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緒言

　生体内においてプロテアーゼは恒常性維持を始め、様々な生理反応に関与し

ており、各種プロテアーゼの活性制御は生物の生存にとって非常に重要である

　プロテアー・・一・・ゼの活性制御にはまず最初に遺伝子の転写、翻訳の段階での制御

があり、次に蛋白の段階で制御がある（1）。蛋白の段階での重要な活性制御の

方法として、前駆体の合成と各種蛋白成分での活性調節が挙げられる。すなわ

ち、大部分のプロテアーゼが不活性型前駆体（zymogen）として合成され、必要

に応じて限定加水分解により不可逆的に活性化をうける。さらに特異的インヒ

ビター、あるいは蛋白性コファクターなどにより活性の調節を受ける（2）。高

等生物において生理的刺激を拡大、増幅し、刺激に応答するため複数のプロテ

アーゼ前駆体が順次活性化をうけるカスケード（cascade）を構成する場合があ

る。例えば哺乳類やカブトガニの血液凝固系（3，4）、哺乳類の補体系（5）など

で、これらのプロテアーゼ前駆体はほとんどすべてがセリンプロテアーゼの前

駆体である。特に哺乳類の血液凝固系はセリンプロテアーゼの前駆体、それら

の活性型に対する特異的インヒビター、蛋白性コファクターから構成されるカ

スケードである。その構成要素、活性化経路は非常に複雑で巧みな活性制御を

受けている。

　カスケードによるプロテアーゼの活性制御は、あらゆる生物にとって重要で

あるはずだが、脊椎動物以外の動物ではカブトガニの血液凝固系カスケードが

詳細に研究されているのみで他の動物群での研究にみるべきものはない。昆虫

もその例外ではなく、現在までに昆虫丘且液中においてプロテアーゼ前駆体を含

むカスケードとしてフェノール酸化酵素前駆体カスケード（prophenoloxidase

1



activting　cascade：proPOカスケード）の存在が知られているが、その全容

は未だ解明されていない。ProPOカスケードは昆虫の異物認識や生体防御に深

く関わっている事が知られるようになり（6）、このカスケードに対する関心は

高まっている。ProPOカスケードの構成要素の単離、精製、カスケードの再構

成はproPOカスケードの生理的意義を解明する上で重要である。また血液凝固

系やフィブリン溶解系のセリンプロテアーゼ前駆体は共通の起源から進化して

きたと考えられているが（7）、proPOカスケードと他の動物群にみられるセリ

ンプロテアーゼ前駆体を含むカスケードの間にどのような関係があるか興味深

い。本論文ではフェノール酸化酵素前駆体カスケードの構成要素であり、昆虫

血漿中において細菌の細胞壁成分によって活性化をうけるセリンプロテアーゼ

前駆体、proBAEEaseについての研究結果を報告する。

、
灘
，
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略号表

フェノール酸化酵素（phenol　oxidase），　monopheno1，

dihydroxyphenylalanine：oxygen　oxidoreductase　（EC　1．14．18．1）；

proPO，フェノール酸化酵素前駆体；

PPAE，　proPO活性化酵素（proPO　activating　enzyme）；

proPPAE，　PPAEの前駆体；BzArgEt，　N一α一benzoy1－L－arginine　ethyl　ester；

BAEEase，家蚕血漿画分において発見されたBzArgEtを加水分解する酵素（8）；

proBAEEase，　BAEEaseの前駆体；一NH－Mec，4－methylcoumary1－7－amide；

Boc，　tert－butoxycarbonyl；　Z，　benzyloxycarbonyl；　Bzl，　benzy　l；

Glt，　glutaryl；　Suc，　succinyl；　Glp，　pyroglutamyl；

Phr6eSO2F，　phenylmethanesulfonyl　fluoride；

H2N（NH）CPhMeSO2F，　（p－amidinophenyl）methanesulfonyl　fluoride；

NpGdnBzOH，　p－n　itrophenyl－p’一guanidinobenzoate；

DFP，　diisopropylfluorophosphate；

TosLysCH2Cl，　N－tosyl－L－lysyl－chloron｝ethyl　ketone；

TosProCH2Cl，　N－tosyl－phenylalanyl－chloromethyl　ketone；

PheProArgCH2Cl，　D－phenylalanyl－prolyl－arginyl　chloromethyl　ketone；

AcCN，　acetonitrile；　DMF，　dimethylformamide；

PBAS，　proBAEEase　activating　system；　ddw，　deionized　distilled　water；

ODS一カラム，　C田一カラム．

3
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第！章セリンプロテアーゼ前駆体、proBAEEaseの家蚕幼虫血漿中からの精

　　　　製とその活性型、BAEEaseの精製。

フェノール酸化酵素前駆体カスケードの概要。

　昆虫体腔内に侵入したカビの胞子などがメラニン層などによって覆われてい

るのがしばしば観察されている。　メラニンは昆虫体液（血液）内に大量に存在

するフェノール性物質であるチロシン、ドーパなどがフェノール酸化酵素

（phenoloxidase；PO）により酸化されて生成する。通常、昆虫体液内ではフェ

ノール酸化酵素は不活性型前駆体（prophenoloxidase；proPO）として存在する

が、昆虫体内にカビやバクテリアなどが侵入した場合活性化を受ける。これら

の事実はメラニン生成が昆虫の生体防御や異物認識に深くかかわっていること

を示している。家蚕幼虫血漿を使っての研究の結果、proPO活性化反応は細菌

の細胞壁構成成分によって引き金を引かれるカスケード反応であることが明ら

かにされている（6）。このカスケードはフェノール酸化酵素前駆体カスケード

（proPOカスケード）と呼ばれている。　ProPOカスケードは家蚕以外にもゴキブ

リ（Blaberus　craniifer）、バッタ（Locusta　migra　toria）などの血球破砕液上

清（9，10）、そしてタバコスズメガ（Manduca　sexta）、センチニクバエ（8arco－

Phaga　bullata）などの血漿画分（！1，12）にもその存在が知られている。

　家蚕幼虫血漿のproPOカスケードについては他の昆虫のproPOカスケード

より研究が進んでいる（6）。現在までに判明している、家蚕幼虫血漿のproPO

カスケードの模式図を図1に示した。家蚕幼虫体内にカビやバクテリアが侵入

した場合、最初にその細胞壁構成成分であるβ一1，3－91ucanやpeptidoglycan

がそれぞれの認識蛋白（recognition　prOtein）に認識されることによりカスケ

覇

齪．
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proBAEEase

BAEEaseロー顧一一■？一胴一一）・一

O　ca2＋

　　　　／
　　　　／
　　　／
　　　／
　　／
　　／

　／
　／

BGRP

N
N

　x

　N
　N
　　N
　　N
　　N
　　PGRP

proPPAE

　　　　　PP超

＋　a　peptide

tyroslne dopa

　i　po
　；

melanin

β一1，3－gluca皿　　　　peptidoglycan

図1）家蚕幼虫血漿におけるフェノール酸化酵素前駆体カスケード（proPOカスケード）

の概略。

図の点線部分は構成要素等、未解決の経路を示す。

Abbreviations：

BGRP：　B－1，3－glucan　recognition　protein，　PGRP：　peptidoglycan　recognition　protein

BAEEase：α＋benzoyl－arginine　ethyl　esterを加水分解する酵素として発見された酵素

proBAEEase：BAEEaseの前駆体、　PPAE：pro　PO活性化酵素（proPO　activat　ing　enzyme）・

proPPAE：PPAEの前駆体、　PO：フェノール酸化酵素（phenoIoxidase）・

proPO：POの前駆体

鳳
雛
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一ドの引き金が引かれる。その後Ca2＋一dependentな経路を経て2種のセリン

