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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,放線菌の1種が生産する蛋自性のプロテアーゼ阻害物質,Streptomycessubtilisininhibitor

(以下 SSIと略称)の構造の特性と,SSIが蛋白分解酵素であるズプチリシンBPN′と結合する際の特

性とを,主として蛋白質の蛍光を指標として解明したもので,2部に分けることができる｡

〔Ⅰ〕SSIの構造の特性について｡

SSIは蛋白質としては稀にしか見られぬ特徴的な蛍光スペクトルをもつことを見出し, トリプトファン

残基の蛍光が著しく消光されていることを明らかにした｡

また,溶媒の pH の低下による SSIの立体構造の変化と, pH を中性に戻すことによる変性の復元の

過程を,蛍光変化を指標として,ストップトフロー法により測定し,速度論的解析を行い,この過程を説

明しうる反応機構を提唱し,その各段階の平衡論的及び速度論的パラメーターを求めた｡さらに,この反

応機構を∴ssIの立体構造モデルと対応させて微視的に具体的に説明することを試み,妥当な解釈を示し

た｡また,この酸変性と復元には,SSIの阻害活性の喪失と回復が伴うことを見出し,活性保持に関与す

る構造変化の段階を,反応速度定数に基づいて推定した｡

〔Ⅰ〕SSIとズプチリシンBPN′との結合の特性について｡

この結合に際して, トリプトファン残基由来の蛍光が増大することを見出し,これを指標として光子計

数法を用いることにより,10~9M 程度の稀薄溶液での結合平衡の静的測定を行い, 10~10-10~llM とい

う低い解離定数を,直接的な滴定により求めることに成功した｡さらに解離定数の温度依存性より結合の

熱力学的諸量を求め,この反応がいわゆる tくエントロピー駆動"であることを明らかにした｡

またこの蛍光増加を指標として,結合反応過程につき,ストップトフロー法により速度論的解析を行い,

この結合が少くとも2段階からなる過程を経て進行することを示し,それぞれの段階の速度論的定数を求

め,さらに結合反応速度定数の温度依存性から,結合の活性化熱力学量を求めた｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,蛋白質の構造とその変化を鋭敏に反映する蛋白質蛍光を測定の主たる指標として,放線菌が

生産する蛋白性のプロテアーゼ阻害物質,SirePiomycessubtilisininhibitor(以下 SSIと略称)の構造

と機能に関し,種々の特色ある成果を著述したものである｡

すなわち著者は,SSIの特徴的な蛍光スペクトルと,溶媒の pHの低下と復元に伴うこの蛍光の可逆的

変化とを見出し,これを指標として,SSIの酸による可逆的構造変化の速度論的解析を行い,また,この

構造変化には,SSIの阻害活性の喪失と回復が伴うことを見出した｡著者はこれらを統一的に説明できる

SSI構造変化の反応機構を提唱し,この反応機構を,Ⅹ線結晶解析に基づくSSIの立体構造モデルと対応

させて微視的に説明しようとし,また,反応速度定数の比較から,活性保持に関与する構造変化の段階を

推定した｡これらの機構および解釈は十分に納得のいくものである｡蛋白質の変性復元の機構に関して,

この様に微視的かつ具体的な解明を行い得た例は極めて稀であり,さらに,蛋白質の活性との対応を明ら

かにし得た例は甚だ少い｡本研究は,蛋白質化学と反応速度論とが見事に結合して興味深い成果を挙げる

ことができた好例といえよう｡

一方,著者は,SSIと酵素ズプチリシンBPN′との結合に際して蛍光強度の増大を見出し,これを指標

として,10~10-10-llM の極めて小さい解離定数を直接滴定により求め得た. 蛋自性 プロテアーゼ阻害

物質について,直接滴定によりこの様に強い結合を証明し得た例は他にはない｡さらに著者は,この酵素

SSI間の結合がいわゆる ttエントロピー駆動''であることを証明したが, このことは,近年他の蛋白一蛋

自問相互作用系においてもようやく明らかにされつゝあるところであり, 特異的でかつ強い蛋白一蛋白問

相互作用における溶媒(水)の構造の寄与を示唆するもので,重要かつ甚だ興味深い｡

また,著者がこの蛍光増加を指標として速度論的解析から明らかした事実,すなわち酵素-SSIの結合

が少くとも2段階からなる過程を経て進行するという点は,蛋自性プロテアーゼ阻害物質に関しては,こ

れまでに動物起源および植物起源のもの各 1種のみについて明らかにされているだけであり,微生物起源

の阻害物質については,こ にゝ初めて立証されたのである｡

本論文はこの様に,SSIの構造と機能の特色について,詳しくかつ特色ある解析を行い,極めて有用な

種々の新知見を明示しており,その研究内容は該当分野の第一級の水準にあるものと言える｡

よって,本論文は農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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