H 

+ ] ，1 一一 一
1 K

EMSNH3・KEMSNH・KEMSNH
I i 

logEF=log 
IHγ [H+] .-1 

ー ___  - ~ . 

KEMHJ ・KEMH' KEMH I i 

ここで， K
EMH
，とK
EMHは酵素-Ca2+複合体中の問題とする 2つの解離基からの H+のマ

クロ解離定数を示し，K EMSNH3とKEMSNHは酵素-Ca2+-ミセル状基質複合体中の 2つの解離基

からの H+のマクロ解離定数を示す l/k:iCはこの 2つの解離基が脱プロトン化状態にある
ときの1/K ;;;iCの極限値を表す.

単分子分散状基質に関するkrnのpH依存性曲線を解析したととろ CFig.1-1-14)，酵

素-Ca
2
+-単分子分散状基質複合体の His48とTyr52のpK値はそれぞれpKEMSHJ = 5.00と

pK
EMSH 
= 9.50であった.Fig.1-1-16に示したように，単分子分散状基質に関する1/K:onは

pHに依存しなかったので， これらの pK値は，基質が結合していない酵素-Ca2+複合体の時

の値 CpK EMH3とpK
EMH
)と同じである.一方， Fig. 1-1-14 のミセル状基質に関する kr:'_~n の

pH依存性曲線を解析したところ，酵素-Ca2+_ミセル状基質複合体の His48とTyr52のpK
値はそれぞれKEMSNH， = 5.45とKEMSNH二 10.25であった.1/K:icのpH依存性曲線でみられ

た2つの転移は，酵素-Ca2+複合体がミセル状基質と結合すると， 5と9.5付近に pK値をも

っ2つの解離基の pK値がアルカリ性側へ移行することを示唆する.そこで， His 48とTyr
52のpK値を式 (1-1-25)に代入し，ザバIC= 138として得られた理論曲線は Fig.1-1-16の

データとよく 一致した.したがって，ミセル状基質との結合に関与するアミノ酸残基は His

48とTyr52であると考えられた.

11 

Fig.l・1・16 pH dependence of the logarithm of l!Km for the hydrolysis of monodispersed diC6PC (0) and micellar diC7PC 
(.)， catalyzed by bovine pancreatic PLA2• The so]id curve is the theoreticaJ one constructed according to Eq. J -1-25 using the 

parameters given in the text. 
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Fig.1・1-16の結果から明らかなように，単分子分散状基質に対する 1/kfnの値は， pH 

4.7から 10.5の範囲ではpHに依存しなかった.他方，ミセル状 diC7PCの場合には， pH 5.0 

と9.5近傍の 2つの領域に転移が見られた.この結果は，酵素とミセル状基質との結合に

は 2つの解離基のイオン化が関与することを示す.そこで，この結果を解析するために次

のスキームを用いた.
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Tablc 1-1-2は今回の実験で、求めたウシ伴臓由来 PLA、の酵素反応に関与すると推定し

たアミノ酸残基の pK値を示す.これらの値を用いると，今回行った実験のすべての結果

が矛盾することなく説明できたことから，推定したアミノ酸残基が酵素反応に関与するこ

とがより明確になった.

Table 1・1・2 lonization constants of Asp "9， His 48， the α-amino group， Arg -1， and Tyr 52 of bovine pancreatic 
active-and pro・PLAzs(E) and their complexes with Ca2φ (EM)， Cah and monodispersed substrate (EMS)， and Ca1φ 

and micellar substrate (EMS . .，). 

pK valuc 

Asp 49 

E 

Tyr 52 α-ammo group 

EMS EMSN 

His 48 

の
りのυ

4.1 

EM EMS EMSN EM 

8.4 

8.4 

E 

9.15 

9.15 

EMS EMSN EM 

5.0 

5.0 

E 

6.6 

6.6 

10 9 8 
pH 
7 6 5 

3.0 

10.25 

9.5 9.5 

9.5 

8.4 

8.4 - 8.4 

(Arg-1) 

9.34 

5.45 

5.0 

5.0 

active-PLA2 
BPB reaction rate 

Binding constant for Ca2+ 

krn andVK:m values 
k;;';C and 1/ K;iC values 

pro・PLA2
BPB reaction rate 
Binding constant for Ca2+ 官

--a
冒
・
且n
y
 
u
 
o
 
r
 
G
 
B
 2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

守-。同×(吋・
E
U
-
-・2
)凶
U
E
o
M

10.03 

10.03 

本研究で得られたウシ牌臓由来 PLAゥに関する実験結果をこれまでに得られているヘ

ビ毒由来PL生2の結果と比較し， 1型と II型PLA:!の触媒作用の共通点と相違点を要約した.

5.31 

6.52 

6.52 4.15 

Gaps (一):not detectable these methods. 

第八項考察
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ov 

10 

Fig.1・1・17 pH dependence of the apparent second-order rate constants， 'K，-b)C D， of BPB 

reaction. A， Group 1 PLA2s: e， bovine pancreas; ~ ， N 問a atra [Ref. 21];・"P. australis 
[Teshima， K.， et al.， unpublish巴ddata];・，the α引 ninomodjfjed N f2句aatra [Ref. 19]. B， 
Group n PLA2s:ム，T. flavoνlr凶 s[Ref. 20]; X， V russelli russelli [Teshima， K.， et al.， 
unpublished data]; 0， the α-ami 

9 8 

pH 
7 6 5 

1. BPBによる触媒基His48の修飾

Fig. 1-1-17は，種々の PLA:!とBPBとの反応速度定数のpH依存性曲線の比較を示す.

I型に属するウシ膝臓，コブラ CN.naja atra)毒山0)，およびウミヘビ (paustralis)毒*)由

2. Ca2+の結合様式

Fig. 1-1-18は，種々の PLA:!とCa2+との結合定数の pH依存性の比較を示す.ヘビ毒

PLA2に関するこれまでの研究では，1型に属するコブラ毒由来 PLA
2
16，問とβ

bungarotoxin4J)のCa2+結合にはαアミノ基のイオン化は関与せず，JI型に属するマムシ毒 17，

18)とハブ毒 :!O)由来 PL生2の場合には関与するので， この点が I型と II型Pし生フの大きな相

違点であると考えられてきた.しかし今回，ウシ梓臓由来 PLAゥは I型に属するにもかかわ

らず¥その Ca2+に対する結合にαアミノ基のイオン化が関与することが示されたので， Ca:!+ 

ことが確認された.

由来

来PL生2は二相性の pH依存性曲線を示した.また，同じI型に属する他の 2種類のコブラ

CN. naja kaouthiaとN.naja siamensis)毒 19)とブタ勝臓*)由来PLA2についても， 二相性の

曲線が得られている.N末端αアミノ基を化学修飾したコブラ毒由来 PLA，19)については

相性の曲線を示すことから， BPBとの反応にαアミノ基が関与することがわかる.

他方， II型に属するハブ (rflavoνiridis)毒20)およびクサリヘビ (Vrusselli russelli) 

毒*)由来PLA2は一相性の曲線を示し，His 48のイオン化のみがBPBとの反応に関与する

ことがわかっている.さらに， N末端αアミノ基を修飾したハブ毒由来 PLA)20)は未修飾

酵素と向ーのpH依存性曲線を示すことから， BPBとの反応に αアミノ基は関与しないこ

とがわかる.

以上の結果から， PL 生フの His48とBPBとの反応には，

端αアミノ基のイオン化が関与するが， II型PLAゥでは His

I型PLA守ではHis48とN末

48のイオン化のみが関与する

I型と II型PLAゥの聞に明確な相違点はないことになった.

Fig. 1-1-18に示すように，アルカリ性pH領域において，すべてのPしに に対す

25 

結合に関して，

方，

24 

*) Teshima， K.， et al.， unpublished data 
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Fig.l・1-18 pH dependence of the logarithm of the binding constants for Ca2+. A， Group 

1 PLA亦 e，bovine pancreas;企，N. naja atra [Ref. 16];・，the α引 ninomodified N. naja a(ra 
[Ref. i 9]; *， !3-bungarotoxin [Ref. 43). B， Group II PLA2s: 0， A. haかsblomhoffii [R巴f.17]; 
ム， 工f1avoviridis[Ref. 20);口， the α~amino modifiedA. halys blomhoffii [Ref. 18]; 0， theα-
amino modified工f1avoviridis[Ref. 20]. 

るCa2+の結合定数はほぼ一致した.このことから， Ca2+結合に関与するアミノ酸残基のす

べてが脱プロトン化すると，その結合定数は等しくなるので， Ca2+の結合様式は， X線結

晶解析で示されたように CFig.1-1-7)15)，すべての PLA2に共通であることが明らかになっ

た.

3. PLA2による単分子分散状およびミセル状基質の加水分解反応

Table 1-1・3は，飽和量の Ca2+存在下で得たウシ杯臓由来 PLA、による diC6PCの加ノド

分解反応のパラメーター CFig.1-1-11) を，種々のヘビ毒由来 PLA.，20引)のパラメーターと

比較した結果を示す.ウシ料臓 activc-PLA..，と単分子分散状またはミセル状 diC(，PCとの複

合体の解離定数 CKナnとK:ic) は.ヘビ毒由来 PLA.，の値よりも数倍高く， 触媒中心活性
(krnとkZC)は，ヘビ毒由来 PLA.，の他と比べて，数卜倍も低かった.また‘ウシ料臓山

26 

Table 1・1・3 Comparison of the kinetic parameters for fin PLA2s towards monodispersed and micellar 
diC6PC. 

Phospholipase A:~ K~on 
w、 k 01.01¥ 

(.;.;11 
K~l lC k_n1." 

cal 

(M) (min 1) (M) (min-I) 

Bovine pancreas 

(pro-) 45.5 x 10-3 0.02 x 103 

(active) 11.4 x 10・3 0.04 x 103 28.6 X 10--1 1.06 X 103 

N. naja atra 1) 8.30 x 10-3 6.79 X 10
1 8.00 x 10・4 90.2 X 10

1 

A. hαIys blomho伊戸 7.18 x 10・3 2.43 x 103 5.80 X 10--1 58.7 x 103 

T.fIαvoviridisJ 6.06 x 10-3 1.48 x 103 4.70 x 10・4 40.7 x 103 

1) data cit巴dfrom Ref. 22; 2) cited from Ref. 23; 3) cited from Ref. 24. 

Table 1・1・"' Comparison of the catalytic efficiencies of five PLAzs 
towards monodispersed and micellar diC6PC. 

kmfn K2f k~，'C I K:'C Phospholipase A:.! f.l.l..m 
K;on Km.e k;.~n / K;::on 
(min-1M-1) (min-1M-1) 

Bovine pancreas 

(pro) 0.44 x 101 

(active) 3.5 X 103 3.7 x 10コ 106 
N. naja atral) 820 x103 1100 x 10コ 134 
A. halys blomhoffii2l 340 xl03 1000 x 105 294 
T. flavoviridis3 240 x103 870 x 10コ 363 

1) data cited from Ref. 22; 2) cited from Ref. 23; 3) cited from Ref. 24. 

1 K~"c k~ 1C 

"". 1 K;on k _m~ln 
c.<.I1 

4 26.5 

10 13 

12 24 

13 ~8 

来 PLA2 の触媒効率 (krn/K:on とに;c/K:tc) もヘ ビ毒由来 PLA2 の値と比べて 2~3 桁低
く CTable1-1-4)，牌臓由来 PLA勺とヘビ毒由来 PLA勺の間に大きな違いが見られる.

方， ウシ1牌窄臓白来 PLA守のミセル形成に伴う基質との結合力の増大，

(いνばK叫町:rfiにすc

中心活性の値， kzc/krn はヘビ毒由来 PLA，の値と同程度であった CTable1・1-3). 
以上の結果から，単分子分散状およびミセル状基質に対する酵素反応パラメーターは，

I型と II型 PLA、の問よりも，勝臓 PLA、とヘビ毒由来 PLA、との聞に著しい違いのあるこ

とが明らかになった.

4. PLA2による単分子分散状およびミセル状基質の加水分解におよぽすCa2+の影響

Fig. 1-1-12AとFig.1-1-13Aに示したように，ウシ降臓由来 PLA2と単分子分散状およ
びミセル状基質との結合は Ca2+に依存しなかった.同様の結果は，同じ I型に属するコブ
ラ毒江 27)やブタ勝臓礼必)由来PL弘についても確認されている.他方， n型に属するマム
シ毒mとハブ毒 25.27)由来 Pし生ヲの基質結合は.基質の物理的状態、によ らず Ca2+の存在によ
り10倍以上増大することが示されている.

Fig. 1-ト18に示したように.アルカリ性 pH領域における Ca2+の結合定数がすべての

PLAヴでほぼ同ーの値であったことから， X線結晶解析で示された PLA吋と Ca2+との結合様
式は.すべての酵素に共通であると与えられた. しかし、今回の結果からは， Ca2+の結合

27 
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様式は I型と日増 PLA守でいくらか異なることが示唆された.

この問題については，第二節において，他の PLA，を用いる実験や基質アナログの結

合実験を行ったので，詳しい身察は第二節で述べる.
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5.単分子分散状およびミセル状基質に対するPLA2の結合および触媒作用に関与するアミ

ノ酸残基

Fig. 1・1・19は，種々の I型および1I型 PLA，について単分子分散状基質を用いたとき

のk;ァ， Fig.1・1-20はミセル状基質を用いたときのkZcのpH依存性の比較を示す.また，

Fig.1-1之1とFig.1-1・22はそれぞれ1/K;onと1/K;iCのpH依存性の比較を示す ここで、単
分子分散状基質にはすべての PL生で diC6PCを用いたが，ミセル状基質には，ウシ伴臓由

来 PLA
2では diC7PCを，ヘビ毒由来 PL生2では diCl6PCとTritonX-100との混合ミセルを用

いている.Fig.1・1-19とFig.1-1・20に示したように， 1型に属するウシ牌臓、コブラ毒、お

よびウミヘビ毒由来 PLA2の触媒活性には，どちらの基質の場合にも 3つのアミノ酸残基

のイオン化が関与し，それらの残基は，His 48， N末端αアミノ基，およびTyr52である
とが示唆された 22，27) しかし， II型に属するマムシ毒とハブ毒由来 PLA2の触媒活性には 2

つのアミノ酸残基 His48とTyr52のみが関与し， αアミノ基は関与しないことがわかった

他方， Fig. 1-1-21に示したように，単分子分散状基質に対する PLA2の結合定数は，

マムシ毒由来 Pし生2を除いて pHに依存しない.この結果は，触媒部位近傍に存在するアミ

ノ酸残基 (His48， αアミノ基， Tyr 52) のイオン化状態が単分子分散状基質との結合にあ

まり重要でないことを示す.マムシ毒由来 Pし札の場合には， pH 5.0と8.0の間に 1つの転

移が見られるが，この転移はN末端のαアミノ基を化学修飾すると消失するので，マムシ
毒由来 PL九の場合にはαアミノ基が関与することになるが，これはむしろ例外と考えら

れる.
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Fig. 1-1-22に示したように，ミセル状基質に対する PLA2の結合には 2つのアミノ酸

残基 His48とTyr52の関与が示唆された.すなわち，酵素_Ca2+複合体がミセル状基質と結

合すると，これらの pK値は有意にアルカリ性 pH側に移行する.同様の結果は実験に用い

たすべての PL弘で得られたので，ミセル状基質との結合に伴うこのような His48とTyr52 

の pK値の移行はすべての I型と II型 PLA2 に共通の性質であると考えられる.

これまでのミセル状基質に対するヘビ毒由来 PLAゥの酵素反応速度論の実験にはすべ

て， Triton X-100とdiC
16
PCとの混合ミセルが基質として用いられてきた.この場合， Triton 

X-100による影響も考えられていたが，今回の実験のように，単一の diC7PCのミセルを用

いても混合ミセルのときと同じ結果が得られたことから， Triton X-100による影響はあまり

考慮しなくてもよいことがわかった.

一般に， 0甫乳類勝臓由来 PLA勺はヘビ毒由来の PLAっに比べて kcatが低く，Kmは高い

CTable 1・1-3). このような違いはあるものの，ウシ豚臓由来 PLAゥの酵素反応速度論上の

種々の性質がヘビ毒由来の I型 PLA勺の性質と基本的に同じであることが明らかになり， 1 

型 PLA
2と II型 PLAゥは，単に一次構造の違いだけでなく，触媒作用，特に N末端αアミ

ノ基の役割に関して，顕著な違いをもつことが明らかになった.

28 



ホスホリバーゼ A2と基質または基質アナログとの結合に
おける Ca2+の役割
-/型と/1型PLA2の結合様式の共通点と相違点一

第一節第六項と第八項の 4.に示したように，単分子分散状およびミセル状基質と I

型 PL生2(ウシ伴臓とコブラ毒由来 PLA2)の結合は Ca
2
+の存住により影響されなかったが，

II型 PLA2 (マムシ毒とハブ毒由来 PLA2) との結合力は Ca
2
+の存在により増大した.

Thunnissen らは，アミド基を持つ基質アナログ R-2-dodecanoylamino-1-hexanoyト

phosphoglycol (R-amide-PG) とブタ勝臓由来 PLAっ (1型)との複合体構造を X線結晶解析

により調べ， 69位の Tyr残基と R-amide-PGのリン酸基の酸素原子が水素結合することに

より，基質結合に 69位のアミノ酸残基が関与することを示した(P i g. 1-2 -1 ) -17) 

第二節

第一項序

ぺN 
具、 o:::_c~Asp 49 
/C二 0....Ca-.: 

'H-N‘ 。
I ./ヘ /OH

His 48f-o-T-0 〉。
白川 日

Schematic representation of the binding mode of porcine pancreatic PLA2 with R-amide-PG. 

基質結合や Ca2+結合に関与するアミノ酸残基はI型と II型PLA、でほぼ保存されてい

る.我々の研究グループが実験に用いてきた PLA2を含めて，1型Pし生、の 69位のアミノ酸

残基は一般に Tyrであり， II型 PLA")では一般に Lysである-18) したがって， 1型と II型Pし生ゥ

において基質結合の Ca2+依存性に違いが見られたのは， 69位のアミノ酸残基の違いによる

可能性が考えられる.幸いなことに，ウミヘビ (Pseudechisaustralis)毒由来 PL化 (Pa-12A)

はI型に属するが， 69位のアミノ酸残基は例外的に Lysであるサそこで，ウミヘビ (p.

australis)毒由来 PL生2 (Pa-12A) (1型)とクサリヘビ (Viperarusselfi russelli)毒由来 Pし弘

(PLAz-III) (n型)について，単分子分散状 diC6PCを基質とする酵素反応パラメーターに

およぼす Ca2+の影響を調べ比較した.

