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本論文では以下の略号を使用した。
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mammalian serum serine proteinase inhibitor 



第 1章緒論

タンパク質性プロティナーゼインヒピターの研究は、 1936年、 Kunitzが、

ウシ勝臓に存在する塩基性トリプシンインヒビター(bovinepancreas trypsin 

inhibitor: BPTI)の結晶化に成功し、これがタンパク質であることを明らか

にしたことにはじまる(1九以来、動・植・微生物界から多くのタンパク質

性プロティナーゼインヒピターが単離され、これが、生物界に普遍的に存

在する物質であることが示された0・4九

植物起源のセリンプロテイナーゼインヒピターの研究は、 1938年、 Read

とHassが植物体中にプロテイナーゼ限害能を有するタンパク質成分が含ま

れているのを確認したことにはじまるf力。特に、植物の貯蔵器官には、動

物の消化器官や微生物由来のセリンプロティナーゼを阻害するインヒビタ

ーが多く発見され、当初は栄養学的視点から研究が進んだ(4)。その後、

Bowmanは、ダイズ種子からプロティナーゼインヒビターを単離し(6)、ま

た、 Kunitzは、Bowmanが得たインヒピターとは異なるトリプシンインヒピ

ターを、同じダイズ種子から単離し、これを結晶化することに成功したイ乃。

Kunitzは更に、インヒビターとトリプシンとの複合体の結晶化にも成功し、

このインヒピターがトリプシンと 1 1のモル比で化学量論的に結合し、

安定な複合体を形成して、酵素を阻害していることを確認したイの。

Kunitzによるこれら一連の研究に端を発して、プロティナーゼインヒビ

ターの研究は、栄養学的研究から、タンパク質化学的研究へと移っていく。

Kunitzが得たダイズトリプシンインヒピター(soybeantrypsin inhibitor: STI) 

は、これ以後、インヒピターの反応機構解明の重要な素材となった。

Bowmanが得たインヒビターは、その後Birkらにより、詳細に研究され伐

10λBowman-Birk inhibitor (BBI)と命名されている。

タンパク質性セリンプロテイナーゼインヒピターの研究における、もう

ひとつの大きな進展は、 1966年、 OzawaとLaskowski.J r.による、インヒピ

ターの阻害反応部位の同定、およびその概念の提唱であった(11)，。彼らは、

ダイズトリプシンインヒピター(S百・Kunitz)に酸性条件下で触媒量のトリプ

シンを作用させると、 Arg(63)-Ile( 64)結合だけが特異的に切断されることを



発見し、切断で得られたインヒピターを修飾インヒピター(modified

inhibitor)と命名した。この修飾インヒピターは、 トリプシン阻害能を有し

ているが、修飾インヒビターの新しく生成したC末端のArg(63)をカルボキ

シベプチダーセB(CPaseB)で除いたり(12，λ 新しく生じたN末端Ile(64)の

アミノ基を化学修飾してプロックすると(13λ 阻害活性が消失する。このこ

とから、彼らは、酵素による限定加水分解で生じた両アミノ酸残基を、プ

ロティナーゼの活性部位(activesite)に対応させて反応部位(reactivesite)と

呼び、Arg(63)-Ile(64)結合を切断結合(scissilebond)と命名した。また、反

応部位前後のアミノ酸は、酵素の活性中心の表記に対応させて、切断結合

からN末端側へP1、P2'、 P3・・・・アミノ酸、 C末端側へPJ、町、 P3
'O0・・アミノ

酸と表される(14)，。

Laskowski， J r.らは、中性条件下で修飾インヒビターに等モルのトリプシ

ンを作用させて得られる複合体を変性剤で解離させると、 Arg(63)-Ile(64)結

合が修復された元のSTIが得られること、また更に、修飾インヒビターのP1

Arg(63)を、酵素的にLys(63)に転換(en可maticmutations)して得られる、

Lys(63)-STIが、元のSTIと同じく、 トリプシンを阻害することを発見し(15，

1の、セリンプロティナーゼインヒピターの阻害反応部位の概念を確立した

υ乃。
これ以降、プロティナーゼインヒビター研究の重点は、その酵素阻害機

構の解明、とくに、構造と機能の相関、酵素とインヒピタータンパク質の

相互認識機構の解明におかれるようになった。

近年、生化学領域における各種の分析方法が飛躍的に発展し、インヒピ

タータンパク質のアミノ酸配列や立体構造に関する多くの知見が得られる

ようになった。その結果、ほとんどのセリンプロティナーゼインヒピター

が、次に示す、いわゆるStandardMechanismに従うことがわかった(18九

E+I骨 LφC<=>XφL* <=> E + 1* 

ここで、 Eは酵素、 Iと1*は、それぞれ、インタクトインヒビターと修飾イ
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ンヒピタ一、 LとL寧は、 EとIまたは?が非共有結合でゆるやかに結合した複

合体(1のである。 Xは、修飾BPTIとキモトリプシンの反応において確認さ

れた、やや長寿命の中間体。の、 Cは安定な酵素ーインヒピター複合体であ

る。インヒピターは基質と全く同じ形式で酵素と結合するが、その複合体

はきわめて安定で、ほとんど解離しない。

また、アミノ酸配列上の相向性を中心に、タンパク質性セリンプロティ

ナーゼインヒピターを比較したところ、これらが、いくつかのグループを

形成することがわかってきた。現在、確認されているプロティナーゼイン

ヒビターの分類をTable1にまとめた(1ス 18)。ほ乳類の血中に存在するイン

ヒピター(serpin)(21)を除く、全てのインヒピターが上記のStandard

Mechanismに従う。スカッシュ型インヒピターは、最近その存在が認識さ

れたグループで、 30残基前後のアミノ酸で構成される最も小さいインヒピ

ターである(22，23九また、各グループのインヒピターは、分子内S-S結合の

位置が完全に保存されており、阻害反応部位の場所も同一である。

TableL a邸sifi回目00of protein inlubi旬白血atinlnbit舘rioeproteina舘s.

1 . Bovine pancreatic trypsin凶libitor(BPTI-Kunitz) family 
11. Pancreatic secretory町psininhibitor (PSTI -Kazal)伽nily
111. Streptomyces subtilisin inhibitor (SSI) family 
IV. Soybean位ypsininhibitor (Sτ1・Kunitz)family 
V. Bo側Iwma叩nト-Bi怯r此ki凶n曲1由hi刷b凶it附o町r(但BB閃Iり)fa翻ロm凶li
V判1. Potato 1 凶1曲iめbi加tωorパ(P目1-1り)白伽m凶li温ilyy 
VII. Potato 11 inhibitor (PI-II) family 

VIII. Ascaris位ypsininhibitor family 
IX. Squash trypsin inhibitor family 

X . Mammalian serum serine proteinase inhibitor (serpi的family
XI. Other families 

これらのインヒピターのうち、最も多くの研究例が蓄積しているのは、

比較的多量にプロティナーゼインヒビターが含まれているマメ科種子由来

のものである。マメ科のインヒビターは、上記に挙げたファミリーのうち

S百 (Kunitz)型またはBBI型に大別することができる。 sτl(Kunitz)型は、分
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子量約20000、分子内S-S結合を2個有し、 1分子のトリプシンを阻害する。

S百(Kunitz)型インヒピターは、ダイズ種子(24，25)やシカクマメ(26)から得

られている。 BBI型は、マメ科で非常に多く見いだされているインヒピター

で、分子量約8000、分子内S・S結合を7個有している(10)。このインヒピタ

ーは代表的な双頭型(doubleheaded)インヒピターで、分子内に 2個の阻害

反応部位を持っている(27)。また、 BBI型は反応部位周辺のアミノ酸配列か

らさらにサブクラスに分類することができる(28)。アズキ種子からは、 2種

類のBBI型インヒピタ一、 API-I、11が得られているが、 API-Hま、 2分子の

トリプシンを阻害し、 API-IIは、トリプシン 1分子とキモトリプシン 1分

子を同時に阻害するなど、阻害機能上の分類もされている(29，30)。

今回、タンパク質性プロティナーゼインヒピターの研究は、タンパク質

化学上の諸問題を解明するモデ、ルとして重要な位置にある。 S-S結合の再生

を伴うタンパク質分子α'olding機構は、 BPTIをモデ〉レとして研究され(31λ

タンパク質工学の基礎的研究においても、 SSIをはじめ、多くのインヒビタ

ーがその材料となっている(32)。また、プロティナーゼインヒビターは、生

物界に分布が広く、アミノ酸配列上の相向性を利用した、分子進化に関す

る知見も多く得られている。

本研究は、アズキ種子中に存在するズプチリシンに特異的なプロティナ

ーゼインヒピター、 ASIを分離精製して一次構造解析を行ない、他のインヒ

ピタータンパク質とのアミノ酸配列上の相向性の探査、酵素限害機構の解

明、およびインヒピタータンパク質の断片化と再構築により、タンパク質

分子聞の相互作用、特に非共有結合によるタンパク質-タンパク質相互認識

の解明を行なったものである。

以下、第2、3章ではそれぞれ、アズキ種子(Vigna angularis)からのズプ

チリシンインヒビターの精製およびその諸性質について述べる。マメ科の

ズプチリシンインヒビターは、報告が少ないので、次の第 4章では、他の

プロティナーゼインヒピターとの相向性を探査するため、 ASIのアミノ酸配

列および酵素阻害反応部位の決定について述べ、他のプロティナーゼイン

ヒピターとの相向性について考察する。第5章では、このインヒビターと

斗



酵素との相互作用について述ベる。また、反応部位で切断された 2種の不

活性なフラグメントが、もとの活性型ASIに再構築される機構について述べ

る。最後の第6章では、 ASIに特徴的なこれらの現象について総括し、いま

までに得られているタンパク質性セリンプロティナーゼインヒピターの知

見と比較しながら、プロティナーゼインヒビターの限害反応機構、タンパ

ク質分子聞の非共有結合による相互作用について総合的に考察した。
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第2章 アズキ種子ズブチリシンインヒビターの精製

アズキ種子(Vigna angularis)中には、少なくとも 3種類のタンパク質性セ

リンプロティナーゼインヒピターが存在している。インヒピター 1分子で

トリプシン 2分子を阻害するAPI-I(29)、 トリプシン 1分子とキモトリプシ

ン1分子を阻害するAPI-II(30)、ズプチリシン 1分子のみを阻害するASIで

ある(33)。

従来、マメ科植物で見いだされてきたセリンプロティナーゼインヒピタ

ーは、ほとんどが、トリプシンまたはキモトリプシンに作用するインヒピ

ターであり、 STI(Kunitz)型かBBI型のいずれかに分類されてきた。ところ

が、 ASIは、その阻害特性から判断する限り、どちらの型にも該当しない。

本章では、まずASIの精製について述ベ、その均一性について検討する。

第1節材料と方法

第1項材料

アズキ種子(Adzukibeans: Vigna angularis )は、市販の北海道産大納言ア

ズキを用いた。

トリプシン [E.C.3.4.21.4]、キモトリプシン[E.C.3.4.21.1]、ズブチリシン

[E.C.3.4.21.14]は、おのおの、 SigmaChemical社のtrypsintype 11、

α-chymotrypsin type 11、proteasetype XXVII (subtilisin BPN)を使用し

た。また、 Hammarsten'scaseinは、E.Merck社のものを用いた。

Sephadex G・50は、 PharmaciaLKB Biotechnology社のものを、また、

CM-celluloseおよびDEAE-celluloseは、生化学工業社製のものを用いた。

Commassie brilliant blue R・250は、 SigmaChemical社のものを使用した。

他の全ての試薬は、和光純薬工業または半井化学工業薬品社製の特級ま

たは 1級のものを使用した。

第2項抽出

乾燥アズキ種子から、 Yoshikawaらの方法(33)を改良して、Fig.1に示し

たように粗インヒピターを調製した。
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Extraction with 1 % NaCI for 1 hour at r c 

Centrifugation at 6000 x 9 for 10 min 

Heat treatment for 10 min at 80. C 

Centrifugation at 1 0000 x 9 for 1 0 min 

Fractionation by竹附州4
Centrifugation at 10000 x 9 for 10 min 

Fig. 1. Prepara姐onprocedure of crude inhibitor. 

すなわち、種皮を除いた粉砕種子を、 4f音量の1%NaOとともに氷冷乳

鉢上ですりつぶし、 TCで1時間抽出した。抽出液を布滅して得られた残査

は、再度、 3倍量の1%Naαで、抽出した。得られた抽出液を遠心分離 (6000

xg， 10 min)して不溶性の残査を除いた後、混在するプロテイナーゼや貯蔵

タンパク質等を除くため、上清を加熱処理 (80
0

C， 10 min)し、生じた変性

沈澱物を同様に遠心分離(10000x g， 10 min)で除いた。

得られた遠心上清は、硫安60%飽和で塩析し、一晩静置した。塩析物は、

遠心分離(10000xg， 20 min)で回収し、流水(13
0

c)に対して48時間透析し、

脱塩した。

続いて、カラムクロマトグラフィーに供する目的で、 20mM酢酸塩緩衝

液(pH4.0)に対して、アCで48時間透析して、緩衝化した。透析中に生じ

た不溶物を遠心分離(10000x g， 20 min)で除き、得られた上澄み液を粗イン

ヒピターとした。
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第3項 カラムクロマトグラフィー

調製した粗インヒピターから、 ASIの精製は、 Fig.2に示すように、

DEAE-celluloseおよびCM-ωlluloseを用いたイオン交換クロマトグラフィー

とSephadexG・50によるゲルろ過により行った。各クロマトグラフィーの詳

細な条件は、本章第2節「結果と考察」に記した。

lon-exchange chromatography on CM-cellulose 

Gel筒Itrationon Sephadex G・50

lon 似 changech 叩 g ム。nD… lIul叫山』川巾10
司宇

Gel自Itrationon Sephadex G・50

lon-exchange chromatography on CM-cellulose 

Gel自Itrationon Sephadex G・50

lyophilization 

Fig. 2. Purifica首onprocedure of ASI's. 

