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論 文 内 容 の 要 旨

StreptomycesSubtilisinlnhibitor (略して S-SIと呼ぶ)は微生物 StreptomycesalbogriseolousS-

3253から分離精製された蛋白質性の蛋白質分解酵素阻害剤であり,アルカリ性蛋白質分解酵素ズプチリシ

ンを特異的に阻害する新しい蛋白質である｡ この S-SIは113個のアミノ酸残基より成る分子量 11,500

の単量体2個から構成されている｡この蛋白質の一次構造はすでに決定されており熱的にかなり安定で固

い構造を持った蛋白質である｡

本論文はこの蛋白質について化学的に化学修飾法を用いて,また,物理化学的に核磁気共鳴(NMR)法

を用いて研究し,阻害活性に関与するアミノ酸残基の種類,およびヒスチジンの存在状態を明らかにした

ものである｡

メチレンブルーを増感剤として S-SIの光酸化を行ったところその活性は一次反応に従って阻害される

ことが明らかになった｡失活速度を pHに対して措いた滴定曲線は pK約6.0に変曲点を示した｡ この

光酸化した S-SIのアミノ酸分析を行なったところヒスチジンとメチオニンが著しく減少した｡この場合

の阻害活性の減少は1個のヒスチジンの減少と3個のメチオニンの減少およびメチオニンスルホキシドの

増加とに相関関係があることが明らかとなった｡また,S-SIを NMR法を用いて測定すると2個のヒス

チジンのC(2)-プロトンによるシグナルが観測された.光酸化を行なうとpK約6.0の滴定曲線を示す低

磁場側のピークが選択的に減少することが見出された｡光酸化をした S-SIをプロムシアン分解法とゲル

源適法とにより分離してえられた各ペプチ ドをアミノ酸分析した結果,光酸化によって減少しNMR法に

よってpK約6.0の滴定曲線を示すヒスチジンは106番目のヒスチジンであり光酸化されないヒスチジン

は43番目のヒスチジンであることが明らかとなった｡つぎに,ジアゾニウムー1-H-テトラゾール(DH

T)を用いて S-SIの化学修飾を行ったところリジン, チロシン, トリプトファンは修飾されてもS-SI

の活性はほとんど阻害されないことが明らかとなった｡

以上の結果よりつぎの結論を得ている｡(1)S-SIに含まれるメチオニン残基のうち少なくとも1つのメ
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チオニソ残基が S-SIの阻害活性に必須の役割を果たしている｡(2)S-SIの光酸化による失活には106番

目のヒスチジンが関与している｡(3)S-SIの中のリジン,チロシン, トリプトファン残基は阻害活性に関

与していない｡ また,S-SIの活性部位については蛋白質分解酵素阻害剤の活性部位の特徴を考慮すると

化学修飾法によりメチオニンとヒスチジンの阻害活性-の関与が示唆されたが,これは73番目のメチオニ

ンのアミノ基側,すなわち Met(73)-Val(74)の部位が活性部位であると考えられる｡さらに106番目

のヒスチジン残基は蛋白質の表面に存在し,43番目の残基は蛋白質の内部に埋もれた形で異常な状態にあ

るものと結論される｡

参考論文は還元糖の高感度検出法を確立したもの,液化型 α-アミラーゼのサブサイト親和力を決定し

たもの,S-SIの NHプロトンの重水素交換強度を測定したもの,ペプシンの活性部位をスピンラベルし

て ESR法を用いて研究したもの,および,リボキシダーゼのスピントラッピング法による研究である｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

最近,蛋白質で構成される蛋白質分解酵素阻害剤については数種の動物や植物の中から分離精製された

例があり,その性質や阻害機構が除々に明らかにされはじめている｡本論文のストレプトマイセスズプチ

リシンインヒビターStreptomycesSubtilisinlnhibitor(略して S-SIと呼ぶ)もその一種で,村尾らが

はじめて微生物 StreptomycesalbogriseolousS-3253から分離精製することに成功したものである｡ こ

の S-SIは113個のアミノ酸残基より成る分子量11,500の単量体2個から構成されている新しい蛋白質

で,アルカリ性蛋白質分解酵素ズプチリシンを特異的に阻害する｡この蛋白質の一次構造は地中らにより

決定されているが,細菌から見出された蛋白質性の阻害剤である点で大変珍らしいものである｡この蛋白

質の阻害機構を明らかにすることは,特にその活性部位の位置を解明することは植物や動物から見出され

た他の蛋白質分解酵素阻害剤と比較する上で重要な課題である｡また,蛋白質と蛋白質との相互作用を研

究する上でも大変興味ある課題である｡

申請者はこの蛋白質について,主として化学的に化学修飾法を用いて,またさらに,物理化学的に核磁

気共鳴 (NMR)法を用いて研究し, その活性に関与するアミノ酸残基を明らかにしその阻害機構を解明

する上で重要な知見をえている｡化学修飾法としてはまづメチレンブルーを増感剤とする光酸化法,塩素

および過酸化水素を用いる酸化法, ジアゾニウム ー1-H-テトラゾール (DHT)を用いる化学修飾法を

用い,物理化学的方法としてほ NMR法を用いている｡その結果つぎの結論をえている｡(1)S-SIに含ま

れるメチオニン残基のうち少なくとも1つのメチオニン残基が S-SIの阻害活性に必須の役割を果してい

る｡(2)S-SIの光酸化による失活には106番目のヒスチジンが関与している0(3)S-SI中のリジン,チロ

シン,および トリプトファン残基は阻害活性に関与していない｡

蛋白質分解酵素阻害剤の活性部位の特徴としては阻害剤の活性部位は酵素により切断され易いアミノ酸

配列のところにあり,その活性部位のアミノ基側のアミノ酸はアルキル基で疎水的なアミノ酸,イソロイ

シン,ロイシン,バ リン,アラニンなどであり, また,活性部位は S-S結合にかこまれた部分にあって

活性部位の近くには陰イオンは存在せずプロリンが多く存在する,という点があげられている｡この点を

考慮して活性部位は Met(73)-Val(74)の部分であると結論している｡このような例は本論文の例がほじ
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めてのものである｡また,43番目のヒスジンは蛋白質の内部に埋もれた形で異常な状態にあって活性に関

係なく,106番目のヒスチジン残基は蛋白質の表面に存在して活性に関係があることを明らかにしている｡

このような結果と,参考論文に示されたいずれもユニークな結果などを併せて申請者の研究は生物物理

化学の分野において貴重な知見をえたもので,この分野の進歩に寄与する処が少なくない｡､また申請者が

この分野で豊富な知識と優れた研究能力を有していることを認めることができる｡

よって,本論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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