また，上記の X線結品解析の結果は， PLA")に結合した Ca2+がR-amide-PGのリン酸

基とアミド基の酸素原子に直後配位することを示しているが (Pig.1-2-1)，このことは.
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型 PLA
2
と基質アナログとの結合力が Ca2+の結合により増大することを意味し，真の基質

を用いた第一節の結果とは矛盾するようにみえる.そこで，PLA2と種々の基質アナログと

の複合体における Ca2+の状態、を明らかにするため，初めて複合体構造が明らかにされた

amide手G，その親水性部分を置換した 2-dodecanoylamino-1-hexanolphosphocholine(amide-

および，環状構造を作ることによりアミド水素原子を無くした 3-dodecanoyl-4・

phosphatid y lcholinoh ydroxymeth y 1-2-oxazolidinone (Oxazolidinone-PC)と， 1型およびII型PLA2

との結合におよぼす Ca2+の影響を調べた.

Fig. 1-2-2は，実験に用いた基質と基質アナログの構造を示す.
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Fig.l・2・3 Lineweaver-Burk plots of the kinetic data for the hydrolysis of monodispersed diC6PC catalyzed by P. australis 
(A: Group 1 ) and V. russelli russelli (B: Group 11) PLA2s. A:・，3.3mM; 0， 0.22 mM;企，0.081mM;ム，0.0033mM Ca2+. B:・，
11 m M; 0，1.1 mM; A， 0.56 mM;ム，0.28 mM  Ca2+ 
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Fig.l・2・2 Structures of a genuine substrate and substrate analogs. A， 1，2・dihexanoyトsn-glycerophosphocholine(diC6PC); B， 
R-2・dodecanoylamino-1・hexanolphosphocholine(R -amide-PC); C， R -2-dodecanoy lamino-1・hexanolphosphoglycol(R-amide-PG); D， 
R-3-dodecanoyl-4-phosphatidylcholinohydroxymethyl-2-oxazolidinone (R-oxazolidinone-PC). 
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第二項真の基質と PLAzとの結合におよぽす CaZ+の影響

Fig 1-2-3は，種々の Ca2+濃度におけるウミヘビ毒由来 PLA2(1型)とクサリ ヘビ毒由

PLA
2 
(n型)について単分子分散状 diC6PCを基質としたときの速度論データの

Lineweaver-Burkプロ ットを示す.

酵素と基質との見かけの結合定数 (1/K;:P )と Ca2+濃度 (CM) との関係は，第一節

第六項で示した PLA
2
とCa2+との相互作用のスキーム (1-1-17)により，次式で表すことが

できる.

来

Fig.l・2-4 AnaJysis of the Ca2ヘdependencydata for the apparent binding constants of genuine substrate (diC6PC). A， Group 
1 PLA

2
s:・，P australis; A， N. naja atra;・，bovine pancreas. B， Group II PLA2s: 0， V russelli russelli;ム，主flaνoviridis;口，A.

haか5blomho万九 The r巴ciprocalsof the apparent Michaelis constants， ずK;;;P， were plotted as a function of the degr巴eof enzyme 
saturation with Ca2+，JM' according to Eq. 1・2-1.
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ここで，1!KESとl/K_f-MSはそれぞれ， Ca2+非存在下と飽和量の Ca2+存在下における PLA.，

と基質との結合定数を表す.んは PLA，に対する Ca1+結合の飽和度であり，次式により求

められる.

K;bb-1 

1 Krp 

KlapP Cl 
(1-2-3) 

(1-2-2) ここで，KナとkrPはそれぞれ，一定濃度の Ca2+存在下における rac-amide-PGの存

在下と非存在下のミカエリス定数を表し， Cjは遊離の基質アナログの平衡濃度を表す.

B 
90 

~ 
首

/~ 

. 
冨60. 
ー『

園。田圃

、F=、『為、

ここで， l/K_f-Mは PLA、に対する Ca2+の結合定数であり，第一節第四項に示した蛍光

測定に基づく直接結合実験により求めた.

Fig. 1-2-4は， Fig. 1-2-3から求めたl/K:Pとんの関係を式 (1-2-1)に従ってプロット
し直した結果を示す 1型に属するウシ膝臓とコブラ毒由来 PLA"，および II型に属する

マムシ毒とハブ毒由来 Pし札について同様の実験を行い，その結果を合わせて示した.

その結果， 69位が Lysであるウミヘビ毒由来PLA2 (1型)および69位が Tyrである

他の I型 PLAゥと単分子分散状基質との結合力は Ca2+濃度に依存しないことがわかった.

他方， 69位が Lysであるクサリヘビ毒由来 PLA2を含む II型 PLA2と単分子分散状基質と

の結合力は，Ca2+の存在により 10倍以上も増大することがわかった.同様の結果は，ミセ

ル状基質や他の PLA札守を用いても得られている江 27，4

存性はI型と II型PLA今で有意に異なり，その原因は 69位のアミノ酸残基の違いによるも

のではないことが明らかになった.
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l/C s (mM・1)第三項グリコール含有基質アナログと PLAzとの結合におよぽす Caz+の影響
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Fig.l・2・5 Lineweaver-Burk plots of the kinetic data for the hydrolysis of monodispersed diC6PC catalyzed by P. ausfralis 
(A: Group 1) and V. russelli russelli (B: Group 11) PLA2s in the absence (circles) and presence (triangles) of rac-amide-PG. X線結晶解析によると， amide-PGとブタ伴臓由来 PLAゥ(1型)との結合には結合 Ca2+

を介する相互作用が存在するという (Fig.1-2-1)47). このことから， 1型 PLA2とamide-PG

との結合力は Ca2+の存在により増大すると予想されるが，これは第二項で示した真の基質

との結合実験の結果とは異なる.そこで， 1型およびII型に属する種々の PLA2とamide-PG

との結合におよぼす Ca2+の影響を調べた.

Fig. 1-2-5は，一定濃度の Ca2+存在下， rac-amide-PGの存在下と非存在下におけるウ

ミヘビ毒 (1型)とクサリヘビ毒由来 PLA
2 (u型)について単分子分散状 diC6PCを基質と

したときの速度論データの Lineweaver-Burkプロットを示す.真の基質 (diC6PC)と基質ア

ナログ (rac-amide-PG)のcmcはそれぞれ 13.616，36) と0.2251)mMなので，この実験条件下

の基質と基質アナログはともに単分子分散状態にあると考えられる Fig.1・2-5の結果か

ら， rac-amide-PGはどちらの PLAゥによる加水分解反応をも措抗的に阻害することがわか

った.

阻害型式が桔抗阻害なので，阻害定数の逆数，すなわち PLA、と単分子分散状 rac-

amide-PGとの結合定数 (1/KtPp )は次式で示される.

同様の実験を種々の Ca2+濃度で行い， 1/ KtPpの Ca2+濃度依存性データを，真の基質

の場合と同様に，次式を用いて解析した.

1 1 ，_ ~， ] 

て nn - rrE了・(1-f M) +τす 1M
Kj
app 
K一一 A 

(1ふ 4)

ここで， l/~I と 1/どMI は Ca2+ の非存在下と飽和量の Ca1+ 存在下における PLA2 と
rac-amide-PGの結合定数を表す.んは PL生2に対する Ca2+結合の飽和度であり，それは式

(1・2-2)から求められる.

Fig. 1-2-6は， Fig. 1-2δ から求めた1/Kj
app
とんの関係を式 (1-2-4)に従ってプロット

し直した結果を示す. 1型lこ属するウシ伴臓とコブラ毒由来 PLA"，およびH型に属するマ

ムシ毒とハブ毒由来 PLA、についても同様の実験を行い，その結果を合わせて示した.これ

より，すべての Pし弘に対する単分子分散状rac-amide-PGの結合力は， PLA、の種類により

強弱の差はあるものの， Ca2+の存在により増大することがわかった.
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Fig.l・2・6 Analysis of the Ca2七dependencydata for the appa陀 ntbinding constants of rac-amide-PG. A， Group J PLA2s・・，P. australis;企，N. naja atra;・， bovine pancreas. B， Group II PLA2s: 0、V.russelli russelli;ム，工flavO¥ノiridis;口，Ahalys 
blomhoffii. The reciprocals of the apparent inhibition constants，ザKjapp，were plotted as a function of the degree of enzyme 
saturation with Ca2+，fM' according to Eq. 1・2・4.

N. naja atra 

P.αustralis 

Group 11 

A. halys blomhoffii 

T. flavoviridis 

V. russelli russelli 

0.5 

1M 

。 2 4 
log 1/ K :pp (M -1 

Fig.1-2・7は，ウシ牒臓 PLA2および5種類のヘビ毒由来 PLA2と単分子分散状 diC6PC

および rac引 nide-PGとの結合におよぼす Ca2+の影響の要約を示す. 1型 PLAヴにおいて，

真の基質と rac-amide-PGとの結合の Ca2+依存性は明らかに異なることがわかった.

次に，単分子分散状R-またはS-amide-PGとウシ勝臓(1型)またはマムシ毒由来 PLAヴ

(11型)との結合におよぼす Ca2+の影響を調べた結果 (Table1・2・1)，R体(天然のリン脂

質と同じ立体配置)と PLA2との結合力はラセミ体との結合の場合と同様に Ca2+の存在に

より増大したが， s体との結合では Ca2+による顕著な影響は見られなかった.R体の結合
力はS体の結合力に比べて 10倍以上も大きいので，ラセミ体で得られた結果はR体の結合

を反映していると考えられる. したがって， 1型PLAゥの真の基質と基質アナログとの結合

のCa
2
+依存性の違いは，基質アナログにラセミ体を用いたために生じたのではないことが

わかった.

B 

1.0 0.0 Table 1・2・1 The binding constants of R-and S-amide-PG，νKtPp， to 
bovine pancre~s and A. halys blomhoffii PLA2s in the absence and 
presence of CaH

• 

0.5 

1M 

1.0 

ザK，app x 10-4 (M-1) 
K_fl/K_fMS 
ratJo -Ca2+ +Ca2+ 

(1/K_f1) (vK_fMI) 

Bovine pancreas 

(R)-analog 8.4 ~ 12.0 92.5 ~ 30.0 
(S)-analog 0.1 ~ 0.3 3.6 ~ 0.6 
A. halys blomhoffii 
(R)-analog 5.0 ~ 15.3 73.6 ~ 37.6 
(S)-analog 1.7 ~ 0.1 1.9 ~ 0.3 

11 

3.3 

15 
1.1 

第四項コリン含有基質アナログによる PL.I生zの阻害

6 

Fig. 1-2-7の結果から明らかなように， PLAヲに対する単分子分散状rac-amide-PGの結

合力は，どの PLA2においても，単分子分散状 diC6PCの結合力よりも 3"-'4桁大きい.X

線結品解析によれば， この基質アナログのアミド基は PLAゥの触媒基 His48の側鎖と水素

結合し，アナログ分子のグリコール基はAsp49の主鎖のカルボニル基と水素結合するとい

う (Fig.1-2-1) 47) しかし，真の基質は基質アナログと部分構造が異なるので， Pしにとの

複合体においてこのような水素結合は形成しない.したがって，この基質アナログの水素

結合の形成は PL生2と基質アナログの結合力を増大させる原因であり， 1型 Pし生ゥで見られ

た真の基質と amide-PGとの結合の Ca2+依存性の違いの原因かもしれない.そこで，

amide-PGのグリコール基の代わりにコリン基をもっ amide-PCおよび，環状構造を作りア

ミドプロトンを無くした oxazolidinone-PC (Fig. 1-2-2) を用いて同様の実験を行った.

飽和量の Ca2+存在下，ウシ膝臓とコブラ毒由来 PLも(1型)，およびマムシ毒由来 Pし生づ

(n型)による単分子分散状 diC6PCの加水分解反応におよぼす単分子分散状基質アナログ

。 2 4 
log 1/ K japp (M勺

6 

Fig.l・2・7 The binding constants of monodispersed genuine substrate (diC.PC)， 1/ K~押， (A) and rac-amide-PG， 1/ KtPp ， 
(B) to various Group 1 and 11 PLAzs in the presence (filled bars) and absence (open bars) of Ca2+. 

36 37 



(R-およびS-amide-PCとR-およびS-oxazolidinone-PC)の影響を調べた.

Fig.1・2-8は2.8mM  diC
6
PCの存在下，基質アナログの存在下と非存在下における初速

度 (vおよび ν。)の比である相対活性 (v/vo)を基質アナログの濃度 (C)に対してフロッ
トした結果を示す. oxazolidinone-PCによる阻害は amide-PCによる阻害と比べて弱いこと

がわかった.また，R体の阻害の程度は， S体よりも強いことがわかった.

1.0 

0.8 

~よ、0.6 
3ふ

0.4 

0.2 

0.0 。 0.05 0.1 0 0.05 0.1 0 0.05 0.1 
Ci (mM) 

Fig.I-2-8 Inhibitions of bovine pancreas (Al and N. naja atra (B) PLA2s (Group I)_ a~ A. haかsblomhoffii (仁)PLA2 
(G~ouP 11) by substrate analogs R-;mide-PC (0)， S-amide-PC (6)， R-oxazolidinone-PC (.)， and S-oxazolidinone-PC (企)
toward monodispersed diC

6
PC at its fixed concentration. The solid curves are the thcorctical oncs constructed according to Eq. 1-

2-5. 

Fig. 1-2-9は，飽和量の Ca2+存在下， R-amide-PCとR-oxazolidinone-PCの存在下およ

び非存在下のコブラ毒 (1型)とマムシ毒 (n型)由来 PLA2について，単分子分散状 diC6PC

を基質としたときの速度論データの Lineweaver-Burkプロットを示す.これら 2つの基質ア

ナログはどちらの PLAゥの加水分解反応をも措抗的に阻害したので，構造の一部が真の基

質と異なるにもかかわらず¥酵素の触媒部位に結合すると考えられた.

PLAゥと基質アナログとの結合定数 (1/KtPp )は， Fig. 1-2-9の結果から第三項の式

(1-2-3)に従って求めることができる.しかし，阻害型式が桔抗阻害なので， Fig. 1-2-8のデ

ータを用いて次式に従って求めることもできる.

ν 

ν o 

1 

1 + _ Cj /Kjapp 
+一 ー一一一

(1・2-5)

1+Cs/krp 

ととでkrPはFig.1-2・9から求めることができる基質アナログ非存在下でのミカエリ

ス定数であり， Csは基質濃度 2.8mMである.

Table 1-2-2は， Fig. 1-2-9 CLineweaver-Burkプロット)のデータをもとに式 (1-2-3)に
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Fig.l・2-9 Lineweaver・Burkplots of the kinetic data for the hydrolysis of monodispersed diC6PC catalyzed by N. naja atra 
(A: Group 1) and A. halys blomhoffii (B: Group 11) PLA2s in the absence (口)and presence of R-amide-PC (0) and R-
oxazolidinone-PC (.). 

Table 1-2-2 Binding constants of R-amide-PC and R-oxazolidinone-PC， 
1/ K;"PP ， for N. n可'aatra and A.halys blomhoffii PLA2s estimated from the 
Lineweaver-Burk plots at constant analog concentrations and from the 
analog-concentration dependence plots at constant substrate (diC6PC) 
concentrations. 

N.n旬。 atra(Group 1) 
Linewcaver-Burk plots 1) 

Analog concentration 
depend巴nceplots2) 
A. !za!ys b!omhoffii (Group II) 
Linewcavcr-Burk plots J) 

Analog concentratJon 
dcpcndencc plots2) 

ザK，'PP xl0.4 (M.J) 

R-amide-

PC 

509.2 :t 40.6 

449.2 :t 13.4 

59.3 :t 0.7 

26.0 :t 1.4 

R-oxazolidinone-

PC 

6.2 :t 0.6 

3.8 :t 0.4 

9.8 :t 0.7 

4.5 :t 0.2 

J) The values of l/Kj wcre determined from Eq. 1-2・3and Fig. 1-2・9
~) Thc values of l/Kj wcre dctcrmincd from Eq. 1・2-5and Fig. 1-2-8. 

従って求めた Klappと， Fig. 1・2-8(基質アナログ濃度依存性フロット)のデータをもとに式

(1・2-5)に従って求めたkfPPの比較を示す.どちらの解析方法を用いてもほぼ等しいkfP値

が得られた.

Rogersらは 52)，単分子分散状の基質や基質アナログを含む両親媒性物質がPLA，の触

媒部位以外の部位に結合することにより，単分子分散状の措抗阻害剤と PLA2との見かけ
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の結合力を増大させることがあることを示した.すなわち，基質の濃度もしくは基質アナ

ログの濃度が異なれば，阻害の強さが異なることがあるという. しかし，基質濃度を変化

させて行う Lineweaver-Burkプロットと，阻害剤濃度を変化させて行う実験から今回求めた

阻害定数はほぼ同じ値であり (Table1・2-2)，上記のような効果は観測されなかった.

diC6PC 
B 

R -oxazolidinone-PC 

第五項コリン含有基質アナログと PLA2との結合におよぽす Ca
2
+の影響

rac・amide-PG
第三項においてグリコール含有基質アナログについて行った実験と同様に， PLA，と

コリ ン含有基質アナログとの結合の Ca2+依存性を調べ，そのデータを式 (1-2-4)に従って

解析した (Fig.1-2-10) .その結果，R -oxazolidinone-PCのコブラ毒由来 PLA2 (1型)との結
合は Ca2+濃度に依存しなかったが、マムシ毒由来 PLA2 (11型)との結合力は Ca

2
+の存在

により増大した.他方， R-amide-PCの結合力はどちらの PLA，においても Ca2+の存在によ

り増大した.

Fig 1-2-11は単分子分散状 diC6PC，R -oxazolidinone-PC， rac-amide-PG，および R-

amide-PCとコブラ毒由来 PL弘およびマムシ毒由来 PLAゥとの結合におよぼす Ca2+の影響

の要約を示す • R -oxazolidinone-PCは真の基質と同じ傾向を示し， R-amide-PCは rac-
amide-PGと同じ傾向を示した.

R-amide-PC 

。 2 4 6 。 2 4 6 
log 1/ K :pp or log 1/ K j3PP (M -1) 

Fig. 1-2・11 Binding constants of monodispersed genuine substrate (diC，PC)， 1/ K:P ， and substrate analogs， (R-oxazolidinor時
PC， raωmide-PG， and R-amide-PC)， 1/ KtPP ， for N.明日tra(A: Group 1) and A. halys blomhofJii (B: Group 11) PLA2s in the 
presence (solid bars) and absence (open bars) of Ca2<. 

A B 

0.6 。
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ノ
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冨:::t 
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。 。
言。附 -1 0.10 

第六項コリン含有基質アナログと PLA2との結合におよぽす His48のプロトン化の影響

YuとDennisは53)，コブラ w.naja naja)毒由来PLA
2とアミド型基質アナログとの

結合力が，触媒基 His48のフロトン化により著しく減少することを示した.一方，手島ら

はm，コブラ W.naja atra)毒由来 PLA2と単分子分散状 diC6PCとの結合はpHに依存し
ないことを示した.この違いは，アミド型基質アナログのアミドフ口トンが His48と水素

結合することによると考えられた.