第4項タンパク質の定量

カラムクロマトグラフィーにおける、タンパク質の濃度は、日立UV-VIS

分光光度計139型を用いて、蒸留水を対照とした紫外部280nmの吸光度を求

めて測定した。

各精製段階におけるタンパク質の濃度は、Lowryらの方法(34)に従い、ウ

シ血清アルブミン(BSA)を標準タンパク質として測定した。
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第5項酵素限害活性の測定

プロテアーゼ活性は、 Kunitzのカゼ、イン消化法(8)の変法である萩原らの

方法(35)に従い、 0.5%Hammarsten'sωseinを基質として、 pH7.6、30
0

C、

10分間反応で測定した。インヒビターの阻害活性は、 20mMリン酸緩衝液

(pH7.6)に溶解したインヒピター溶液0.5mlに、酵素溶液0.5mlを加え、 30。

仁 5分間インキュベートした後、酵素の残存活性を測定して求めた。

なお、対照として、インヒピター溶液のかわりに0.5mlのリン酸緩衝液

(pH 7.6)を用いて同様の操作を行った。

インヒピター活性の1単位は、酵素2mgの活性を50%阻害するインヒビ

ター量とした。また、トリプシン、キモトリプシン、ズプチリシンBPNの

酵素量は、上記条件下で酵素活性を測定した時、 275nmの吸光度における

対照試験と盲検試験の差が、おのおの0.36、0.49、0.39の時30μgとして算出

した。

第6項 ポリアクリルアミドゲル電気泳動

ディスクポリアクリルアミドゲル電気泳動 (disc-P AG E)は、 Davisらの

方法(3のに従い、 pH4.3、 7.5%ゲルを用いて泳動した。染色は、 0.1%

ωmmassie Brillian t blue R・250を用い、脱色には7.5%酢酸-5%メタノールを

用いた。

第2節結果および考察

第1項 カラムクロマトグラフィーによる精製

( 1 ) CM-celluloseilラムクロマトグラフィー

組インヒピターを、予め20mM酢酸塩緩衝液 (pH4.0)で平衡化した

CM -cellu loseカラム (3.2x40cm)に供し、同緩衝液2Lでカラムを洗浄した。

溶出は、 20mM酢酸塩緩衝液 (pH4.0) 1.5 Lと0.15MNaQを合む同緩衝液

1.5 Lを用いた直線濃度勾配法により行った。流速は、 80ml/hで行い、 15ml 

ずつ分取した (F抱.3)。阻害活性の認められた、Fig.3中の下線で示した画

分を合わせ、硫安60%飽和で塩析した。
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遠心

(2) Sephadex G-50ゲルろ過

先のクロマトグラフィーで得られたインヒピター画分の塩析物を、

分離(10000x g， 20 min)で田収し、 20mlの20mMTris-Hαbuffer (pH 8.0)に

同緩衝液で平衡化したSephadexG・50カラム (3.2x 140 予め、溶解した後、

10 mlずつ分流速80ml/hで行い、溶出は同緩衝液を用いて、cm)に供した。

Fig. 4中の下線で示した画分を阻害活性の認められた、

-10-
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( 3) DEAE -celluloseカラムクロマトグラフィー

ゲルろ過で得たインヒピター画分を、予め、 20mMTris・Hαbuffer(pH 

溶出は、8.0)で平衡化したDEAE・celluloseカラム (2.2x 30 cm)に供した。

20 mM  Tris-HCl buffer (pH 8.0) 750 mlと0.3MNaClを合む同buffer750 mlを

10 mlずつ分流速は30ml/hで、行い、直線濃度勾配法により行った。用いた、

各々、硫安60%飽和で塩析得られたインヒピター画分は、
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少なくとも 2種類のASIが存主に 2つの画分に認められ、

以降のクロマトグラフィーは、

阻害活性は、

在することが示された。 DE-l， 

DE・2回分それぞれについて同様の操作を行い、

の結果は、 ASIの主要分子型であるASI-Iを合むDE・2画分についての記述で

あるが、 ASI-IIを合むDE・1圃分についても同様に行なった。

以下別個に精製を続けた。

このため、
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Fig.5. DEAE-cellulωe chromatography of crude ASI.百lecrude ASI obtained 
by gel filtration was applied to a DEAE・cellulose∞lumn(2.2 x 30 an) previously叩 ilibrated
with 20 mM Tris-HCl bu宜er，pH 8.0.τ'he∞，lumn was washed with 1 liter of the叫lilibr富ting
buffer and developed with a linear gr叫佃tfrom 0 M to 0.3 M NaCl in 1.5 liter of the same 
buffer at a flow rate of 30 mllh. 10 ml 金制ionswere∞u配tedand two fractions having 
anti-subtilisin activity (DE-l剖dDE・2，respectively) were pooled. 
一一一一:油田rbanceat 280 nm; ---{)-ー:anti-subtilisin activity. 
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(4) Sephadex G-50ゲルろ過

DEAE-切lluloseカラムで得られた、 DE-2画分の塩析物を遠心分離(10000

予め0.1M酢酸で平

同溶液で溶出した。

阻害活性の認められた

min)で回収し、 5mlの0.1M酢酸に溶解した後、

衡化したSephadexG・50カラム (2.0x 180 cm)に供し、

xg，20 

流速は30ml/hで行い、 10mlずつ分画した (F也 6)。

凍結乾燥した。Fig.6中の下線部を合わせ、
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Fig. 6. Sephade玄 G・50chromatography of DE・.2(crude 
ASI-I).百leαudeASI・1obtained by DEAE・α:llulosechromatography wa 
subj倒吋toa S叩h雄 :xG・50∞lumn(2.0 x 180 cm) previously叩iIibrated
with 0.1 M 蹴 tate. Elution wa叩 riedout with the same solution at a 
flow rate of 30 ml/h. 10 ml fractions were∞IIected and those having 
anti-subtilisin activity (:加di伺tedby solid bar) were combined. 
一一一一:油田'rbanceat2加 nm;
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( 5) CM-celluloseカラムクロマトグラフィー

インヒピターの凍結乾燥標品を10mlの20mM酢酸塩緩衝液(pH4.0)に溶

同緩衝液で平衡化したCM-celluloseカラム (2.2x30 cm)に

供した。溶出は、 20mM酢酸塩緩衝液(pH4.0)1 Lと0.1MNaClを合む同緩

衝液lLを用いた直線濃度勾配法により行った。流速は30ml/hで行い、各々

阻害活性の認められたF抱.7中の下線部を合わせ、

予め、解した後、

5mlずつ分取した(Fig.7)。

硫安60%飽和で塩析した。
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Fig.7. CM-cellulose chromatography of crude ASI-I.百lecrua ASI-I obtained 
by gel filtration was叩'pliedto a CM-cellulose column (2.2 x 30 cm) previously叩日ibratedwith 
20mM鉱etatebuffer， pH 4.0. After washing the ∞lumn with 500 ml of the押lIlibrating
buffer， elution was叩 riedout with a linear gradient企om0 M to 0.1 M NaCl in 2 liter of the 
same buffer at a t10w rate of 30 mllh. 10 ml企actionswere ∞II配tedand those having 
anti-subtilisin activity (indi田制bysolid bar) were combined. 
一一一一:absorbance at 280 nm; ---0ー:anti-subtilisin activity. 

-14-



( 6) Sephadex G-50ゲルろ過

ゲルろ過で得られたインヒピター画分の塩析物を遠心分離(10000x g， 20 

min)で回収し、 5mlの0.1M酢酸に溶解した後、予め0.1M酢酸で平衡化し

たSephadexG・50カラム (2.0x180 cm)に供し、同溶液で溶出した。流速は、

10 ml/hで行い、 10mlずつ分取した(Fig.8) 0 Fig. 8中の下線部を合わせ、凍

結乾燥した。この標品を、 ASIの最終精製標品とした。
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Fig. 8. Sephade玄GoOchromatography of crude ASI-I.百le
aua ASI-I obtained by CM-cellulose chromatography was subj倒 edto a 
S叩hal畝 G・50∞lumn(2.0 x 180 cm) previously叩 ilibratedwith 0.1 M 
鉱泡tate.Elution was白rriedout with the same solution at a t10w rate of 10 
ml/h. 5 ml fr配tionswere∞llected and those having anti-subtilisin activity 
(indi四tedby solid凶)明記∞mbined.

一一一一:ab釦 rbanceat 280 nm;・・-0ー:anti-subtilisin activity， 
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(7) ASI精製のまとめ

アズキ種子1kgからASIを精製する過程の精製度、回収率をTable11にま

とめた。 ASI-I、11ともに約120倍に精製された。回収率はそれぞれ、 13.4%、

10.2%であった。 DEAE-celluloseクロマトグラフィーにより、回収率は

71.2%から34.6%(ASI-1)、 23.9%(ASI-11)と約1;2に低下しているが、これは、

ゲルろ過で得られた活性画分を2つの成分に分け(Fig.5)、各々について計

算したためである。両成分を合わせたDEAE-celluloseクロマトグラフィー

後の回収率は60.5%であり、この精製過程で、特にインヒピター活性の損失

がおこったわけではない。

精製過程後半のCM-celluloseクロマトグラフィーでは、精製度の増加に比

べて回収率が低下しているが、ここでは、 ASIの2成分を完全に分離するこ

とに主点をおき、この方法を選択した。

Table 11. Puritica姐onofsub姐lisin泊hibi旬開仕omAdzuki Beans. 

Purification step TotaJ protein Total inhibitory Specific activity Purification Yield 

(mg) activity (uni同 (units/mg) (fol，の (%) 

。udeinhibitor 11500 260 0.023 1 100 

CM-cellulose column 960 200 0.21 9.1 76.9 

Sephadex G・50column 420 185 0.44 19.2 71.2 

DEAE cellulose column 

ASI-I 54.2 90.0 1.66 72.2 34.6 

ASI-II 34.3 62.1 1.81 78.7 23.9 

Sephadex G・50column 

ASI-I 35.8 83.5 2.33 101.4 32.1 

ASI-II 22.9 54.0 2.36 102.5 20.8 

CM-cellulose column 

ASI-I 16.9 42.3 2.50 108.8 16.3 

ASI-II 13.2 35.7 2.71 117.6 13.7 

Sephadex G・50column 

ASI-I 13.1 34.8 2.66 115.5 13.4 

ASI-II 9.4 26.4 2.81 122.1 10.2 
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第2項均一性の検討

得られた標品の均一性を、 disc-PAGEにより検討した (Fig.9) 0 ASI-I、

11が相互に混在していたDE・1、DE-2画分から、 2成分が分離され、それぞ

れ、均一なインヒビタータンパク質が精製されたことが確認できた。

+ 

-
2 3 4 

Fig. 9. Polyacrylamide gel elec卸唱)phoresisof purified 
subtilisin inhibi旬開. Gels 2組 d3， purified ASI-I and 11; gels 1 
組 d4，印刷ilisininhibitor fraction (DE・2組dDE・1，resp配tively)eluted 
金omDEAE-田:llulose∞lumn.Samples were run in 75 % aαylamide gel 
at pH 4.3. 

第3節小括

乾燥アズキ種子から、ズブチリシンインヒビターを抽出し、各種クロマ

トグラフィーによって2種のインヒビタータンパク質 (ASI-I、11)を精製し

.た。組抽出液からの回収率は、それぞれ13.4%、 10.2%で、ともに約120倍に

精製された。

一般に、マメ科植物種子に含まれるタンパク質性セリンプロティナーゼ

インヒビターは、 STI(Kunitz)型およびBBI型のいずれかに分類されるが、

そのどちらにも属さない第3のインヒビターグ、ループの存在が示唆された。
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第3章 アズキ種子ズブチリシンインヒビターの物理化学的、

および化学的諸性質

タンパク質性プロティナーゼインヒピターは、イソインヒビターが存在

する例が多い。特に、マメ科植物由来のものは一般に多型(multiplicity)であ

る(4九

アズキ種子から得られたズブチリシンインヒビターにも、阻害特性を同

じくする 2種のイソインヒビタ一、 ASIよ 11が存在する。本章では、これ

ら両ASIの物理化学的、並びに化学的諸性質の違いについて述ベるとともに、

他のマメ科から得られたズプチリシンインヒピターと、そのタンパク質化

学的特性について比較、検討する。

第1節材料と方法

第 1項材料

ASIは、第2章で述べたように精製した。

分子量マーカーとして用いたbovineserum alubumin、ovalubumin、

chymotrypsinogen A、myoglobinは、 PharmaciaLKB Biotechnology社のも

のを使用した。焦点電気泳動には、 LKBProdukterのcarrierampholine (pH 

3ふ10.0)を用い、 pIマーカーには、オリエンタル酵母社製のcytochromec誘

導体(pI=4.1，4.9， 6.4， 8.3， 9.7， 10.6)を使用した。

N末端分析で用いたdansylchloride、および、 dansylアミノ酸(DNS-アミ

ノ酸)は、 SigmaChemical社から購入した。また、薄層クロマトグラフィー

には、 ChengChin社のpolyamidesheetsを使用した。

Carboxypeptidase Aは、オリエンタル酵母社から購入した。それ以外の、

酵素または試薬は、第2章に記載したのと同様のものを用いた。

第2項 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動

SDS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)は、 Laemmliらの方

法。ηに従い、 6M尿素存在下、または、非存在下で、 13%ゲルを用いて泳

動した。ゲルの染色は、 0.1%ωmmassiebrilliant blue R・250を用い、脱色
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には7.5%酢酸・25%メタノールを用いた。なお、分子量マーカーとして、ウ

シ血清アルブミン(66250)、オボアルブミン(43000)、キモトリプシノーゲン

A(25700)、ミオグロビン(17200)を用いた。

第3項等電点電気泳動

等電点電気泳動は、キャリアアンホライン(pH3.5・10.0)を用い、 7.5%ポ

リアクリルアミドゲルで行なった。なお、 pIマーカーとして、チトクロー

ムC誘導体を使用した。

第4項紫外部吸収スペクトル

ASIの紫外部吸収スベクトルは、目立ダブルビーム分光光度計124型を用

いて測定した。

第5項アミノ酸組成分析

アミノ酸組成分析は、 Spackmanらの方法(3めに従い、試料を定沸点塩酸

(b.p.=108.6・C)に溶解し、減圧下で封管後、 1100Cで24、48、72時間加水分解

した。加水分解物は、目立アミノ酸自動分析機835型に供して分析した。

トリプトファン(Trp)の定量は、 Simpsonらの方法(39)に従い、試料を

0.2% tryptamineを合む4Mmethanesulfonic acidに溶解し、減圧下で封管後、

110
0 

Cで24時間加水分解した。加水分解物は、 2NNaOHで中和した後、同

様に分析した。

第6項アミノ末端分析

アミノ末端アミノ酸残基の分析は、 Grayのダンシルクロリド法(DNS法)

(40)に従った。 DNS-アミノ酸は、ポリアミドシートを用いて薄層クロマト

グラフィーを行った後、 uvランプ下で同定した。
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第7項カルボキシル末端分析

カルボキシル末端アミノ酸残基の分析は、カルボキシベプチダーゼ法に

より行なった。 0.5μmolのASIに、 0.2MN・エチルモルホリン酢酸緩衝液

(pH 8.5) 1 mlに溶解した、 1/40モル比のカルボキシベプチダーゼ、A(CPaseA) 

を添加し、 30.Cで反応させた。反応液を経時的に分取し、塩酸で反応を停

止した後、目立アミノ酸自動分析機835型に供して分析した。

第8項酵素阻害活性

インヒビターの阻害活性は、第2章で述ベたのと同様に、カゼインを基

質として測定した。インヒピター活性の 1単位は、酵素 2mgの活性を50%

阻害するインヒビター量とした。

第2節結果

第1項物理化学的諸性質

( 1 )分子量

ASI精製過程で用いたゲルろ過クロマトグラフィーの結果から、 ASI-Iの

分子量は約 1万と推定された。またASI-IIはASI-Iよりも低分子で約8千の

分子量をもっと推定された。

両インヒピターをSDS-PAGEに供したところ、 Fig.10に示す泳動図が得

られた。分子量マーカーを標準として、それぞれの分子量を計算したとこ

ろ、尿素非存在下では、 ASI-Iが約15000、ASI-IIが約23000と算出された

(F也10a)。タンパク質が比較的低分子の場合、尿素を合むゲルを用いて

SDS-PAGEを行なうと、分子量に比例した泳動図が得られることがあるの

で、次に、 6M尿素を合むゲルを用いたSDS-PAGEを行なった(Fig.lOb)。

その結果、 ASI-Iの方が若干、分子量が大きいが、どちらも約22000と計算

された。

ASI-I、IIは、尿素存在下では近い位置に泳動されたが、尿素のない場合

は、両者の泳動位置が大きく異なる。ここで用いた試料は、尿素非存在下

でSDS化しているが、 6M尿素存在下で試料を調製した場合でも同じ泳動図
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が得られた。すなわち、泳動パターンの変化は、ゲル中に尿素が存在する

か否かに依存していることがわかった。これは、 ASIがSDS-PAGE中に可

逆的に構造変化していることを示唆しており、この方法による分子量の推

定は不可能であると考えられる。

(a) 
ー+

(b) 

66K→・ー
-l砂

43K→ 也叫 66K→ー-
43K→‘・

26K→ーー 26K→ー

.輔‘'
17K→ーー

17K→ーー
-・・・

ー+ ー+

2 3 4 5 6 

Fig. 10. SI泊-polyacrylamidegel elec仕ophoresisof ASI's. 
Samples were run in 13 % acrylamide gel rontaining no urea (a)皿d6M urea(b) at 
pH 8.3. Gels 1皿d4， bovine semm albumin， ovalubumin， chymotrypsinog叩 A
myoglobin (針。mtop)， gels 2制 5，ASI-I (5.0μg); gels 3制 6，ASI-II (4.25 
μg). Horizontal arrows indicate the top組dthe bottom of gels. 

(2)等電点

ASI-I、11の等電点(pl)は各々 3.7、および4.0であった。両インヒピターと

も、酸性側に等電点を持つタンパク質であった。
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(3)紫外部吸収スペクトル

ASI-I、11の紫外部吸収スベクトルをFig.11に示した。 100mM酢酸塩緩衝

液(pH6.0)中では、 ASI-Iの極大吸収は278nm、極小吸収は250nmにみられ

た。 ASI-IIは、 275nmに極大、 249nmに極小吸収を示した。両者の吸光係

数(EZ)は、 pH6ム 280nmにおいて、 ASI-Iが7.1、ASI-IIが5.7と計算され

た。

(1) 0.4 
0 
c 
ω 
.e 
0 
ω 
定0.2

o 

(a) 

し〆・ 1

250 300 

Wavelength (nm) 

。 1:
() 1: 
C l' 

51iU1  
o ・
山

.o 0.2ト
<( .:' 
、〆¥

o 

Wavelength (nm) 

(b) 

Fig. 11. UV唱pec仕UDlSof Asrs. UV-sp倒 rurmof ASI-I (的制dASI-II (b) were 
H臨 uredat a concent雌 ionsof 0.05% (w/w) in 0.1 M NaOH (一一)，or in 0.1 M a田tatebuffer， 
pH 6.5 (ー・・).

