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論 文 内 容 の 要 旨

著者は,ここ数年来,微生物の生産する生理活性物質に関する研究の一環として,血液凝固系および

線維素溶解 (線溶)系に作用する物質の検索を続けてきたが,この過程で,土壌から分離 した-放線菌

の培養液中から,プラスミンを強 く阻害する蛋自性インヒビターを単離,結晶化することに成功 した｡

従来,動植物界からは数多 くの蛋白性プロテアーゼ ･インヒビターが得 られており,その一次構造や

高次構造が明らかにされつつあるが,微生物起源の蛋自性プロテアーゼ ･インヒビターに関する詳細な

研究は比較的少なく,2, 3の例をみるに過ぎない｡今回得 られたインヒビターが,微生物起源の蛋白

性プラスミン ･インヒビターとしては最初のものであることから,著者は本物質を ≒プラスミノス トレ

プチン勺と命名し,その本質の解明を目的として一連の研究を実施 した｡

本論文では,プラスミノス トレプチンの単離,結晶化法,蛋白化学的諸性質,プロテアーゼ阻害スペ

ク トルならびに阻害機構と阻害活性部位,および一次構造に関して行なってきた研究の結果について論

述する｡

フィブリン平板法あるいはフィブリンゲル溶解時間測定法により,微生物培養液中に線溶系作用物質

を検索 した結果, 土壌から新たに分離 L Streptmyeesanttfibrinolyticus と命名 した-放線菌株がそ

の培養液中に強力なプラスミン ･インヒビターを生産する事実を発見 し,その培養折液から硫安沈澱,

ゲル折過による脱塩,DEAE-セルロースカラムクロマ トグラフィー,SephadexG-25カラムによるゲ

ル折過を経て,本インヒビターをポリアクリルアミドゲル電気泳動的および超遠心沈降的に単一な標品

として結晶状に単離 した｡

プラスミノス トレプチンは単純蛋白質で, その分子量は アミノ酸分析 および SDS-ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動により約11,500と算出されたが,ゲル嬉過および超遠心によって求めた値は約25,000

で,本物質が通常の水溶液中ではダイマーとして存在していることが示された｡プラスミノストレプチ

ンは109個のアミノ酸残基から成り,構成アミノ酸としてアラニン, バ リン, グリシンが多く,イソロ
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イシンのないのが特徴的である｡