そこで，飽和量の Ca2+存在下，His 48がほぼフロトン化または脱フロトン化している

それぞれの pH6.8と8.2において，コブラ毒 ω:naja atra) 由来 PLA2とR-amide-PCおよ
びR-oxazolidinone-PCとの結合定数を調べた(酵素-Ca2+複合体における His48のpK値は

0.05 0.05 
Table 1・2・3 Binding constants of genuine substrate (diC6PC)， 1/ K:PP ， and 
those of the substrate analogs (R-amide-PC and R-oxazolidinone-PC)， 
1/ Kj'PP ， for N.明iaatra PlA2 at pH 6.8 and 8.2. 
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ov 1.0 。り

A
リ

0.5 

1M 
0.5 

1M 
1.0 

ザK;:P(M-1) ずK;"PPx 10-4 (M-1) 
pH 

diC6PC R-amide-PC R -oxazolidinone-PC 

6_8 121.6 :t: 5.2 146.4 :t: 17.5 5.8 :t: 0.4 
8.2 127.9 :t: 7.7 509.2 :t: 40.6 6.2 :t: 0.6 

Fig.l・2・10 Analysis of Ca2+-dependence data for the apparent binding constants of R-amide-PC (0) and R-oxazolidinone-PC 

(・). A: N. naja atra PLA2 (Group 1)_ B: A. halys blomhoffii PLA2 (Group II). The r巴ciprocalsof the apparent inhibition constants 
1/ K
j

app ， were plotted as a function of the degree of巴I町 mesaturation with Ca2.，ん accordingto Eq.1-2-4. 
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もたない diC6PCおよびR-oxazolidinone-PCとI宅 PLA今との結合は， Ca2+に依存しなかっ

た. したがって，この違いはアナログ分子内の NH基と His48のN-l原1-との水素結合の
形成によると考えられた.

そこで， His 48と基質アナログ問の水素結合形成の有無を調べるために， His 48がプ

ロトン化および脱プロトン化する pHにおいて，コブラ毒 PLA、(1型)と基質アナログの

結合定数を決定した.その結果， Table 1-2-3に示したように， R-amide-PCの結合定数は酸

性 pHにおける値の方が中性 pHの値よりも有意に小さかったが，R -oxazolidinoneと真の基

質の結合定数は pHに依存せず一定であることがわかった.この結果から， R-amide-PCは

His 48と水素結合を形成するが， R-oxazolidinone-PCや真の基質は His48と水素結合しない

ことが示唆された (Fig.1-2-12). 

R i二トo-I。~々
H
¥ハ
サH
 

A 
F可戸is
H~列:

7.25である 21.22.27)) (Table 1-2-3).その結果， PLAゥと R-amide-PCとの結合力は His48がプ

ロトン化することにより著しく低下するが，R -oxazolidinone-PCとの結合力は真の基質と同

様，どちらの pHにおいても同程度であり， His 48のイオン化状態には依存しないことがわ

かった.

第七項考察

1. PLA
2と基質との結合におよぽすCa

2
+の影響

Fig. 1-2-4に示したように， 1型PLA'1でありながら 69位のアミノ酸残基が Lysである

ウミヘビ毒由来 PLA2と真の基質との結合は，69位が Tyrである他の I型 PLA2と同様に

Ca2+の存在に影響されなかった x線結品解析の結果からも明らかなように 15)， Ca2+や

基質との結合に関与するとされるアミノ酸残基はほぼ保存されており， 1型とn型PLAゥで
明確な置換が見られるのは， 69位のアミノ酸残基のみである 48) したがって，今回の結果

から考えると， 1型および II型 PLAヲにおける基質結合の Ca2+依存性の違いは， Ca2+結合

部位や基質結合部位のアミノ酸残基の違いでは説明できないことになる.

なう「o-Io〈〉寸
r=<!jiS48 年二O

戸円r=(iS戸戸戸Ii胎iおs
H爪へ~叫: 

B 

C 

Fig.l・2・12 Assumed binding modes of PLA2 molecule with a genuine substrate diC6PC (A) and its substrate analogs， R-
oxazolidinone-PC (B) and R-amide-PC (C). 

今回の実験において，真の基質と I型 PLA2との結合が Ca
2
+の存在により影響されず，

II型 PLA2との結合力が Ca
2
+によって増大するのは， Ca2+結合部位や基質結合部位に存在

するアミノ酸残基の相違のためではないことが明らかになった.他方，真の基質と同様に

His 48と水素結合できない oxazolidinone-PCとI型およびIl型 PLA、との結合におよぼす

Ca2+の影響は真の基質の結合の場合と同じ傾向を示したが， His 48と水素結合できる

amide-PCと両型の PL生2との結合力はともに Ca2+によって増大した.これらの結果から，

I型 PLA2とII型 PLA，の問には，触媒部位近傍の微視的なコンホメーションの違いが存在

するが， His 48と水素結合できる amide-PCのような基質アナログが結合するに伴って，両

者は同一化することが示唆された (Fig.1-2-13). 
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2. PLA2と基質アナログとの結合におよぽす℃αhの影響

Fig. 1-2-7に示したように，rac-amide-PG と I 型および 11 型 PLA~ との結合は，真の基

質の場合と異なり，すべて Ca2+依存性であった.ブタ勝臓由来 PLAゥ(1型)の変異体とア

ミド型基質アナログとの複合体の X線結晶解析 47)，ヒト髄液由来 PLAヲ(n型)と遷移状態

アナログ (L・I・O-octyl-2-heptylphosphonyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)との複合体の X

線結晶解析引 N.naja najaおよびウシ勝臓由来 PLA2とアミド型基質アナログとの複合体

のNMR解析 55-57)によると， PL札に結合した Ca2+は基質アナログのリン酸基および、2位の

カルボニル基に配位しているという.今回の rac-amide-PGを用いた結果は これらの知見

とよく一致する.

Verheijらによる PLA2の触媒機構の仮説では羽，PLA2分子内の触媒基 His48のN-l

原子から 3A離れたところにある水分子が， PLA2と結合した基質分子のカルボニル炭素を

求核攻撃すると考えられている (Fig.1-1-2)- 一方， amide-PGとPLA2の複合体の X線結

品解析によると 47)，His 48のイミダゾール環は基質アナログ分子と直接水素結合するので，

求核攻撃しようとする水分子の入り込む空間はないという (Fig.1-2-1). Fig.1-2-7に示し

たように， 1型PLA、の真の基質 (diC6PC) とアミド型基質アナログ (amide-PG) との結合

のCa2+依存性に違いが見られたのは，このような基質の結合様式と基質アナログの結合様

式との間に違いがあるためと推測される.

そこで， amide-PG分子内において真の基質と異なる構造をもっ部分に注目し，グリ

コール基をコリンに置換したR-amide-PCと，環状構造を作ることによりアミドプロトンを

無くした R-oxazolidinone-PCを用いて実験を行った.その結果， Fig. 1-2-11に示したよう

に，アミド基をもち，極性部分としてグリコール基またはコリン基をもっ rac-amide-PGま

たはR-amide-PCとI型 PLAヲとの結合は Ca2+に依存するが コリン基をもつがアミド基を
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His-l8 

Group 1 PLAz Group 11 PLAz 

|dり C…山川恥虻|

His48 

Group 1 PLAz Group 1 or II PLAz Group II PLAz 

Fig.1-2・13 Schematic representation of the difference in the microscopic conformation between group 1 and II PLAzs， and 
the binding modes of these enzymes with the genuine substrate and substrate analogs. 
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第三節

第一項序

マノアライドアナログによるホスホリバーゼム活性の阻
害機構

-PLA
2の種類による阻害機構の多様性一

マノアライド (MLD) は海綿 (Luffariellavariabilis)から単離されるセスタテルペノ

イドである 58) MLDは抗炎症作用や鎮痛作用を示すがm，これらの作用は Pし化活性を阻

害しアラキドン酸の産生を抑制することによると考えられている.すなわち， MLDは zn

vitroにおいて，ハチ毒 60)，コブラ毒 61)，およびウシ牌臓切由来の PL生ゥを時間依存的かっ

非可逆的に不活性化することが報告されている.MLDの構造は，シクロヘキセン環を含む

比較的疎水性の炭素鎖とヘミアセタール環およびγーラクトン環の3つの部分から構成され

ており，水溶液中ではヘミアセタール環と γ-ラクトン環が開環して， 2つのアルデヒド基

が露出する (Fig.1-3・1). このような MLDの構造や， MLDによる PLA
2の不活性化が外因

性の Lysの存在により保護されること 63)，および，不活性化された Pしにのアミノ酸組成

分析の結果 61，64・65)から判断して， MLDによる不活性化の原因は PLA
2分子内の Lys残基の

化学修飾によると考えられている.

。

OH 

¥ 
COOH 

CHO 

¥いH
~， / 

CHO 

COOH 

CHO 

OH 

Fig.l・3・1 Chemical structures of MLD in its c10sed and open forms. 

細胞外に分泌され，分子量が約 14kDaで， 酵素活性に Ca2+が必須である I型と II型

PLA2はともに，基質が単分子分散状態、のときは低い酵素活性しか示さないが，基質がミセ

ルを形成すると酵素活性が急激に増大することが知られている(第一節 Fig.1-1・11参照)• 
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この現象は， PLAゥの分子内には基質の加水分解を触媒する部位(触媒部位)とは別に，ミ

セル界面を認識する界面認識部位が存在することで説明されているお)

以前， 1ρmbardoとDennisは 61)，MLDが I型に属するコブラ (Najanajαnaja)毒由来

PLA.，による phosphatidylcholineの加水分解を阻害するが， phosphatidylethanolamineの加水

分解は阻害しないことを示した.この結果は， PLA、が MLDにより化学修飾されても， PL九

の触媒部位は完全に機能していること，すなわち， MLDによる阻害が PLA今の触媒部位以

外の部位の修飾によることを示唆している.また、 Reynoldsらは 66)，MLDのdehydroxy体

である manoalogueがN.naja naja PLA~ に含まれる 4 つの Lys 残基のうちの 3 つを化学修飾

し，その 1つは Lys6であることを示した.さらに， Glaser らは 64)，ハチ毒由来 PLA~ の

MLDによる不活性化が3つの Lys残基のうちの Lys94の修飾によることを推定した.コブ

ラ毒机 68)やハチ毒m 由来 PLA
2のX線結品解析によれば，上記の Lys6とLys94は界面認

識部位に存在すると思われる.

我々の研究グルーフは， MLDに比べて単純な構造を持ち， 化学的に安定な MLDアナ

ログである 1-(2ヲ5-dihydro-2-hydroxy-5-oxo-3-furan yl)-8， 12-dimeth yl-4-formyl-3， 7，11・trideca-

trienol (MLD-analog: Fig. 1-3-2) を合成し m，この化合物がウシ伴臓由来 PL生2に対して

MLDと同程度の不活性化作用を有し，しかも修飾される Lysの平均残基数はそれほど多く

ないことを示した 65)

セルを基質として追跡した結果を示す.ハブ毒とクサリヘビ毒 (II型)由来 PLA今の場合に

は強い不活性化が見られ，反応開始 90分後には残存活性が 10%にまで低下した.また，

ウミヘビ毒由来 PLA.， (1型)の活性は 90分で 20%に低下した. 一方，コブラ毒 (1型)と

マムシ毒 (n型)由来 PLA.，の不活性化は比較的ゆるやかで， 90分でそれぞれ 60%と40%

~ 100 
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Fig.1-3・3 Inactivation of PLAzs toward nonionic mixed micellar substrate by MLD-anaJog. A， Group 1 PLA)s:・，
Bovine;企，N.n可aatra;・，P. australis. B， Group 11 PLA2s: 0 ，A. halys blomhoが1;ム，工j7aνoviridis;口，医 russelliruss三lli・

Fig.1・3・2 Chemical structure of MLD・anaJog(l・(2，5・dihydro-2・hydroxy-5・oxo・3・furanyJ)・8，12・dimethyJ-4・formyl-
3，7，11・tridecatrienol).

そこで， 1型に属するウシ伴臓，ブタ牒臓，コブラ (N.naja atra)毒，およびウミヘ

ビ (p.australis)毒由来 PLA2と，II 型に属するマムシ は• halys blomhoffii)毒，ハブ(工

flaνoνiridis)毒，クサリヘビ (v.russelli russelli)毒由来 PLA2のMLD-analogによる酵素活

性の阻害を，物理化学的に存在状態の異なる基質を用いて測定するとともに， この不活性

化反応に対するミセル状 Fトdodecylphosphocholine(n-C12PC)による保護作用を調べ，

MLD-analogによる不活性化機構の多様性を示した.また，これらの結果とアミノ酸組成分

析の結果を比較して不活性化に関与する Lys残基を推定するとともに，ウシ附蔵由来 PLAゥ

については，修飾される Lys残基の同定を行った.
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第二項 MLD-analogによる PLA2の不活性化

Fig. 1-3-3は， MLD-analogによる種々の PLA，の不活性化反応の経時変化を，中性界

面活性剤である TritonX-I00と1，2-dilauroyl-sn-glycerophosphocholine(diC12PC) との混合ミ

46 

。
。30 60 90 。30 60 90 

Incubation time (min) 

rllsscllI 

Fig.l・3-'" Inactivation of PLAzs toward anionic mixed micellar substrate by MLD・analog.A， Group 1 PLA2s:・、Bovin巴、
・，porcine; A， N. 11匂aatra;・、P.allstralis. B、GroupIT PLA2s・0、A.hal)・sblomhoffii;ム，T. j7a¥引 γidis:口、Vrussclli 
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に低下した.ウシ伴臓由来 PLA、(1型)においては、この基質を用いて測定するかぎり不

活性化はほとんど観測できなかった.

勝臓由来 PLA.，の酵素活性はアニオン性界面活性剤の存在により著しく増大すること

が知られている 70) そこでコール酸と diC
12
PCの混合ミセルを基質として同様の実験を行

った (Fig1-3・4).ほとんどの PLA2においては非イオン性界面活性剤を含む基質溶液を用

いた場合 (Fig.1-3-3)と同様の結果になったが，ウシとブタ牌臓由来 PLA2では，ハブ母

やクサリヘビ毒由来 PLAゥの場合と同程度の強い不活性化が見られた.

Pしに の活性は一般に，基質がミセルを形成すると急激に増大することが知られてい

る均.そこで，単分子分散状 diC
6
PCを基質として同様の実験を行った (Fig.1-3-5).すべ

ての II型 PLA今とウミヘビ毒由来 Pし弘 (1型)においては， 中性界面活性剤と diC12PCの混

合ミセルを基質とした場合 (Fig.1-3-3)と同様の結果が得られたが，コブラ毒由来 PLA2と

ウシおよびブタ勝臓由来 PLAヴ (1型)では，不活性化はほとんど検出されなかった.
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残存活性を修飾された Lysの平均残基数に対してプロットした結果を示す.ウシ牒臓刻、

ブタ牌臓 41)，マムシ毒 7l)，コブラ毒 67)，ウミヘビ毒州，ハブ毒均，およびクサリヘビ毒*)

由来 PLA-，はそれぞれ，11， 9， 8， 5，14，10，および 11個の Lys残基を含むが，残存活性

が50%にまで低下するのに，それぞれ し1. 3， 3.5， 4， 4，および 6個の Lys残基の化学

修飾が必要であるこ とがわかった.
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Fig.l・3-6 Correlation between the residual activity and number of Iysine residues of PLA2s modified by MLD-analog. 
Residual activities of the MLD-modified PLA2s toward mixed micelles of diC12PC with cholic acid were plotted as a function of 
the number of modified lysine residues. A， Group 1 PLA2s:・，bovine pancreas;・，porcine;企，N. naja atra;・，P.australis. B， 
Group II PLA2s: O，A. halys blomhoffii;ム，主flavoviridis;口，V. russelli russelli. 

。30 60 90 2. MLD-analogにより化学修飾されるウシ勝織由来PLA2のLys残基の同定

Fig. 1-3-6に示したように， MLD-analogがウシ勝臓由来 PLA2のLys残基を 1'"'"'2分子

修飾するだけで，その残存活性は 10%にまで低下した.そこで，修飾された Lys残基を同

定するため，修飾反応のスケールアッフを行った.得られたサンプルは未修飾 PLAゥを含

んでいたので，Mono Sカラムを用いて除去した.

Table 1ふ 1は未修飾酵素と，調製した修飾酵素のアミノ酸組成分析値の比較を示す.

修飾により Lys残基の数が約 1個減少したが，他のアミノ酸残基の数は変化しなかった.

次に，未修飾酵素と修飾酵素を S-ピリジルエチル化後，リジルエンドペプチダーゼに

より酵素消化し，得られたぺフチドを逆相 HPLCで分離した (Fig.1-3-7).得られたペプチ

ド断片 K-l， K-2， K-3， K-5， K-6， K-7， K-9，および K-10をアミノ酸組成分析により同

定したところ，それぞれは 1-10，11-12， 13・53，57-62， 63-108， 109-115， 119・122，および

123-126の配列に相当するぺフチドであることがわかった.しかし，配列 54-56と116・118

に相当する 2つのペプチドは同定できなかった.次に，未修飾酵素と修飾酵素のクロマト

Incubation time (min) 
Fig.l・3-5 Inactivation of PLA2s toward monodispersed substrate by MLD-analog. A， Group I_PLAzs:・，Bovine;・，
porcine; A， N. naja atra;・，P.australis. B， Group II PLAzs: O，A. halys blomhoffii;ム，T. flavoviridis;口，V. russelli russelli. 

1. MLD-analogによる種々のPLA2のLys残基の修飾

MLDはPLA
2
分子内の Lys残基を不可逆的に修飾するこ とでPLA2を不活性化すると

考えられている刷、 63-65) そこで， MLD-analogによ り化学修飾される Lys残基の数をアミノ

酸組成分析により決定した.

Fig. 1-3-6は， diC12PCとコール酸との混合ミセルを基質としたときの種々の PLA2の
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第三項 MLD-analogによる Lys残基の化学修飾

*) Inoue， S.ヲetal.ヲunpublisheddata 

49 



MLD-analogによる修飾反応に対する n-C
12PCの保護作用

リゾレシチンのアナログであるかdodecylphosphocholine (n-Cl~PC) は均一なミセルを

形成することが知られている 73) ミセル状 n-Cl~PC は， PLA，の界面認識部位と結合すると
ともに孔 Mb)，ウシ昨臓 PLA守との複合体構造の X線結品解析 77唱78)により示されたように，

PLA2の触媒部位にも結合する.したがって cmc 以上の濃度のかCl~PC が存在する条件下
で MLD-analogによる PLA、の修飾反応を行った場合，酵素の界面認識部位と触煤部位は化

学修飾から保護されるととが予想される.

Table 1-3・2は， MLD-analogによる PLAヴの不活性化の度合，修飾された Lys残基数，

およびそれらに対するミセル状 n-C12PCによる保護作用の要約を示す PLA::の種類により

違いはあるものの，ほとんどすべての PL生2において MLD-analogによる不活性化と Lys残

基の修飾反応はかC
12
PCの存在により保護された.特に，ウミヘビ毒由来 PLA

2
を除く I型

PLAづの不活性化作用はほぼ完全に保護されたが，マムシ毒由来 PLA今 (n型)では，顕著

な保護作用は見られなかった.