第2項 化学的諸性質

( 1 )アミノ酸組成

ASIよ 11のアミノ酸組成をTable111に示した。

特筆すべきことは、両インヒピターとも1/2シスチンを合んでいないこと

である。 このことは、 これらのインヒピタ一分子内にS-S結合が存在してい

ないことを意味している。 これまで得られたプロティナーゼインヒビター

は、ほとんどが分子内にS-S結合を有しており、 ASIがタンパク質化学的に

非常に特徴のあるインヒビターであることを示唆している。

また、両インヒピターともアスパラギン(酸)、およびグ、ルタミン(酸)を多

く合み、 ASI-Iでは30%、ASI-IIでは25%に相当していた。 この点、植物の

貯蔵タンパク質と似ていた。
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両インヒピターのアミノ酸組成を比較すると、 ASI-IIはASI-Iよりも19残

基少ないことがわかる。なお、アミノ酸組成とゲルろ過の結果に基づいて

分子量を算出したところ、 ASIは10800、ASI-IIは8600であった。

Table III. Amino acid ω，mpositions of ASl's. 

Aminoacid ASI-I ASI-II 

Asp 9.9 (10) 6.9 (7) 
百11" 9.6 (10) 8.9 (9) 
Ser" 5.8 (6) 5.1 σ) 
Glu 17.3 (17) 10.7 (11) 
Pro 7.9 (8) 4.5 σ) 
Gly 3.2 。) 2.4 。)
Ala 4.5 (4) 4.3 (4) 

1/v2Calb ys 0.0 (0) 0.0 (0) 
10.3 (10) 8.7 (9) 

Met 1.0 (1) 1.1 (1) 
Ile 3.0 。) 3.0 (3) 
Leu 3.9 (4) 3.0 (3) 
Tyr 3.1 (3) 2.0 (2) 
Phe 1.1 (1) 1.0 (1) 
Lys 6.1 (6) 6.0 (6) 
His 1.2 (1) 1.3 (1) 
Arg 4.0 (4) 3.3 。)
T中e 1.0 (1) 1.0 (1) 

Total 。2t σ3t 
Molecular weight 10，800 8，600 

a.Ex回polatedto zero hour. b. For 72 Iトhydrolyzate.c. Obtained by hydrolysis for 24 h in 4 M 
methanesulfonic acid co胸泊ing町ptamineβ9).d. Numbers in parentheses are those obta泊edfrom 
S叫uen田制alysis(chapter 4). 

(2)アミノ末端アミノ酸残基

ダンシルクロリド法で分析した結果、 ASI-Iのアミノ末端アミノ酸は、グ

ルタミン酸と同定された。ダンシルクロリド法では、酸加水分解を行なう

ため、グルタミンとグルタミン酸の区別はできないので、 ASI-IのN末端ア

ミノ酸は、グルタミンもしくはグルタミン酸と同定された。また、 ASI-II

の場合はリジンと同定された。
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(3)力ルボキシル末端アミノ酸残基

αase Aを用いて、 ASI・I、11のC末端アミノ酸の同定を試みたが、いず

れの場合も、遊離アミノ酸は検出できなかった。反応は24時間まで行なっ

たが、遊離アミノ酸は微量に検出されたのみで、酵素特異的な切断は確認

できなかった。 CPaseBを用いた場合も同様の結果であった。このことから、

ASI-I、11のC末端アミノ酸は、プロリン、グリシン、アスパラギン酸、グ

ルタミン酸など、 αaseによる作用を受けにくいアミノ酸ではないかと考え

られた。

第3項酵素阻害活性

( b 、.'，‘， 

b .〉tfaE B ， 

宮古

~I-I、 11の各プロテイナーゼに対する阻害曲線をFig. 12に示した。 ASI-I

Hともに、ズプチリシンを強く阻害し、 トリプシンには全く作用しなかった。

また、キモトリプシンに対しては、弱い阻害を示した。

用いたズプチリシンを完全に阻害するのに必要なインヒビター量は、阻

害直線から判断して、 ASI-Iの場合9.9μg、ASI-IIでは8.3μgであった。ズ

プチリシンの分子量を27500とし、インヒピター 1分子でズプチリシン 1分

子を阻害すると考えると、阻害曲線から得られる分子量は、 ASI-Iの場合11

000、ASI・11では9100と計算され、アミノ酸分析から得られた値とほぼ一致

した。

(司 (b) 

1∞ 1∞ 
ぎ

50 

..;き〉tω ~ 
50 

。
10 20 10 20 

Amount of inhibi旬r(ドg) Amount of inhibitor (ドg)

Fig.12. Ti仕'ationcurves of proteinases wi血 theASI's. ResidualαLSeinolytic activity 
of subtilisin (25μg) (0)， trypsin (16μg) (ム)組dcbymotrypsin (24μg) (口)were m闘suredin 
0.1 M Na-phosphate buffer (pH 7.6) at 30・Cafter preincubation for 5 min with ASI・1(a)凹 ASI-II(b). 
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第4項 ASIの諸性質のまとめ

以上の結果から得られた、 ASI-I、11の物理化学的、並びに化学的諸性質

をTableIVにまとめた。

Table IV. Summary ofthe properties of ASI's. 

Properties ASI-I ASI-II 

Molecular weighta 10，800 8，600 

Is侃 le出icpoint (PI) 3.7 4.0 

Extinction脱出dent(EDb 7.1 5.7 

Inhibitory spec出city Subtilisin Subtilisin 

N-tenninal amino acid Glx Lys 

じtenninalamino acid N.D.C N.D.C 

a. Calculated from the results of amino acid佃 alysisand gel fIltration. b. Detennined at pH 6.5 and 

280 nm. c. Not detected. 

第3節考察

ASI-I、11のアミノ酸組成から、 ASI-IIがASI-Iに合まれる可能性が推察

された。また、両インヒビターのN末端が異なることから、これらはN末

端側で変異したイソインヒピターではないかと考えられる。アミノ酸組成

から得られた両者の分子量を基に、両者の酵素阻害曲線を解析すると、

ASI-I、11各1分子は、ともにズプチリシンを 1分子阻害する、すなわち酵

素と1:1の複合体を形成していることがわかった。このことから、 ASIよ 11

は酵素阻害機能上、同位のインヒピターであると考えられる。

一般に、タンパク質性セリンプロティナーゼインヒビターは、そのアミ

ノ酸配列上の相向性から幾つかのグ、ループに分類される(18)。これらのイン

ヒピターファミリーには、すべてに共通のタンパク質化学的特徴がみられ

る。そして、インヒピターの阻害反応部位は通常、特定のS-Sループ内に存

在し、その所在とS-S結合の位置が、一次構造上、各グループで完全に保存

されている(18)，。

マメ科植物の場合、 STI(Kunitz)型インヒピターは、分子内に2個のS・S
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結合を有し、その一方に反応部位が局在している。 BBI型インヒピターは、

S-S結合を 7個有しており、そのうち最も小さな2つのS-Sループ内にそれ

ぞれの反応部位を持っている。他のグ、ループのインヒピターと同様に、こ

れらの両ファミリーのインヒピターも耐熱性であるが、それは分子内S・S結

合によってインヒピタータンパク質の構造が保持されているからだと説明

されてきた(27)，。

ASIのタンパク質化学的特性のうち最も特徴的なことは、分子内S-S結合

が存在しないことである。インヒビターの分子構造に重要な影響を与える

S-S結合について、 ASI-I、11ともにSTI(Ku則的型やBBI型インヒピターと

著しく異なっているという事実は、 ASIが、従来マメ科から得られてきた 2

つのインヒピターファミリーのいずれかのサプファミリーとして存在する

のではなく、明らかに第3のファミリーを形成するインヒピターである可

能性を支持している。

Table Vに、ソラマメ(broadbean: Vicia faba)のズプチリシンインヒピタ

ー(VSI)(41)、および∞wpea(Vigna unguiculata) (42， 43)、blackbean 

(Phaseolus vu1garis) (44， 45)から得られたズプチリシンインヒピターのアミ

ノ酸組成を挙げた。それぞれ、完全なアミノ酸配列が決定されていないの

で、分子量が約9000(約80残基)となるように再計算しである。このうち、

ソラマメ種子ズプチリシンインヒピター(VSI)は、 ASIと同じく112シスチン

が存在しないインヒピターで、他のアミノ酸組成も非常によく似ている。

このことから、 ASIは、 VSIと同じファミリーのインヒピターではないかと

考えられる。

ズプチリシンに特異的なインヒビターは、幾つかのマメ科植物からも検

索されており、マメ科に一群のズプチリシンインヒビターファミリーが存

在することが推察されるμの。しかし、それらの詳しい性質、特にS-S合量

については、 ASI、およびTableVに挙げたインヒピター以外には報告がな

く、 STI(Kunitz)型やBBI型ファミリーとの違いは明らかではない。

VSIは、部分一次構造が決定されており、ポテトI型インヒビターと高い

相向性を示すことが確認されている(41)。このことから、 ASIもポテトI型
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ファミリーに属するインヒピターではないかと推察された。

Table V. Amino acid compositions of subtilisin inhibitors 仕om
other leguminous seeds •• 

Aminoacid 量制be佃 (41) Cowpea (42， 43) Black be叩 (44，45)

Asp 5.2 8.3 7.0 
百lr 4.6 7.0 6.6 
Ser 4.1 5.3 5.0 
Glu 11.9 13.0 10.7 
Pro 6.2 4.5 5.9 
Gly 5.3 5.0 4.3 
Ala 7.5 7.6 6.1 
1/2Cys 0.0 0.6 3.4 
Val 11.2 7.1 8.1 
Met 0.2 2.6 1.3 
lle 3.1 2.5 4.2 
Leu 2.6 3.1 3.2 
τ'yr 2.0 1.6 1.7 
Phe 2.0 1.2 2.7 
Lys 7.5 5.3 5.7 
His 1.1 1.1 0.6 
Arg 4.3 3.0 3.1 
T中 1.0 1.4 0.7 

a. R配alculatedfor moleα11ar weight of 9000. 

ポテトI型に属するインヒピターは、ポテト塊茎キモトリプシンインヒピ

ター(PI-I)(47-51)、 トマト葉キモトリプシンインヒビター(TI-I)(52)、大麦

キモトリプシンインヒピター(α-2，CI・1C)(53， 54λ ヒルエラスターゼイン

ヒピターEglinC (LIE) (55)などが知られており、動・植物界にまたがって、

相向性が確認された唯一のインヒピターファミリーである。また、大麦の

インヒピターとEglinCには、 S-S結合が存在しておらず、 ASI-I、11がVSIと

ともにこのグループのインヒピターである可能性が示唆される。

従来、マメ科植物のタンパク質性セリンプロティナーゼインヒピターは、

STI(Kunitz)型およびBBI型の2つのファミリーに大別されてきたが、マメ

科には、ズプチリシンに特異的な、もうひとつのグ、ループが存在している

ことがわかった。また、 ASIやVSIで得られた知見、特にS-S合量から判断

すると、このグループは、ポテトI型インヒピターファミリーであることが

示唆された。
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第4節小括

アズキ種子から得られたズプチリシンインヒビタ一、 ASI-I、11の物理化

学的、および化学的諸性質について調べた。その結果、 ASI-IIはASI-Iより

も、やや低分子のインヒピターであることが推定された。両インヒピター

には阻害特性上の差異は認められず、酵素との結合領域は同様である可能

性が考えらる。

ASI-I、11には、一般にプロティナーゼインヒピターの構造維持に重要な

役割を演じると説明されている、分子内S-S結合が存在しない。 ASI-I、11の

タンパク質化学的特性は、ポテトI型ファミリーのインヒピターと相似して

いた。マメ科植物由来のタンパク質性セリンプロティナーゼインヒピター

で、 STI(Kunitz)型あるいBBI型以外のインヒピターは、アズキのほか、ソ

ラマメのズプチリシンインヒピターからも確認されており、マメ科にポテ

トI型ファミリーのインヒピターが、第3のグループとして存在しているこ

とを示唆している。
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第4章 アズキ種子ズブチリシンインヒビターのアミノ酸配列

と阻害反応部位

タンパク質性セリンプロティナーゼインヒピターは、アミノ酸配列上の

相同性に基づいて、幾つかのファミリーに分類されるが、阻害反応部位と

分子内S・Sループの配置は、各ファミリーで完全に一致しており、これらの

特性からもインヒピターの分類が可能である(18)。

ASIは、その分子内にS-S結合が存在しないことから、ポテトI型ファミリ

ーとの相関が示唆される。本章では、 ASI-I、IIの全アミノ酸配列と阻害反

応部位について述べ、ポテトI型インヒビターとの相向性を探査するととも

に、このファミリーに属するインヒピターのタンパク質化学的特徴につい

て考察する。

第 1節材料と方法

第1項材料

ASI-I、IIは第2章で述べたようにして精製した。

TPCK-trypsinはSigmaChemical社から、 lysyl・endopeptidaseは和光純薬

工業から、また、 Staphylo∞αusaures V8-Proteaseは、 MilesLaboratories 

社から購入した。

逆相HPLCには、ケムコ社のChemcosorb7 ODS Hカラム(4.6x 250 mm. 

C18)、または、 Bio-Rad社のHi-Poreカラム(4.6 x 250 mm.α)を用い、アミ

ノ酸同定の為の薄層クロマトグラフィーには、 αlengαun社のpolyamide

sheetsを使用した。また、 SephadexG・25、G-50は、 PharmaciaLKB 

Biotechnology社のものを使用した。

4・N.N-dimethylaminoazobenzene-4'-isothiocyanate(DABITC)は同仁化学

研究所のものを、 phenylisothiocyanate(PITC)、 trifluoroaceticacidσ下'A)

は、和光純薬工業のアミノ酸配列分析用を使用した。

その他の試薬は、第2章に記載したものと同様のものを用いた。

-29-



第2項酵素消化による断片化

(1 ) ASI-Iのリジン残基のシトラコニル化

TPCK-トリプシン消化に先立ち、 ASI-Iのリジン残基を、シトラコニル化

した(56)0 NaOHで、pH8.2に調整した50mlの蒸留水に、 ASI-1(30mg， 2.8μ 

mol)を溶解し、 100μlの無水シトラコン酸を、 30分毎に計4回添加した。試

薬添加後、 pHを8.2に保ちながら、更に 2時間反応を続けた。反応終了後、

過剰の試薬を除くため、予め希アンモニア水(pH8.6)で平衡化しておいた

SephadexG・25カラム(2.2x 170 cm)に反応液を供し、同溶液で脱塩した後、

凍結乾燥した。

(2)シトラコニル化ASI-IのTPCK-トリプシンによる断片化

シトラコニル化ASI-I(33 mg， 2.8μmol)のTPCK・トリプシン消化は、酵素

と基質のモル比が1/20(Es)となるようにTPα.トリプシンを添加し、 0.2M

酢酸アンモニウム緩衝液(pH8.0)中で、 3TC、6時間行なった。なお、酵

素安定化のために、反応液中にlOmMの塩化カルシウムを添加した。反応

終了後、消化物を予め5mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH8.0)で平衡化した

Sephadex G-50カラム(1.8x 180 cm)に供した。

(3) ASI-Iのリジルエンドペプチダーゼによる断片化

ASI-I (27 mg， 2.5μmol)に、酵素と基質のモル比が1/250(Eβ)になるよう

にリジルエンドベプチダーゼを添加し、 10mM Tris-HCl緩衝液(pH8.5)中

で、 3TC 6時間消化させた。消化物は、反応終了後、予め5mM酢酸アン

モニウム緩衝液(pH8.0)で平衡化したSephadexG-50カラム(1.8x 180 cm)に

供した。

(4) ASI-Iのs.aureus V8-Proteaseによる断片化
ASI-I (11 mg， 1.0μmol)に、酵素と基質のモル比が1/25(E)S)になるよう