プラスミノス トレプチンはプラスミン (Ki:2.34×10-8M)以外に ト1)ブシン (Ki:1.57×10ー8M)およ

び微生物起源のアルカリ性プロテアーゼ,たとえばサブチリシン (Ki:1.60×10-8M)などをも強力に

阻害するが,キモ トリプシン,スロンビン,カリクレイン,エラスターゼなどのセリンプロテアーゼ,

カルボキシペプチダーゼAおよびB,ロイシンアミノペプチダーゼ, コラゲナーゼ,サーモライシンな

どの金属プロテアーゼおよびパパイン,ブロメライン,フィシンなどのチオールプロテアーゼなどに対

する阻害能は認められなかった｡

プラスミノス トレプチンのプロテアーゼ阻害機構を トリプシンを用いて検討した結果, トリプシンと

モル比 1:1で結合して,両者の活性を持たない安定な複合体を形成することにより, トリプシンを阻

害することが解った｡

プラスミノス トレプチンを トリニ トロベンゼンスルホン酸あるいは 0-メチルイソ尿素を用いて修飾

すると,プラスミンおよび トリプシンに対する阻害活性は完全に消失し,サブチリシン阻害活性も50%

にまで減少 した｡ また,プラスミノス トレプチンに触媒量の トリプシンあるいはサブチリシンを酸性下

で作用させると, いずれの場合にも, プラスミノス トレプチン分子内に存在するS-S架橋中 Lys69-

Gln70 の結合のみが限定分解された｡ これらの結果と Laskowskiの一般則とから, 著者はプラスミノ

ス トレプチンのプロテアーゼ阻害活性部位を この Lys69-Gln70結合と結論した｡ なお, カルボキシペ

プチダーゼAを用いて, プラスミノス トレプチン分子の COOH末端部分から, 6個の アミノ酸残基

を切り離すとそのプロテアーゼ阻害活性が消失することから,本インヒビターの阻害活性発現には,阻

害活性部位のほかにCOOH末端部分のアミノ酸配列の存在が重要であることをも兄いだした｡

最後に,著者はプラスミノス トレプチンを化学的にあるいは酵素的に断片化し,得 られた各断片のア

ミノ酸配列を常法に従って分析して,109個のアミノ酸残基の全配列を次のとおり明らかにすることが

できた｡

1 10
NH2-Gly-Leu-Tyr-Ala-Pro-Ser-Ala-Leu-Val-Leu-Thy-MeトGly-His-Gly-Asn-

20 30
Ser-Ala-Ala-Thr-Val-Asn-Pro-Glu-Arg-Ala-VaトThr-Leu-Asn-Cys-Ala-

40 1 1

Pro-Thr-Ala-Ser-Gly-Thr-His-Pro-Ala-Ala-Leu-Gln-Ala-Cys-Ala-Glu-
50 60

Leu-Arg-Gly-Ala-Gly-Gly-Asp-Phe-Asp-Ala-Leu-Thr-VaトArg-Gly-Asp-
* 70 80

Vla-Ala-Cys-Thr-Lys-Gln-Phe-Asp-Pro-Val-Val-VaトThr-Val-Asp-Gly-
1 90

Val-T∫p-Gln-Gly-Lys-Arg-Val-Ser-Tyr-Glu-Arg-Thr-Phe-Ala-As°-Glu-
】 100 109
Cys-Val-Lys-Asn-Ser-Tyr-Gly-MeトThr-Vat-Phe-Thr-Phe-COOH

※プロテアーゼ阻害活性部位

この一次構造を詳しく吟味し,アミノ酸配列の特徴として,アミノ酸残基の分布にかたよりがあり,

Thr-Val,Ala-Leuなど14種類のジペプチドのくり返 し構造が分子全体にわたって存在することを兄い

出した｡また,この構造を他のインヒビターのそれと比較して,特にプラスミノス トレプチンのプロテ
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ア-ゼ阻害活性部位近傍のアミノ酸配列と相同配列を持ったインヒビターが,動物,植物および微生物

界に広く分布していることを指摘できた｡

以上,蛋白性プロテアーゼ･インヒビター もプラスミノストレプチン≒に関して著者が行なった研究

の内容を総括した｡本研究において,著者は,血液凝固系および線溶系に作用する物質を微生物中に検

索し,土壌から分離した-放線菌の培養液から,微生物起源としては初めて,プラスミンおよび トリプ

シンを阻害する蛋自性プロテアーゼ･インヒビターを単離,結晶化することに成功したoそして,その

蛋白化学的諸性質,プロテアーゼ阻害能ならびに阻害機構,およびプロテアーゼ阻害活性部位を明らか

にしたうえ,本物質の全一次構造を決定して,その輪郭を明らかにすることができた.

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

プラスミンは血液中に生じたフィブリンを溶解する作用を持つプロテアーゼであるが,その活性が血

液中で異常に上昇した場合には血液は凝固性を喪失する一方,血液の循環異常に附随する種々の症状が

現われる｡ 従って,このような場合にプラスミン活性を抑制することのできるプラスミン･インヒビタ

ー (阻害物質)の出現が望まれている｡

本論文は従来ほとんど調べられていなかった微生物からプラスミン･インヒビターを単離してその性

質,構造,作用扱作を明らかにしたものである｡

先ず,多数の菌株についてその培養液液の抗プラスミン活性を検索した結果,著るしく高い活性を示

す菌株を兄い出し,大量培養を行って目的とするプラスミン･インヒビターを結晶状に単離することに

成功している｡このインヒビターはプラスミン, トリプシンのほか,微生物起源のアルカリ性プロテア

ーゼにも作用する点で,従来から知られているプロテアーゼ･インヒビターとは異なるものである｡

次いで, トリプシンを用いて作用機作を調べ,阻害作用に伴って切断されるインヒビター中のペプチ

ド結合,すなわち,阻害活性部位を決定している｡

さらに,化学的,酵素的方法により109個の全アミノ酸の配列を決定した｡阻害活性部位近傍の構造

は他の種々の動植物,微生物起源のインヒビターに類似している｡

以上,本論文は新らしい型のプロテアーゼ･インヒビターを発見して,その性質,構造,作用機作を

完全に明らかにしたものであり,多くの有用な知見を含んでいる｡

よって,本論文は薬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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