プロテアーゼ前駆体、proBAEEaseとproPPAEが順次活性化される。活性化し

たproBAEEaseすなわちBAEEaseは血漿中に存在するインヒビターによって急

速に失活する（13）。最後にproPO　activating　enzyme（PPAE）が限定加水分解

によりproPOをPOに変換し、その酸化作用によってメラニン生成がおこるこ

とが明らかにされている。

　ProBAEEaseが活性化されるとBAEEase活性を示す。　ProPOカスケードの内

で存在が知られている構成要素はβ一1，3－glucan　recognition　protein，　pepti－

doglycan　recognition　protein，　proPO，　proBAEEase，　proPPAEである。前三者

は精製されているがproBAEEaseとproPPAEはまだ精製されていない（6，14，

15）。ProPPAEの活性型はproPOを活性化させることが明らかにされているが

proBAEEaseについては不明な点が多い。　ProBAEEaseはセリン型プロテアーゼ

前駆体であることが解っているのみである（8）。その活性型がベンゾイルアル

ギニンエチルエステル（a－N－benzoyl－L－arginine　ethyl　ester）を加水分解す

る能力を有するため、仮に不活性型をproBAEEase、活性型をBAEEaseと呼んで

いる。図1ではproBAEEaseはproPOを活性化する経路上の購成要素として

あらわしているが、実際にはproBAEEaseがproPOの活性化経路に位置する構

成要素であるということを支持する確実な証拠は得られていない。さらにpro－

BAEEaseの活性化の機構、　BAEEaseの実際の基質、　proBAEEase（あるいは

BAEEase）の生理機能などproBAEEaseに関するほとんどが未解決の問題として

残されている。これらの諸点を解明するため本章ではセリンプロテアーゼ前駆

体proBAEEaseの家蚕幼虫血漿中からの精製と、その活性型BAEEaseの精製に

ついて研究したのでその成果を報告する。

6
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実験方法

実験動物。

　家蚕（錦秋×鐘和）は日本農産工業の人工飼料、シルクメイトを餌として与

え25℃、光周期（昼14時間、夜10時間）で飼育した。

試薬。

　ザイモザン（zymosan）、　p－nitrophenyl－p’一guanidinobenzoate（NpGdnBzOH）

大豆トリプシンインヒビター、N－tosyl－phenylalanyl－chloromethyl　ketone

（TosPheCH2Cl），　N－tosyl－L－lysyl－chloromethyl　ketone　（TosLysCH2Cl），

aprotinineはシグマから、　SDS－PAGE用分子量マーカー、　Econo－Pac　HTP

cartridgeはバイオラッドから、ウルトラフリー（UFCLGLOO）はミリポアから

pH　4．　O－6．5のアンフオライン、セファデックスG－！50　（Sephadex　G－150）

Q一セファロース（Q－Sepharose）、プレパックカラム（Mono　Q　column　HR　5／5，

Superose！2　column　HR　10／30）はファルマシアから、フェニルトヨパール

（Pheny1－Toyopear1650　M）、ヘパリントヨパール（Heparin－Toyopear1650　M）

は東ソーから、マイクロBCA蛋白定量試薬（Micro　BCA　protein　assay

reagent）はピアス（Pierce）から、7－amino－4－methylcoumarin，

各種peptidyl－7－amino－4－methylcoumarin，アンチパイン（antipain），ロイペ

プチン（1eupeptin），ペプスタチン（pepstatin），　E－64はペプチド研究所から

ゲル濾過分子量スタンダード、アンチスロンビンmはべーリンガーマンハイム

カ、ら、phenylmethanesulfonyl　fluoride（PhMeSO，F），　P－amidinophenylmethane－

sulfonyl　fluoride　［H2N（NH）CPhMeSO2F］，　benzamidine，　diisopropylfluoro一

7



phosphate（DFP），リジルエンドペプチダーゼは和光純薬から、トリチウムラベ

ルのDFP（［3H］一DFP）（370　GBq／m　mole）、　EnlightningはDuPont／NEN

Research　Productsから，i4C一ラベルの分子量マーカー（［14C］一carboxy1－

methylated　molecular　weight　marker）はアマシャムから

D－phenylalany1－proly1－arginy1－chloromethyl　ketone（PheProArgCH2Cl）はカ

ルビオケムから、それぞれ購入した。他の試薬は特級を用いた。

ザイモザン（β一1，3－91ucanを主成分に含む、酵母の細胞壁成分）溶液の調製。

ザイモザン溶液は吉田ら（8）の方法に従い調製した。

家蚕血漿画分の調製。

　血漿は5令熟蚕から芦田（16）の方法に従い調製し、超遠心（156，200g，

2．5時間，2℃）後使用した。

血漿O－50画分の調製。

　血漿画分に対し等容量の飽和硫酸アンモニウム溶液（pH　6．5）を加え、沈殿

を血漿等分の10分の1容量の10inM　Tris－maleate　buffer，1耐EDTA，0．5

MNaC1，　pH　6．5に溶かし、同じバッファー、21に対して透析した。その後下

遠心（156，　2009，2時間，2℃）し、その上清に等容量の10耐Tris¶aleate

buffer，1inM　EDTA，0．15　M　NaC1，　pH　6．5を加えた。こうして得られた0－50

画分はおよそ血漿此分の5分の1容量となった。0－50面分にはproBAEEase

活性化までのカスケードの樽成要素がすべて含まれるが、BAEEaseのインヒビ

8
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ターは除かれる（13）。

BAEEase活性の測定法。

　BAEEaseは最初、家蚕血漿をCa2＋存在下でザイモザンやペプチドグリカン

と反応させたときに現れるエステラーゼ活性として吉田らによって発見された

が（8）、この活性出現のタイムコースはBzArgEtの代わりに合成基質Boc－Val－

Pro－Arg－NH－Mecを用いても同様になった。本報告におけるBAEEase活性は

Boc－Val－Pro－Arg－NH－Mecを基質として測定したものである。実際の測定は以下

のようにおこなった。10μ1の酵素標品を480μ1の10mM　Tris－HCI　buffer

pH　8．2と10μ1の！iiil！l　Boc－Val－Pro－Arg－NH－Mecと30℃，30分間反応させ

500μ1の50％（V／V）酢酸を加え反応を停止する。　この反応液中に生成した

7－amino－4－methylcoumarinをKojimaら（17）の方法に従い、蛍光分光光度計

により励起波長460nm、蛍光波長360　nmで定量した。この条件下で1分間に

1nmolの7－amino－4－methylcoumarinを遊離させる酵素量を1unitとした。

ProBAEEaseの定量法。

　直接proBAEEaseを活性で定量する方法はまだみつかっていないので、活性

型に変換しBAEEase活性で定量した。　ProBAEEaseは血漿O－50画分によって

活性化させた。前述したように血漿0－50自分にはproBAEEaseが含まれてい

るが、定量する試料をCa　2＋存在下、　O－50油分、ザイモザンと反応させると

0－50回分中と試料中のproBAEEaseは活性化される。コントロール（試料の代

わりに10mM　Tris－maleate　buffer，0．15　M　NaCl，　pH　6．5を加えた反応血液）

と試料を加えた反応謡曲のBAEEase活性の差を測定する事によって試料中の

proBAEEaseを定量した。実際の定量は以下のようにおこなった。25μ1の試料

9
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を1・5μ1の250耐CaC　12，5．0μ1のザイモザン溶液（0．1㎎／m　l），5．0μ1