にs.aureus V8-Proteaseを添加し、 50mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH4.0)
中で、 37・C、12時間消化させた。反応終了後、消化物を、予め5mM酢酸ア
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ンモニウム緩衝液(pH4.0)で平衡化しておいたSephadexG・50カラム(1.8x

180 cm)に供した。

(5) ASト11のs.aureus V8-Proteaseによる断片化
ASI-II(18 mg， 2μmol)に、酵素と基質のモル比が1/25(Eβ)になるように

s. aureus V8-Proteaseを添加し、 50mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH4.0)中

で、 37C. 10時間消化させた。反応終了後、消化物を、予め5mM酢酸アン

モニウム緩衝液(pH4.0)で平衡化しておいたSephadexG・50カラム(1.8x 180 

cm)に供した。

第3項高速液体クロマトグラフィー(HPLC)

ASI-IまたはASI-IIの消化物を、ゲルろ過で組分画したのち、 HPLCを用

いてペプチドを分離、精製した。

HPLC装置は、 Waters510型ポンプシステム、およびWaters660型ソルベ

ントプログラマーを使用した。ペプチドの検出および記録は、相馬光学社

製のS-310型uv-検出器、および目立056型記録計を用いた。
ゲルろ過で得られた各分画は、 0.05%トリプルオロ酢酸(TFA)に溶解した

後、逆相カラム(αlem∞sorb70DS H、またはBio-RadHi-Poreカラム)に

供し、アセトニトリルの直線濃度勾配法により溶出した。各HPLCの詳細な

条件は、本章第2節「結果」に記した。

第4項アミノ酸組成分析

得られたペプチドのアミノ酸組成は、第 3章で述べたのと同様に、

Spackmanらの方法(38)で分析した。

第5項アミノ酸配列分析

ペプチドのアミノ酸配列分析は、 αlangらのDABITC法(57， 58)に従って

行なった。 DABITCとのカップリング反応、 N末端アミノ酸残基の環化・

切断反応により得られた4・N，N・dimethylaminoazobenzene-4'-thiohydantoin
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(DABTH)アミノ酸の同定は、ポリアミドシート上での 2次元薄層クロマト

グラフィーにより行なった。なお、ロイシンとイソロイシンは、ここで用

いた方法では判別できないが、各ペプチドのアミノ酸組成から区別するこ

とができた。

第6項ズブチリシンによる限定水解

ASIのズプチリシンに対する反応部位を決定する目的で、ズプチリシン

による限定加水分解を行なった。

ASI-II(1.2mg， 140 nmol)に、酵素と基質のモル比が1/88(Eβ)になるよう

に、ズプチリシンBPNを添加し、 50mMピリジン酢酸緩衝液(pH3.8)中で、

30. C、30時間反応させた。反応終了後、消化物を、予め0.05%τ下Aで平衡化

しておいたChemcosorb7 ODS H逆相カラム(4.0x 250 mm)に供した。

第2節結果

第1項インタクトASIのN末端配列の同定

各消化断片の配列分析に先立ち、インタクトASI-I、11のN末端配列を

DAB汀C法で分析した。

ASI-IのN末端配列は、 Gln-Glu-Gln-と同定され、第 3章に記したダン

シル法によるN末端アミノ酸の分析と一致した。 ASI-IIは、 Lys-Gln-Ala-

Leu-Glu-と同定され、これも先の結果と一致した。 DABITC法で分析が可

能な配列の長さは、ペプチドの性質によって大きく異なり、特に、インタ

クトなタンパク質では分析できないこともある。

なお後述するように、 ASI-IIの全アミノ酸配列がASI-Iのそれに合まれる

ことが一次構造解析の結果から推定されたが、両者のN末端アミノ酸の相

違から、 N末端側で相違したインヒピターであると推察される。以下、こ

の推察に基づき、先ず、主要分子型と考えられるASI-Iの全一次構造の分析

を行なった。
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第2項 ASI-Iのアミノ酸配列

(1 ) ASI-IのTPCKートリプシン消化物の分離、精製

シトラコニル化ASI-IのTPCK帽トリプシン消化物は、 F抱.13に示すように

ゲルろ過で粗分画し、 HPLCで精製した。消化物のSephadexG-50カラム上

での溶出パターンをFig.14に示した。得られた溶出液を、図に示すように4

つの画分(T-I，11， 111， IV)に分け、それぞれ濃縮乾固して酢酸およびアンモ

ニアを除去した。

溶出位置から判断して、画分T-Iは、未消化のインタクトASI-Iを合む画

分と考えられたので、以降の操作には用いなかった。画分IVにおいて、後

半に230nmにおける吸収が見られるのは、試薬由来のピークであると考え

られたが、前半の少なくとも 2つのペプチドを充分に回収するために、こ

の段階では、インヒピター消化物の1っとして取り扱った。

画分T-II、T-IIIは、凍結乾燥したのち、少量の5mM酢酸アンモニウム緩

衝液(pH8.0)に溶解し、予め同緩衝液で平衡化したSephadexG-50カラム

(1.8 x 180 cm)に供し、更に分画した(F屯s.15， 16)。画分T-IIは、 280nmの吸

収から判断して、 Fig.15に示したように2つの画分(T・lIa，lIb)に分けた。画

分T-IIIも同様に3つの画分(T-IIIa，IlIb， 1I1c)に分けた。

画分T-IVは、凍結乾燥したのち、少量のO.lM酢酸に溶解し、予め同溶液

で平衡化しておいたSephadexG-25カラム(2.0x 160 cm)に供し、同溶液で溶

出した(Fig.17)oF泡.17中の直扮(T-IVa，IVb， IVc)のうち最後のf-IVc画分は、

主に、酸性溶媒中で遊離したシトラコン酸を合む画分と判定されたため以

降の操作には用いなかった。

以上のゲルろ過で、計7つの画分を得たが、 Fig.14での溶出パターンか

ら判断して、 T-IIbとT-IIIa、またT-IIIcとT-IVaを合わせ、それぞれ、

T-IIbIlIa、T-IIIclVaとした。この段階で、ゲルろ過により、 5つの画分が

得られた。
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得られた 5つのゲルろ過画分(T-IIa，T-IIbIIIa， T-IIIb， T-IIIclVa， T-IVb) 

は、凍結乾燥したのち、少量の0.05%TFAに溶解し、予め同溶液で平衡化し

ておいたHi-Pore逆相カラムに供した。溶出は、 0.05%TFAと70%のアセト

ニトリルを合む0.05%1下Aを用いた、有機相の直線濃度勾配法により行なっ

た。流速は、 0.5mVminで行ない、 230nmでペプチドを検出した。各々の、

溶出パターンをFigs.18-22に示した。

図中の下線で示したメインピークを凍結乾燥し、配列分析用の標品とし

た。溶出パターン上に見られるピークは、主に、試薬由来のパックグラウ

ンドピークと考えられるが、酵素消化の際に目的とした箇所以外での切断

がおこり、多数のペプチドが生じたことも原因と考えられた。
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(2)シトラコニル化ASI-IのTPCKートリプシン消化ペプチドのアミノ酸配列

得られた、 TPα.トリプシン消化ペプチドのアミノ酸組成をTableVIに

示した。その結果、 T・IIa・1とT・IIa・2、および、 T-IIbIIIa・2とT-IIIb-3は、同

一のペプチドであることが確認された。 ASI-Iを、予めシトラコニル化し、

リジン残基をブロックしたのは、 τ'PCK帽トリプシンによってArg-X結合の

みを切断する目的であったが、得られたペプチドのなかには、アルギニン

残基を合んでいないものもあり、非特異的な切断がおこっていることが予

想された。また、 TableVIに挙げたペプチドの組み合わせだけでは、 ASI-I

の全アミノ酸残基数を計算できなかった。このため、 TPCK-トリプシン消

化ペプチドは、 ASI-Iの配列を補佐する目的に用いた。

Table VIに挙げたペプチドのアミノ酸配列分析の結果をTableVIIにまと

めた。
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Table VI. Amino acid compositions oftryptic peptides 仕om
ci廿aconylatedASI-I. Numbers in parentheses are those 
determined a抗ersequence analysis. 

Aminoacid lIa-1，lIa・2IIbIIIa・2，1I1b-3 1I1b-1 IIIcIVa-1 lVb・1

Asp 1.4 2.1 (2) 1.9 (1) 2.0 (1) 
Asn (1) (1) (1) 
官官 4.9 (6) 2.7 (3) 1.2 (1) 0.9 (1) 
Ser 0.9 (1) 1.0 (1) 0.8 (1) 1.1 (1) 0.8 (1) 
Glu 5.9 (4) 4.3 (3) 5.0 (2) 1.3 (1) 1.1 (1) 
Gln (2) (1) (4) 
Pro 1.7ο) 1.0 (1) 3.6 (3) 
Gly 1.0 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 
Ala 2.6 (3) 1.9ο) 
1/2Cys 
VaI 2.0 (2) 2.2ο) 1.0 (1) 1.8 (2) 1.0 (1) 
Met 
Ile 
Leu 1. 7 (2) 1.1 (1) 1.0 (1) 0.9 (1) 1.0 (1) 

Tyr 1.0 (1) 0.9 (1) 
Phe 
Lys 2.0 (2) 1.1 (1) 1.1 (1) 1.0 (1) 
His 
Arg 0.9 (1) 0.9 (1) 
Trp ND. (1)" ND. (1) ND. ND. ND. 

Total (27) (17) (17) (11) (8) 
N-tenninal Gln τ'hr Gln Leu Leu 

Yield (%) 33.2
b 
20.6' 48.4 23.1 36.6 

a. Not detennined. b. Sum of lIa-1組 dlIa・2.c. Sum of IIbIIIa・2and IIIb-3. 

Table VII. Amino acid sequences of仕yp姐cpeptides from 
ci仕acony1atedASI-I. 

Peptide 

IIa・1

IIa-2 

IIblIIa-2 

IIIb-l 

IIIb-3 

IIIcNa-l 

Nb・1

Sequence 

QALETNTPTK TSWPELVGVT AEQAETK 

QA工ATNTPTKTSWPELVGVT AEQAETK 

TSWPELVGVT AEQAETK 

QEQGTNPSQE QNVPLPR 

TSWPELVGVT AEQAETK 

LYVDESNKVT R 

LYVDESNK 
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(3) ASI-Iのリジルエンドペプチダーゼ消化物の分離、精製

τ?α.トリプシン消化で非特異的な切断が生じたことが予測されたため、
より特異性の高いリジルエンドベプチダーゼによる消化を併せて行なった。

消化物は、 SephadexG・50により組分画し、 KI-K8の各匝扮を得た(Fig.23)。

また、未消化のインタクトインヒピターであった。K2画分は、このうち、

マイナーなK4画分には、ペプチドが合まK2回分の前後の画分(Kl，K3)と、

K8画K7、K6、K5、これらの画分を除いた、このため、

分を以降のHPLCに供した。

れていなかった。
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Fig. 23. Gel fil仕ation01 lysyl珂endopeptid舗 edigest 01 ASI・1.
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in 5 mM anunonium a四tatebufIer (pH 85) at a :t1ow rate of 21 mlA1. E血uent
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-41-



上記4画分は、凍結乾燥したのち、少量の0.05%τ下Aに溶解し、予め同溶

液で平衡化しておいたChemcosorb7 ODS H逆相カラムに供した。溶出は、

τ'PCK-トリプシン消化物の場合と同様にアセトニトリルの直線濃度勾配法

により行なった。流速は、 0.7ml/minで行ない、 230nmでペプチドを検出し

た。各々の、溶出パターンをFigs.24-27に示した。

τ?α.トリプシン消化の場合よりも、比較的特異性の高い切断がおこっ
このようにして、得られた各ペプチドを配列分
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析の標品とした。
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Fig. 27. Reversed-phase HPLC of frac位。nK8. Handling of the 
fraction K8 in Fig. 23 and the ∞nditions for elution were the same as 
d凶mもedin the legend to Fig. 24. 

(4) ASI-Iのリジルエンドペプチダーゼ消化ペプチドのアミノ酸配列

得られたリジルエンドベプチダーゼ消化ペプチドのアミノ酸組成をTable

VIIIに示した。また、そのアミノ酸配列分析の結果をTableIXにまとめた。

N末端より13残基分析することができた。残りの、ベプチペプチドK58は、

ドは全配列を分析できた。

K65とK73は、同一のペプチドであった。 K58は、 ASI-IのNこのうち、

末端側20残基のみが切断された部分消化ペプチドであることが示唆された。

K81、K83、およびK84のアミノ酸残基数K65(K73)、K71、

の合計は、 ASI-Iの全アミノ酸残基数と一致した。
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Table VID. Amino acid composi首onsoflysyl・endopep姐dase
pep首des仕omASI-I. Numbers in parentheses are those 
determined after sequence analysis. 

Aminoacid K-58 K-63 K-65，73 K-71 K-8l K・83 K-84 

Asp 7.0 (4) 4.0 (3) 2.8 1.0 2.4 (1) 
A阻 (3) (1) (3) (1) (1) 

Thr 8.7 (9) 1.1 (1) 2.5 (3) 1.0 (1) 2.6 (3) 1.7 (2) 

Ser 4.7 (:勾 1.6 (2) 1.0 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 1.2 (1) 

Glu 11.0 ('η 4.3 (2) 3.7 (3) 6.0 (2) 2.0 (1) 0.8 1.3 (1) 
Gln (4) (2) (1) (4) (1) 
pro 4.6 (5) 2.2 (2) 0.8 (1) 3.2 (3) 0.8 (1) 1.1 (1) 

Gly 2.2 (2) 1.1 (1) 1.0 (1) 1.2 (1) 0.7 

Ala 4.3 (4) 1.3 (1) 2.0 (2) 1.0 (1) 0.6 

112Cys 
Va1 8.2 (9) 4.2 (4) 1.9 (勾 1.0 (1) 1.5 (1) 2.0 (2) 

Met 1.0 (1) 1.0 (1) 
Ue 2.9 (3) 2.0 (2) 1.0 (1) 

I..eu 3.0 (3) 1.0 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 

乃r 2.1 (2) 0.9 (1) 0.9 (1) 0.8 (1) 

Phe 1.3 (1) 1.0 (1) 
Lys 5.2 (5) 1.9 (2) 0.9 (1) 1.1 (1) 0.9 (1) 0.8 (1) 
His 1.1 (1) 1.1 (1) 
Arg 3.1 (3) 1.0 (1) 0.8 (1) 1.7 (2) 

Trp N.D.(lt N.D. N.D.(I) N.D. N.D. N.D. N.D. 

Total (72) (26) (17) (20) (10) (8) (11) 

N-tenninal Gln Ue τbr Gln Gln Val Arg 
Y託ld(%) 40.3 20.2 31.2b 67.2 26.8 20.7 14.3 

a. Not detennined. b. Sum of K64 and K73. 

Table IX. Amino acid sequences of lysyl-endopeptidase peptides 
仕omASI-I.

