
氏 名

学位(専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の日付

学位授与q)要件

研究科 ･専攻

学位論文題 目

⊂471】

お ね だ ひろ し

小 横 田 洋 史

博 士 (農 学)

農＼ 博 第 1166号 ′

平 成 13年 3月 23日

学 位 規 則 第 4条 第 1項 該 当

農 学 研 究 科 応 用 生 命 科 学 専 攻

StudiesontheStructureandFunctionofHumanMatrixMetallo_
proteinase7(Matrilysin)
(ヒトマトリックスメタロプロティナーゼ7,マトリライシンの構造と機能
に関する研究)
(主 査)

論文調査委員 教 授 井 上 囲 世 教 授 佐 々木 隆造 教 授 池 田 篤 治

論 文 内 容 の 要 旨

マヤリックスメタロプロティナーゼは動物の細胞外マドリックスタンパク質を分解する亜鉛金属プロテイナーゼであり,

スーパーファミリーを形成している｡ 本酵素群は生理学的には細胞の発生,分化および組織の形成,修復等に関与すること

が知られている｡一方,組織破壊を伴う炎症や癌細胞の転移と浸潤に対する関与が示唆されている｡ マい)ックスメタロプ

ロティナーゼ7(以下,マトリライシン)は大腸癌をはじめ前立腺痛,脳腫蕩等における過剰発現が認められており,これ

ら′の癌の転移と浸潤に関与する可能性がある｡本研究はマいJライシン活性の阻害が痛の転移抑制に有効であると考え,阻

害剤開発を視野に入れて構造と機能の相関性を明らかにしようとしたものである｡ その主な成果は以下のとおりである｡

1.ヒト大腸癌由来プロマトリライシン遺伝子を大腸菌に発現させ,形成されたインクルージョンボディから簡便なプロ

々トリライシンの再生方法を開発した｡インクルージョンボデ1を塩酸グアニジンで可溶化後,非イオン性界面活性剤また

はアルギニンを添加した中性かつ低温の緩衝液に対して希釈することによりプロマトリライシンの再生量が顕著に増大する

ことを明らかにした｡再生溶液から一段階の陽イオン交換HPLCにより電気泳動的に均一なプロマトリライシン標品を得

た｡本法はグルタチオンを含む従来法よりも安価であり,再生効率が70%高いことが示された｡

2.マトリライシンに4個存在するい)プトフアン残基の蛍光特性を指標と､して,.その存在状態と変性剤によるマ下リラ

イシンの変性を検討した｡消光剤を用いたトリプトファン蛍光の消光から,/トリプトファン残基は全て疎水的環境に埋もれ

て存在することが示された｡蛍光を指標と′した変性曲線から水中での変性の自由エネルギー変化を求めた｡さらに変性剤に

よるマいノライシンの変性過程において不活性な中周体の存在が示唆された｡

3.マトリライシンのペプチド性基質加水分解活性に対する有機溶媒,温度及び塩の効果を検討した｡マトリライシン活

性は本基質の溶剤として用いるジメチルスルホキシド(DMSO)により阻害され,その阻害様式は持抗型と判断された｡

マトリライシンと基質およびDMsoとの結合はともにエントロピー駆動であることが示され,これらの結合における疎水

的相互作用の重要な関与が示唆された｡マトリライシン活性は塩濃度の増大に伴い指数関数的に増大し,この活性化はミカ

エリス定数Kmの減少､にのみ依存し,分子活性kcatには依存しなしLlLとが示された.このことから,塩は酵素 ･基質複合体

の安定化に寄与することが示唆された｡この塩による活性化とDMSOによる阻害は互いに独立であることが示された｡

4.マトリライシンとその活性中心の亜鉛にi価で配位するチオール型阻害剤thiorphanおよび2価で配位するヒドロキ

サム酸型阻蜜剤R-94138との相互作用を検討した｡･阻害物質定数Kiの温度依存性からマトリライシンとthiorphanとの結

合はエンタルピー駆動,一方,R-94138との結合は基質と同じエントロピー駆動と判断され,疎水的相互作用が重要な役