の血漿0－50画分と25℃，100分間反応させた。反応後、コントロールと試料

各反応混液のBAEEase活性を測定した。尚、1unitのproBAEEaseは活性化

後、1unitのBAEEase活性を与えるproBAEEaseの量と定義した。

PO活性の測定法。

PO活性は吉田ら（8）の方法に従って測定した。

ProBAEEaseの精製法。

　全ての操作は0－4℃で行なった。但しFPLC　systemは室温（15－25℃）で使

用した。また特にことわらない限り、遠心は10，000g，！0分間、透析は一晩

カラムクロマトグラフィーの流速は1．Oml／minでおこなった。家蚕血漿画分

260mlを出発材料とし、等容量の飽和硫酸アンモニウム溶液（pH　6．5）をそれ

に加え一晩撹科した。沈殿を遠心（10，000g，20分間）によって集め、26　m1

の10mM　Tris－maleate　buffer，1mM　EDTA，0．5MNaCl，　pH　6．5に胆力、し、

0・31mlの100　mM　DFPを加え21の10　iTilY（Tris－maleate　buffer，1mM

EDTA，0．5MNaCl，　pH　6．5に透析し超遠心（156，000　g，2時間）した。この

上清（31ml）を硫安子分（ammonium　sulfate　fraction）とする。　硫安画分

を10mM　Tris－maleate　buffer，1ml！I　EDTA，0．15　M　NaC1，　pH　6．5で平衡化し

ておいたSephadex　G－150カラム（5．0×85　cm）にアプライした。溶出は平衡

化に用いたのと同じバッファーを用い、流速1．02ml／minで行なった。溶出液

は10．2mlずつ分面した。　ProBAEEaseを高濃度に含む画分（Sephadex　G－150

fraction）（図3A）を51の10　mM　K－Pi　buffer，　pH　7．0，20％飽和硫酸ア

ンモニウムに透析し、同じバッファーに平衡化しておいたPhenyl－Toyopearl

難翻

縫
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カラム（2．0×28cm）にアプライした。同じバッファーで洗浄後、吸着した蛋

白を300mlの10　inl！［K－Pi　buffer，　pH　7．0中、20％から0％飽和硫酸アン

モニウムのグラジエントにより溶出させ10m1ずつ分画した。

ProBAEEaseを高濃度に含む画分（Pheny1－Toyopearl　fraction）（図3B）を2

1の10耐K－Pi　buffer，　pH　7．0に透析し、同じバッファーで平衡化しておい

たHeparin－Toyopear1カラム（1．2×9．　O　cm）にアプライした。　ProBAEEase

を含む画分はカラムを素通りした。素通り等分（Heparin－Toyopearl　fraction

）を21の20iiil！［Tris－HCI　buffer，　pH　7．5に透析し、同じバッファーで平

衡化しておいたQ－Sepharoseカラム（1．8×11．8cm）にアプライした。同じ

バッファーで洗浄後、吸着した蛋白は150m1の20耐Tris－HCI　buffer，　pH

7．5中、0～0．3MNaClのグラジエントによって溶出させ、10　mlずつ分画し

た。ProBAEEaseを高濃度に含む四分（Q－Sepharose　fraction）（図3C）を21

の5iiir・l　K－Pi　buffer，　pH　6．0に透析し、同じバッファーで平衡化しておいた

Econo－Pac　HTP　Cartridge（プレパックのハイドロキシルアパタイトカラム）に

アプライした。同じバッファーで洗浄後、吸着した蛋白を50mlのグラジエン

ト（5mMから200　mMのK－Pi　pH　6．0）、で溶出させ5mlずつ分画した。

ProBAEEaseを高濃度に含む画分（hydroxylapatite　fraction）（図3D）を2

1の20rnl）（I　Tris－HCI　buffer，　pH　7．5に透析し、同バッファーに平衡化してお

いたMonoQカラムにアプライした。同じバッファーで洗浄後、吸着した蛋白

を25mlの20　mM　Tris－HCl　buffer，　pH　7．5中、0．1～0．2MNaC1のグラジ

エントによって溶出させ1．5m1ずつ分画した。　ProBAEEaseを高濃度に含む

画分（1st．　Mono　Q　fraction）（図3E）を20　mM　Tris－HCI　buffer，　pH　7．5に

よって5倍に薄め、MonoQカラムにもう一度アプライし、一度目と同じ条件

で溶出させた。こうして得られたproBAEEaseを含む画題（fraction　Nos．17

11
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～19，図3F）をproBAEEase精製標品とした。

ゲル濾過法によるproBAEEaseの分子量の決定。

　proBAEEase精製標品（20μg／200μl　of　20　iTilY［Tris－HCI　buffer，　pH　7．5）

を10mh　Bistris－propane　buffer，0．15　M　NaCl，　pH　6．5に平衡化しておいた

Superose　l2カラム（HR　lO／30）に流速0．5ml／minでアプライした。標準蛋

白としてBSA（68　kDa），　chicken　ovalbumin（45　kDa），　chymotrypsinogen　A

（25kDa）をそれぞれ2㎎／m1の濃度で10耐Bistris－propane　buffer，0．15

M，NaCI　pH　6．5に溶かし、うち200μ1ずつ同じ条件でアプライした。

ProBAEEase精製標晶・標準蛋白、それぞれの溶出ボリュームからproBAEEase

の分子量を決定した。

ProBAEEase活性化諸分（proBAEEase　activating　system：PBAS）の調製法。

　ProBAEEaseの精製途中でCa2＋存在下、ザイモザンを加えることにより

proBAEEaseを活性化する画分が得られた。これをproBAEEase活性化画分

（proBAEEase　activating　system：PBAS）と呼ぶ。　PBASはproBAEEaseを含

まない。PBASは以下のように調製した。血漿画分からproBAEEaseを調製す

る途中、Pheny1－Toyopear1カラムに吸着した画分を10　rTit・l　K－Pi　buffer，　pH

7・0で一度に溶出させ、21の10TTiM　K－Pi　buffer，　pH　7．0に透析した。その

後Heparin－Toyopearlカラムにアプライし、その吸着した四分を10　mM　K－Pi

buffer，　l　M　NaC1，　pH　7．0で溶出させ、11の10　mM　Tris－maleate　buffer，

0・15MNaCl，　pH　6．5に対し透析した。こうして得られた三分、　PBASの蛋白濃

度は1．91mg／m1であった。

難

くL層
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PBASを使ってのproBAEEase活性化とBAEEaseの精製。