Peptide Sequence 

K58 QA工ATNTPTKTSW---

K63 IKEEMVDVQ工 QVSPHDSFVTADYNPK 

K65 TSWPELVGVT AEQAETK 

K71 QEQGTNPSQE QNVPLPRNYK 

K73 TSWPELVGVT AEQAETK 

K81 QA工ATNTPTK

K83 VTRTPS工G

K84 RVR工JYVDESNK 
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ペプチドK71のN末端側3残基の配列は、インタクトASI-Iのものと同ー

であった。さらに、ペプチドK71とK58の構成アミノ酸残基数の合計は、イ

ンタクトASI-Iのそれと一致した。よって、ペプチドK71はASI-IのN末端に

位置するペプチドであると推定した。また、ペプチドK81の配列は、 K58の

N末端側の配列と完全に一致し、ペプチドK81のあとにK65(73)が続くこと

も推察された。得られたペプチドのうち、 K83は、唯一、リジン残基を欠い

ており、 ASI-IのC末端ペプチドと考えられる。

以上の結果から、得られたリジルエンドベプチダーゼ消化ペプチドの順

序は、

K71-K58 

また、

K71-K81-K65(K73)一(K-63，K・84)-K83

と推定された。

一方、 ASI-IIと、 ASI・1の部分消化物であるペプチドK58のアミノ酸組成

およびアミノ酸配列を比較したところ、 ASI-IIからN末端リジンを除いた

ものが、ペプチドK58であると推察された。
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(5) ASI-IのS.aureus V8-Protease消化物の分離、精製

リジルエンドベプチダーゼ消化で得ら

れたペプチドのオーバーラッピングを行なう目的で、更に、特異性の異な

るs.aureus V8-ProteaseでASI-Iを消化した。

TPCK-トリプシン消化、または、

消化物のSephadexG・50による溶出パターンをFig.28に示す。得られた

SVl、SV2の2画分は、凍結乾燥したのち、少量の0.05%宵 Aに溶解し、予

め同溶液で平衡化しておいたChemcosorb7 ODS H逆相カラムに供した。溶

出は、 TPCK-トリプシン消化物の場合と同様にアセトニトリルの直線濃度

勾配法により行なった。流速は、 0.7mVminないし1.0mVminで行ない、 230

nmでペプチドを検出した。各々の、溶出パターンをFigs.29、30に示した。

ここで得られたペプチドのうち、主にリジルエンドベプチダーゼ消化で

リジン得られたペプチドのオーバーラッピングが可能なもの、すなわち、

残基を合む各ペプチドを配列分析の標品とした。
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Fig. 28. Gel fil仕a位。nof S. aureus V8-Prote樹 edigest of 
ASI.I. The digest (1.0凶)was s叩制t吋 asdescribed in the legend to Fig. 
23. Fractions of 2.5 m1 were∞llected. 
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(6) ASI-Iのs.aureus V8-Protease消化物のアミノ酸配列
得られたS.aureus V8-Protease消化ペプチドのアミノ酸組成をTableXに

示した。また、そのアミノ酸配列分析の結果をTableXIにまとめた。ペプチ

ドSV19は、 N末端より13残基分析することができた。残りの、ペプチドは

全配列を分析できた。

ペプチドSV17、SV28、SV21b、SV25、SV26は、各々、リジルエンドベ

プチダーゼペプチドであるK71とK81、K81とK65(K73)、K65(K73)とK63、

K63とK84、K84とK83をオーバーラップすることができた。また、ペプチ

ドSV18とSV27の配列分析により、リジルエンドベプチダーゼペプチドK63、

K65(73)の配列が正しいことが確認できた。なお、ペプチドSV25は、アミ

ノ酸組成とアミノ酸配列分析の結果が、若干異なっていたが、配列分析に

おいては、他のペプチド成分の混在は検出されなかった。ペプチドSV25は、

他のペプチドに比ベて収量が低いことから、両分析結果の違いは、アミノ

酸組成分析時における検出感度上の測定誤差に因るものではないかと考え

ている。

ペプチドSV19は、リジルエンドベプチダーゼ消化の時に得られたペプチ

ドK58と同様、 ASI-Iの部分消化物である。両部分消化ペプチドの切断部位

から判断して、 ASI-Iの20残基目周辺は、もっとも酵素消化を受けやすい部

位であると示唆された。
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Table X. Amino acid composi姐onsof S. aureus V8-1ネrote錨 e
pep姐desf旨omASI-I. Numbers in parentheses are those 
determ.ined after sequence analysis. 

Aminoacid SV-17 SV-18 SV-19 SV-21b SV-25 SV-26 SV-27 SV-28 

Asp 3.0 2.0 (2) 6.7 (4) 2.0 (1) 1.0 1.0 
Asn 。) (3) (1) (1) (1) 

τ'hr 1.1 (1) 1.3 (1) 8.7 (9) 0.8 (1) 2.1 (2) 1.0 (1) 3.8 (4) 

Ser 1.0 (1) 1.7 (2) 4.6σ) 1.6 (2) 0.8 (1) 

Glu 5.6 (4) 2.0 8.8 (6) 1.2 (1) 2.3 (1) 1.1 (1) 1.0 (1) 
Gln 。) 。) (3) 
Pro 3.6 (3) 1.2 (1) 4.7σ) 0.7 (1) 1.2 (1) 2.0 (2) 
Gly 1.2 (1) 2.2 (2) 1.2 (1) 1.0 (1) 
Ala 1.1 (1) 1.0 (1) 3.1 (3) 0.6 1.0 (1) 
l/2Cys 
Val 1.2 (1) 3.3 (3) 8.3 (9) 2.8 (2) 1.3 (1) 2.1 (2) 
Met 0.9 (1) 
Ile 1.0 (1) 2.9 (3) 1.0 (1) 1.2 (1) 
Leu 1.9 (2) 2.0 (2) 0.8 (1) 1.1 (1) 
Tyr 0.8 (1) 1.9 (2) 1.7 (2) 
Phe 0.8 (1) 1.0 (1) 
Lys 1.1 (1) 4.8σ) 1.9 (2) 0.7(1) 1.0 (1) 1.0 (1) 
His 0.8 (1) 1.0 (1) 
Arg 1.0 (1) 2.9 (3) 1.8 (2) 1.2 (1) 
Trp ND: ND. ND.(1) ND. ND. ND. ND. ND.(I) 

Total (22) (15) (68) σ) (12) (11) σ) (11) 
N-terminal. Gln Val τ'hr Thr Tyr Ser Leu τ'hr 

Yield (%) 26.8 31.4 49.3 22.3 14.4 39.6 28.8 37.8 

a. Not determined. 

Table沼.Amino acid sequences of S.仰向ωV8-Proteasepep姐des
台。mASI-I.

Peptide Sequen∞ 

SV17 QGTNPSQEQN VPLPRNYKQA LE 

SV18 VQIQVSPHDS FVTAD 

SV19 TNTPTKTSWP ELV---

SV21b TK工KE

SV25 YNPKRVRLYV DE 

SV26 SNKVTRTPS工 G

SV27 LVGVTAE 

SV28 TNTPTKTSWP E 
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(7) ASI-Iの全アミノ酸配列

以上の結果からASI-Iの全アミノ酸麗別を決定することができた(Fig.31)。

ASI-Iは、 92残基のアミノ酸から構成され、その分子量は10800と計算され

た。

lO m m 40 50 

QEQGTNPSQE QNVPLPRNYK QALETNTPTK TSWPELVGVT AEQAETK工KE

σ~na-1， na-2) 

σ~llIb-1) ←ー一ー一一一σ~llbma-2，m1>-3)一一一一一→

-- 。E・71) 参 ←一一-(K-81)ー一一吋 ←一一一一一-(K・65，73)-----←一一

(K品トーーー司一一一一一一ー
(SV・1η

'‘ー
(SV-28)一一一→←ー(SV・27)ー+ ←都~)→

(SV・19)

ω '" m 90 

EMVDVQIQVS PHDSFVTADY NPKRVR工.YVDESNKVTRTPS IG 

←-(I'-1Vb-1)ー→

←一一一σ'-mcIVa-1)-

(K-63) 時一一一ー-(K-84)ー一一一一ー仲一-(1{・83)一ーー→

一一一一…一一一一…一一一一一一一一一一一一匹58)-------一ー一一一---一一一一一一一一→
。v・18)--ー→←ー-(SV必)一一一→←一一(SV・26)一一一→

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-(SV・1均一ー一一一一一一一一一一一一一一『ー・→

Fig.31. Summary olthe sequencing 01 ASI-I.百leoverJ叩pingof p叩，ti白
which were obtained企omdigests with TPCK句 psinσ'-)，JysyJ・enoop中ti也se侭.-)，組d
S.仰 reusV8-Prot榔 e(SV-) are shown by soJid Jin箇 withhorizontal arrows. Dotted Jine 
regions w<釘enot総quen田d.
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ASI-IIのアミノ酸配列第3項

( 1 ) ASI-IIのs.aureus V8-Protease消化物の分離、精製

O
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ASI-IIの全一次構造を確認するため、 ASI-Iとのオーバーラップを目的と

してASI-IIのs.aureus V8-Proteaseによる消化を行なった。

消化物のSephadexG・50による溶出パターンをFig.32に示す。得られた

II-SVl、II-SV2の2画分は、凍結乾燥したのち、少量の0.05%τ下Aに溶解

し、予め同溶液で平衡化しておいたChemcosorb7 ODS H逆相カラムに供し

た。溶出は、 τ?α.トリプシン消化物の場合と同様にアセトニトリルの直
線濃度勾配法により行なった。流速は、 0.7mVminで行ない、 230nmでペプ

チドを検出した。各々の、溶出パターンをFigs.33、34に示した。

200 
/ tube) 

I1-SVl 
I1-SV2 

0.5 

Fig. 32. Gel fil仕ationof S. aureUB V8-Prote錨 edigest of 
ASI-n.百edig岱tο.0ml)was 抑制ItOOas邸 αibOOin the 1巴gendto Fig. 
23. Fractions of 3.0 ml were∞llected. 
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(2) ASI-IIのs.aureus V8-Protease消化物のアミノ酸配列
得られたs.aureus V8-Protease消化ペプチドのアミノ酸組成をTableXII 

に示した。また、そのアミノ酸配列分析の結果をTableXIIIにまとめた。ペ

プチドII-SV17は、 N末端より18残基分析することができた。残りのペプチ

ドは、全配列を分析できた。

ペプチドII-SV21aのアミノ酸配列は、インタクトASI-IIのN末端配列に

一致しており、このペプチドがASI-IIのN末端に位置するペプチドである

ことがわかった。ペプチドII-SV21aとII-SV17の構成アミノ酸残基数の合計

は、 ASI-IIの全アミノ酸残基に一致し、さらに、 ASI-Iの20残基目のリジン

以降のアミノ酸残基数と一致した。

ペプチドII-SV17は、 ASI-Iの消化で得られた部分消化ペプチドSV19とア

ミノ酸組成が一致していた。両者のN末端側のアミノ酸配列も分析した範

囲において完全に一致し、異なるタンパク質から得られたこれらの両ペプ

チドが同一のペプチドであることが示された。

また、 ASI-IIから得られたペプチドII-SV28、II-SV21b、II-SV26のアミ

ノ酸配列は、 ASI-Iの25-35残基、 46・50残基、 82・92残基の配列と完全に一致

することが確認された(Fig.35)。
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Table XII. Amino acid compositions of S.αureus V8-Proteωe 
pep姐des仕omASI-II. Numbers in parentheses are those 
determined a抗ersequence ana1ysis. 

Arnino acid II-SVI7 II-SV21a II-SV21b II-SV26 II-SV28 

Asp 7.0 (4) 1.0 1.0 
Asn 。} (1) (1) 
τE町 8.6 t町 1.0 (1) 1.9 (2) 3.5 (4) 

Ser 4.5 (:勾 1.8 (2) 0.8 (1) 
Glu 9.0 (6) 2.1 (1) 1.1 (1) 1.0 (1) 
Gln 。} (1) 
Pro 5.8 (5) 1.0 (1) 2.1 (2) 

Gly 2.1 (2) 1.0 (1) 
A1a 3.0 (3) 1.0 (1) 
1/2Cys 
Va1 8.4 (9) 1.0 (1) 
Met 0.8 (1) 
ne 2.9 (3) 1.0 (1) 1.0 (1) 

l..eu 2.1 (2) 1.0 (1) 
Tyr 2.0 (2) 
Phe 1.0 (1) 
Lys 5.0 (:勾 1.3 (1) 2.0 (2) 1.0 (1) 1.0 (1) 
His 1.0 (1) 

Arg 3.0 (3) 1.0 (1) 
Trp N.D. (lt . N.D. N.D. N.D. N.D. (1) 

Total (68) (5) (町 (11) (11) 

N-ter由nal Thr Lys Thr Ser τEぽ
Yield (%) 40.9 31.0 24.4 42.2 30.0 

a. Not determined. 

Table XIs. Amino acid sequences of S.αureus V8-Pro旬ωe
peptides仕omASI-II.

Peptide Sequen∞ 

II-SV17 TNTPTKTSWP ELV四ーー

II・SV21a KQ紅 JE

II-SV21b TK工KE

II-SV26 SNKVTRTPS工G

II-SV28 TNTPTKTSWP E 
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JI) m 30 40 50 

QALETNTPTK TSWPELVGVT AEQAETKIKE 
←(ll-SV-21時司令: 一一一一四(ll-5V・1η一一ー一一

←ーーー但・SV-28)ーーーーー ←(Sい21b)→

ASI-II 

自 70 BO 90 

EMVDVQ工QVSPHDSFVTADY NPKRVRLYVD ESNKVTRTPS工G

一一一一ー一一ー一四一一一一回一一一一一一一個-5V・1η一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一→

+ーーーーー(ll-5V・26)ーー一-

4・

Fig.35. Amino acid sequence of ASI・u.百lepeptides which were obtained 
伽 mdi伊 tswith S_ wreus V8-Prot描 e(ll-SV-) are arrang国 onthe s叩 en偲 ofASI-L 
百lenumbering refers to the s句刷田ofASI-L百eamino-terminaI 19 resi也回 ofASI・I
indi伺.tedwith shalbw 蹴 lostin the s叩四回 ofASI-ll. Dotted line r噌ionwas not 
鈴quen田d.

以上の結果から、 ASI-IIのアミノ酸配列は、 ASI-Iの20残基目のリジンか

らC末端グリシンまでの配列と同一であると決定した。すなわち、 ASI-II

はASI-IのN末端側19残基のペプチドが欠落した形態の73残基のアミノ酸で

構成されるインヒピターで、その分子量は8600と計算された。

ASI-Iの酵素消化実験において部分消化ペプチドが得られたが、それらの

切断部位はASI-Iの20・21残基、 24・25残基であった。このことから、 ASI-Iの

20残基目周辺はプロティナーゼによる攻撃を受けやすい部位と考えられる。

ASI-IIが、 20残基目以降のASI-Iに相当することを考え合わせると、 ASI-I

の19-20残基の結合が内在するプロティナーゼなどにより修飾を受け、

ASI-IIが生じたことが推定される。
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第4項 ASIの阻害反応部位

ASI-IIのズプチリシンによる限定水解物は、逆相HPLCfとより分離、精製

した。溶出は、上記と同様に、 0.05%TFAと70%のアセトニトリルを合む

0.050/0τ下Aを用いた、有機相の直線濃度勾配法により行なった。流速は、

1.0 ml/minで行ない、 230nmでペプチドを検出した(Fig.36)。
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Fig. 36. Reversed-phase HPLC of limited hydrolyzate of ASI-II. Aftぽ
Ii凶tedhydrolysis of ASI・11(140 nmol) with伺taJytic組制ntof subtilisin (1.6 nmol)， 
出edigest was separated on a Chemcosorb 7 ODS H∞，lumn (4.6 x 250 mm) using a linear 
gradient of 2-70% AcCN in 0.05% TFAforωmin at a t10w  rate of 1.0 m1/m凪
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得られた 3つのペプチドのアミノ酸組成、およびアミノ酸配列を分析し

たところ、ペプチド11-9は、未消化のASI-IIであることがわかった(Table

刃V)。また、ペプチド11・4、11-10のアミノ酸残基数の合計は、インタクト

ASI-IIの構成アミノ酸残基数と一致しており、先に記した条件で反応部位

の特異的な切断がおこることが確認できた。

Table沼V.Amino acid composi姐onsof也epep世desderived仕om
modified ASI-II by sub制isin.Numbers in paren也esesare those 
calculated for the corresponding sequence of ASI-II. 

Fraction 

Aminoacid H・4 11-9 11-10 

Asp 3.8 (2) 7.4 (4) 3.2ο) 
Asn (2) 。) (1) 
τbr 1.9 (2) 9.1 (9) 6.8σ) 
Ser 2.0 (2) 4.6σ) 2.6 (3) 
Glu 2.0 (1) 11.2σ) 9.7 (6) 
Gln (4) (4) 
Pro 1.9 (2) 5.0σ) 2.9 (3) 
Gly 1. 7 (1) 2.1 (2) 0.9 (1) 
Ala 0.5 4.0 (4) 3.9 (4) 
1/2Cys 
Val 2.9 (3) 8.6 (9) 5.6 (6) 
Met 0.6 (1) 0.4 (1) 
ne 1.0 (1) 3.0 (3) 1.9 (2) 
Leu 0.9 (1) 3.0 (3) 2.0 (2) 
τ'yr 1.6 (2) 1.8 (2) 
Phe 1.1 (1) 1.0 (1) 
Lys 2.3ο) 6.0 (6) 3.9 (4) 
His 1.1 (1) 1.0 (1) 
Arg 2.6 (3) 3.1 (3) 
Trp ND." ND. (1) ND. (1) 

Total (24) (73) (49) 
N-terminal鈴quen田 DYN- KQA- KQA-
Y記ld(%) 30.3 35.5 12.9 

a. Not determined. 