第四項

Table 1・3・1 Amino acid composition of unmodified and M LD-analog-
modified bovine pancreatic PLA2・ Figurcsin parcnthcscs arc bascd on thc 
amino acid sequence determincd by Dijkstra e[ al. [Rcf. 33]. 

Modificd PLAヲIntact PLA、

Effects of n-ClZPC on the inactivation and modification of PLAzs by MLD-analogue. 

Numbcr of modificd 
Lys residues 

Residual activity (%) 

Monodisp巴rsed
diCbPC 

Mixed mにell巴sof diCl2PC 
with cholate (1 :5) 

Mixed micellcs of diC12PC 
with Triton X-100 (1:5) 

、，.
、、，，
J。-m

山

m

・h
u
t
-

U

E

 

m
m
 

l

i

 

、，，-
A
 

ρ-V 
P
3
 

免
un
y
 
O
 

L
H
 
pa 
ca 
0
 

・hunr 

町
川
勺
刈
め
り
の
め
川
勺
り
勾
わ
り

η
付
川
引
り
引
り
心
リ
リ

aFd，.
，，E
・、
4
1
1
J
'
'
E

‘、
，，a置、、，
，EE
‘、，
，z
・、

，，E
・、
，，.目、

，，.‘‘
、，
，a‘、
，，E
・、
J
'
z

‘、吋
1
1
4

J
'
E

・、，，•. 
、.，

aa
，，.‘、

r
e
z
z

‘、

，

，zz
、

J
'

哩‘、

，，目、
‘

1
1
9
6
3
6
4
1
0
6
2
8
9
0
1
0
-

6
4
Qム

0
0
3
G
6
4
1
4
3
6
3
1
2
2

一

守
ム

1
4

-

Amino acid 

中

川

口

h
m
h
d
同

M

d

c
山A
H
叩
山
内
・
同
日
唱

G
.
p

i

配
ホ
ら

G
P
G
A
V
M
H
む

T
.
刊

む

a
H
A
Q
U

Table 1-3・2

+n-C12PC -n-C12PC + n-CIZPC -n-C11PC + n-CIZPC -n-C12PC + n-Cl~PC ー n-Cl ~PC

0.4 
1.0 

0.2 

0.5 

0.2 

0.4 
0.7 

2.1 

0.9 

1.8 
1.4 
2.1 

3.3 
3.6 
4.3 

7.1 

100.0 

100.0 

106.8 

102.7 

98.5 
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8.9 

26.2 

18.9 

69.3 

50.3 

50.2 

27.3 
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19.4 
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Group] 
Bovine pancreas 

グラムを比較したところ，修飾酵素の K-5のピーク高が未修飾酵素よりも低くなり，保持

時間 25分のところに新たなピークが現れた.そこで，後者のピークのペフチドを気相式シ

ークエンサーで分析した結果，それらは 58・62に相当するアミノ酸配列(Leu-Asn-Ser-

Cys-Lys) ，すなわちフラグメン卜 K-5(57・62)のうち 57位の Lysを欠いたものに相当する

ことがわかった.

')Cys and Trp were not determined 
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Fig. 1ふ 8はI型とIl型 PLA，の一次構造の比較を示す.今回の実験に用いた酵素のう

ち，ウシ梓臓，ブタ伴臓‘コブラ毒，およびウミヘビ毒由来 PLA乃は I型に，ハブ毒，クサ

リヘビ毒，およびマムシ毒由来 PL九は 11型に分類される.Fig. 1-3-3 '"'--' 1-3・5に示したよ

うに， MLD-analogによる不活性化反応の経時変化は， PLA2の種類や酵素活性の測定に用

いた基質の物理化学的状態、により変動する • MLD-analogはLys残基を修飾して PLA，を不

活性化するが，これらの PLA、の問で Lys残基の位置はあまり保存されていないので (Fig.

51 

。

Fig.l・3・7 Separation of the JysyJ endopeptidase digests of MLD・anaJog-modified(A) and unmodified (B) bovine 
pancreatic PLAz. The peptides wcre fractionated on a capceJI pak Cl8 column with a Jinear conc巴ntrationgraclient of acetonitril巴
in 0.1 % trif1uoroacetic acid from 0 to 80% 
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GLWQFENMII -KVVKKSGIL SYSAYGCYCG WGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CYG---KVTG 

NLFQFAEMIV -KMTGKNPLS SYSDYGCYCG WGGKGKPQDA TDRCCFVHDC CY-E-GKKS-

SLMQFETLIM -KIAGRSGIW YYGSYGCYCG AGGQGRPQDA SDRCCFVHDC CYG---KVTG 

ダーゼ消化し，得られたペプチドの HPLCパターンを未修飾酵素のものと比較したところ，

Kδ のピークの高さが低下し，保持時間約 25分のところに新たなピークが現れた.このピ

ークに含まれるペプチドの一次構造を決定したところ，それは 58から 62位までのペプチ

ド，すなわち， K・5フラグメント (57位から 62位)の 57位の Lys残基を欠くものであっ

た.リジルエンドペフチダーゼは一般に， X-Lys-Lys-Yのように連続する 2つの Lysを含む

ぺフチドでは， Lys-Yの問よりも 2つの Lys残基の聞を優先的に切断する.ウシ勝臓由来

酵素ではこの種の Lys残基は 56位と 57位にあり，未修飾の酵素では Lys56のC末端が切

断されたことになる.他方，修飾酵素では， Lys 57のC末端が切断されたペプチドが検出

されたので， MLD幽analogはLys56を修飾したと考えられた.

Noelらはm，ウシ搾臓由来 PLA:zについて部位特異的置換を行い， Lys 56を中性もし

くは疎水性アミノ酸に置換した.さらに， Lys 56をMetに置換した酵素については X線結

晶解析を行った. Lys 56の置換によりアニオン性ミセル状の phosphatidylgl ycerolに対する

活性は低下したが，非イオン性ミセル状の phosphatidylcholineに対する活性は逆に増大した.

また，結晶解析から，この置換により 56位近傍のループ構造が変化することがわかった.

Fig. 1-3-3とFig.1-3-4に示したように， MLD咽analogとの反応により，ウシ僻臓由来

PLA2の酵素活性はアニオン性ミセル状基質に対しては低下したが，非イオン性ミセル状基

質に対しては変化しなかった.アニオン性ミセル状基質に対する酵素活性の低下が Lys56 

の修飾により生じたのであれば，そのことは Noelらの結果乃)と矛盾しないが，非イオン

性ミセル状基質に対する結果は矛盾する.これは， Lys 56と反応した MLD-analogの非常

に大きな疎水性付加物が酵素の活性化を妨げるためではないかと考えられる.

Table 1-3-1から明らかなように， MLD-analogにより修飾されたウシ勝臓由来 PLA吋の

Lys残基数は平均 1個である.しかし， Fig. 1-3-7に示したペプチド断片の HPLCパターン

からわかるように，修飾酵素においても K-5のピークは完全には消失しない.このことは，

MLD-analogがウシ勝臓由来 PLA2のLys56以外の Lys残基をも修飾していることを示唆す

る.その修飾部位は今回の実験では確認できなかったが， HPLCの溶出パターンのピーク

面積から判断すると，修飾された Lys残基の約 2/3がLys56であるので， Pし生、の不活性化

の原因は主に Lys56の修飾によると考えられる.これまで， Lys 56が界面認識部位に含ま

れるかどうかはあまり明確でなかったが，今回の結果により明確になった.

1-3-8)， MLD-analogによる PLA，の不活性化の多様性はそれぞれの酵素分子の表面におけ

るLys残基の分布の違いによると考えられる.

Group 1 

l. Bovinc pancreas 

2. Porcine pancrea弓

3. N. n句aarra 

4. P. australis 
Group II 

5.工pαLν'OVI

6. ，〆イrussellιirusse/l心t 
7. A. halys blomhoffii 

10 20 30 40 50 60 
ALWQFNGMIK CKIPSSEPLL DFNNYGCYCG LGGSGTPVDD LDRCCQTHDN CYKQAKKLDS 

ALWQFRSMIK CAIPGSHPLM DFNNYGCYCG LGGSGTPVDE LDRCCETHDN CYRDAKNLDS 

NLYQFKNMIQ CTVP-SRSWW DFADYGCYCG RGGSGTPVDD LDRCCQVHDN CYNEAEKISG 

NLIQFGNMIQ CANKGSRPSL NYADYGCYCG WGGSGTPVDE LDRCCQVHDN CYEQAGK-KG 

3 

70 80 90 100 110 120 130 
CKVLVDNPYT NNYSYSCSNN EITCSSENNA CEAFICNCDR NAA工CFSKV- P-YNKEHKNL DKK-NC 

CKFLVDNPYT ESYSYSCSNT EITCNSKNNA CEAFICNCDR NAAICFSKA- P-YNKEHKNL DTKKYC 

C-W----PYF KTYSYECSQG TLTCKGGNNA CAAAVCDCDR LAA工CFAGA- P-YNDNDYNI NLKARC 

C-F-ーー -PKL TLYSWKCTGN VPTCNSK-TG CKSFVCACDA AAAKCFAKA- P-YKKENYNI DTKKRCK 

ヴ
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ぷ
U
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C-----NPKL GKYTYSWNNG DIVC-EGDGP CKE-VCECDR AAAICFRDNL DTYDRNKYWR YPASNCQEDS EPC 

CK-----PKL SLYSYSFQNG GIVC-GDHNS CKRAVCECDR VAATCFRDNL NTYD-KKYHN YPPSQCTGT- EQC 

C----D-PKL DVYTYTEENG AIVC-GGDDP CKKQICECDK DAAICFRDNI DTYD-NKYWF FPAKNCQEES EPC 

Fig. 1-3-8 Comparison of the amino acid sequences of seven PLA2s. Scquencc data arc comparcd for hovine pancreas [Rcf. 
33]， porcine pancreas [Rcf. 41]， N. naja atra [Ref. 67]、andP. australis [Ref. 49] PLA2s， which bclong to Group 1， and工
flavoνiridis [Ref. 72J、に russellirusse/li [Inoue er al.司 unpublisheddata]司andA.halys blomhoffii [Rcf. 71] enzymes， which belong 
to Group 11. Gaps (ー)wcrc introduced for maximal alignment of cysteine and maximal homology. The stipplcd boxes indicate Lys 
residu巴S.

1. MLD-analogによる惇臓およびコプラ毒由来PLA2 ([型〉の不活性化

Fig. 1-3-4に示したように，アニオン性混合ミセル状基質を用いた場合， PL生2の種類

により差はあるものの， MLD-analogで修飾されたすべての PLA2の酵素活性は低下した.

しかし，単分子分散状基質を用いた場合には，1型に属する附蔵およびコブラ毒由来P比で

は有意な活性低下は見られなかった CFig.1-3・5).また，Table 1-3-2に示したように，これ

らの酵素の不活性化は，修飾反応時にミセル状 n-C]2PCが存在するとほぼ完全に保護され

た.以上の結果から判断すると， MLD-analogによる伴臓およびコブラ毒由来 PLA2の不活

性化は，酵素の界面認識部位に存在する Lys残基が修飾されて起ったと考えられる.

以前， 1ρmbardoとDennisは61)，1 型に属するコブラ ω~ naja naja)毒由来 PLA
2によ

るphosphatidylcholineの加水分解は MLDにより阻害されるが， phosphatidylethanolamineの

加水分解は阻害されないことを示した.との結果は， MLDにより化学修飾されたにもかか

わらず，本酵素の触媒部位は完全に機能していること，すなわち 触媒部位は MLDによ

り修飾されないことを示す.さらに， Roynoldsらは 66)，MLDによりコブラ毒 CN.naja naja) 

由来PLA2の3ケ所の Lys残基が修飾されるが，そのうちのひとつは， 6位の Lysであるこ

とを示した.この残基はN末端のαヘリックスに含まれており，界面認識への関与が示唆

されている.

3. MLD圃analogによるウミヘピ毒([型)およびE型由来PLA2の不活性化
Fig. 1-3-3 -----1-3-5に示したように， MLD-analogにより修飾されたウミヘビ毒由来

Pし生ゥ (1型)と II型PLAヴの酵素活性は，ミセル状基質だけでなく，単分子分散状基質に対

しでも著しく低下した.Table 1-3・2に示したように，ウミヘビ毒，ハブ毒，およびクサリ

ヘビ毒 PLA2は，修飾反応液にミセル状 n-C12PCを添加しでも完全には保護されなかった.

すなわち，これら 3種類の酵素の残存活性は修飾反応開始後 90分で約 10から 20%に低下

したが，ミセル状n-C12PCを存在させておくことにより 40から 50%の残存活性にとどまっ

た.一方，マムシ毒由来PLAつにおいては，n-C12PCによる保護作用はほとんど見られなか

っTこ.2. MLD-analogにより修飾されるウシ勝臓由来PLA2のLys残基の決定

Fig. 1-3-7に示したように， MLD-analogにより修飾された酵素をリジルエンドペプチ 以前，コブラ毒 75)，ハブ毒 24)，およびマムシ毒刊由来 PLA
2とミセル状 n-hexadecyl-
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phosphorylcholine (n-C
1白
PC) との結合定数が調べられたが，それらの値は同程度であった.

したがって，ミセル状n-C'2PCによる修飾保護作用の違いは，これらの酵素に対するかC'2PC

の親和性の違いによるのではなく ，MLD-analogにより修飾される Lys残基の位置と数の違

いによるものと考えられる.

4. MLD-analogにより修飾されるウミヘビ毒 (1型)およびE型PLA2のLys残基の予測

Fig. 1-3・9はブタ牒臓由来 PLA2とamide-PCの複合体構造を示す.図中には，今回の

実験で MLD-analogにより修飾されることがわかった，または修飾されると推測される Lys

残基の位置が示されている. これまでに，いくつかの PLA今と基質アナログとの複合体構

造がX線結晶解析により明らかにされ 47，54.67)，Tyr 69の水酸基は基質アナログ分子のリン

酸基の酸素原子の 1つと水素結合することが示されている(第 2節参照:Fig. 1・2・1). Fig. 

1-3-8に示したように，ウミヘビ毒由来 PLAゥを除く I型 PLAゥは 69位に Tyr残基をもち，

単分子分散状基質に対しては MLD-analogによる有意な不活性化作用は見られなかった.

一方， 11型に属する PLAゥとウミヘビ毒由来 PLAつは 69位に Lys残基をもち，単分子分散

状基質に対しても不活性化が見られた.このことから，ウミヘビ毒，ハブ毒，およびクサ

リヘビ毒由来PLA2のMLD-analogによる不活性化にはLys69の修飾が関与すると推測され

る.
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Fig.l・3・9 Three-dimensional structurεof PLA2 interacted with the amide-PG and Ca
2+. Position of the Lys residues 

possibly modified by MLD-analog were indicate. 
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さらに，これら 3種類の醇素の不活性化がミセル状n-C'2PCの存在により完全には保

護されないことから判断すると、触媒や界面認識部位以外の場所に存在する Lys残基の修

飾によっても不活性化が起こることが考えられる.

次構造の比較から推定すると，これら 3つの酵素の修飾される Lys残基は， N末端

のαヘリックスの終末 (15位付近)， Ca2+結合部位 (36位) (ウミヘビ毒由来 PLA、はこの

位置に Lys残基をもたない)，および 92位(この位置の Lys残基はこれら 3種類の酵素で

保存されている)に存在する残基ではないかと考えられる. これらの位置は一般に，触媒

部位や界面認識部位にあるとは考えられていないので，これらの位置の Lys残基の修飾は，

立体構造の変化を介して酵素活↑生の低下に寄与していることが予想される.一方，マムシ

毒由来 PLA:;の不活性化は，ミセル状 n-C1:;PCの存在によりほとんど保護されなかったので，

この不活性化作用は，触媒部位や界面認識部位以外の場所に存在する Lys残基の修飾によ

るものと考えられた.したがって， Lys 100または Lys92の修飾が原因ではないかと予想し

た.というのは， Lys 100は界面認識部位の反対側に位置するが，触媒部位の水素結合網に

含まれる Asp99の隣に位置しており， Lys 92は1I型酵素とウミヘビ毒由来酵素で保存され

ているからである.

要約すると次のようになる 1)PLA2の Lys残基は一般に酵素分子の表面に存在し

ているので， MLD-analogにより複数の Lys残基が修飾される. 2) ウシ勝臓由来 PL生2の

Lys 56はMLD-analogにより比較的特異的に修飾される.3) MLD四analogによる Lys残基へ

の付加物は，構造的に大きな疎水性部分のために，単分子分散状基質やミセル状基質の結

合を妨げたり，酵素のコンフォメーション変化を引き起こすことにより酵素を不活性化さ

せる.

コ5



第二章

スフィンゴミエリナーゼの触媒機構の解明

56 

第一節 Bacillus cereus菌由来スフィンゴミエリナーゼの Mg2+結
合と触媒機能

第一項序

スフインゴミエリナーゼ (SMase)[EC 3.1.4.12]はスフインゴミエリン (SM)からセ

ラミド (Cer) とホスホコリンを産生する酵素であり SMに対してホスホリバーゼC様の

加水分解反応を触媒する 80) 現在， SMaseは哨乳類に 5種類 バクテリアに 1種類の分子

種の存在が確認されており，加水分解反応の至適 pHと金属要求性に基づいて分類されて

いる (Table2・1-1) 10，8J) これまでの研究から 晴乳類由来の酸性 SMase(A-SMase) と中

性 Mg2+依存性 SMase(N-SMase)は，セラミドの細胞内レベルを調節し，それにより引き
起こされる種々の応答を制御していることが知られている 9-11)

Table 2・1・1 Classification of SMases [Refs. 10 and 81]. 

Size Cation pH 
Location (kDa) requirement optium 

Mammalian 

A-SMase Lysosome 70 
Zn2'-SMase Secreted 
N-SMase Plasma membrane 47，92 
Cytosolic N・SMase Cytosol 45，95 
Alkaline SMase lntestine 85 
Bacteria (B. cereus， S. aureus， and L. interrogans) 
SMase Secreted 34 

Zn2' 
Mg2' 

Mg2+ 

5.0 
5.0 
7.4 

7.4 
9.0 

一7

バクテリア由来の SMaseは古くから赤血球の溶血を引き起こす菌体外毒素として知

られている 80) Bacillus cereus菌由来 SMaseは分子量 34kDaの酵素で，触媒活性に Mg2+を

必須とし， Ca2+やMn2+の存在により赤血球膜への吸着力が増大する 80) また，アミノ酸残

基の化学修飾実験から m，触媒活性や赤血球膜への吸着には，酸性アミノ酸残基と分子内

に2つしか存在しない Cys残基の関与が示唆され，部位特異的変異の実験から 83，84)，Asp 126 

とAsp156が基質認識に関与するとともに， Asp 295， His 151，およびHis296が加水分解

反応に非常に重要であることが報告されている.

SMaseの三次元構造は未だ決定されていないが，松尾らは 85)，3D1D適合法により B.

cereus菌由来 SMaseとウシ勝臓由来 DNase1のアミノ酸配列に相向性があるととを示し，

DNase 1の三次元構造を基にした proteinfold recognition法により， SMaseの立体構造を推定

した. DNase 1はリン酸エステル結合の加水分解を触媒する酵素という点では SMaseと同

じであり， DNase 1の基質結合や触媒作用に関与すると考えられているアミノ酸残基は，

SMaseにおいても保存されている.