　精製したproBAEEase（141μ9　Protein／2．9ml　of　20　ml！［Tris－HCI　buffer

O．15MNaCl，　pH　7．5）を0．25　mlのPBAS，0．192　mlの250　mh　CaC12，

0．639m1の0．1㎎／m1ザイモザンと25℃，3．5時間反応させた後、　O．51の

10mh　K－Pi　buffer，　pH　7．0に対し透析を5．5時間おこなった。透析後、遠心

（10，0009、10分間）し不溶性のものを除き、上清を10mM　K－Pi　buffer，　pH

7．0に対して平衡化しておいたHeparin－Toyopearlカラム（0．5×10　cm）に

アプライした。素通り画分（7．Oml）を11の5mlY［K－Pi　buffer，　pH　6．0に

対し透析し遠心（10，0009、10分間）後上清を5ml！（K－Pi　buffer，　pH　6．0で

平衡化しておいたKoken　HCA－GEL　C－4603　（プレパックのハイドロキシルアパ

タイトカラム）にアプライした。同じバッファーで洗浄後、吸着した蛋白を10

mlのK－Pi　buffer，　pH　6．0，5iTilYI～200耐のグラジエントにより流速0．5ml

／minで溶出させた。およそ84　mhリン酸濃度のところに蛋白のピークがみら

れBAEEase活性のピークと一致した（図8）。この活性画分をBAEEase精製標

品とした。

覧“

BAEEaseの［3H］一DFPによる標識と標識されたBAEEaseのフルオログラフィー

　1．06μ1の5．73MDFPを、精製したproBAEEase（19．6μ9　Protein／0．4

ml　of　20　mM　Tris－HCl　buffer，0．15　M　NaC1，　pH　7．5）、89μ1のPBASと4℃

1時間反応させた。反応後11の10mM　Tris－maleate　buffer，0．15　M　NaCl

pH　6．5に12時間透析して未反応のDFPを除いた。その後反応混液にザイモ

ザン溶液とCaC12を最終濃度がそれぞれ0．016　m9／m1，11．lmMとなるように

加え25℃，2時間反応させた後、［：i　H｝DFP（最終濃度39．7μM）と更に氷温で

12時間反応させた。反応後、0．51の10mM　Tris－maleate　buffer，0．15　M

13



NaC　1，　pH　6．5に対し12時間透析し、更にウルトラフリーによってその容量が

およそ60μ1になるまで濃縮した。この濃縮された反応混液は［3H］一DFPによ

って標識されたBAEEaseを含む。コントロールとしてproBAEEaseの代わりに

20iiil！l　Tris－HCI　buffer，0．15　M　NaCl　pH　7．5を含む反応混液を同様に処理し

た．2つの反応混液をLaemli（18）の方法に従って還元条件下、2㎜厚の

12％アクリルアミドゲルを用いてSDS一電気泳動した。泳動後のゲルは10％

のトリク四丁酢酸で蛋白を固定化し、さらにddwで洗浄後、0．31のEnligh－

tning：ddw：EtOH（5：3：2，v／v／v）で1時間処理し、その後乾燥させた。乾燥

後のゲルはX線フィルムに一80℃、1週間感光させ、その後フィルムを現像

した。

精製BAEEase標品の基質特異性。

　精製したBAEEase（24．3μg／ml　of　10　mM　Tris－maleate　buffer，0．15　M　NaCl

pH　6．5）を10　mh　Tris¶aleate　buffer，0．15　M　NaC1，　pH　6．5で！0倍に希

釈し、更にBAEEase活性を安定させるためBSAを最終濃度0．22　mg／mlにな

るように加え、これを希釈BAEEase酵素溶液とした。　Boc－Val－Pro－Arg－NH－Mec

を用いたBAEEase活性測定と同様にして、各基質は濃度20幽で30℃、30

分間、pH　8．2の条件で希釈BAEEase酵素溶液と反応させた。加水分解によっ

て生じる7－amino－4－methylcoumarinの濃度を測定した。各基質に対する活性

はBoc－Va1－Pro－Arg－NH－Plecに対する活性を100％としたときの相対活性で

憎した。　Boc－Val－Pro－Arg－NH－Mecを基質とした場合、およそ10％の基質が

この実験条件下において加水分解された。

14
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精製BAEEase標品に対する各種プロテアーゼインヒビターの阻害効果。

希釈BAEEase酵素溶液を各種プロテアーゼインヒビターと表3に示した各

濃度で25℃，30分間反応させ、その後BAEEase活性を測定した。各インヒビ

ターの阻害効果はコントロール（インヒビターを加えない場合）を0％とした

ときの相対値で示した。

ProBAEEaseに対する（一amidinophenyl）methanesulfonyl　fluoride，［H2N（NH）一

CPhHeSO　2F］の影響。

10μ1の10mM　H2N（NH）CPhHeSO2Fを90μ1のproBAEEase（28．9μ9／ml　of

20耐Tris－HCI　buffer　O．15　M　NaCl　pH　8．2）と25℃，1時間反応させて

0．51の10耐Tris－maleate　buffer，0．15選NaCl，　pH　6．5に一晩透析した

この反応混液の内31．0μ1をPBAS　6．0μ1，250耐CaCl。1．85μ1，0．　l　mg／

mlザイモザン溶液6．15μ1と25℃で反応させ、　BAEEase活性を測定した。

またH2N（NH）CPhMeSO2Fの代わりにH、N（NH）CPhMeSO2Fが溶けている溶媒であ

るAcCN：DHF（3：！，　v／v）をproBAEEaseと反応させ、同様に処理したものをコ

ントロールとした。

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　懸1

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）と等電点ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動（IEF－PAGE）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　削

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）は1mmの厚さのゲルを

用いLaemliの方法（18）に従って行なった。等竃点ポリアクリルアミドゲル電

気泳動（IEF－PAGE）はVesterbergの方法（19）に従って行なった。泳動後、

ゲルはそれぞれCoomassie　Brilliallt　Blue　R－250で蛋白染色した。

〔．’・　　F
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蛋自濃度の測定。

蛋白濃度の測定はSmithらの方法（20）に従って行なった。
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結果

ProBAEEaseの定量。

　実験方法に示したように、proBAEEaseは血漿0－50％画分によって活性化し

そのBAEEase活性によって定量した。本研究で用いた測定系では、測定に供し

たproBAEEaseの量と観察されたBAEEase活性の間には図2に示した様に

proBAEEaseの量が400　ngまで直線性が示された。　BAEEaseの測定はこの範囲

内で行なった。

ProBAEEas6の精製。

　実験方法に示した様にproBAEEaseは家蚕血漿画分から硫安分画、　Sephadex

G－150カラム、Pheny1－Toyopear1カラム、　Hepar　in－Toyopear　lカラム、

Q－Sepharoseカラム、　hydroxylapatiteカラム、　Mono　Qカラムによる各種カ

ラムクロマトグラフィーにより精製された（図3A～F，表1）。2回目のMono

Qカラムの活性画分（図3F，　fraction　Nos．17～19）をproBAEEase精製標品

とした。Pheny1－Toyopear　1カラムクロマトグラフィー（図3B）で活性の小さ

いピークが後半に現れたが、この画分についてはこれ以上精製をすすめなかっ

た。表1に示した様に260m1の家蚕血漿画分から収率12％、比活性3，450

倍の上昇で、およそ89μ9のproBAEEase標品が得られた。精製されたpro－

BAEEase標品はSDS－PAGEにおいて39　kDa．（還元条件下）、　IEF－PAGEにおいて

pl　4．55の位置にそれぞれ一本のバンドを与えた（図4）。またSuperose　12

カラムを用いたゲル濾過ではproBAEEase精製標品は分子量39　Kに相当する

位置に溶出された（図5）。

17
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図2）ProBAEEaseの量とBAEEase活性の関係。