割を果たしていることが示唆されたOマトリライシン活性 kcat/Kdと両阻害剤のKiのpH依存性は一致し,酵素活性と阻

害剤の結合において同じ解離基が関与することが示唆された.kcat/mのpH依存性はKmのpH依存性に由来することが示

唆され,この解離基の候補として亜鉛ルイス酸またはグルタミン酸残基およびチロシン残基が考えられた｡

ライシン活性に対する緑茶カテキン類およびその誘導体の効果を検討し
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∫を有するカテキン類により顕著に阻害された｡阻害様式からこれらの､カテキンは,カテキン濃度に対して阻害が1相で起こ

り,高濃度域においても30%の活性が残存する(-)-カテキ_ンガレートおよび(-)-エビカテキンガレー トと阻害が.2相で

起こり,高濃度域において活性が完全に阻害される(-)-ガロカテキンガレ-トおよび(一)-エビガロカテギンガレートと

の写つに分類された｡これらはマ トリライシン活性に対 して0･3-0･6pMのKiを示し,緑茶の飲用は大腸癌をはじめとす

る痛の抑制に有効である可能性が示唆された｡

論 文 審 査 の ,結 果 の 要 旨

マトリックスメタロプロティナーゼは動物の細胞外マトリックスタンパク質を分解する亜鉛金属プロテイナーゼである｡

本酵素群は生理学的のみならず病理学的にも重要であることが示唆されており,特に組織破壊を伴う炎症や痛の細胞の転移

と浸潤に対する関与が示唆されている｡本研究は有効な阻害剤の探索及び設計を視野に入れて,マトリライシンの構造と機

能の相関性をタンパク質化学,反応速度論,分光学的手法を用いて分子レベルで解明したものであり,評価すべき点は以下

のとおりである｡

1.大腸菌発現系により形成されたインクルージョンボディからのプロマトリライシンの再生方法を検討し,非イオン性

界郵 舌性剤またはアルギニンを用いる簡便かつ高収率な再生方法を開発した｡これにより本酵素の大量調製が可能となり,

詳細な研究遂行の為の材料調製法が確立された｡

2.トリプトファン残基の蛍光特性を指標にして,その存在状態とア トリライシンの安定性を検討した｡蛍光特性および

消光剤分子との反応性からマ トリライシンの変性過程における不活性中間体の存在が示された｡

3.マトリライシン活性を速度論的および熟力学的に検討した｡基質の結合はエントロピー駆動であることが示され,結

合における疎水的相互作用の重要な役割が示唆された｡マ トリライシン活性は塩濃度の増大に伴い指数関数的に増大し,こ

の活性化はミカエリス定数Km の減少にのみ依存することが示された｡これによりマ トリライシンの塩による活性化は酵素

･基質複合体の安定化に起因することが示唆された｡

4.マ トリライシンと阻害剤との相互作用を検討 した.酵素活性kcat/Kmと阻害物質定数KIのpH依存性は一致し,こ

れらは同じ解離基に支配され,kcat/KmのpH依存性はKm のpH依存性に由来することが示された｡解離基の候補として

亜鉛ルイス廉またはグルタミン酸残基およびチロシン残基が考えられた｡

5.マトリライシン活性に対する緑茶カテキン類の阻害様式を検討した｡マトリライシン活性は緑茶カテキン類の主成分

である(-)-エビガロカテキンガレートをはじめ,ガレート基を有するカテキン類により強く阻害されることが示され,緑

茶の飲用が大腸癌の抑制に有効である可能性が示唆された｡

以上のように,本論文はマ トリライシンの構造と機能および阻害機構について重要な多くの知見を示したものであり,醍

素化学,生体情報応答学,生体機能化学に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成13年 1月18日,論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学

力が十分あるものと認めた｡
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