最近， 0南乳類由来の中性 Mg2+依存性 SMaseをコードする遺伝子がクローニングされ

的，その結果から推定されるアミノ酸配列はB.cereus菌由来SMaseとの相向性はそれほど

高くないものの，基質結合や触媒作用に関与すると考えられるアミノ酸残基は保存されて

いることがわかり 両酵素の触媒機構は類似することが予想された.
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本研究では，B. cereus菌由来 SMaseの触媒機構を解明するため，必須金属である Mg1+
について， SMaseに対する結合様式，構造安定性への寄与，および、酵素活性への関与の仕

方を明らかにするとともに，真の基質である sphingomyeline(SM) とTritonX-I00との混

合ミセルおよび，水溶性合成基質であるミセル状 2-hexadecanoylamino-4-nitrophenyl-

phosphocholine (HNP) を基質とする酵素反応パラメーターの pH依存性を調べることによ
り，基質結合と触媒活性に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を明らかにしようとした.

Fig.2-1皿1は，実験に用いた基質の構造を示す.
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Fig.2・1・2 Fluorescence change at 340nm， with excitation at 290 nm， of B. cereus SMase，μFI (O)， on the addition of 
Mg2+， plotted as a function of the logarithm of the total concentration ofル192九Cw This figure also shows the change in th巴
initial velocity of the hydrolysis of HNP， v (.). The inset shows the fluorescence spectra of SMase with巴xcitationat 290 nm. 1， 
apoenzym巴;2， Mg2+ -complex; 3， N司acetyl-L-tryptophanamideat the sam巴molarconcentration as the tryptophan in the enzyme 
molecule. 

B 

次に，親和性の異なる 2つの部位に対する Mg2+の結合定数を求めるために，次のス

キームを仮定した.
Fig.2・1-1 Chemical structures of two substrates which could be hydrolyzed by Sルfase.A : sphingomyeline (SM). B: 2・
hexadecanoy lamino-4・nitrophenylphosphocholine(HNP) 

kfMM 

EMM(l，l) EM(0，1) 

f ky?  

(2-1-1) 

第二項 Mi+の結合様式

B. cereus菌由来 SMaseは活性発現に Mg1+を必須とするので 80) Mg2+結合について詳

しく調べた.

Fig. 2-1-2は， Mg2+存在下もしくは非存在下における B.cereus菌由来 SMaseのTrp残
基に由来する蛍光スペクトルを示す. SMaseの340nmにおける最大蛍光強度は Mg1+の結

合により，わずかではあるが低下した.

そこで， Mg2+の添加による蛍光強度の低下 (1M!)とミセル状 HNPを基質としたと
きの加水分解反応の初速度 (v)をMg2+濃度 (C

M) の対数に対してフロットした (Fig2-1-2) . 

その結果，IMIのMg1+依存性曲線には2つの転移がみられたことから， SMaseには少なく
とも親和性の異なる 2つの Mg1+結合部位が存在することが明らかになった.また， νの
Mg1+依存性曲線から，低親和性部位に対する Mg2+の結合が酵素活性に必須であることが

確認された.

とこで， EとMはそれぞれSMaseとMg2+を示し， EMとEMMはそれぞれSMaseと
1分子の Mg2+および2分子の Mg2+との複合体を示す.括弧内の数字は2つの Mg2+結合部
位を表し， 1と 0はそれぞれ， Mg2+が結合している状態と結合していない状態を表す.
klEMM と k~MM はそれぞれ， EMM(l，l)から EM(O，l)とEM(l，O)への Mg2+のミクロ解離定数
を示し， k!?と4Mはそれぞれ， EM(O，l)とEM(l，O)から E(O，O)への Mg2+のミクロ解離定
数を示す.

このスキームに従えば， Mg2+のある一定濃度における IMIの値は次式で表される.
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本酵素はこの条件で完全に変性することがわかった.から，A.CM-+B'CM 
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EMMから EM[= EM(l，O) + EM(O，l)]とEMから E

AとBは次式で表される定数である.

(2・1・4)

(2-1-3) 

1&'1 = 

ここで，K王MMとJe-Mはそれぞれ，

への Mg2+のマクロ解離定数を示す.また，
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Fig.2・1・3 Effect of Mg2+ on the denaturation of B. cereus SMase by urea. A: Fluorescence spectra of SMase巴xcitedat 290 
nm. 1， 0 M urea; 2， 3.5 M urea; 3， 7.5 M urea; 4， N-acetyl-L-tryptophanamide at the same molar concentration as the tryptophan in 
the enzyme molecule. B: Urea denaturation curves for SMase in the presence of 0 mM  (0)， 0.7 mM  (ム)， and S3 mM  (口)Mg2+ 
The日uorescenceintensity， with excitation at 290 nm， was measured at 340 nm. 
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ここで， IMEM州州川M州川(ο1、，1)1小1りJ小)1ル|ト，IME附M附川肌叩(υ仏川l上ω川，0刈品0町)
EM(ο1心刈)，および EM(O，l)に関する IMI値の極限値である. Fig. 2-1-2に示した実線は，
lIJe-MM = 2.1 X 102 M-1， l/K王M=5.0x106M-1，A=4.7xl07M六およびB= 7.3 x 104 M-1を式
(2-1・2)に代入して得られた理論曲線であり，実験値とよく一致することがわかった.

ここで，高親和性部位に対する Mg2+の結合定数の値は非常に大きく，蛍光強度の変
化率も小さいことから，透析平衡法によって高親和性部位の存在を確認した. 22.3μM 
SMaseを含む溶液と SMaseを含まない溶液を透析膜で隔てて， 24時開放置した後，それぞ
れの溶液中の Mg2+濃度を原子吸光法で測定したところ， SMaseを含む溶液では 202μM，
含まない溶液では 181μMであり， SMaseに結合している Mg2+の濃度は21μMとなった.
この結果は， Mg2+の平衡濃度 181μMにおいて， 1分子の SMaseに約 1個の Mg2+が結合し
ていることを示しており，高親和性部位に 1分子の Mg2+が結合することが明らかとなった.
一方，低親和性部位に対する Mg2+の結合数については， SMaseが 50μM以上の濃度では
溶解しないので決定することができなかった.

第三項酵素の変性におよぽすMi+の影響

SMase 

B. cereus菌由来 SMaseには親和性の異なる 2つの Mg2+結合部位が存在し，低親和性
部位に対する Mg2+の結合が酵素活性に必須であることが明らかになった.次に，
の構造安定性におよぼす Mg2+の影響について調べた. 。

10 

Fig.2・1-4 pH dependence of the negative ellipticity at 222 nm of B. cereus SMase in the presence of 1.0 mM  EDT A 
(circles)， 1.1μM Mg1+ (squares)， and 22 mM  Mg2+ (triangles). The filled symbols indicate the data after 30 min. The inset 
shows the CD spectrum in the presence of 1.0 mM  EDT A at pH 6.83. 
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pH 

6 5 4 

圃 1
1.尿素変性に対するMg2+の効果

Fig. 2-1-3Aは， 1.0 mM EDTA存在下， SMaseを種々の濃度の尿素溶液中，室温で 24
時間放置した後， Trp残基由来の蛍光スペクトルを測定した結果を示す.最大蛍光波長は
尿素濃度の増大とともに長波長側へ移行し，蛍光強度は著しく減少した.7.5M尿素存在下
におけるスペクトルが， SMase分子に含まれる Trp残基と等モルの N-acetyl-L-tryptophan-
amide溶液 (SMaseはその分子内に 6残基の Trpを含む)のスペクトルとほぼ一致したこと
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Fig.2・1・5 Errect of Mピ・ on the kinetics of the hydrolysis of micellar HNP， catalyzed by B. cereus SMase. A: Lineweaver-
Burk plots of the kinetic data in the presence of 6.67 mM  (0)， 3.33 mM  (.)， 1.67 mM  (ム)‘ and1.11 mM  (A) Mg~'. B: The 
reciprocal of the apparent maximum velocity，ずに~~~ (.)， and the apparcnt paramcter， K~)P /口~ (0)， werc cach plotted as a 
function of thc reciprocal of Mg~φconcentration ， l/CM， according to Eqs. 1-1・18and 1-1-19， respectively. 

次に、 Mg2+非存在下，高親和性部位のみに Mg2+が結合する Mg2+濃度 (0.7mM)，お

よび両方の部位に Mg2+が結合する Mg2+濃度 (53mM)において， SMaseの340nmにおけ

る蛍光強度の尿素濃度依存性を調べた (Fig.2-1-3B). その結果， SMaseは6M尿素存在下

で完全に変性し，尿素による変性曲線はMg2+濃度に依存しないことがわかった.

2. pH変性に対するMg2+の効果

Fig.2-1-4は1.0mM  EDTA存在下における B.cereus菌由来 SMaseの遠紫外部 CDスペ
クトルと， 222 nmにおける負の楕円率の pH依存性を示す.

pH 5.0以下と pH9.0以上の領域において，負の楕円率の経時的な減少が見られ，タン

パク質が変性することがわかった.また， pH9.0以上の領域における酵素の変性は， 1.1μM 

Mg2+ (高親和性部位にのみ Mg2+が結合する濃度)では保護されなかったが， 22 mM  Mg2+ 

(高親和性と低親和性の両方の部位に Mg2+が結合する濃度)の存在により保護された.他

方，酸性 pH領域においては， SMaseに対する Mg2+の結合定数が非常に小さいので(詳細

は第五項参照)，安定性に対する Mg2+の効果を調べることができなかった.

以上の結果から，以降の実験は酵素が構造的に安定である pH5から 9の範囲内で行

うことにした.

第四項 HNPとSMの加水分解反応におよぽすMi+の影響

0.8 

Fig.2・1・6 Errect of Mi+ on the kinetics of the hydrolysis of mixed micellar SM with Triton X・100(1:10)， catalyzed by B. 
cereus SMase. A: Lincwcavcr-Burk plots of the kinctic data in the presence of 6.67 mM  (0)， 3.33 mM  (.)， and 1.67 mM  (ム)Mg21 

B: The reciprocal of thc apparcnt maximum velocity， 1/η~~~ (.)‘ and thc apparent parametcr， K，~;P /尺ご (O)，were each plotted as a 
function of I/C

M 
according to Eqs. 1-ト18and 1-1-19， respcctivcly. 
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低親和性部位に対する Mg2+の結合がSMaseの酵素活性に必須であることが明らかに

なったので， 2種類の基質 (HNPと SM) を用いて酵素反応パラメーターにおよぼす低親

和性部位への Mg2+結合の影響を調べた.

Fig. 2-1-5AとFig.2-1-6Aは，それぞれミセル状 HNPおよびSMとTritonX-100との

混合ミセル (1:10)を基質としたときの速度論データの Lineweaver時Burkプロットを示す.

だたし，ここでは，高親和性部位が Mg2+により完全に飽和される Mg2+濃度の範囲内で実

験を行った (Fig.2-1-2参照).見かけの最大速度 (VJZ)と見かけのミカエリス定数 (krP)
は非線形解析により求めた.その結果，どちらの基質の場合にも， VJZ値は Mg1+濃度の増
加とともに増大したが， ktP値はほとんど変化しないことがわかった

これらの結果は次に，第一章第一節第六項の式 (1-1-17)， (1-1-18)，および (1-1-19)に

従って解析した (Fig.2-1-5BとFig.2-1-6B). ただし， SMaseには2つの Mg2+結合部位が

存在し，今回は低親和性部位に対する Mg2+の結合定数が問題となるので，式 (1-1-18)と

式 (1-1・19)中の l/K酬と1/どSMはそれぞれ，l/K王MMとl/K王MSMで置き換えた.解析の結果，

HNPを基質としたときのl/_KEMMとl/KEMSM値はそれぞれ)1.9 X 102 M-1と2.2X 102 M-1と

なり，SMを基質としたときはそれぞれ， 0.73 X 102 M-1と0.90X 102 M-1となった.

求めた低親和性部位に対する Mg2+の結合定数の値はすべて同程度であり，

した基質非存在下で蛍光測定から求めた値ともよく一致した.

ここで

Fig. 2-1-2に示
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低親和性部位への Mg2+結合は基質の結合に依存しないことが改めて確認された.また、得

られた pH依存性曲線が +1を越える勾配をもつことから， 2つ以上のアミノ酸残基の解離

がMg2+結合に関与することが考えられたが，関与するアミノ酸残基についての情報が現時

点でほとんどないので，解析はできなかった.
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第五項低親和性部位に対する Mg2+の結合定数の pH依存性

次に， Mg2+結合に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を明らかにするために，

親和性部位に対する Mg2+の結合定数の pH依存性を調べた.

Fig. 2-1-2に示したように，B. cereus由来 SMaseの蛍光強度は Mg2+濃度の増加に伴っ

て減少する.また， SMaseの高親和性と低親和性部位に対する Mg2+の結合定数は 4桁以上

異なる.そこで，高親和性部位を完全に飽和するのに十分な Mg2+濃度のもとで蛍光強度の

減少を測定することにより，低親和性部位に対する Mg2+の結合定数(l/KEMM) を求めた.

Fig. 2-1・7Aは， 3つの pHで得られたデータを第一章第一節第四項の式 (1-1-9)に従ってプ

ロットした結果を示す.
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Fig.2・1・8 pH dependence of the logarithm of the binding constant of Mg2+ as to the low-affinity site of B. cereus SMase. 
The lIJ0MM (.) and l/J0MSM (0) data were obtained from the Scatchard plots in Fig.2-1・6A，and the double reciprocal plots in 
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第六項 HNPとSMを基質としたときの酵素反応パラメータの pH依存性-0.1 -0.2 

3 2 

I_LjF I X 102 
1 。

合成基質である HNPをも加水

分解することができる 80) そこで，基質結合と触媒作用に関与するアミノ酸残基のイオン

化状態を明らかにするため，これらの基質に対する酵素反応パラメーターの pH依存性を

調べ比較した.

1. l/KmのpH依存性

Fig.2・1-9は飽和濃度の Mg2+存在下，ミセル状HNPおよびSMとTritonX-100との混

合ミセルを基質としたときの l!Km値の pH依存性を示す.第四項で示したように， SMase 

と両基質との結合定数は Mg2+の存在に影響されないので， ここで示すKmには一定濃度の

Mg2+存在下で求めたkrP値をそのまま用いた.

どちらの基質を用いた場合にも， pH 6と7の間に 1つの転移がみられたので，基質結

合には 1つのアミノ酸残基の解離が関与すると考えられた.第一章第一節第七項の 2.にお

いて 2つの解離基が関与する場合の解析を扱ったので，そのときの式 (1・1・24)と (1・1-25)

B. cereus菌由来 SMaseは真の基質である SMの他に，

65 

0.2 

Fig.2-1・7 Determination of the binding constant of Mg2+ as to the low-affinity site of B. cereus SMase. A: Scatchard plots 

of the changes in the fluorescence int巴nsitiesat 340 nm， IMI， with the molar concentration of Mg2+， CM・.， pH 8.31; .A， pH 7.92; 
・，pH 7.44. B and C: Double r巴ciprocalplots of the initial velocity， v， and Mg2+ concentration， CM， for the hydrolysis of micellar 
HNP. 0， pH 8.0;ム， pH6.0;口， pH5.0

他方，基質存在下における低親和性部位に対する Mg2+ の結合定数(1/~M制)は，第

四項で行った方法により求めることができるが 酵素に基質がほぼ完全に結合している条

件で実験を行えば反応速度 (v) は最大速度 (VJZ)で置きかえることができるので，第一

章第一節第六項の式 (1 ・ 1 ・ 19) に従って(ただし ， K王SM は ~MSM に置きかえて)簡便に求め

ることができる.Fig.2-1-7BとFig.2-1-7Cは，飽和量のミセル状 HNP存在下で求めた初速

度の逆数を式 (1-1-19)に従って， Mg2+濃度の逆数に対してプロットした結果を示す.

Fig. 2・1・8は， Fig. 2・1-7で求めた基質存在下と非存在下における低親和性部位に対す

るMg2+の結合定数を pHに対してフロットした結果を示す. この図には， Fig. 2-1-2， Fig. 

2-1・1 およびFig.2-1-6の実験から求めた pH5， 6，および8における結合定数の値も合わ

せて示した.それぞれの pHにおいて 11どMMと1/どMSMの値が互いにほぼ等しいことから，
64 
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Triton X・100(1:10) (.)， catalyzed by B. cereus SMase. The solid curves are the theoretical ones constructed according to Eq. 2・
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pH 

Fig.2・1・9 pH dependence of the logarithm of lIKm for the hydrolysis of micellar HNP (0) and mixed micellar SM with 
Triton X-l00 (1:10) (.)， catalyzed by B. cereus SMase. The solid curves are the theoretical on巴sconstructed according to Eq. 2・

1-5 using the parameters given in the text. 

3つの領域に転移がみられたことから， HNPに対する触媒作用には少なくとも 3つのアミ

ノ酸残基の解離が関与すると考えられた.また， pH6以下の領域で得られた転移の勾配は

+1であり，同様の転移は SMを基質とした場合にもみられたので，この転移に関与するア

ミノ酸残基の脱フロトン化状態は触媒活性に必須であると考えられる.

酵素・Mg2+_基質複合体の 3つの解離基が触媒活性に関与する場合，解離基のイオン化

状態に関して 8つのミクロ分子種を考える必要がある:EM2SHll，1，1)， EMzSHz(l，l，O)， 

EMzSHz(lヲ0，1)，EM2SHlO，1，1)， EM2SH(1，0ρ)， EM2SH(0ム0)，EM2SH(0，0，1)，およびEMzS(O，O，O)・

ここで，括弧内の数字は左から}II買に， pH6以下， pH 6.5と7の問，およびpH7.5以上の領

域のそれぞれの転移に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を表し， 1はプロトン化状態

を， 0は脱プロトン化状態を示す.そして，これらのミクロ分子種のうち， pH 6以下の領

域の転移に関与する解離基が脱プロトン状態、にある 4つの分子種のみが生成物を生じると

仮定し， EM2SHz(0，1，1)， EM2SH(0，1β)， EMzSH(O，O，l)，およびEM2S(0，0，0)から生成物 Pを

生じる反応の速度定数を kω ，kcat.2' kω3 'および、kω4として次のスキームを考えた.

(2・1・5)

次式が得られる.

[H+ ] . 1 
1 t_  _ K EM2SH -

log --:-:-= log .L~_ _ L ， + log ~ 
Km ~ [竺1+1km

KEM2H 

を今回の場合にあてはめると，

ここで

H+の解離定数を示し，

極限値を示す.

Fig.2・1-9に示した実線は， HNPを基質に用いたときにはpKEM2SH 二 6.05，pKEM2H = 6.81， 

およびlIkm= 1.00 X 10
4 M-1を，SMを基質としたときにはpKEM2SH= 6.06， pKEM2H 二 6.81，

および l/km= 9.71 x 103 M-1を式 (2・1・5)に代入して得られた理論曲線であり，実験値とよ
く一致することがわかった.