　ProBAEEase精製標品を用い、実験方法に示したようにproBAEEaseを定量した。

測定に供したproBAEEaseの量に対する、観察されたBAEEase活性をプロットした。
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　A，硫安画分（a㎜onium　sulfate　fraction）のSephadex　G－150カラムにおける溶出

パターン。B，　Sephadex　G－150　fractionのPheny1－Toyopear　1カラムにおける溶出パタ

ーンC，Heparin－Toyopearl　fractionのQ－Sepharoseカラムにおける溶出パターン。

D，Q－Sepharose　fractionのhydroxylapatiteカラムにおける溶出パターン。　E，　hydr－

oxylapatite　fractionのMono　Qカラムにおける溶出パターン。　F，　Mono　Q　fraction

の2回目のMono　Qカラムにおける溶出パターン。　A）～E）の図の横棒で示した三分を

集め、次のカラムにアプライした。Sephadex　G－150カラム以外のカラムはFPLC　system

（ファルマシア）を用いてクロマトグラフィーをおこなった。　図の白丸、実線、破線は

それぞれproBAEEaseの濃度280　nmにおける吸収、溶出液の濃度を示す。他の実験条件

は「実験方法」に示した通りである。　　　19
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図4）proBAEEase、　BAEEase精製三品のSDS－PAGEとproBAEEase精製標品のIEF－

PAG　Eo

　A，SDS－PAGE：a，　proBAEEase（0．2μg）；b，　proBAEEase（0．2μg）とBAEEase（0．2

μ9）を混合したもの；c，BAEEase（0．2μ9）；d，分子量マーカー。　分子量マーカーは

phosphorylase　b　（92．5　kDa），　BSA　（66．2　kDa），　ovalbumin　（45　kDa），　carbonic　anhydr－

ase（31　kDa），　soybean　trypsin　inhibitor（21．5kDa）とlysozyme（14．4kDa）で、

一カーの分子量は1ane　dの左に示した。

　B，IEF－PAGE：e，　proBAEEase（0．6μg）；f，　proBAEEase（0．6μg）と等電点マーカー

を混合したもの；9，等電点マーカー。　等電点マーカーは91ucose　oxidase（pl　4・15），

soybean　trypsin　inhibitor　（pl　4．55），　B－lactoglobulin　A　（pl　5．20），　bovine　carbon－

ic　anhydrase　B（pl　5．85）とhuman　carbonic　B（6．55）で、マーカーの等電点は1ane

9の右に示した。Lane　fにおいてproBAEEaseはsoybean　trypsin　inhibitorと同じ

位置に移動した。
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ProBAEEase活性化システム（PBAS）を使っての　roBAEEaseの活性化。

Ca2＋存在下、　proBAEEase、　PBAS、ザイモザンを反応させるとBAEEase活性

が現れた。しかしproBAEEase、　PBAS、ザイモザンの内のどれかひとつでも欠け

るとBAEEase活性は現れなかった（図6）。以上の結果はPBASにはザイモザ

ンをエリシターとして認識してからproBAEEaseを活性化するまでの構成要素

が全て含まれることを示す。次にこれら図6と同じ組成の反応混液の一部を反

応時間ごとにSDS一電気泳動した結果、　BAEEase活性上昇に伴い39　kDa（pro－

BAEEase）のバンドが徐々に薄まり、それと共に36，38　kDaの2本の新たなバ

ンドがあらわれた（図7、complete）。このうち36　kDaのバンドはproBAEE－

aseを除いた反応混液中にもみられたが（図7、一proBAEEase）、この場合には

BAEEase活性は現れなかった。よってproBAEEaseの活性型BAEEaseは38

kDaのバンドであると考えられる。更にザイモザンの代わりにペプチドグリカ

ン（最終濃度0．0137mg／ml）を用いても同様に再構成できた（データは示さず

）
o

謝

BAEEaseの精製。

　実験方法に示したようにproBAEEaseをCa2＋存在下、　PBAS、ザイモザンに

より活性化し、その反応混町中からHeparin－Toyopear1カラム、　hydroxy　1－

apatiteカラムを用いたカラムクロマトグラフィーによりBAEEaseを精製し

た。図8にhydroxylapatiteカラムでの溶出パターンを示した。141μ9の

proBAEEaseから49μgのBAEEaseが得られた。精製されたBAEEaseはSDS－

PAGEにおいて38　kDaの単一なバンドを与えた（図4A）。
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図6）ProBAEEase　activating　system（PBAS）によるproBAEEaseの活性化。

　以下に示した反応混液a）～d）は25℃で反応させ、反応時間ごとに反応混一の一部を

とり、BAEEase活性を測定した。　a）●一一●，31．0μ1のproBAEEase（82．8μg　prote　in

／ml　of　10　mM　Tris－maleate　buffer　O．15　M　NaCl　pH　6．5），6．0μ1のPBAS，1．85μ1

の250ml！［CaC12，6．15μ1の0．1㎎／mlザイモザン溶液。　b）○一一〇，　a）に同じ、但

しザイモザン溶液をddwに置き換えて反応させた。　c）▲一一▲，　a）に同じ、但し

proBAEEaseを10　mh　Tris－maleate　buffer，0．15　M　NaCl，　pH　6．5に置き換えて反応さ

せた。d）ローーロ，　a）に同じ、但しPBASを10　mM　Tris－maleate　buffer，0．15　M　NaCl

pH　6．5に置き換えて反応させた。
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　「実験方法」に示したとおり、proBAEEaseを活性化させHeparin－Toyopear1カラム

に素通りさせた。その後、素通り画分をhydroxylapatiteカラムにアプライした。

図の白丸、実線、破線はそれぞれBAEEas　e活性、280　nmにおける吸収、溶出液の濃度

を示す。

26

をド　マゴ　　ね

．購



［3H］一DFPでラベルされたBAEEaseのフルオログラフィー。

　実験方法に示したようにproBAEEaseをCa2“存在下、　PBAS、ザイモザンに

より活性化し、その反応混液を［3H］一DFPで処理しSDS－PAGE、フルオログラフ

ィーを行なった。その結果38kDaのバンドのみが［3H｝DFPでラベルされる

ことが明らかになった（図9a）。またproBAEEaseを除いた反応玉液を同様に

処理したが［3H］一DFPの取込みはみられなかった（図9b）。

BAEEaseの基質特異性。

表2に示した様に33種の合成基質（peptide－NH－Mec）を用いて、　BAEEase

精製標品の基質特異性を調べた。BAEEaseはP1サイトにArgをもつ基質のい

くつかを効率よく加水分解した。しかしPlサイトにLysや他のアミノ酸を

もつ基質はほとんど加水分解されなかった。更にP1サイトにArgをもつ基質

であっても、P2、　P3サイトのアミノ酸の種類によって加水分解をうける程度が

かなり異なった。

BAEEaseに対する各種プロテアーゼインヒビターの阻害効果。

精製されたBAEEaseに対する各種プロテアーゼインヒビターの阻害効果を調

べた（表3）。BAEEaseはトリプシンタイプのセリンプロテアーゼに対するイ

ンヒビターに強く阻害された。しかしsoybean　trypsin　inhibitor，　TosLys－

CH2C1，　benzamidineには殆ど阻害効果はみられなかった。　BAEEaseはTos－Lys

CH2Cl，　TosPheCH2Clにはあまり阻害されず、　PheProArgCHzC1によって強く阻

害を受けた。この結果はBAEEaseの基質特異性を反映しているものと考えられ

る。
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図9）［3H｝DFPによってラベルされたBAEEaseのフルオログラフイ＿。