ペプチド11-10は、インタクトASI-IIのN末端と同じアミノ酸配列を持ち、

反応部位からN末端側のフラグメントに相当することがわかった。ベプチ

ド11・4のアミノ酸配列は、 ASI-IIの50残基目のアスパラギン酸からC末端グ

リシンまでの配列と完全に一致した。以上の結果から、ズブチリシンに対
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する反応部位は、 ASI-IIの49-50残基に相当するAla-Aspであると決定した。

この反応部位は、 ASIの主要分子型であるASI-Iのアミノ酸配列上では69-70

残基に対応する(Figs.31， 35)。

反応部位のN末端側アミノ酸(P1アミノ駿)は、阻害標的酵素の基質特異性

に対応することがわかっているが、 ASIの場合も、 P1アミノ酸はアラニンで、

ズプチリシンの基質特異性に一致していた。

第3節考察

ASIのアミノ酸配列を他のプロティナーゼインヒピターの配列と比較し

たところ、ポテトI型に属するインヒピターとの高い相向性が確認された

(F抱.37)0ASI-Iとの相向性は、同じマメ科(Leguminosae)のbroadbeanズ、

プチリシンインヒピター(VSI)(41)がもっとも高く68%であった。イネ科

(Gramineae)の大麦のインヒピターCI・2、α-1C(53，54)とは、それぞれ.41%、

39%の相向性を、また、ナス科(Solana田ae)のポテトI型インヒビター(PI-I)

(49)、トマトI型インヒピター(TI-I)(52)とは、 33%、29%の相向性を示した。

環型動物(Annelida)の蛭類(Hirudinea)のインヒピターEglinC (55)とも31%

の相向性を示した。

ASI-Iは、このファミリーの中で、最も長い配列を有しているが、インヒ

ピター聞の相向性は、 ASI-Iの30残基自のリジン残基から C末端側にみられ

る。 ASI-IのN末端側29残基に相当する部分は、配列の長さもまちまちで、

インヒピタ一間での相向性は全く見られない。 ASI-IとASI-IIには、阻害機

能上の差異が見られないことから考えても、このN末端側領域は、インヒ

ピターの阻害活性に寄与していないことが推察できる。

ASI-Iの30残基目以降では、 ASIとVSIの差は、わずかに20残基で、反応

部位も完全に一致している。また、両者のみで一致している領域は、他の

いずれのインヒピターとも顕著な相同性はない。一般に、タンパク質分子

の配列相向性は、共通の祖先遺伝子からの分岐によるものと、機能上の収

飲によるものに大別されるが、 ASIとVSIの場合は、共通の遺伝子からの分

岐ではないかと予測される。
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キモトリプシンインヒピターの反応部位P1アミノこれまでに得られた、

メチオロイシン、トリプトファン、フェニルアラニン、チロシン、酸は、

P
 

マメ科以外のものは、ポテトI型インヒピターのうち、ニンである(18)。

ズブチリシンとともにキまたはメチオニンを有しており、位にロイシン、

アラニンがP1VSIはともに、マメ科のASI、モトリプシン阻害活性を示す。

ポテトI型インヒビターの場合、キモトリプシンを阻害しない。位を占め、

その阻害機能の差は、 P1アミノ酸の変異によって生じていることがわかる。

およびトマトから得られたインヒピタ一、

トリプシンに対応し

ポテト、

TI-Iはともにトリプシンを弱く阻害する{免 10九

.ω. 

このファミリーのうち、

PI-I、



た反応部位は、キモトリプシン阻害反応部位とは別に存在し、 PI-Iの場合、

Lys(50)-Gln(51)、TI-IではLys(50)ーGlu(51)と同定されている(Fig.37)。この

領域は、 トリプシンを阻害しない他のインヒビターには存在せず、 トリプ

シンに対する阻害特異性の差が、 Lys(50)の欠損に因るものであることがア

ミノ酸配列上から確認できる。

ポテトI型と同種のインヒピターは、上記の他に、パン酵母(59)、ウリ科

のMomordicacharantia (60λ アワ(foxtailmillet: Setaria italica) (61)からも

報告されている。この様な、動物、植物、微生物界にまたがる広い分布は、

他のインヒビターファミリーにはみられず、ポテトI型インヒピターの生理

学的重要性が示唆される。

ポテトI型ファミリーは、他のインヒピターグループにはみられない、非

常に際立ったタンパク質化学的特徴を有している。他のファミリーのイン

ヒピターは、分子内にs-s結合を幾っか有しており、阻害反応部位は、いず

れかのS・Sノレープ上に存在している。一般に、阻害反応部位で切断を受けた

修飾インヒピターは、もとのインヒピターとほぼ同じ酵素阻害活性を有し

ているが、この現象は、限定水解によって解離した反応部位P1位、およびP1'

位の両アミノ酸が、分子内s-s結合によって保持されている、あるいは、活

性発現に必須の構造がs-s結合によって維持されているからだと説明されて

きたυ8).。

ポテトI型インヒピターは、 ASIの様に、分子内S・S結合が存在しないもの

が多く、インヒピタータンパク質の構造は、非共有結合によってのみ維持

されている。このうち、ナス科から得られたインヒピタ一、 PI-I、TI-Iはそ

の分子内にs-s結合を 1個有しているが、 Ryanらは、 PI-Iの分子内s-s結合

を還元カルボキシメチル化して得た化学修飾インヒピターが、もとのPI-Iと

全く同じキモトリプシン阻害活性を維持していることを確認し、これが阻

害活性発現に無関係であることを証明した(62).。このように、活性発現に必

須の構造を保持するために、分子内s-s結合が必要ではないことが確認され

たインヒビターは、ポテトI型ファミリーだけである。

近年、タンパク質工学の進歩に伴って、タンパク質の構造と機能に関す
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る研究が盛んであるが、 ASIのような、ポテトI型ファミリーのインヒピタ

ーは、タンパク質の構造と機能の関係、特に非共有的結合による、タンパ

ク質分子聞の相互作用を研究する上で、よい材料であると考えられる。

第4節小括

アズキ種子ズプチリシンインヒピタ一、 ASI-I、11の完全アミノ酸配列を

手動DABITC法によって決定した。その結果、これらが、ポテトI型インヒ

ピターであることが確認された。 ASI-Iは、このファミリーの中で最も長い

配列(92残基)を有しており、 ASI-IIは、 ASI-IのN末端側19残基のペプチド

が欠落した低分子型ASI(73残基)であることが確認された。

ポテトI型インヒピターは、分子内S-S結合が、インヒビターの阻害活性

発現とは無関係であることが確認された唯一のインヒピターファミリーで

ある。 ASIを合めた、これらポテトI型インヒピターの大半のものは、分子

内の非共有的相互作用によってのみ、その構造を保持しており、タンパク

質の構造と機能の関係を研究する際の、貴重な材料であることが示唆され

る。
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第5章 アズキ種子ズブチリシンインヒビターの断片化と

再構築

一般に、反応部位を標的酵素で限定水解して得られる、修飾インヒピタ

ーは、もとのインヒピターとほぼ同じ阻害活性を有している。これは、反

応部位ペプチド結合が切断していても、分子内S-S結合、ないしは、分子内

外の非共有的結合により、活性発現に必須の構造が維持されているからだ

と説明されている。

本章では、分子内S-S結合を持たない、ポテトI型インヒピタ一、 ASIを材

料にして、反応部位で切断を受けた 2つのペプチドフラグメントが、活性

型ASIに再構築される機構について述べるとともに、これらのフラグメント

聞の非共有結合的な相互認識機構について考察する。

第1節材料と方法

第1項材料

ASIは、第 2章で述べたようにして精製した。このうち、本章では、

ASI-IIを材料として用いた。

Pharmacia Fast Protein Liquid Chromatography system (FPLC system)に

用いた Superose12 HR 10β0カラム(10x 300 mm)は、 Pharmacia LKB 

Biotechnology社より購入した。逆相HPLCには、第 4章と同様にケムコ社

のChemcosorb7 ODS Hカラム(4.6x 250 mm， C18)を用いた。

阻害活性測定、およびアミノ酸配列分析に用いた試薬は、それぞれ第 2

章、第4章に記述したのと同様のものを使用した。

第2項 高速液体クロマトグラフィー

( 1 ) Fast Protein LiQuid Chromatography (FPLC) 

E-I複合体の分離は、 Superose12カラム(10x300 mm)を用いたFPLCで

行なった。 FPLC装置は、 Pharmaciamodel P-500ポンプ、およびPharmacia

model GP-250+グラジエントプログラマーを使用した。

ペプチドの検出および記録は、目立L-4∞0型uv-検出器、およびPantos

-臼.



model U・228Uni∞rderを用いた。 FPLCゲルろ過の詳細な条件は、本章第
2節「結果」に記した。

(2) HPLC 

反応部位の切断、および、生じたフラグメントの分離は、逆相HPLCを

用いて行なった。 HPLC装置は、第4章に記したのと同様のものを用いた。

逆相HPLCの詳細な条件は、本章第2節「結果j に記した。

第3項アミノ酸組成分析

ペプチドのアミノ酸組成分析は、第3章で述べた方法を改良し、試料を、

0.01 % phenol、および0.2%2・mercaptoethanolを合む5.7NHCIに溶解し、

減圧下で封管後、 115.Cで24時間加水分解した。加水分解物は、目立アミノ

酸自動分析機L・8500型に供して分析した。

第4項アミノ酸配列分析

ペプチドのアミノ酸配列分析は、第4章で述べたのと同様に、 Changら

のDABπc法(57)に従って行なった。

第5項酵素阻害活性の測定

ズプチリシンに対する、 ASIまたは反応部位切断フラグメントの阻害活

性は、萩原らのCasein-Folin法(35)を1110に縮小し、 0.5%Hammarsten's 

caseinを基質として、 pH7.6、30.Cで測定した。その他の詳細な条件は、本

章第2節「結果」に示した。

第2節結果

第1項反応部位切断フラグメントの調製

ASIの反応部位切断フラグメントは、第4章で述べたような、酸性溶媒

中における限定水解法でも調製が可能である。しかし、本章では、操作時

聞が短く、またより特異性の高い切断が可能な、以下に示す方法を用いて
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フラグメントを調製した。

( 1 )酵素ーインヒピター複合体(E-I複合体)の調製

Figure 38に示したように、まず、 ASI・11(0.5 mg， 58 nmol)に、ズプチリ

シン (0.75mg， 27 nmol)を添加し、 200μlの0.1Mリン酸緩衝液(pH7.6)中で

30・C、1時間インキュベートし、酵素とインヒピターを結合させた。

Incubation at 30・C for 1 h 
in 0.1 M Na-phosphate buffer (pH 7.6) 

mc  geIfiItritiorI(PH 76) 
( Superose 12 ) 

Reversed-phase.HPLC (pH 3.0) 
( Chemcosorb 7 ODS H ) 

Fig. 38. Preparation of the N-and C-fragmen旬。fthe
reactive site-modified ASI-II. 

反応終了後、反応混液を、予め50mMリン酸緩衝液(pH7.6)で平衡化し

ておいたSuperose12カラムに供した。溶出は、同緩衝液を用いて、流速0.3

mVminで行なった。 230nmでペプチドを検出した結果、 E-I複合体に相当す

る画分G-1が得られた(Fig.39)。
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a Superose 12∞lunm叫uilibratedwith 50 mM Na-phosphate buffer (pH 7.6). Elution 
W総回rriedout with the same bufflぽ ata flow rate of 03 mMnin. Fraction G・1was 
∞llected for further組 alysison a reversed-phase HPLC∞lumn. 

(2)反応部位切断フラグメントの分離、精製

得られた画分G-lを、予め0.05%'τ下Aで平衡化しておいたαlem∞sorb7 

ODSH逆相カラムに供し、アセトニトリルの直線濃度勾配で溶出した。流

速は0.7ml/minで行ない、 230nmでペプチドを検出した(Fig.40)。
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Fig. 40. A reversed-phase HPLC profile of fraction 0.1 ob組ined
from the FPLC Superc施e12 column with TFA-acetonitrile system. 
Fraction G・1(in Fig. 39) wa sep制 tedona Chem∞sorb 7 ODS H∞11umn using a Jinear 
gradi阻 tof 2-70% a田tonitri1ein 0.05%百 Afor 60 min at a flow rate of 0.5 ml/min. C， 
C企agment;1， intact inhibitor; N， N・企a伊lent;E，印刷i1isin.

その結果、 4つのピークが得られた。アミノ酸組成と部分アミノ酸配列

を分析した結果、これらのピークはそれぞれ、溶出順に、反応部位のC末

端側に相当するペプチド(c-フラグメント}、インタクトASI-I1、反応部位の

N末端側に相当するペプチド(N-フラグメント)、酵素ズプチリシンと判明

した。また、この方法によるASI-I1の修飾化率は65%であった。
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以上の方法で得られた、反応部位切断両フラグメントとインタクト

ASI-IIのアミノ酸組成をTableXVに示す。以下の実験には、このようにし

て得た、 N、C両フラグメント、およびE-I複合体から回収したインタクト

ASI-IIを用いた。また、 F抱.41に、両フラグメントとASI-IIのアミノ酸配列

上の位置関係をまとめた。

Table XV. Amino acid ωImpositions of也epeptides derived仕om
modified ASI-II by sub世isin.Numbers in paren也esesare也ose
calculated for the corresponding sequence of ASI-II. 

Fraction 

Aminoacid σ r N" 

Asp 3.4 (2) 6.4 (4) 2.9 (2) 
Asn 。) (3) (1) 
百u 1.8 (2) 9.0 (9) 6.9 (7) 
Ser 1.7ο) 4.2σ) 2.6 (3) 
Glu 1.1 (1) 10.7 (7) 9.8 (6) 
Gln (0) (4) (4) 
Pro 2.2 (2) 5.8σ) 3.4 (3) 
Gly 0.9 (1) 2.1 (2) 1.5 (1) 
Ala 0.0 (0) 3.5 (4) 3.5 (4) 
1/2Cys 0.0 (0) 0.0 (0) 0.0 (0) 
Val 2.9 (3) 8.6 (9) 5.6 (6) 
Met 0.0 (0) 0.9 (1) 0.6 (1) 
Ile 1.1 (1) 3.4 (3) 2.3 (2) 
Leu 1.1 (1) 3.3 (3) 2.3 (2) 
Tyr 1.7 (2) 1.7 (2) 0.0 (0) 
Phe 0.0 (0) 1.2 (1) 1.2 (1) 
Lys 2.2 (2) 6.1 (6) 3.7 (4) 
His 0.0 (0) 1.1 (1) 1.1 (1) 
Arg 3.3 (3) 3.6 (3) 0.0 (0) 
T中 ND.d ND. (1) ND. (1) 

Total (24) σ3) (49) 
N-tenninal鈴quence DYN- KQA- KQA-

a. C-fra伊lent.b. 泊tactASI-II. c. N・会agment. d. not detennined. 
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Fig.41. Amino acid sequences of N-and C-fragmen旬.
百lenumbering refers to the s叩佃白 ofASI・11. 百eresi伽esindicated 
by arrow is the reactive site戸司ptidebond of ASI・11.

第2項 反応部位切断フラグメントの酵素阻害活性

反応部位で切断を受けたN、C各フラグメントを、各々等モル(50pmol) 

で混合し、 2
0

Cで12時間インキュベートしたのち、ズブチリシンに対する阻

害活性をインタクトASI-IIと比較した。阻害活性は、各濃度のインヒビタ

一、およびフラグメント混合物を50pmolのズブチリシンと混合し、 30
0

Cで

5分間、プレインキュベートしたのち、残存酵素活性を測定して求めた。そ

れぞれの阻害曲線をFig.42に示した。

N・またはC・フラグメント単独では、酵素の阻害はおこらないが、これら

の等モル混合物は、インタクトASI-IIと全く同じ強さでズプチリシンを阻

害した。

この結果は、 N-およびCフラグメントが、上記の条件で互いに特異的に

結合し、活性型インヒピターを再構築することを意味している。 N-および

Cフラグメントは、先に述べたように逆相HPLCで分離、精製し、凍結乾燥

したものである。これらのフラグメントから、活性型インヒピターが再構

築されるということは、両フラグメントの構造変化が、実験条件内におい

て可逆的であることを示唆している。
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Fig. 42. Tl仕atloncurve of subtilisln with血einhibl句r. R回i由al
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Cfragment (企)alone was also mea印刷under曲esame ∞nditions. 