KEM2SHとKEM2Hはそれぞれ酵素_Mg2+_基質複合体と酵素_Mgz+複合体からの

lIkmは問題とする解離基が完全に脱プロトン化したときの lIKmの

(2-1-6) 
67 

2. kωのpH依存性

Fig. 2-1・10は飽和濃度の Mg2+存在下，ミセル状HNPおよびSMとTritonX-100との

混合ミセルを基質としたときの kcat値の pH依存性を示す.ここで， kcatはSMaseがMg2+で

完全に飽和されているときの触媒中心活性であり，一定濃度の Mg2+存在下で決定したkZP

をFig.2-1-8で求めたKEMM (= ~MSM) 値により補正して求めた.

ミセル状HNPを基質とした場合， pH 6以下， pH 6.5と7の問， およびpH7.5以上の
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このスキームに従えば，ある pHにおける kω 値は次式で表される. 第七項考察

(2-1-9) 

(2-1・10)

1. Mg2+の結合とその俊郵

B. cereus菌由来 SMaseの酵素活性には Mg2+が必須であることから 80)，SMaseのTrp

残基由来の蛍光スペクトル変化を利用して Mg2+の結合を調べた CFig.2-1・2).その結果，

本酵素には少なくとも 2つの Mg2+結合部位があり，酵素活性には低親和性部位に対する

Mg2+の結合が必須であることが明らかになった.また，透析平衡の実験から，このとき，

高親和性部位に 1分子の Mg2+が結合していることもわかった.さらに， Fig. 2・1ふ Fig.2-1-6， 

およびFig.2・1・8の結果から， SMaseに対する基質 (HNPとSM)の結合は低親和性部位に

対する Mg2+の結合によって影響されないこと，すなわち両過程は互に独立であることも明

らかになった.

次に， SMaseの尿素変性およびアルカリ変性におよぼすMg2+の影響を調べた結果(Fig.

2-1-3とFig.2-1・4)，尿素変性はMg2+の存在により影響されなかったが，アルカリ性pHに

おける経時的な変性は， 22 mM Mg2+の存在(高親和性と低親和性の両方の結合部位に Mg2+

が結合している条件)により保護された.この結果から， Mg2+の低親和性部位への結合も

しくは，両方の部位への結合は，静電的相互作用による安定性の破壊に伴う変性を保護す

るが，疎水性相互作用による安定性の破壊に伴う変性には影響しないことが考えられた.

log k
C3t 
= log 

H
 

A.[H+r + B'[H+]+C 

+[H+12 +[H+] ‘ 
KEM2SHZ ・KEM2SH1 . K EM2SH1 

(2-1-7) 

KEM2SH)・KEM2SH2・KEMzSHj

ここで，K EM2SH、， KEM25H2，およびKEMzSHjは酵素_Mg2+_基質複合体の問題とする 3つ

の解離基のマクロ解離定数である.また， A， B，およびCは次式により表される定数であ

る.

k_一'
A= 一一……H ……  
K122nz-k口323n

B-kcal 2kcal 3 
一一ー-
K22SH K22SH 

C = kcat_4 

(2-1・8)

ここで， K11Mzshはミクロ分子種EM2SHlOム1)から EM2SH(0，0ヲ1)への H+のミクロ解
離定数を示し， K22SHとK22SHはそれぞれ，EM:SH(O，l，O)とEM2SH(0，0，1)から EM2S(0，0，0)

への H+のミクロ解離定数を示す.

ミセル状 HNPを基質とした場合， pH7.5以上の領域にみられる転移の勾配が -1であ

ることから CFig.2-1-10)，この転移に関与する解離基のプロトン化状態、もまた触媒作用に

必須であるように見える.したがって，先述のミクロ分子種のうち， 1番目の解離基が脱

プロトン化し，かつ3番目の解離基がプロトン化状態にある2つの分子種，EM2SHiO，1，1)と

EM2SH(0，0，1)のみが速度定数kcat，}と k肌 3で生成物を産生すると考えることができ，式 (2-

1・9)と (2-1・10)中の kcat.2と九t，4は無視できるので，式 (2-1-7)中の Bはん13/K32SHとなり，

Cは0となる.Fig.2-1・10に示した HNPを基質としたときの実線は， 2番目の解離基のpK
値が lIKmのpH依存性実験 CFig.2・1・9)で得られた酵素_Mg2+ー基質複合体のpK値 CK EM2SHz 

= 6.05) と同じであると仮定し，式 (2-1-7)中のパラメーターpKEMZSH)，pKEM2SHj， A，お

よびBにそれぞれ5.85，7.60， 4.88 x 1016 M-2・min-I，および4.68X 109 M-1・min-1を代入し

て得られた理論曲線であり，実験値とよく 一致することがわかった.

他方，SMとTritonX-100との混合ミセル状基質を用いた場合， pH 6以下の領域に傾

きが +1の大きな転移はみられたが，アルカリ性pH領域においては明確な転移はみられな

かった CFig.2-1-10). しかし，触媒機構は基質の種類によらず共通であるはずなので，こ

の場合にも HNPの場合と同様に， 3つの解離基が関与するとしてデータを解析した.

Fig. 2-1-10に示した SMを基質としたときの実線は， lIKrnのpH依存性 (Fig.2-1-9) 
から求めたpK値 (KEM2SH2 = 6.06)， HNPを基質としたときのk

C3t
のpH依存性から求めた

pK値 (KEM2SH3 二 5.85とKEM2SHj=7.60)，およびA，B，およびCの値としてそれぞれ， 1.30 
X 1015 M-2・min-1，3.33 x 1010 M-1・min-l，および1.64X 104 min-1を式 (2-1-7)に代入して得

られた理論曲線であり，実験値とよく一致することがわかった.

2. SMaseの触媒機構

B. cereus菌由来 SMaseの触媒機構に関する研究はほとんど行われていない.そこで，

本研究では， 2種類の基質 (SMとTritonX-100との混合ミセルおよびミセル状 HNP)を用

いたときの酵素反応のパラメーター (l/Kmとkω) のpH依存性を調べ，基質との結合およ

び触媒作用に関与するアミノ酸残基のイオン化状態を明らかにしようとした.

Fig.2-1-9に示したように，lIKmのpH依存性曲線には，どちらの基質を用いてもただ

ひとつの転移が見られたことから，ひとつのアミノ酸残基の解離が関与すると考えられた.

解析の結果，この解離基の pK値は6.81であり， HNPまたは SMが結合するとその値がそ

れぞれ 6.05と6.06に移行したことから，この解離基の脱フロトン化は基質との結合に極め

て重要であることがわかった.この転移に関与するアミノ酸残基は変異体酵素を用いた実

験から Asp126であることが明らかになったので，詳しい説明は次節で行う.

SMaseの三次元構造は未だ明らかにされていないが， Matsuoらは 85)ウシ膝臓 DNase1 

の立体構造を基に，B. cereus菌由来 SMaseの三次元構造を予測した.

X線結晶解析の結果に基づいてWestonらが提案した DNase1の触媒機構は 87)，His 252 

が水分子からプロトンを受け取る一般塩基として作用し，その水分子がリン酸基を求核的

に攻撃し，さらに His134が加水分解されるリン酸エステル結合から電子を受け取る一般酸

として作用するものであり，すなわち， DNase 1の触媒機構は2つの His残基による一般酸

ー塩基触媒である. DNase 1とSMaseの一次構造を比べると， DNase 1のHis252とHis134 

はそれぞれSMaseのHis296とHis151に相当することがわかる 85) また，この 2つの His

残基はすべてのバクテリア由来 SMaseで保存されている.さらに，これらの残基を部位特

異的変異により置換すると (H296AとH151A).酵素活性は， SMとHNPのどちらの基質
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第二節 Bacillus cereus菌由来スフィンゴミエリナーゼの酵素機能
における Asp126とAsp156の役割

部位特異的変異の実験から 83制 ，B. cereus由来 SMaseのAsp126とAsp156が基質認

識に関与する可能性が示唆されたが，詳細な実験は行われていない.そこで今回， Asp 126 

とAsp156をそれぞれ Glyに置換した酵素 (D126GとD156G) について，第二章第一節の

第二項から第六項までに述べたものと同様の実験を行い，野生型酵素 (WT)の結果と比較

することにより，これらの Asp残基の役割を明確にしようとした.

を用いた場合にも著しく低下する 85) これらのことから，B. cereus菌由来 SMaseの触媒機

構は一般酸ー塩基触媒と考えられ， His 296とHis151はそれぞれ一般塩基触媒と一般酸触媒

として作用すると思われた.

Fig.2-1-10に示したように，kω のpH依存性曲線は， HNPを基質とした場合，酸性と
アルカリ性 pH領域にそれぞれ +1と -1の勾配の転移を示したので，上記の一般酸ー塩基触

媒の機構と合致するようにみえた.しかしながら， SMを基質とした場合には，勾配 +1の

転移は酸性 pH領域にしかみられなかったので， SMaseの触媒機構はむしろ一般塩基触媒

であると考えられる (Fig.2-1-11). 

第一項序

C
/
/
 。

伽

1
0
ー玉、

H
 

一
C
/
/
 。

印

l
O
¥、活，O
 

H
l
o
 H
 

別¥心

H
 ¥

門

γ
H一Fig.2・1・11 The proposed catalytic mechaoism of B. cereus SMase 00 the basis of geoeral-base catalysis. 

第二項変異体酵素の構造の安定性

B. cereus菌由来 SMaseの立体構造の予測と今回の反応速度論の結果から， pK
EM
2

SH
J = 

5.83の解離基をもっアミノ酸残基は His296であり，この残基が一般塩基触媒として作用す
ると考えられる.また， pK EM2SH = 7.60の解離基は触媒基ではないが， HNPの触媒活性に
は重要な役割を果たすアミノ酸残基と忠われる. しかし，それがどの残基に相当するかに

ついては特定できなかった.

これらのアミノ酸置換がタンパク質 SMaseの精造変化を伴わないことを確認するた

めに，野生型酵素 (WT) と変異体の遠紫外部 CDスペクトルを測定した (Fig.2-2-1). そ

の結果，すべての酵素についてほぼ同様のスペクトルが得られたので， 2つの Asp残基を

Glyに置換しでも全体的な構造変化は起こらないことがわかった.

また，第一節第三項の 2.で示したように， WT・-SMaseはpH5から 9の領域において

構造的に安定であった.そこで，変異体についても pH5.0， 6.0，および 8.5において 222nm 
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Fig.2・2・1 The CD spectra ofWT and mutant SMases. 1， D126G (1); 2， D156G~ 3， WT. 

70 71 



における負の楕円率を測定したが， 30分以内では有意な変化のないことがわかった CTable

2-2-1). したがって，以降の実験は pH5.0から 8.5の範囲内で行うことにした.

SMase 

[θ] x 10、al222nm 

pH 5.0 pH 6.0 pH 8.5 

o min 30 min o min 30 min Omin 30min 

信8.4 -8.3 -8.6 -8.6 -8.4 -8.5 

-8.2 -8.2 -8.2 -8.1 ー7.9 -7.7 

-8.2 -8.3 -8.3 -8.3 -8.2 -7.9 

WT-SMaseによる D-erythroC6C10SPC C天然に存在する SMと同じ立体配置)の加水分

解速度は仙の異性体に比べて最も速かった • L-erythro体と L-threo体の加水分解速度は D-

erythro体に比べ約 10倍低く ，D-threo体の速度は測定限界以下であった. 一万， C6ClOSPC 

のジヒドロ体である D-erythroC6C!ODSPCの加水分解速度はD-erythroC6 CJOSPCの速度と同

程度であったことから， SMに含まれる二重結合は触媒活性に関与しないことがわかった.

一方， D-erythro C6CIOSPCに対する WT-SMaseの加水分解活性は D126Gの活性に比べ

て約 2倍高く， D156Gの活性に比べて約 2倍低かった.同様の傾向は，他の光学異性体

CL-erythro C6ClOSPCとD-erythroC6ClODSPC) についても確認された CTable2・2-2). 

Table 2・2・1 pH dependence of the negative ellipticities at 222nm of WT  

and mutant SM ases. 

WT  

D126G 

D156G 
Table 2・2・2 Initial velocities of the hydrolysis of short-chain S恥1analogues 

catalyzed by WT  and mutant SMases. 

Substratc Activityいmol/min/mg)

WT D126G D156G 

第三項変異体酵素による短鎖スフィンゴミエリンの加水分解

我々の研究グループは最近， SMaseの単分子分散状基質として使用可能な短鎖 SM

CFig. 2-2-2) の合成法を開発した 88) Table 2-2-2は，短鎖 SMCN-hexanoyl-C!O-sphingosyl-

phosphocholine ; C6C1OSPCとN-hexanoyl・CIO-dihydrosphingosylphosphocholine; C6ClODSPC) 

の光学異性体に対する WT-SMaseと変異体 SMaseの加水分解活性の比較を示す.D-erythro 

C6ClOSPCのcmcは測定したところ 7mM以上であったので，今回の実験条件下(基質濃度

3 mM)では用いたすべての短鎖 SMは単分子分散状態、で存在すると考えられる.

Monodispersed C&CIIJSPC 

D-erythro form 136.31 :t15.92 66.95:t 5.52 226.46:t 8.16 

L-erythro form 19.56:t 1.47 8.93:t 1.06 37.28:t 0.24 

L-threoform 11.17:t 1.08 一一一 5.68:t0.70 

D・threoform 

Monodispersed C6C1oDSPC 

D-erythro form 109.15:t 2.04 39.90:t 2.87 269.26:t 9.72 

Dashed lines: not detectable 

第四項変異体酵素とMi+との結合
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第一節第二項において， WT-SMaseには少なくとも 2つの Mg2+結合部位が存在する

ことを示した.Fig.2-2-3は変異体酵素についての同様な実験の結果を示す.変異体酵素に

おいても蛍光強度の Mg
2
+濃度依存性曲線には 2つの転移が見られ，さらに，低親和性部位

への Mg2+の結合は酵素活性に必須であることがわかった.

データを第一節第二項の式 (2-1-2)に従って解析した結果， D126G-SMaseについては

l/K-MM = 2.1 X 102 M-1， l/K-M = 5.0 X 106 M-1， A = 6.8 X 107 M一人およびB= 1.0 X 105 M-1 ， 

D156G-SMaseについては lIK-MM= 2.1 X 102 M-1， lIK-M = 1.0 X 107 M-1， A = 1.2 X 108 M-2 

およびB二 2.2X 105 M-Jを式 (2-1-2)に代入して得られた理論曲線は，実験値とよく一致す

ることがわかった.このように，低親和性部位と高親和性部位に対する Mg2+の結合定数の

値は 2ヶ所の Asp残基を Glyに置換しでも変化しないことがわかった.

第一節第四項に示したように， HNPと SMのどちらの基質を用いた場合にも， WT-

SMaseと基質との結合は低親和性部位に対する Mg
2
+の結合により影響されなかったが，触

媒活性はこの Mg2+結合に伴って著しく増大した. Fig. 2-2-4は両変異体について SMと

Triton X-100との混合ミセルを基質としたときの速度論データの Lineweaver-Burkプロット

を示す.どちらの変異体においても， VJZ値は Mg2+濃度の増加とともに上昇したが， krp

値は変化しなかった.同様の結果は pH5.0と8.0においても，ミセル状 HNPを基質とした
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Fig.2・2-2 Chemical structures of the stereoisomers of sho吋-chainSM-analogs. D-巴rythro-(A)，L-erythro-(B)， D-threo-(C)， 
and L-threo-(D) N-hexanoyl-C 10・sphingosylphosphocholine(C6C10SPC)， and D-巴rythro-(E)N-hexanoyl-C10-

dihydroshingosylphospho-choline (CoCIODSPC). 
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次に，第一節第四項のときと同様に， Fig.2-2-4のデータを再プロット (Fig.2-2-5)し

た結果， D126Gの 11どMMと l/K
EMSM値はそれぞれ 9.3X 101 M-1と8.0X 101 M-1 CFig. 2-2-5A) 

と， D156Gのそれぞれの値は 6.7X 10
1 M-1と7.6X 101 M-1 (Fig. 2-2-5B) となった.これら

7S 

6 

Fig.2-2-4 Lineweaver-Burk plots of the kinetic data on the hydrolysis of micellar SM mixcd with Triton X-I00 (1:10) 

cataJysed by 126G (A) and 0156G (B) SMases. 0， 13.3 mM;ム， 6.65mM;口， 3.33 mM  Ca2+ 
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の値はすべて同程度であり， Fig. 2-2-3に示した蛍光測定から直接求めた l/KEMM値とも一致

した.同様の結果は pH5.0と8.0においても得られた.また，ミセル状 HNPを基質とし，

pH 5.0， 6.0，および8.0で、行った実験においても同様の結果が得られた.

第一節第五項では WT-SMaseの低親和性部位に対する Mg::+の結合定数の pH依存性

を示した.変異体酵素についても同様の実験を行ったが CFig.2-2-6)， WTと変異体に対す

るMg2+の結合定数の値は，測定した pH範囲内では同程度であった.

第五項変異体酵素による HNPとSMを基質としたときの酵素反応パラメーターの pH依

存性

第一節第六項に示した WT-SMaseに関する実験と同様に，変異体酵素についても酵素

4.5 
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Fig.2・2・7 pH-dependence of the logarithm of lIKm of D126G (triangles) and D156G 
(circJes) SMases for the hydrolysis of micellar SM mixed with Triton X・100(1:10) (A) and 
micellar HNP (8). Solid lines 1， 2， and 3 indicat巴thetheoretical cu円esfor D126G， D156G， 
and WT SMases， respectively， constructed according to Eq. 2-1-5 using the paramet巴rsgiven in 
the text. 
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反応パラメーターの pH依存性を調べた.

Fig.2-2-7AはSMとTritonX-I00との混合ミセルを基質としたときの， Fig. 2-2-7Bは

ミセル状 HNPを基質としたときの lIKmのpH依存性を示す.D156GのpH依存性曲線には，

どちらの基質の場合にも， pH 6と7の聞にひとつの転移が見られたので， D156Gの基質結

合にはひとつのアミノ酸残基のイオン化状態が関与することが示唆された.一方， D126G 

の場合には転移が全くみられなかったので，基質結合にはアミノ酸残基のイオン化状態は

全く関与しないことがわかった.

D156Gの結果は第一節第六項の1.に示したWT-SMaseの場合と同様に解析した.Fig. 

2・2・7に示した実線は， SMを基質としたときpKEM2SH = 6.36， pK EM2H = 6.81，および l/k
m
二

1.07 X 10
4 
M-
1を，HNPを基質としたときpKEM2SH= 6.35， pKEM2H = 6.81，および l/k

m
= 1.95 

X 104 M-1を第一節第六項の式 (2-1-5)に代入して得られた理論曲線であり，実験値とよ く

一致することがわかった. 一方， D126Gのl!Km値は，どちらの基質の場合にも pHに依存

しなかったので，lIKmの平均値を SMの場合には5.75X 103 M-1， HNPの場合には 8.32X 102 

M-1として直線で示した.