　a）ProBAEEaseをCa2＋存在下、　PBAS、ザイモザンによって活性化し、その反応混

液を［3H］一DFPでラベルした。　b）a）に同じ、但しproBAEEaseを10　riir，I　Tris－maleate

buffer・0・15　M　NaCI　pH　6．5に置き換えて反応させた。　その後それぞれの反応混液を

SDS一職泳動しフルオ・グラフィーをおこなった。　c）［1・C］一カルボキシノレメチル化分子

量マーカー・my・sin（200　kDa），　ph・sph・rylase　b（97．4kDa），　BSA（69　kDa），。valbumin

（46　kDa），　carbonic　anhydrase　（30　kDa），　trypsin　inhibitor　（21．5　kDa），　lysozyme

（14・3kDa）で図の左に分子量を示してある．また矢印は38　kDaの位置を示す．
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一e，一b．一一一

基質 加水分解活性（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bz－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－Arg－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Arg－Va1－Arg－Arg－NH－ICec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Gln－Arg－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　Glp－Arg－Thr－Lys－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Ala－Gly－Pro－Arg－NH－bCec

　　　　　　　　　　　　　Boc－Asp（OBzl）一Pro－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Val－Pro－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　Boc－Glu（OBzl）一Gly－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　Boc－lle－Glu－Gly－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Leu－Gly－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G1　t－Gly－Arg－NH－t4　ec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Leu－Thr－Arg－NH－t4ec

　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Leu－Ser－Thr－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pro－Phe－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－Phe－Arg－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Glu－Lys－Lys－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Val－Leu－Lys－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Leu－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glp－NH一“1ec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lys－Ala－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Suc－lle－Ala－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Suc－Ala－Pro－Ala－NH－ICec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gly－Pro－NH一）Cec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Suc－Gly－Pro－NH－Mec

　　　　　　　　　　　Suc－Gly－Pro－Leu－Gly－Pro－NH－ICec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glt－Ala－Ala－Phe－NH－Mec

　　　　　　　　　　　　　　　Suc－Ala－Ala－Pro－Phe－NH－Mec

Suc－Arg－Pro－Phe－His－Leu－Leu－Va1－Tyr－NH一）lec

　　　　　　　　　　　　　　　Suc－Leu－Leu－Val－Tyr－NH－Mec

　　　　　　　　　　Suc（O“le）一Ala－Ala－Pro－Va1－NH－ICec

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－Val－Lys－Met－NH－Mec
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表2）BAEEas　eの基質特異性。

BAEEase（2．43μ9／ml）を各基質（濃度2011M）と30℃、30分間反応させた。反応混液は

BAEEase活性を測定する場合と同様の組成である。各基質に対する活性はBoc－Val－Pro－

Arg・一NH－Mecに対する活性を100％としたときの相対活性で示・した。
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表 3）BAEEaseに対する各種プロテアーゼイ ンヒビターの阻害効果。
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ProBAEEaseに対するH2N（NH）CPhMeSO，Fの影響。

　BAEEaseはH2N（NH）CPhb6eSO，Fによって強く阻害されたが（表3）、1mlYlの

H，N（NH）CPhMeSO，Fで処理されたproBAEEaseはPBAS、ザイモザンによってコ

ントロールと同様に活性化された（図10）。以上の結果とインヒビター実験の

結果はproBAEEaseはH2N（NH）CPhMeSO，F耐性であり、トリプシンタイプのセ

リンプロテアーゼの前駆体であることを示している。

ProBAEEaseの活性化はproPO（prophenoloxidase）の活性化を引き起こすか？

精製したBAEEaseを10耐CaC12存在下、血漿画分に加えた。加えた

BAEEaseの活性は血漿画分にザイモザンを加えたときに現れるBAEEase活性

の1．3倍に相当した。25℃で反応させ、BAEEase活性とPO活性を調べた。

図11に示した様にBAEEase活性は血漿中に存在するインヒビターにより

60分後、約半分になったが、PO活性は現れなかった。

塁

嚢
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図10）ProBAEEaseに対するH2N（NH）CPhMeSO2Fの影響・

以下に示した反応混液a），b）は25℃で反応させ、反応時闘ごとに反応混液の一：部を

とり、BAEEase活性を測定した。　a）●一●，　proBAEEaseをH・N（NH）CPhMeSO2Fで処理

しCa2・存在下、　PBAS、ザイモザンと反応させた。　b）○一一〇，　a）に同じ・但し

H2N（NH）CPhMe　SO　，Fの代わりにその溶けている溶媒でproBAEEaseを同様に処理した・
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図11）血漿中BAEEaseのproPOカスケードへの影響。

60μ1の血漿を3．0μ1の250ml！［CaC12、10μ1のBAEEase精製標品（24．3μ9／m　1）

と25℃で反応させ反応時間ごとに反応混液の一部をとり、BAEEase活性とPO活性を

測定した。実線と破線はそれぞれ、BAEEase活性とPO活性を示す。
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考察

　実験結果に示した様に、家蚕幼虫血液からセリンプロテアーゼ前駆体である

proBAEEaseを精製した（図3，表1）。精製標品はSDS－PAGE，　IEF－PAGEにお

いて単一なバンドを与えた（図4）。昆虫を含む後生動物の血液の恒常性の維持

にセリンプロテアーゼ前駆体の存在が必要不可欠であると一般的に考えられて

いるが、実際に昆虫の血液からセリンプロテアーゼ前駆体が精製されたのはこ

れが初めてである。その理由として昆虫の血液からセリンプロテア一癖前駆体

を精製する事の難しさをいくつか挙げることができる。第一に、昆虫血液中に

はserpin　type，　Kunitz　typeのインヒビターの存在が報告されているが（21，

22）、その存在がセリンプロテアーゼ活性の検出を困難にしている。第二に、現

在のところ昆虫血液中でセリンプロテアーゼ前駆体として知られているのは

proPOカスケードの構成要素（proBAEEase，　proPPAE）のみであるが、従来の方

法（外皮に傷をつけて血液を放出させる）で血液を採取すると、このカスケー

ドの構成要素は原因不明の活性化を起こす。そのため構成要素を不活性型のま

ま精製するのは困難である。第三に、現在まで昆虫血液中のセリンプロテアー

ゼ前駆体の定量法が確立していなかった。第四に、もしproPOカスケードを活

性化させずに血液を採取できてもこのカスケードは細菌の細胞壁構成成分　（β一

1，3－glucan，　peptido91ycan）によって活性化を受けるので試料の扱いの際には

細菌の汚染に注意しなければならない。これらの困難を克服するため、家蚕幼

虫血液は芦田の方法（！6）によりproPOカスケードを活性化させずに採取し、

proBAEEaseの精製の最初の段階で硫安分面によってBAEEaseに対するインヒ

ビターを除いた。さらにproBAEEaseを定量する方法を開発し、それによって
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proBAEEaseの精製が可能になった。