第3項 阻害活性回復速度の温度依存性

不活性な両フラグメントが、活性型インヒピターへ再構築される速度、

および回復の程度に及ぼす、フラグメント混合物のインキュベーション温

度の影響について検討した。

各温度でフラグメント混合物をインキュベートしたときの、阻害活性回

復の経時的変化をFig.43に示す。なお、いずれの場合も、フラグメント混合

物を各温度でインキュベート後、ズブチリシンと30.Cで5分間プレインキュ

ベートした後、阻害活性を測定した。
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フラグメント混合物を2
0

Cでインキュベートした場合、約5時間で、イン

タクトインヒピターと同じ阻害活性 000%活性)に達した。また、この活

性は、インキュベート24時間後でも低下しなかった。 15
0

Cでインキュベー

トした場合、阻害活性回復は速くなり、約1時間で100%活性となった(Fig.

43a)。

不活性な両フラグメントから活性型インヒピターが再構築される反応が、

一次反応であると仮定すると、最終到達活性の半分の活性に達するのに要

する時間、 t胞は、 2
0

Cで53.3分、 15
0

Cで7.3分と計算され、両者の間で約7.3

倍の阻害活性回復速度の差が見られる。

ところが、フラグメント混合物を15
0Cより高温側でインキュベートした

場合(Fig.43b)、阻害活性の回復はより速やかにおこるが、最終的に到達す

る活性は、インキュベート温度の上昇とは逆に低下した。 30
0

Cでインキュ

ベートした場合、インキュベート5分後で限害活性は68%回復するが、その

後それ以上の回復は見られなかった。

2
0 

Cで7時間インキュベートして100%活性にまで回復させておいたフラ

グメント混合物を、 30
0

Cから50
0

Cの各温度で再びインキュベートしたとき

の阻害活性の低下を同様にFig.44に示した。 30
0

Cから50
0

Cでの、インキュ

ベーションは、 10分から30分まで行なったが、活性の低下はいずれのイン

キュベーション時間でも同じであった。本来、インタクトインヒピターと

同じで、あった活性は、 30
0

Cで72%、50
0

Cでは35%に低下した。また、活性

の低下は、インキュベーション温度に依存していた。しかし、このような

現象は、インタクトインヒピターでは見られなかった。
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Fig. 44. Temperature-dependence of也e an鎚・subtilisin
卸値vityof the recons笛tutedmodifi.ed ASI-n. A食eran叩 imolar
mixture of the N・組dC-fragm叩 tswith full inhibitory制 ivity，which had been 
戸句焔redby泊四bationof both fragments for 7 h at 2・C，w錨釦rther泊ωbat吋 at
different tempemtures up to 50・Cfor 30 min， and anti-subtilisin activity was 
me制 redas邸 αibedin the leg叩dto Fig. 43 <e).百 einhibitory activity of 
the intact ASI・11incubated under the same conditions was also mea皿red(0). 

この結果は、反応部位切断フラグメントから再構築された修飾ASIと、

インタクトASIが、温度変化に対して異なる挙動をとることを示している。

30. Cで不活性なフラグメント混合物をインキュベートした場合も、同温

度で100%活性の再構築修飾インヒビターをインキュベートした場合も、到

達した阻害活性は約70%であった。このことから、フラグメント混合物を

インキュベートする温度に依存して、解離した状態のN-、c-フラグメント

と、会合した状態の品、 C・フラグメントとの聞の平衡が可逆的に移動して

いることが示唆された。なお、平衡移動の他に、 N・、 Cフラグメントが温

度上昇により不活性型会合体を形成する可能性も考えられるが、疎水結合、

イオン結合の形成と温度の関係を示していると推察する方がより妥当と考

えている。

第4項 阻害活性回復に及ぼす、酵素とのプレインキュベート時間の影響

不活性なフラグメント混合物から活性型インヒピターが再構築される反
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応が、標的酵素との相互作用の結果なのか、非酵素反応的なN-およびC・フ

ラグメント聞の相互作用に因るものなのかを検討した。

不活性なフラグメント混合物を、 2・Cで1分間インキュベートした後、 ズ

プチリシンと30.Cで5分間プレインキュベートすると10%の阻害活性を示す。

このような10%活性混合物を、ズプチリシンと30.Cで種々の時間プレイン

キュベートし、阻害活性の変化を調べた(F抱.45)。その結果、酵素と30分ま

でプレインキュベートしでも、阻害活性は10%と一定で、阻害活性の回復

はみられなかった。 Figure43に示したように、酵素非存在下で不活性なN、

C両フラグメントをインキュベートすると、 30・Cでは約5分後に70%の阻害

活性が回復し、 1時間後でも阻害活性は変化しない。ズプチリシン存在下で、

同様に30.Cでインキュベートした場合、阻害活性が10%のままで、 それ以

上に回復しないということは、 ズプチリシンによって、 N-、C-フラグメン

トの活性型会合体形成が妨害されていることを意味している。
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Fig. 45. The effect of preincuba位。n 姐me with 
subtilisin on血einhibi句ryactivity ofthe equimolar 
mixture of也eN・andC-fragmen包. Both fragmentsσo 
pmol 回ch)were mixed in 0.1 M Na-ph佃 ph蹴加ffer(pH 7.6). After 
incubation at 2"C伽 either7h (0) or 1 min (e)， the mixture was 
a借対tosubtilisin at the molar雌 ioof 1.0 (enzyme/inhibitor). After 
preincubation with the er可meat 30・Cfor indi伺tedtimes， the 
remaining e舵戸田 activitywas determined.百leinhibitory activity of 
intact ASJ.・IIdetennined unar the same ∞ndition was refen吋 toas 
100%-inhibition. 
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酵素存在下では、 N・またはCフラグメントの一方が、あるいは、両フラ

グメントがともに阻害反応部位とは異なる部位で、ズプチリシンと結合し、

活性型会合体が形成されないのではないかと考えているが、いずれにして

も標的酵素の存在が、不活性フラグメントの活性型会合体形成を妨害する

ことが明らかとなった。

一方、不活性なフラグメント混合物を2
0

Cで7時間インキュベートした後、

酵素と5分間プレインキュベートすると阻害活性は100%に回復した。しか

し、このような100%活性混合物は、ズプチリシンと1分間インキュベート

するだけで既に100%の阻害活性を発現していることがわかった(Fig.45)。

これは、阻害活性を回復したフラグメント混合物が、インタクトインヒピ

ターと同様に、酵素と速やかに結合していることを示している。

第5項切断反応部位の修復

これまでは、不活性なN、C両フラグメント混合物からの、阻害活性の回

復について述ベてきたが、反応部位ペプチド結合の再生をともなったイン

タクトASI-IIの再構築についても検討を加えた。

再構築されたインタクトインヒビターの量は、中性pHでの逆相HPLCカ

ラム上で試料を分離して行なった。この理由は、これまで用いてきたTFA

酸性下の逆相HPLCで分離した場合、再構築されたインタクトインヒピター

が、再び、 N、C両フラグメントヘ修飾されることが懸念されたためである。

本条件における、 E-I複合体中の各成分の溶出位置を確認するため、

FPLCで調製したG・1画分(Fig.39)を、予めlOmMリン酸緩衝液(pH7.0)で平

衡化したChemcosorb7 ODS H逆相カラムに供した。溶出は、アセトニトリ

ルの直線濃度勾配を用い、流速0.5ml!minで行なった(Fig.46)。

得られた各ピークのアミノ酸組成およびアミノ酸配列を分析した結果、

それぞれ溶出順に、酵素ズプチリシン、インタクトASI-II、N・フラグメン

ト、 C-フラグメントと同定された。
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Fig. 46. A reversed-phase HPLC profile of fraction G・1obtained 
from the FPLC Superose 12 column with Na-ph08phate 
bu館er-ace旬凶仕i1es戸 tem.Fraction G・1(in Fig. 39) was s叩arated凶inga linear 
伊 die凶ぱ2-55%acetonitrile in 10 mM Na-phωphate加伽(pH7.0) at a flow rate of 0.5 
ml/min. 百e∞，lumnused and the letters on the pe紘sare the s釦leas those df諸国bedin 
the legend to Fig. 40. 

インタクトASI-IIの再構築は、予め20 Cで7時間保っておいたN-および

Cフラグメントの等モル混合物(各0.66nmol)とズプチリシン(0.2nmol)を

400μlの0.1Mリン酸緩衝液(pH7.6)に溶解し、 300Cでインキュベートして

行なった。各時間反応させた後、 80μlの反応混液を、 10mMリン酸緩衝液

(pH 7.0)で平衡化した、上記条件の逆相HPLCに供して分析した。再構築さ

れたインタクトASI-II、N-、およびC-フラグメント量は、 230nmの吸収を

島津CR3A型αlromatopacで測定して求めた。酵素阻害活性は、各時間反

応させたのち、 20μlの反応混液を用いて測定した。
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酵素とのプレインキュベート時間と再構築されたインタクトASI-II量の

関係をF抱.47に示した。再構築されたインタクトASI-IIは、プレインキュベ

ーション1時間後で顕著に検出され、その後、徐々に形成されることがわか

った。しかし、阻害活性が充分に発現していても、プレインキュベーシヨ

ン5分後では、再構築インタクトインヒピターは、ほとんど確認できなかっ

た。一方、 N-およびCフラグメント量は、インタクトASI-IIの形成とは反

対に、プレインキュベーション時聞に依存して減少した。この結果は、

N・、 Cフラグメントが部分的にインタクトASI-IIに再構築されていくこと

を示している。
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Fig. 47. Recons錨tutionof the intact ASI-II from the N- and 
C-fr曙 men旬.百 eN・姐dC-fragments (0.66 nmol伺.ch)we胞 mixedand stored at 2・c
for 7 h in 0.1 M Na-phosphate buffer (pH 7.6)，組dthen incubated with subtilisin (0.2 
nmol) in the same buffer at 30・C. Aftぽ theimi回tedin印刷iontimes， 80μ1 of the 
r即 tionmixture was叩pliedto a rev部品.ph蹴∞，lumn(4.6 xおomm) of Chemcosoめ 7
ODS H using a linear gradi回 tof 2・55%a倒 onitrilein 10 mM  Na-phosphate buffer (pH 
7.0) at a f]ow rate of 0.5 ml/min. 百leamounts of iot制 ASI・11(0)， the N・企唱ment(ムL
組 dthe C-均 m回t(企)were似 emlinedby m伺suringthe abso蜘回 at230 nm. 
Inhibitory副 ivity棺ainstsubt臼isin(ロ)of the mixture of加th企噂n佃 tswas also 
determ泊edafter伺.chincubation time indi回ted.
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両フラグメントの減少量は、インタクトASI-IIの増加量よりも多いが、

プレインキュベート中に各フラグメントの消化産物が検出されないことか

ら判断すると、逆相HPLCカラムからの回収率の差によるものではないかと

考えられる。

以上の結果より、修飾インヒピターの反応部位の再結合は、酵素存在下

で徐々におこることが示された。また、これまでの阻害活性回復実験で用

いたような条件では、インヒピターはほとんどが修飾インヒピターとして

存在していることが推察された。

第3節考察

通常、プロテイナーゼインヒピターの阻害反応部位の切断は、酸性条件

下での標的酵素による限定加水分解によっておこなわれる。あるいは、イ

ンヒピターと酵素との安定な複合体を、変性剤やTCAによって解離させる

方法でも修飾インヒビターが得られる(1め。 ASI-IIの場合、中性pHで調製

したズプチリシンとの複合体を、酸性条件下の逆相HPLCに供し、アセトニ

トリルの濃度勾配で溶出することによって、修飾インヒピター(N、C両フラ

グメント)を得た。一般に、マメ科のズプチリシンインヒビターの反応部位

は、酸性条件下での限定水解による方法では切断されないといわれている

(54)0 VSIの反応部位は、エラスターゼによって限定的に水解を受けた3箇

所の中で、アミノ酸配列上から一致するものを推定しただけで、ズブチリ

シンによる限定水解は成功しなかったと報告されている(41九本研究で用い

た反応部位切断方法は、短時間で修飾インヒピターが得られること、切断

とフラグメントの分離が一緒にできることから、いままで限定水解が不成

功であったマメ科のズブチリシンインヒピターに対しても、有効な方法で

あると推察される。

不活性なフラグメントから活性型インヒビターが再構築される機構は、

ASIの他にSTI(Kunitz)を材料にした、 2種類の研究が報告されている。

KatoとTominagaは、 STI(Kunitz)をプロムシアン処理して得られる、二つ

の不活性なフラグメントを、中性pHでインキュベートすると阻害活性が
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80%以上回復したインヒピターが得られることを発見した(63)0Ikenakaら

は、同様の不活性なプロムシアンフラグメントを用い、阻害活性が回復し

たフラグメント混合物のCDスベクトルが、もとのSTI(Ku則的とよく似て

いることを示した0乃。これらの研究では、 STI(Kuni同のトリプシンに対

する反応部位は、不活性なフラグメントの片方のS・Sループ上に、インタク

トなまま保存されている。

もう一つの研究は、 S百(Kunitz)の反応部位切断を伴うもので、

Laskowski， J r.らにより行なわれている(64)0STI(Kunitz)は、ズプチリシン

阻害活性を有していないが、ズプチリシンにより特異的に切断を受けるペ

プチド結合が分子内に 1箇所存在する。これは、トリプシン組害反応部位

とは異なっている。彼らは、 トリプシンで修飾したSTI(Kunitz)を、更にズ

プチリシンで修飾し(doublemidification)、不活性な二つの成分を得た。こ

の不活性な 2成分を、同様に中性pHでインキュベートすると活性型の

S百(Kunitz)が得られる。この場合、不活性な成分の片方は、分子内S・Sル

ープを2個有する160残基のタンパク質で、もう片方は、 21残基のペプチド

である。

不活性な 2種のフラグメントから活性型インヒピターが再構築するとい

う報告は、現在のところ、 ASI-IIとSTI(Kunitz)でしか得られていない。し

かし、 STI(Kunitz)を材料とした、一連の研究では、いずれの再構築実験に

おいても、不活性フラグメントの構造が分子内S-S結合によって保持されて

おり、 ASI-IIの様に、構造が破壊された2種の不活性なペプチドから、活

性型インヒピターが再構築するという報告は、本研究がはじめてである。

Kimらは、最丘、 STI(Kunitz)の標的酵素との接触領域を検索する目的で、

阻害活性の異なるSTI(Kunitz)のイソインヒピターをdoublemidificationによ

り組み替える研究を行なっている(65)。彼らは、 25
0

C、pH7.5の条件下で再

構築を行なっているが、不活性な2成分の等モル混合物は、インキュベー

シヨン5時間後でも70%しか活性が回復しないので、その後不活性なペプチ

ド成分を更に添加して、 90%以上に活性が回復した再構築STI(Kunitz)を得

ている。 Kimらの目的は、再構築の機序に関するものではなく、本研究と直
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接比較することはできない。また、 STI(Kunitz)の場合、フラグメントの一