Fig.2-2-8はkω のpH依存性を示す.D126Gの場合には，どちらの基質の場合にも pH

6以下と pH7.5以上の 2つの領域に大きな転移がみられ， 触媒活性には2つのアミノ酸残

基のイオン化状態が関与すると考えられた.また，これらの転移の勾配がそれぞれ +1と

-1であることから，酸性 pH側の解離基の脱プロ トン化および¥アルカリ性 pH側の解離

基のプロトン化が触媒作用に必須であるようにみえた.

酵素.基質_Mg2+複合体中の 2つの解離基が触媒活性に関与する場合，解離基のイオン

化状態に関して 4種類のミクロ分子種の存在を考える必要がある.先に述べたように こ

れらの分子種のうち，酸性pH側の解離基が脱プロトン化し，アルカリ性pH側の解離基が

プロトン化している分子種のみが生成物を生じると考え，またそのときの速度定数を kω1

とすると，触媒中心活性 kcatは次式で表される.

log k cat = log 
D. [H+] 

[H+]2 . [H+ ] . 1 
(2-2-1) 

KEM2SH3 ・KEM2SH1 K EM2SH1 ー

ここで， KEM2SH3とKEM2SHIは酵素ー基質_Mg2+複合体中の問題とする 2つの解離基のマ

クロ解離定数を示す. Dは次式で表される定数である.

D-kcal 1 -
klEM2SH l 

(2-2-2) 

ここで， kfM2mは酵素.基質_Mg2+複合体の酸性側の解離基が脱プロトン化し，アルカ

リ性側の解離基がプロトン化しているミクロ分子種からの H+のミクロ解離定数を示す.

Fig.2-2-8に示した D126Gの実線は，SMを基質としたときpKEM2SH3 = 5.85， pKEM2SHl 

= 7.60，および D ニ 3.23X 1011 M-1・min-1を，HNPを基質としたときpKEM2SH3 二 5.85，
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解離基のプロトン化は触媒作用に必須であるようにみえたので，式 (2-1-7)中の定数 Cは0

とした.

第六項考察

5 6 7 8 

9 

1. Mutant SMase による短鎖SMの加水分解反応

Table 2-2-2に示したように，単分子分散状基質D-erythroC
6
C
lO
SPC (天然の SMと同じ

立体配置)の WT-SMaseによる加水分解速度は他の光学異性体よりも高く，その dihydro

体と同程度であったことから，基質分子の立体配置は加水分解に重要であるが， 二重結合

はほとんど関与しないことがわかった.以前， Barnholzらは 89)，N-palmitoyl-SPCおよび

N-palmitoyトDSPCの種々の異性体と TritonX-100との混合ミセルを基質として，ラット脳

由来 SMaseの部分精製品の活性を調べ， D-erythro体の加水分解速度は L-erythro体の速度

よりも約 5倍も速く， 二重結合は加水分解に影響しないことを示した.この結果は，今回

の実験結果とよく一致する.

また， Table 2-2-2に示したように， WTと2つの変異体酵素 CD126GとD156G)の基

質に対する立体選択性に違いがなかったことから， Asp 126とAsp156は立体選択性に関与

しないことがわかった.

以前，池津らは 83，84)4種類の基質 CSM，HNP， lysophosphatidylcholine; lyso-PC，およ

び、p-nitrophenylphosphocholine; p-NPPC)に対する D126GとD156GSMaseの加水分解活性

を測定し， WTの活性と比較した.その結果， HNPとp

活性は WTの活性よりも高いことがわかつた. HNPとp-NPPCは共に水溶性でかつ p-

nitrophenyl基をもつので，これらのことがD156Gの高い加水分解活性の原因と考えられた.

しかし，今回の実験において， D156Gの高い加水分解活性は単分子分散状短鎖 SMに対し

ても得られたので，それは基質の親水性に起因すると考えられ， Asp 156は本来，親水性基

質の加水分解反応を抑制する作用をもつことが示唆された.

pH 

• 

9 

Fig.2・2・8 pH・dependenceof the logarithm of k日 Iof D126G (triangles) and D156G 

(circle) SMases for the hydrolysis of micellar SM mixed with Triton X・100(1:10) (A) and 

micellar HNP (B). Solid lines 1， 2， and 3 indicate the theor巴ticalcurves for D126G， D156G， 
and WT SMases， respectively， construcled according 10 Eqs. 2-1-7 or 2-2-1 using lhe paramelers 
gjven in the text. 

pK
E吋
H) ヱ7.60，およびD= 2.54 X 109 M-1・min-1を式 (2-2-1)に代入して得られた理論曲線

であり，実験値とよく一致することがわかった.

D156Gは， WTの結果と同様の曲線を示したので，第一節第六項の 2.に示した式

(2-1-7)に従って解析した. 2番目の解離基の pK値として，lIKmのpH依存性 CFig.2-2-7) 

から求めた値 (SMではpKEM2SH2 = 6.36， HNPでは 6.35) を， 1番目と 3番目の解離基の

pK値として， D126GのkcatのpH依存性から求めた値 CpK EMzSH3 = 5.85および、pKEM2SH) -

7.60) を用いた.解析の結果， SMを基質としたとき， A = 6.30 X 1018 M-2・min-1，B = 1.68x 
1012 M-1・min-1，および Cご 4.44X 103 min-1を，HNPを基質としたとき A= 7.47 X 1017 M-2 • 

min-I， B = l.25 X 1011 M-1・min-J，および C= 0 min-1を式 (2-1-7)に代入して得られた理論
曲線は，実験値とよく一致することがわかった.なお， HNPを基質としたとき， 3番目の
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2. Mg2キの結合におよほすAsp126とAsp156のGlyへの置換の影響

Fig. 2-2-3 ~ 2-2-6に示したように， D126G， D156G，および WTSMaseに対する Mg2+

の結合様式と結合定数はほぼ同じであった.このことは， Asp 126とAsp156はMg2+結合

に関与しないことを示す.

3.ミセル状基質に対する酵素活性におけるAsp126とAsp156の役割

Fig. 2-2-7に示したように， D156GのlIKmのpH依存性曲線はどちらの基質の場合に

も同じ形状をしており，pK = 6.81をもつひとつの解離基の関与による転移を示した.この
結果は WTの場合と本質的に同じであった. 一方.D126Gの基質結合には，どちらの基質

の場合にも解離基の関与はなかった.したがって， WTや D156Gの基質結合に関与するア

ミノ酸残基は Asp126であると結論される.

今回の実験で得られた Asp126のpK値 6.81は正常な Asp残基の pK値(約 4) と比
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べて異常に高い値である • Eschesia coli由来 thiorcdoxinのAsp26はタンパク質のl煉水性グ

ローブ中に完全に埋もれており，そのpK値は 7.5であることが報告されているり0) さらに，

その還元型では， Asp 26の近傍の解離した Cys32の負荷電のために pK値は 9.2になると

いう .3・oxoーゲーsteroidisomeraseのAsp99もpK8.5という高し1値をもっととが報告されてい

る 91) この残基の側鎖も疎水性の環境にあり，近傍に存在する Asp38の負電荷による静電

効果を受けている.このような例から推測すると， SMaseのAsp126は疎水的環境にあり，

かつ/または近傍には負電荷をもっアミノ酸残基が存在するのではないかと考えられる.

また，WTの126位のアミノ酸残基が負の電荷をもたないような酸性pHにおける lIKm

の値を基準として考えると， HNPを基質として用いたときの D126Gの場合を除き， D126G 

やD156Gのl/Km値は WTの値よりも高い.したがって， SMaseのAsp156には本来， HNP 

やSMの結合を低下させる能力があり， Asp 126には SMの結合を低下させるが HNPの結

合は増大させる能力のあることが示唆される.

Fig.2-2-8に示したように， D156GのkcatのpH依存性曲線の形状は WTの曲線と本質

的に同じであった.一方， D126GのkωのpH依存性曲線はどちらの基質の場合にも， pH 6 

以下と pH7.5以上の領域に勾配がそれぞれはと -1の転移を示したが.WTや D156Gの

ときにみられた pH6.5と7の間の転移は示さなかったことから，後者の転移はAsp126に

よるものと考えられ、その脱フロトン化は触媒作用を低下させることが明らかになった.

次に， kcatのpH依存性を解析するにあたり次の 3つの仮定を設けたー (1)SMaseの触

媒機構は，加水分解される基質の種類にかかわらず基本的には同ーと考え，共通して 3つ

のアミノ酸残基の解離基が触媒作用に関与する. (2) pK値が 6.0から 6.5の間にあるアミ

ノ酸残基はAsp126であるため， D126G SMaseの触媒中心活性には Asp126以外の 2つの

解離基が関与する. (3)触媒作用に関与する Asp126以外の 2つのアミノ酸残基のそれぞ

れの pK値は，酵素や基質の違いにかかわらず，同じ値とする.以上の仮定に基づいて得

られた pK値はTable2-2-3に要約した.とれらの pK値を用いて得られた理論曲線は実験値

とよく一致した (Fig.2・2-7およびFig.2・2・8). 

Table 2・2・3 Comparison of the pK values of ionizable groups participating 
in the substrate binding and catalytic activity of WT  and mutant SMases. 
The pK values were determined according to Eqs. 2・1・5，2・1・7，and 2-2-1 using 
the parameters given in the text. 

log (1IKm) log kca， 

Substrate SMases pK EM ，SH pK EM ，H pK EM ，SH， pK EM ，SH， pK EM ，SH 1 

SM WT  6.06 6.81 5.85 6.06 7.60 
D126G 5.85 7.60 

D156G 6.36 6.81 5.85 6.36 7.60 
HNP WT 6.05 6.81 5.85 6.05 7.60 

D126G 5.85 7.60 
D156G 6.35 6.81 5.85 6.35 7.60 

Putative residues Asp126 His 296 Asp 126 

Dashed lines: not determined 

Fig. 2・2-8に示したように， HNPを基質としたときの D156Gのk
Cal
値を除き，変異体

SMaseのkcat値は，すべての pHでWTの値よりも小さかった.この結果は，SMaseのAsp126 
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には本来，どちらの基質に対しでも触媒活性を増大させる能力があることを示す.また，

Asp 156には本来， SMに対する触媒活性は増大させるが， HNPに対する触媒活性は低下さ

せる能力のあることが示された.

今回の実験結果から Asp126のpK値を決定することができた.しかし， Asp 126がプ

ロトン化している(イオン化していない)酸性pH領域において， WTと2つの変異体酵素

(0126Gと0156G)の酵素反応パラメーターの値に大きな違いがあったことは， Asp 126 

の解離だけでは説明できない.もし，これらの Asp残基を Glyではなく AlaやAsnなどに

置換した変異体酵素を用いたならば，これほど大きな違いはなかったかもしれない. Asp 

をGlyに置換したことによる酵素反応パラメータの大きな変化は，SMaseのAsp126とAsp

156のイオン化状態の変化による影響だけでなく，微視的なコンホメーション変化などの

他の要因によるのかもしれない.

B. cereus菌由来 SMaseの高次構造予測の研究によれば 85)，2つの Asp残基 (Asp.126 

と Asp156)は触媒部位の周辺にあって，本酵素に含まれる唯一のジスルフィド結合の組

(Cys 125とCys157)の隣に存在するという.また， Fig.2-2・1とTable2-2-1に示したよう

に，変異酵素の 222nmにおける負の楕円率はWTの値とほとんど同じであったので，これ

らの Asp残基を Glyに置換しでも全体的な立体構造の変化はないと考えられる.変異体を

用いた今回の結果から， Asp 126のイオン化は基質との結合を増大させ，触媒作用を低下さ

せることが明らかになったことから， Asp 126は酵素の触媒部位近傍に存在することが証明

された.また， Aspを Glyに置換することにより，酵素反応パラメーターの値が変化した

のは，酵素の触媒部位の微視的な構造変化によるものと考えられる.
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結論

本研究では，リン脂質加水分解酵素である P比と SMaseについて酵素反応速度論に

基づく実験を行い，以下の点を明らかにした.

1. 1型と11型PLA2の触媒機構について

I型とIl型に属する PLA守は高次構造がほぼ同じなので触媒機構も同じであると考え

られていた.しかし， 1型 PLAヴの BPB反応と単分子分散状およびミセル状基質の加水分

解反応には N末端の αアミノ基が関与するが， II型 PLAヲにおいては全く関与しないとい

うI型と II型 PLAの著しい違いが明らかになった.他方 Ca2+結合については， αアミ

ノ基が関与する PLAゥと関与しないものがあり，必ずしも I型と H型の分類に従うもので

はなかった.しかし，アルカリ性 pH領域においては，すべての PLA2の Ca
2
+に対する結

合定数が等しくなったことから， Ca2+結合に関与するすべてのアミノ酸残基が脱プロトン

化すると， PL生2に対する Ca2+の結合様式は， PLA2の型によらず共通であることがわかっ

Tこ.

2. 1 型およびll~型PLA2 と基質との結合におよほすCαh の影響について

真の基質と I型 PLAヴとの結合は Ca2+の存在に影響されないのに対し， II型 PLA守と

の結合力は Ca2+の存在により著しく増大した. 1型と II型 PLAゥでみられたこのような違

いは， Ca2+結合部位や基質結合部位のアミノ酸残基が保存されていない PLAゥにおいても

みられたので，これらの部位のアミノ酸残基の違いでは説明できなかった.他方，真の基

質の 2位のエステル結合をアミド結合に置換した amide-PCの結合力は，どちらの酵素にお

いても Ca2+に依存して著しく増大したが，アミドフロトンが欠如した oxazo1 i di none-PCの

結合力は， Ca2+の影響に関して真の基質の場合と同様の傾向を示した.amide-PCは触媒基

His 48との聞に水素結合を形成することが知られているが，真の基質と oxazolidinone-PCは

アミドプロトンをもたないため水素結合を形成できないことがその原因であると考えられ

る.以上の結果から， 1型と II型 PLAゥの触媒部位周辺の微視的なコンホメーションは互い

に異なり， His 48と水素結合できる amide-PCのような基質アナログが結合するに伴って，

両者は同一化することが示唆された.

3. MLD-analo~ による I 型と 11 型PLA2 の不活性化について

MLD-analogによる PLA2の不活性化反応はI型と II型PLA-，の問で明確な違いはみら

れなかった.不活性化は Lys残基の化学修飾により起こるので， PLAゥの型によらず，存在

する Lys残基の数と位置の違いにより不活性化の程度が異なることがわかった.触媒部位

において，基質結合に重要であるとされる 69位がLysである PLA、は単分子分散状基質に

対しでも不活性化が見られたが， 69位が Tyrである PLAヴは単分子分散状基質に対しては

不活性化が見られなかったことから， 69位の Lysの修飾が不活性化に関与することが示唆

された.また，ウシ肝臓由来 PLA-，では Lys56が修飾されることが明らかになり，この Lys

残基は基質ミセルの油水界面認識に関与していることが示唆された.さらに，触媒部位や

界面認識部位以外の場所に存在する Lys残基が修飾されても不活性化が起こることが示唆
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された.

4. B. cereus保/r / I米SMαseの触媒機構について

SMaseの高次構造は未だ決定されておらず，その詳細な触媒機構は不明である.本研

究では，B. cereus菌由来 SMaseの触妹機構を解明すべく酵素反応速度論に基づ、く実験を行

っTこ.

B. cereus菌由来 SMaseには親和性の異なる 2つの Mg2+結合部位が存在し.低親和↑生

部位に対する Mg
2
+の結合は触媒活性に必須であるが，基質結合には関与しないことがわか

った.また，低親和性部位もしくは両方の部位に対する Mg2+の結合は，静電的相互作用に

よる安定化の破壊に基づく酵素の変性を保護する働きがあることもわかった.次に，酵素

反応パラメーターの pH依存性データを ONase1の高次構造から推定された SMaseの構造

モデルをもとに考察した結果， SMaseの触媒機構は His296 (pK 5.85)による一般塩基触媒

であることが推定された.基質として水溶性の合成基質 HNPを用いた場合には，さらに

pK値7.6の解離基も触媒活性に非常に重要で、あることが明らかになった.

アミノ酸残基の化学修飾や部位特異的置換の実験から SMaseの酵素活性には酸性ア

ミノ酸残基が関与することが示されている.そこで，基質認識に関与するのではないかと

考えられている Asp126とAsp156に注目し，それらの役割を明確にするため，それぞれ

の残基を Olyに置換した酵素 (01260と01560)について実験を行った.その結果，これ

らの 2つの Asp残基は， Mg2+との結合や基質に対する立体選択性に影響しないが， Asp 126 

のイオン化(脱フロトン化) (pK値は 6.81)は基質との結合力を増大させ，触媒作用を低

下させることが明らかになった.また， Olyに置換したことによる微視的な構造変化によ

るとも考えられるが， Asp 126は酵素の触媒活性を強め， HNPとの結合力を増大させるが，

SMとの結合力は低下させるように寄与し， Asp 156は基質との結合力を低下させ， HNPに

対する触媒活性を低下させるが， SMに対する触媒活性は強めるように寄与することが明

らかになった.さらに， Asp156には親水性基質の加水分解を抑制する働きがあることもわ

かっ?こ.
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実験方法

第一章第一節に関する実験方法

1. ウシ惇厳由来pro-PLhとactive-PLA2の精製

ウシ膝臓由来 pro-PLA
2
の精製は Dutilhらの方法 34)を改良して行った.脂肪組織を切

除したウシ牒臓をホモジネート後，酸処理と熱処理を行い.遠心分離により得た上澄につ

いて，プロテアーゼ阻害剤いamidinophenyl)methanesulfonylfluoride(p-APMSF) 92)存在下

で硫安分画を行った.得られた画分は， CM-cellulose (Whatman， CM-52)カラムによるク

ロマトグラフィ ーで分画した後， Mono Q (Pharmacia)カラムを用いるクロマトグラフィー

により pro-PLA2の精製標品を得た.

次に，pro-PLA2精製標品に，10 mM CaCl2存在下，4
0

C， pH 8.0の条件で， pro-PLA2の

0.1 (w/w) %量の TPCK処理 trypsin(Sigma) を加えることにより限定加水分解を行い，

N-末端ペプチドを除去して active-PLA
2
を得た 93) 反応の進行は pH-statを用いて追跡した.

反応液を 1% acetic acidに対して透析し，凍結乾燥後， Mono Qカラムを用いるクロマトグ

ラフィーにより active♂LA守の最終精製標品を得た.

精製標品は，等電点電気泳動， SDS-PAGE，アミノ酸組成分析， N-末端 14残基のアミ

ノ酸配列の決定により‘単一であることを確認した.

active-PLA，と pro-PLA2の濃度は，280 nmにおける吸光度を測定することにより決定

した.なお，それぞれの酵素の吸光係数 Aiユは 11.7および 12.3とし，分子吸光係数 E

はともに1.70X 104 M-J・cm-1とした 34.94)

2. 円二色性化v)の測定

遠紫外部の CDスペクトルは， 25
0

C，イオン強度 0.2の条件下， 日本分光 j-500A

spectropolarimeterを用いて測定した.装置の較正は d-camphorsulfonate(片山化学)を用い

て行った 96) 測定には光路長0.1または0.2cmの石英角型セルを用い，酵素濃度は0.04-0.05 

mg!mlとした.平均残基モル楕円率 [e]は次式を用いて計算した:[8] = (100 x 8)/(l-c). 