　家蚕幼虫血液を採取する際、血液は5～6倍程度薄まる（16）ことを考慮に

いれ、表1の結果から計算すると家蚕幼虫血液中のproBAEEaseの実際の濃度

は1．4mg～1．7mg／100　mlであると考えられる。この濃度は脊椎動物の血清中

の補体系や、血液凝固系のいくつかの構成蛋白の濃度に相当する（23）。

　精製されたproBAEEaseはSDS－PAGEとゲル濾過で分子量39　Kを示した事

から単量体として存在していると考えられる（図4，5）。

　活性型であるBAEEaseを精製するため、　proBAEEaseをCa2＋存在下でβ一

1，3－91ucanあるいはpeptido91ycanによって活性化する画分（proBAEEase

activating　system；PBAS）を得た。この画分を使いproBAEEaseを活性化し・

そこから活性型BAEEaseを精製した（図6，8）。このPBASを用いたproBAEE－

ase活性化反応をSDS－PAGEによって解析した結果からBAEEaseは分子量38

Kであると推定されたが（図7）、実際に精製されたBAEEaseもSDS－PAGEに

おいて還元条件下、38kDaの移動度を示した（図4a）。またフルオログラフィ

ーの結果はこの38kDa蛋白がDFP反応性であることを示した（図9a）。　BAEE－

aseの基質特異性、各種インヒビターの効果からBAEEaseはtrypsin－typeの

セリンプロテアーゼである事がわかった（表2，3）。SDS－PAGEをおこなったゲ

ルのフルオログラフイー（図9a）において、図のバンドの移動度が38　kDa

（BAEEase）を示すか、それとも39　kDa（proBAEEase）を示すか、正確に判断す

るのは簡単ではない。しかし、この実験においてproBAEEaseは最初に大過剰

のcold－DFP（12．3mM）で処理してあるので、もしproBAEEaseがDFPと反応

性があったとしても［3H］一DFPと反応させる以前にproBAEEaseの反応部位は

飽和しているはずである。またBAEEaseはDFPやH2N（NH）CPhMeSO，Fといっ

たセリンプロテア一面の不可逆性インヒビターに強く阻害をうけるが、　pro一
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BAEEaseはH2N（NH）CPh“feSO2F耐性である（表3，図10）。これら2つの事実

から、フルオログラフィー（図9a）のバンドはBAEEase由来のものであると

考えられる。以上の実験結果から以下の事実が明らかになった。

（a）ProBAEEaseはセリンプロテアーゼの前駆体である。

（b）ProBAEEaseはproPOカスケード中の他の構成要素によって活性化され

　　る。

（c）ProBAEEaseは血漿中に細菌の細胞壁構成成分（β一1，3－glucan，　peptido－

　　glycan）を加えることにより活性化する。

33種のpeptidyl－7－amino－4－methylcoumarinを用いてBAEEaseの基質特異

性を調べた（表2）。　その結果、BAEEaseはtryps　in－ty　peのセリンプロテア

ーゼであるが、トリプシンよりも基質特異性が高いことがあきらかになった（24

）。実験：に用いたpeptidyl－7－amino－4－methylcoumarin中、　Boc－Gln－Arg－Arg－

NH－MecとBoc－Val－Pro－Arg－NH－Mecがよい基質となった。前者はfur遺伝子

産物として知られ分泌型蛋白質のプロセッシングをおこなうものであり、哺乳

類とショウジョウバエにその存在が確認されている（25，26）。後者はスロンビ

ン（thrombin）のよい基質として知られている（27）。　BAEEaseのよい基質と

なっているものは全てP1サイトがArgであり、これはBAEEaseは基質として

P1サイトにLysではなく、Argを必要とすることを示唆する。しかし今回の

実験では、上記の2つの合成基質に対する比較としてBoc－Gln－Arg－Lys－NH－Mec

とBoc－Va1－Pro－Lys－NH－Mecを基質として実験できなかったので、　P1サイト

がArgであることがBAEEaseの基質となるための絶対条件であると明確に証

明することはできなかった。またP1サイトのみならず、　P2サイトも基質の加

水分解されやすさに影響を与えている。例えばこの実験条件ではBoc－Leu－Gly一

難
懸

灘
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Arg－NH－MecはBoc－Leu－Thr－Arg－NH－Mecの！6分の1しか加水分解を受けな

い。更にBoc－Arg－Val－Arg－Arg－NH－MecとBoc－Gln－Arg－Arg－NH－Mecや、

Boc－Ala－Gly－Pro－Arg－NH－MecとBoc－Asp（OBzl）一Pro－Arg－NH－MecとBoc－Val－

Pro－Arg－NH一）Cecなどを比較すると基質の長さ、大きさ、　P3サイトも影響を与

えていることが予想された。

　図1に示したように家蚕幼虫血漿画分にはproPOカスケードの全構成要素

が不活性型として含まれている。この血漿画分にBAEEaseを加えてもproPO

の活性化を引き起こさなかった（図11）。この結果からproBAEEaseとproPO

の活性化経路について2つの可能性が考えられる。第一にproPOの活性化経

路にproBAEEaseは存在しないという可能性。第二にproBAEEaseの活性型に

はいくつか種類があって、そのうちの1つがproPOの活性化に関与するが、

今回精製されたBAEEaseはproPOの活性化に関与しない型であるという可能

性。第二の可能性を明確に否定することはできないが現時点で、実験結果を素

直に解釈するならば第一の可能性、即ち図！2に示した様にproPOカスケード

は2つに枝分かれしていてβ一1，3－91ucan、　pept　idoglycanによって活性化す

るとproBAEEaseとproPOの活性化が並行しておこるという可能性がもっとも

強いと言える。もしこの考えが正しければ、proBAEEaseとBAEEaseの生理的

機i能は不明ということになる。しかしながらBAEEaseの基質特異性が高いこと

、細菌の細胞壁構成成分によって活性化すること、家蚕血液中にはBAEEaseに

対するインヒビターが存在し（13）、BAEEase活性の制御手段が存在することな

どを考えるとBAEEaseは何らかのかたちで昆虫の生体防御に関わっている事が

予想される。現時点ではin　vivoでのBAEEaseの基質となる物質は同定され

ていないが、ここでは昆虫血液中で観察される2つの現象とBAEEaseの関係

37
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図12）図11に示した実験結果から予想される、枝分かれしたフェノール酸化酵素前駆