方はS-S結合とP1アミノ酸残基、更にC末端領域を合む大きなフラグメント

であり、他方は、 P1'残基を合む極めて小さいペプチド断片であり、 ASIの場

合とかなり異なっている。一方、 ASI-I1の場合、切断箇所は、標的酵素に

対する反応部位だけなので、活性の完全な回復が生じたと考えられる。

一般に、反応部位修飾インヒピターの活性が低い場合、中性pHで標的酵

素とプレインキュベートすると、もとのインヒピターとほぼ同じ活性が得

られることが知れれているィ18九 ASI-I1の場合、活性が完全に回復した修飾

インヒピターは、インタクトインヒピターと同じように、速やかに酵素と

結合し阻害するにもかかわらず、活恒型修飾インヒピターへの再構築には、

酵素は全く関与せず、むしろ標的酵素ズブチリシンの存在が、不活性なN、

C両フラグメントからの再構築を妨害していることが示された。この様な現

象は、 ASI-IIを用いた本研究で初めて得られた新しい知見である。

他のインヒビターにおける分子内S・S結合の役割に相当する、ポテトI型

インヒピターの分子内外における相互作用は、大麦のインヒビターCI・2、

およびEglinCの立体構造の解析から推定されている。 CI・2とズプチリシン

の複合体(66，λ またα-2単独のX線結晶解析(6乃の結果は、 EglinCの核磁気

共鳴スベクトル分析(6，めの結果とよく似ており、反応部位のC末端側に存在

するアルギニン残基、Arg(75)とArg(77)(Fig. 37)が、反応部位周辺、特に

P1・P4位領域のアミノ駿と相互作用し、反応部位ループとインヒピタ一本体

を結び付ける役割を果たしていることを示している。また、 CI-2では、こ

の両アルギニンの側鎖がPJアミノ酸側鎖の負の電荷を安定化していること、

Eglin Cでは更に、このアルギニン領域と C末端グリシンが、周りの水分子

と非常に多くの水素結合を形成し、構造を安定化させていることが示され

ている。この両アルギニン残基の存在する領域は、ポテトI型インヒピタ一

間でよく保存されている。このことから、 ASI-IIの不活性フラグメント聞

の相互認識の一部は、 N-フラグメントのC末端数残基と、 Cフラグメント

のN末端側から6、8残基目のアルギニン側鎖との聞の非共有的相互作用に

よるのではないかと推察される。ポテトI型インヒビターでは、これらの領
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域の他にも、アミノ酸配列が高度に保存された領域があり、フラグメント

聞の相互認識に密接に関与していると考えられる。

第4節小括

分子内S・S結合のないASI-IIとズプチリシンの等モル複合体をTFA酸性下

の逆相HPLCに供し、反応部位(Ala-Asp)で切断された、 N末端側フラグメ

ント(49残基)とC末端側フラグメント(24残基)を調製した。中性pHで、不

活性な両フラグメントの等モル混合物(1μM)をインキュベートすると、 1 

時間後(15
0

C)、または5時間後(20 C)に完全に酵素阻害活性を回復した。

また、両フラグメントは、標的酵素が存在しない条件でのみ完全に活性

型インヒピターへ再構築され、これまで報告のなかった現象が確認された。

このことから、不活性な両フラグメントは、互いに特異的に相手を認識し

て、活性型修飾インヒピターを再構築し、そののち、酵素と複合体を形成

し、一部は反応部位P1、PJ残基の再結合によりインタクトインヒピターへ再

構築されることが示唆された。 ASI-IIで見られた、これらフラグメント間

の非共有的結合による相互作用の研究は、タンパク質問の相互認識機構を

解明するうえで、重要な知見を与えるものと考えられる。
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第6章総合考察

タンパク質性プロティナーゼインヒピターは、タンパク質化学的研究の

対象として、多くの研究者によって取りあげられてきた。また、最近では、

タンパク質工学の発展の基盤としてのタンパク質分子間相互作用の研究材

料としてもよく用いられている。特に、植物起源のタンパク質性セリンプ

ロテイナーゼインヒビターについては多くの知見が蓄積されており、タン

パク質分子の構造と機能の関係を解明する上でも有用である。

本研究では、マメ科のアズキ種子(Vigna angularis)に存在する、ズブチリ

シンに特異的なタンパク質性インヒピタ一、 ASI、の一次構造解析と酵素と

の反応部位の決定を行なった。その結果、このインヒピターのタンパク質

化学的な特性やアミノ酸配列上の特徴が明らかになった。ついで、本イン

ヒピタ一分子内にS-S結合が全くないことに注目して、インヒビタータンパ

ク質を反応部位で切断して断片化し、二個の不活性フラグメントを調製し

た。そして不活性フラグメントから活性型インヒピターが再構築されるこ

とを発見し、その機構、特に非共有結合によるタンパク質分子聞の相互認

識の解明を行なった。

まず、第 2章では、アズキ種子から、ズプチリシンインヒビターを抽出

し、イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過により、 2種のインヒ

ピタータンパク質、 ASI-I、11を約120倍に精製した。マメ科では、従来、 ト

リプシンやキモトリプシン阻害活性を有するインヒピターの報告がほとん

どで、ズプチリシンにのみ特異的な阻害機能を発現するインヒビターは稀

であるが、アズキ種子には、このようなズプチリシンインヒピターが、 ト

リプシンおよびキモトリプシンインヒビターと同じ程度に合まれているこ

とがわかった。

第3章では、 ASI-I、11の物理化学的並びに化学的諸性質を調べ、両イン

ヒピターのタンパク質化学的な差異を明らかにするとともに、 ASIが、従来、

マメ科で報告されているSTI(Kunitz)型やBBI型とは著しく異なったインヒ

ピターであることを示した。 ASIの諸性質の中で最も特徴的なことは、その

分子内にS-S結合が存在しないことである。ソラマメでも、 ASIとよく似た
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タンパク質化学的特性を持ったズプチリシンインヒピターの報告もあるの

で、 ASI様のインヒビターグループが、第3のマメ科インヒピターファミリ

ーとして存在していることが示唆された。

第4章では、 ASI-I、11の完全一次構造および反応部位ペプチド結合を決

定した。 ASI-Iは、 92残基のアミノ酸から構成されるインヒピターで、

ASI-IIは、 ASI-IのN末端側19残基のペプチドが欠落したより低分子の

ASI(73残基)であることが確認された。また、 ASIの反応部位はAla-Aspで、

インヒピターのC末端寄りに位置していた。 ASI-IIは、阻害機能上、 ASI-I

と同位のインヒピターであった。

ASIのアミノ酸配列を他のインヒピタータンパク質のものと比較したと

ころ、 ASIがポテトI型ファミリーのインヒピターであることが明らかとな

った。ポテトI型ファミリーは、 ASIの他に、ポテト、トマト、大麦から得

られたキモトリプシンインヒピタ一、ソラマメのズブチリシンインヒピタ

一、ヒルのEglinCなどが確認されており、生物界に広く分布している。

ポテトI型ファミリーは、タンパク質化学的に、他のインヒビターファミ

リーとは、著しく異なった特性を有している。他のファミリーのインヒピ

ターは、分子内S-S結合によって、その構造を保持しており、プロティナー

ゼに対する阻害反応部位は、いずれかのS-Sループ上に局在している。特に、

インヒピタ一分子内のS-S結合の配置と、反応部位が存在する位置との構造

的な関係は、各ファミリーにおいて一致している。

一般に、反応部位修飾インヒビターは、もとのインヒビターとほぼ同じ

酵素阻害機能を示すが、この現象は、反応部位の切断で新たに生じた、民位、

およびPJ位の両末端が拡散しないように、分子内S・S結合が構造を保持して

いる、あるいは、反応部位アミノ酸が離れた位置にあっても、活性発現に

必須の構造はS-S結合によって維持されているからだと説明されてきた。

ポテトI型インヒピターは、 ASIのように分子内S-S結合を持たないものが

多く、 S-S結合が存在している場合でも、酵素阻害には関係していないこと

が確認された唯一のインヒピターファミリーである。ポテトI型インヒピタ

ーは、分子内の非共有的相互作用によって、その構造を保持している。
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第5章では、 ASI-IIの反応部位(Ala-Asp)を切断して、 2種のペプチド、

N-フラグメント(49残基)とCフラグメント(24残基)を調製し、これらの不活

性な両フラグメントから、活性型インヒピターが再構築されることを示し

た。

中性pHで、両フラグメントの等モル混合物(1μM)をインキュベートする

と、 1時間後(15.。または5時間後(2.c)に、完全に酵素阻害活性を回復し

た。ところが、 30.Cでフラグメント混合物をインキュベートした場合は、

酵素阻害活性は、約70%にまでしか回復しなかった。一方、フラグメント

混合物を2.Cで7時間インキュベートして、阻害活性が完全に回復した再構

築ASIを、更に30.Cでインキュベートしたところ、阻害活性は、先の場合

と同様に約70%に低下した。以上の結果から、 N-、C-フラグメントの解離、

会合状態は、インキュベーション温度に依存して、可逆的に変化している

ことが示唆された。

従来、他の分子内S-S結合を持つインヒピターについては、反応部位修飾

(切断〉インヒピターの阻害活性が低い場合でも、標的酵素とともに中性pH

でインキュベートすると、徐々に阻害活性が回復することが知られている。

ASIの場合、切断された反応部位ペプチド結合(Ala-Asp)の修復は、標的酵

素と複合体を形成した状態で、徐々におこるが、 N-、Cフラグメントから

活性型インヒピター(修飾インヒビター)への再構築は、標的酵素が存在しな

い条件でのみおこることが確認された。これは、本研究で初めて得られた

知見である。

以上の結果から、反応部位で切断された件、 Cフラグメントは、まず、

互いに特異的に相手を認識して、活性型インヒビターを再構築し、そのの

ち、酵素と複合体を形成することが明らかとなった(Fig.48)。
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Fig. 48. Reconstitution of active ASI from inactive N-and C-仕agments.

セリンプロティナーゼは、基質と結合してミカエリス複合体(Michaelis

∞mplex)を生成し、四面体型中間体(tetrahedralin termediate)を経て、アシ

ル酵素となる。この時、切断されたペプチド結合のC末端側ペプチドが生

成物として遊離する。ついで、アシル酵素に水が付加して、図面体型中間

体、酵素-生成物ミカエリス型複合体を経て、酵素と生成物(N末端側ペプチ

めになる。プロティナーゼインヒピターの反応部位は、基質と全く同じ様

式で酵素と結合するが、脱アシル化以前の状態で反応が停止していると考

えられている(18)。

酵素・インヒビター複合体の立体構造解析の結果、 Kazal型のオボムコイ

ド、 PS刀、 BPTI、BBIはいずれも、ミカエリス複合体と四面体型中間体の

聞の状態で反応が停止しており、反応部位ペプチド結合は切断されていな

い。 STI(Kunitz)型は、図面体型中間体をとり、 serpinはアシル酵素の状態

で、酵素との反応が停止している(69)0ASIは、 N-フラグメントが酵素を阻
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害しないことからserpinのようにアシル化型のインヒピターではない。ポテ

トI型ファミリーの大麦α-2やEglinCの立体構造解析でも、反応部位はイン

タクトであることが示されており、ポテトI型インヒピターは、他の多くの

インヒピターと同様に、ミカエリス複合体から四面体型中間体にいたる途

中で、酵素との反応が停止した状態をとっているのではないかと考えられ

る。

現在、 15種類の酵素・インヒピター複合体のX線結晶構造解析が得られて

おり、インヒピターに共通する構造的特性が幾っか確認されている(70)。複

合体中の、酵素とインヒピターの相互認識部位の構造は多様で、あるが、接

触領域は、全て双方の30-40残基のアミノ酸で構成されている。また、相互

認識領域には、約10個の分子間水素結合が関わっている。これは、抗原と

抗体の相互認識部位においても確認されている。このタンパク質分子間水

素結合の25%は、接触領域に位置する特定のアルギニン残基側鎖、または

リジン残基側鎖が関与している。タンパク質分子聞の直接的な水素結合の

他にも、分子聞に存在する水分子と極性アミノ酸の聞に多くの水素結合が

見られる。

ポテトI型インヒピターのうち、大麦のα-2およびEglinCの立体構造解析

の結果からも、反応部位のC末端側に存在するアルギニン残基、Arg(75)と

Arg(77) (Fig. 37)が、反応部位周辺のアミノ酸と相互作用し、反応部位ルー

プとインヒピタ一本体を結び付ける役割を果たしていることが示されてい

る(66，68)。この両アルギニン残基の存在する領域は、ポテトI型インヒピタ

ー聞でよく保存されており、 ASI-IIのN・フラグメントとc-フラグメントの

特異的な相互認識の一部は、 C-フラグメントに存在する、アルギニン残基

が関与していることが示唆される。

本研究で示した、不活性N・、 Cフラグメントから活性型ASIへの再構築

機構は、タンパク質の構造と機能の関係を研究する上で、よいモデ、ルで、あ

ると考えられる。今後、これらN・、 Cフラグメント聞の特異的相互認識に

関わる領域について更に詳しい研究が進めば、タンパク質・タンパク質相互

認識機構の解明にとって、新たな知見の蓄積が得られるものと期待される。
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要約

乾燥アズキ種子から2種のズブチリシンインヒビタ一、 ASIよ 11を精製

し、その物理化学的および化学的特性を調べた。両ASIは、分子内S-S結合

を持たない点で、他のインヒピターに比べて特徴的であった。

次に、両インヒピターの完全アミノ酸配列および阻害反応部位を手動

DABITC法によって決定した。 ASI・Iは92残基のアミノ酸で構成されるイン

ヒピターで、反応部位はAla-Aspであった。また、 ASI-IIは、 ASI-IのN末

端側19残基のペプチドが欠落した低分子型AS1 (73残基)であった。 ASIは、

ポテトI型インヒビターで、マメ科植物にSTI(Kunitz)型やBBI型以外の第 3

のインヒピターグループが存在することが示唆された。

分子内S-S結合のないASI-IIの反応部位(Ala-Asp)を切断し、 N末端側フ

ラグメント(49残基)とC末端側フラグメント(24残基)を調製した。最適な条

件で、不活性な両フラグメントをインキュベートすると、完全に酵素阻害

活性を回復した。活性型インヒピターへの再構築は、標的酵素が存在しな

い場合のみおこることが、本研究ではじめて確認された。両フラグメント

聞の非共有的相互作用の研究は、タンパク質分子聞の相互認識機構を解明

する上で、重要な知見を与えるものと期待される。

-frl-



SUMMARY 

Two molecular forms of protein subtilisin inhibitor were 

isolated from Adzuki beans (Vigna angularis) by successive 

column chromatography on CM-cellulose， Sephadex G-50， 

and DEAE -cellulose. The final preparations were con宵rmedto 

be homogeneous on polyacrylamide gel electrophoresis. 

The complete amino acid seQuence of a major molecular 

form of adzuki beans subtilisin inhibitor ASI-I was established 

by manual analysis using 4-N，N-dimethylaminoazobenzene-4・-
isothiocyanate (DABITC). SeQuencing was performed on the 

peptides which were derived by digesting the inhibitor with 

TPCK -trypsin， Iysyl-endopeptidase and Staphylococcus aureus 

V8-protease. ASI-I consisted of a single polypeptide of 92 

amino acid residues and the molecular weight was calculated to 

be 10，800. A minor form of subtilisin inhibitor ASI-II was also 

seQuenced. The amino acid seQuences of the two forms of ASI 

were identical except that ASI-I had an extra amino-terniinal 

seQuence of 19 amino acid residues. The reactive site peptide 

bond of ASI was determined to be Ala-Asp. Comparison of 

amino acid seQuences revealed that ASI's were 29-68% 

homologous in seQuence to the inhibitors of so called "potato 

Inhibitor I family". The members of this family have been 

con官rmedto reQuire no intramolecular disulfide linkage to 

retain the suitable conformation for enzyme inhibition. 

The reactive site peptide bond of ASI-II was readily 

cleaved with subtilisin during a reversed-phase HPLC of the 

enzyme-inhibitor complex using a trifluoroacetic acid-

acetonitrile elution system. Since ASI-II had no intramolecular 
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disulfide linkage， the inhibitor was converted into two 

fragments after the limited cleavage at its reactive site. One of 

them corresponded to the region from the amino-terminal Lys 

to the reactive site P1 Ala and the other to the region from the 

reactive site P1' Asp to the carboxyl-terminal Gly of the 

inhibitor (N-and C-fragments， respectively). Although each 

fragment showed no effect on subtilisin activity， an equimolar 

mixture of both inactive fragments inhibited the target enzyme 

as did the intact ASI-II. 

In general， the reactive site-modified serine-proteinase 

inhibitors can be reconstituted almost completely by incubation 

with their target enzymes for long time even if a modified 

inhibitor has reduced inhibitory activity. As for ASI-II， however， 

the present study indicated that the N-and C-fragments of 

the inhibitor could be reconstituted into an active form of the 

inhibitor by incubation only in the absence of the target 

enzyme. 80th fragments associate each other to form a fully-

active inhibitor under suitable incubation condition， andthen 

inhibit subtilisin as strong as does the intact ASI-II. 

Further investigation on the properties of the recognition 

sites and the non-covalent forces responsible for the 

association of the N-and C-fragments may provide some 

useful information on the protein-protein interaction. 
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