ここで，。は楕円率の実測値 (degree)，cは残基モル濃度 (mol/l)，1はセルの光路長 (cm)

である.また，平均残基分子量は 123とした.緩衝液成分 MESとCAPSは同仁から， acetic 

acid， TES，および CHESはナカライテスクから購入し，これらの濃度は20mMとした.

イオン強度は NaCl(マナック)を用いて 0.2に調整した. CD測定後の溶液の pHは，

Radiometer (Copenhagen) PHM 82 standard pH meterを用いて 25
0

Cで測定した.

3. PLA2とBPBとの反応

PLAヲと BPBとの反応は25
0

C，イオン強度0.2の条件下で行った.active-PLAゥの場合

は酵素の残存活性を， pro-PLA2の場合は未修飾の His残基の数をアミノ酸組成分析で決定

することにより反応を追跡した.

酵素溶液 2.5mlを激しく撹伴しつつ BPB(同仁)溶液25μlを注入して反応を開始し

た.反応液中の酵素濃度は 5.5X 10---{) Mとした.少量の反応液を一定時間間隔で抜き取り，
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active-PLA2の場合は氷冷した 2mM  Triton X-IOOを含む 60mM  HCI溶液 200μiに，pro-PLA ... 

の場合は，氷冷した 24mM  CaCl2を含む 60mM  formic acid 200μlに加えて反応を停止し句

それぞれについて，酵素活性の測定またはアミノ酸組成分析を行った. BPB反応液中の緩

衝液成分として， MESとCAPS(同仁)， acetic acid， PIPES、TES，Tris，およびCHES(ナ

カライテスク)を用い，濃度は 20mMとした.イオン強度は NaCIを用いて 0.2に調整し

た.

PLA2の残存活性は pH-stat(Radiometer PHM 82 standard pH meter， TIT 80 titrator，お

よびABU80 autoburette)を用いて pH8.0で測定した.反応液に Trisが含まれている場合は，

Trisによる緩衝作用を避けるために pH7.0で測定した.基質溶液には， r、~aCl でイオン強度

を0.2に調整した 2mM1ユdilauroyトsn-glycero-3-phosphocholine(diCLlC) (Sigma)のTriton
X-100 (Sigma)との混合ミセル(1:5)溶液またはcholicacid (Sigma)との混合ミセル(1:5) 

溶液を用いた.

未修飾の His残基の数は，目立し8500amino acid anal yzerを用いて決定した. BPBと

の反応液を 1% acetic acidで平衡化した NAP-5Sephadex 0-25カラム (Pharmacia)を用いて

脱塩後， 0.2% phenolを含む 5.7M HCl存在下， 110
o
C， 24時間反応させて酸加水分解し，

アミノ酸組成の分析を行った.

4. 蛍光スペクトルの測定

PLA2のTrp残基に由来する蛍光スペクトルは， 25
0

C，イオン強度0.2の条件下，目立

Model 850 fluorescence spectrophotometerを用いて測定した.酵素濃度は 2x 10-O Mとした.

励起波長は 290nm，励起光側のスリット幅は 1.5nm，蛍光側のスリット幅は 10nmとした.

装置による蛍光強度の時間的変動は，試料溶液の蛍光を測定する前後に，二次標準の N-

acetyl-L引 yptophannamide(Sigma)溶液の蛍光を測定して補正した.

緩衝液成分には MESとCAPS(同仁)， acetic acid， PIPES， TES， Trisおよび CHES

(ナカライテスク)を用い，濃度は 20mMとした.イオン強度は NaClを用いて 0.2に調

整した.

5. 短鎖レシチンの合成

1，2・dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (diC6PC) と 1，2-diheptanoyトsn-glycero-3-

phosphocholine (diC
7
PC) は， Robelesと vanden Bergの方法 96) に従い，L-α-glycero-

phosphocholineをかcaproicacid anhydrideまたはかenanthicacid anhydride (東京化成)を用

いてアシル化するととにより合成した.

L-a-glycerophosphocholineの原料には，卵黄lecithin(キューピー)からシリカゲル(Merk，

silicagel 60 mesh 230-400)カラムクロマトグラフィーにより精製した phosphatidylcholine

(PC)を用いた 97) 脱アシル化剤には 1M tetra-n-butyl-ammonium hydroxide (Aldrich)の

methanol溶液を用いた.合成標品はSilicagel60とUnisil(Clarkson， 100-200mesh) を用い

るカラムクロマトグラフィーにより精製した.

合成最終標品は， chloroform: methanol :水 [65:25:4(v/v)]を展開溶媒とする Silicagel

60 plate (Merk) を用いる薄層クロマトグラフィーにより，単一であることを確認した.
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6. 基賓の加水分解反応の速度の測定

diC
6
PCとdiC7PCの加水分解反応は， 25

0

C，イオン強度 0.2の条件下， pH-statを用い

て追跡した.

一定濃度の CaCl今 (Merck) を含む基質溶液 1mlのpHを10mM  NaOHで目的の値に

設定し，窒素気流下でその pHを維持しながら，自然水解により生じる脂肪酸を 10mM 

NaOHで滴定した.次に，この溶液に酵素溶液 5・ 25μiを加えて反応を開始し，酵素反応

により生じる脂肪酸を 10mM NaOHで滴定した.経時的に記録した NaOHの滴定量は，自

然水解による滴定量を差し引くことにより補正した.また，pH 6.5以下の領域では，脂肪

酸は完全に解離しないので，滴定量は，脂肪酸の解離度α[=1/(1 + 1 0 pK -pH)]を用いて補正

した.n-caproic acidとかenanthicacidのpK値は功NaOH溶液を用いる酸塩基滴定により，

それぞれ4.8と4.85と決定した.
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第一章第二節に関する実験方法

1. 原案溶液の調1ll

コブラ ω.naja atrα) ，マムシ (4.halys blomhoffii)，ハブ (T.flavoνiridis) ， およびク
サリヘビ (v.russelli russeIli)毒由来 PLA::はそれぞれ，いと Chang76.98)，河内ら m，三宅

ら20)，および井上ら*)の方法に従って精製した.ウミヘビ(p.australis)毒由来 PLA，(Pa-12A) 

1(0)は東北大学高崎博士より供与された.ウシ牒臓由来 PLA，の精製法は 「第一章第一節に

関する実験方法j に示した.

精製 PLA，の凍結乾燥標品は， 4mM HCIを含む 0.1または 0.2M NaCI 溶液に溶解後，

Sephadex G-75または G-100を用いるゲル櫨過クロマトグラフィーにより溶媒を 0.1または

0.2 M NaCl 溶液で置換し，少量の会合タンパク質を除去して， PLA今のストック溶液とし，

4
0

Cで保存した.

Pしに のストック溶液の濃度は紫外吸収スペクトルを測定することにより決定した.

それぞれの PLA，の分子吸光係数 Eには以下の値を用いた.

N. najααtra PLA2 

A. hαlys blomhoffii PLA:: 

T.flαvoviridis PLA2 
p.αustralis PLA、

1之russellirusselli PLA..， 

Bovine pancreatic PLA2 

2. 基質アナログの合成

2.93 X 104 M-1'cm-1 at 278 nm16) 

2.36 x 104 M-1・cm-1at 279 nm 74) 

3.52 X 104 M-1'cm-1 at 280 nm20) 

2.01 X 104 M-1'cm-1 at 280 nm101) 

1.72 X 104 M-1・cm-1at 280 nm 101) 

1.70 X 104 M-1'cm-1 at 278 nm34，94) 

nor-leucineの光学異性体またはそのラセミ体を出発物質として合成された 2-

dodecanoylamino-1-hexanolphosphoglycol (amide-PG) と 2-dodecanoylamino-1-hexanol-

phosphocholine (amide-PC) 1町， glycidolの光学異性体を出発物質として合成された 3-

dodecanoyl-4-phosphatidylcholinehydroxymethyl-乙oxazolidinone(oxazolidinone-PC) 103)は関西

学院大学勝村教授より供与された.合成品の最終精製は， Cosmosil5C18カラム(ナカラ

イテスク)， acetonitrileの30から 100%の直線濃度勾配を用いる逆相 HPLCによ り行った.

精製標品は， methanolと水 [4:4(v/v)]を展開溶媒とする RP-8high-performance TLC plate 

(Merk) を用いる薄層クロマトグラフィーにより単一であることを確認した.

これらの基質アナログのストック溶液の濃度は， inductively coupled plasma (ICP) 

atomic emission spectrometer (ICPS-IOOOV，島津)を用いて， リンの定量をすることにより

決定した.

3. 基質の加水分解反応の速度の測定

酵素活性および基質アナログによる酵素活性の阻害は，第一章第一節の方法と同様に，

基質アナログの存在下または非存在下，種々の濃度の Ca2+を含む基質溶液に Pしにを加え，

本)lnoue， S.， et al.， unpublished data 
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pH-s凶法により測定したそれぞれの PLA
2
の実験は、以下に示すイオン強度と pHで行つ a 第一章第三節に関する実験方法

た.

N.nαjααtrαPLA2 pH 8.2，イオン強度 0.1

A. hαlys blomhoffii PLA2 pH 8.2，イオン強度 0.1

T. flavoviridis PLA2 pH 8.0、イオン強度 0.2

Rαustrαlis PLA- pH 7.5. イオン強度 0.1

Lイrussellirusselli PLA今 pH 8.0、イオン強度 0.2

Bovine pancreatic PLA2 pH 7.5，イオン強度 0.2
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1. 実験材料

ウシ勝臓由来 PL九は第一章第一節の実験方法に従って，ヘビ毒由来 PLA7 は第一章

第二節の実験方法に従って精製した.ブタ勝臓由来 PLA2はBoehringerMannheimから購入

し， Mono Q カラム (Pharmacia) を用いてさらに精製した.ブタ勝臓由来 PLAゥの濃度は

280nmにおける分子吸光係数 t= l.82 x 104 M-1.cm-1 に基づいて決定した 104)

以前に報告した方法 62)で合成されたマノアライドのアナログ 1-(2ヲ5-dihydro-2-

hydroxy-5-oxo・3・furanyl)-8，12-dimethyl-4-formyl-3， 7，11-tridecatrienol (MLD-analog) は関西学

院大学勝村教授より供与された.短鎖レシチン diC6PCは第一章第一節の実験方法，n-

dodecylphosphocholine (n-CI2PC) は以前に報告した方法 76)により合成した. 1，2・dilauroyl-

sn-glycerophosphocholine (diC12PC)， Triton X-I00，およびcholicacidはSigmaから購入した.

2. MLD-analogによるPLA2の不活性化反応

MLD-analogによる PLA2の不活性反応は，pH 8.0， 40
o
C，イオン強度 0.2の条件下，

50 mM Tris-HCI緩衝液に溶解した PLA2溶液に MLD-analogのdioxane溶液を添加すること

により開始した.一定時間後，反応液の一部を抜き取って基質溶液に加え， pH-stat法によ

り直ちに残存 PLに活性を測定した.また，反応液の一部は 1% acetic acidで平衡化した

NAP-5 Sephadex G・25column (Pharmacia) を用いて直ちに脱塩し，アミノ酸組成分析を行

った.対照実験には MLD-analogを含まない dioxane溶液を用いた.反応液中の PLA2' 

MLD-analog，およびdioxaneの最終濃度はそれぞれ4μM，0.4 mM，および8.0%とした.

なお，不活性化反応におよぼすミセル状 n-C]ヲPCの影響を調べる実験においては，反応溶

液に 10mM n-C12PCと10mM Ca
2
+を加えた.

3. 酵素活性の測定

PL弘の酵素活性は，物理化学的状態、の異なる 3種類の基質を用い， 10 mM CaCI今存在

下， 250C， pH 7.0，イオン強度 0.2の条件下で， pH-stat法により測定した.非イオン性の

ミセル状基質には 1mM diC12PCと5mM Triton X-I00の混合ミセル，陰イオン性のミセル

状基質には 1mM diC
12
PCと5mM cholic acidの混合ミセル，単分子分散状基質には 4mM 

diC6PCを用いた.

4. MLD-analogにより化学修飾されたウシ棒臓由来PLA2の大量調製

ウシ牒臓由来 PLAゥ1.5mgを 50mM Tris-HCl緩衝液 (pH8.0) 2.5 mlに溶解し，

MLD-analogのdioxane溶液を最終濃度が 0.4mMになるように加えて反応を開始した.反

応液は， 400Cで20分間インキュベーション後，直ちに 50mM acetic acid緩衝液 (pH5.0) 

で平衡化した SephadexG・25column (1.6 cm x 23 cm) に添加し，溶出画分は 8Mureaを含

む同緩衝液に対して 24時間透析した.得られた溶液は，透析に用いた緩衝液で平衡化した

Mono S column (Pharmacia) に添加し，吸着タンパク質を 0から 0.1MのNaCIの直線濃度

勾配を用いて溶出することにより，修飾酵素と未修飾酵素を分離した.
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5. MLD-analogにより修飾された酵素および未修飾酵素のペプチド断片化

修飾および未修飾ウシ僻臓由来 PLA::!のS-pyridylethyl化(PE-)誘導体の調製は， Cavins 

とFriedmanらの方法 105)に基づいて行った PLA"約0.2mgを6M guanidine-HCI 0.3 mlと

10mM EDTAを含む 0.5M Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)に溶解し， dithiothreitol 0.09 mgを添加

して 60
0

Cで2時間処理した.この溶液に 4-vinylpyridine2μ!を加えて室温で 3時間反応後，

1 % acetic acidに対して透析することにより脱塩し，凍結乾燥した.得られた PE-誘導体は，

AchromobacterちJticus由来 lysylendopeptidase C和光純薬)を用いて酵素消化した.消化は，

4 M ureaを含む50mM Tris-HCl緩衝液CpH9.0)中，酵素と基質タンパク質の比を 1:100 C w/w) 

として 37
0Cで 15時間反応させることにより行った.得られたペフチド断片の分離は，

Capcell Pak C18 (資生堂)を用いる逆相 HPLCにより， 0.1 % trifluoroacetic acidを含む

acetonitrileの0から 80%の直線濃度勾配を用いて行った.

6. アミノ酸組成分析

タンパク質とペプチドの酸加水分解は， 0.2 % phenolを含む 5.7M HClの存在下，真

空にした封管中で 110
0

C， 24時間反応することにより行った.加水分解後の試料のアミ

ノ酸組成分析には目立L-8500amino acid anal yzerを用いた.

7. アミノ酸配列の決定

PE-誘導体ペフチドのアミノ酸配列は， 120A phenylthiohydantoin analyzerを装備した

Applided Biosystems model 477 A protein sequencerを用いて決定した.
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第二章に関する実験方法

1. 実験材料

ウシ脳由来 sphingomyelin C SM)， 2-hexadecanoylamino-4-nitrophenylphosphocholine 

(HNP) ，およびTritonX-I00はSigmaから購入した.高純度の MgC12・6H，Q とNaCIはそれ

ぞれ和光純薬とマナックから購入した.以前に報告した方法 87)に従って合成された短鎖

SMアナログ CN-hexanoyl-ClO-sphingosylphosphocholineとN-hexanoyl-C10-dihydrosphingosyl-

phosphocholine)は関西学院大学勝村教授より供与された.これらのアナログのストック

溶液の濃度は， FiskeとSabbarowの方法 106)に従ってリンの定量を行うことにより決定した.

2. SMaseの調製

Bacillus cereus菌由来 SMaseは冨田らの方法 107)に従って精製，または，ヒゲタ醤油か

ら購入した.精製標品と市販品の純度は， SDS-PAGE，アミノ酸組成分析 N末端アミノ酸

配列の決定，逆相 HPLCにより確認した.さ らに，両標品の酵素活性は同じであり，それ

らをピリジルエチル化後， 1 ys y 1 endopeptidase消化して得たペプチド断片の逆相 HPLCの溶

出パターンも同じであることを確認した.

Bαcillus brevis 47を宿主とする SMaseの変異体酵素 CD126GとD156G)の組換え体 83)

は名古屋市立大学池沢教授より供与された.それぞれの変異酵素は以前に報告した方法で

精製した. SMaseとその変異体の最終精製標品については， 0.2 M NaClで平衡化した

Sephadex G・100カラムを用いて会合タンパク質を除去し，溶媒を 0.2M NaCIに置換して，

ストック溶液とした.

SMaseのストック溶液の濃度決定は紫外吸収スペクトルを測定することにより行っ

た. SMaseとその変異体の分子吸光係数 E は， TyrとTrpの含量叩8)および¥それぞれの

280 nmにおける分子吸光係数 101)1.4 X 103および5.5X 103 M-1・cm-1を用いて計算し，5.82 x 

1 O'~ M-1・cm-Iとした.

3. 蛍光スペクトルの測定

蛍光スペクトルは第一章第一節の実験方法と同様の方法で測定した.酵素濃度は1.0x 

10-7 M とした.

4. SMaseに対するMg2+の結合量の決定

SMaseに対する Mg::!+の結合量の決定は， 20mMMES緩衝液 CpH6.0)を用い， 25
0

C， 

イオン強度 0.2の条件下，透析平衡法により行った. Mg2+を含む酵素溶液 100μ!と，酵素

を含まない Mg2+溶液 100μiを透析膜 (Spectra/PorSpectrum. Molecular weight cut-off， 12・14

kDa) により隔て， 25
0

Cで 24時間放置後，両溶液中の Mg::!+濃度を atomicabsorption/flame 

emission spectrophotometer AA-670 (島津)を用いて測定した.なお，既知濃度の Mg2+標準

溶液は和光純薬から購入した.
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5. CDスペクトルの測定

CDスペクトルは、第一章第」節の実験方法と同様の方法で 370Cで測定した.妓某モ

ル楕円率 [e]の計算には，平均残基分子量 112を用いた.

6. 酵素活性の測定

SMaseによる HNPの加水分解反応は. Galらの万法 10'))に従い 370C，イオン強度 0.2

の条件下で行った.反応は， 一定濃度のMg2+を含む基質溶液 100μlに酵素溶液5-10μl 

を添加することにより開始した-定時間後， 0.1 M glycine-NaOH緩衝液 CpH10.5) 3 ml 

を加えて反応を停止し， 410 nmにおける吸光度を測定した.酵素活性の計算には，生成物

である 2にhydroxy-5'-nitrohecadecananil ideの分子吸光係数 1.49X 10-1 M J・cm-1 を用いた.

基質として SMとTritonX-100との混合ミセルおよび知鎖の SMアナログを用いた場

合，第一章第一節の実験方法と同様に， pH-stat法により酵素活性の測定を行った.この場

合， pH 7以下の領域においては，遊離した phosphocholineは完全には解離しないので‘滴

定量はphosphocholineの解離度αト1/(1+ 1 0 pK -PH)]を用いて真の値に補正した.ここで，

phosphocholineのpK値 110)は5.72とした.
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