体カスケードの概略。

図の点線部分は構成要素等、未解決の経路を示す。

Abbreviations：

BGRP：　B－1，3－glucan　recognition　protein，　PGRP：　peptidoglycan　recognition　protein

BAEEase：α一N－benzoy1－arginine　ethyl　esterを加水分解する酵素として発見された酵素

proBAEEase：BAEEaseの前駆体、　PPAE：proPO活性化酵素（proPO　activating　enzyme）・

proPPAE：PPAEの前駆体、　PO：フェノール酸化酵素（phenolox　idase）、

pro　PO：POの前駆体
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について考察したい。

　カビやグラム陰性菌の細胞壁構成成分であるβ一1，3－91ucanや、リボ多糖を

昆虫血液に加えるとオプソニン活性が発生したり（28）、血球運動能が増進する

（29）という報告がある。これらの現象に実際に関わる分子は明らかになってい

ないが、proPOカスケードの活性化が関係しているのではないかと考えられて

いる（28）。脊椎動物の血液凝固系酵素であるスロンビン（thrombin）はフィブ

リノーゲン（fibrinogen）をフィブリン（fibrin）に変換するだけでなく細胞

に対して様々な生理活性をもつ（30，31）。つまり血小板や繊維芽細胞に対する

凝集作用、脾臓細胞に対する分裂促進作用、血小板や上皮細胞に対する脱過客

作用、単球や繊維芽細胞に対し走化性を引き起こす作用などである。スロンビ

ンがもつような、これら細胞に対する生理活性をBAEEaseも有するのかもしれ

ない。家蚕幼虫の血球の凝集がNpGdnBzOH（セリンプロテアーゼに対するイン

ヒビター）によって抑えられるという芦田の報告（16）もあり、昆虫においても

血球の凝集にセリンプロテアーゼが関与している可能性がある。

　もう一つは昆虫の血液凝固に関してである。節足動物と哺乳類の血液凝固に

おいてセリンプロテアーゼが重要な役割を果たしている。カブトガニの血液凝

固はごく微量の細菌細胞壁成分によって引き起こされる。同様の現象はザリガ

ニにおいても観察される（32）。甲殻類においては細菌細胞壁成分によってpro－

POの活性化が同時におこるが、この事実はproPOカスケードと血液凝固カス

ケードが共通の因子で結ばれている可能性を示している。BohnとBarwigはゴ

キブリの血液凝固がセリンプロテアーゼに対するインヒビターによって抑えら

れなかったと報告しているが（33）、彼らが血液凝固の緒過程の内で本当にセリ

ンプロテアーゼが関与している過程を扱って、その結論を得たのかどうか明確

ではない。昆虫の血液凝固にセリンプロテアーゼが関係するかどうか、研究の
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進展がまたれる。既に述べたように血液凝固系酵素であるスロンビンのよい基

質であるB・c－Val－Pr・一Arg－NHecはBAEEaseに対してもよい基質であること

はBAEEaseと血液凝固との関連で留意されるべき事実である。
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第2章　ProBAEEaseの活性化機構と、他の蛋白との相同性。

第1章に述べたようにproBAEEaseはproPO　cascadeの他の構成要素によ

って活性化をうけBAEEaseに変換する事がわかった。

　第2章ではproBAEEaseの活性化様式をproBAEEase、　BAEEaseの部分的一

次構造解析から検討した。更に一次構造に関する知見をもとにproBAEEaseと

他の既知の蛋白との相同性を検索したので、その結果についてもあわせて報告

する。
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実験方法

N一末アミノ酸シークエンス分析。

　N一末アミノ酸シークエンス分析は島津プロテインシークエンサーPPSQ－10を

用い、エドマン分解法で行なった（34）。

ProBAEEase，　BAEEaseの還元ピリジルエチル化とリジルエンドペプチダーゼ

消化。

ProBAEEase，　BAEEaseの還元ピリジルエチル化とリジルエンドペプチダーゼ

消化は宮田の方法に従って行なった（35）。

逆相ODSカラムによるポリペプチドの分離、精製。

逆相ODSカラムによるポリペプチドの分離、精製は島津HPLC　systemを用

い、移動相　A：0．1％TFA／ddw、　B：0．！％TFA／AcCN、流速1．　O　m1／minで5

％B→60％B（55min）、60％B→100％B（20　min）のグラジエントでおこ

なった。また逆相ODSカラムはYMC社製、　YMC－Pack　ODS－APとガードカラム

としてYMC－Guardpack　ODS－APを用いた。

ProBAEEaseのリジルエンドペプチダーゼ消化。

　ProBAEEase（2．1nmo1）を還元ピリジルエチル化しODSカラムにより脱塩

精製をおこなった。　ProBAEEaseのピークを分取しリジルエンドペプチダーゼ

消化をおこない、その後逆相ODSカラムによるポリペプチドの分離、精製をお
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こなった。ODSカラムクロマトグラフィーの主なピークについてアミノ酸シー

クエンスを決定した。

BAEEaseのheavy　chain，　light　chainの分離とBAEEase（heavy　chain）の

りジルエンドペプチダーゼ消化。

BAEEase（0．70　nmol）を還元ピリジルエチル化しODSカラムにより脱塩・更に

1ight　chain，　heavy　chainの分離をおこなった。コントロールとしてピリジル

エチル化に使用した試薬のみをODSカラムクロマトグラフィーに付し・還元ピ

リジルエチル化したBAEEaseの溶出パターンと比較した。その比較により・

light　chainが溶出された位置を確認した。得られたlight　chainはそのまま

リジルエンドペプチダーゼ消化することなしにアミノ酸シークエンスを決定し

た。Heavy　chainに対してはりジルエンドペプチダーゼ消化をおこない、その

後門相ODSカラムによるポリペプチドの分離、精製をおこなった。図15の

act－peak　3，7についてはアミノ酸シークエンスを決定した。

アミノ酸シークエンスのホモロジー検索。

　アミノ酸シークエンスのホモロジー検索はFASTA　programによっておこなっ

た（36）。

　表5において、proBAEEaseのリジルエンドペプチダーゼ消化、　ODSカラム

クロマトグラフィーによって得られたピーク（図15）のアミノ酸シークエンス

について、ホモロジー検索を行なった。

表中におけるthrombin　B　chain（tokay）はトッケイヤモリのthrombin　B

chainを示す。
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結果

ProBAEEase活性化の際の切断位置の同定。

　還元条件下においてSDS－PAGEではproBAEEaseとBAEEaseの分子量はそれ

ぞれ39K，38　Kであった（第一章、図4A）。このことからproBAEEaseが限

定加水分解を受けること、また切断されるペプチド結合の位置は、N一末からア

ミノ酸10番目程度の場合、あるいはC一末からアミノ酸10番目程度の場合の

2つの可能性が考えられた。そこでproBAEEase（1　nmol）を還元ピリジルエチ

ル化し、アミノ酸シークエンス分析を行なった。その結果、N一末から31番目

のアミノ酸まで決定する事ができた（図13a）。またBAEEase（1　nmol）は還元

ピリジルエチル化せずにアミノ酸シークエンス分析を行ない、N一末からアミノ

酸10番目まで分析した（図！3b）。　得られた結果を分析すると試料中には並

行して2つのシークエンス（lle－Phe－Gly－Gly一と続くシークエンスと、　Ser－

Ala－Phe－Ser一と続くシークエンスを与えるポリペプチドが存在していたことが

示唆された。これらのシークエンスを比較した結果、proBAEEaseとBAEEase

の一次構造について下に示すa）～c）の事実が予想された。

a）ProBAEEaseはN一末から29番目のArgと30番目の11eの間が切断さ

　れることによって活性化する。

b）ProBAEEaseのN一末から22番目のCysは、まだ同定できていない30

　番目以降のCysと分子内S－S結合を形成する。

c）BAEEaseはSer－1から始まるlight　chainとIle－30から始まるheavy

　chainがS－S結合した2本のポリペプチド鎖よりなる。
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a）　proBAEEase

Ser－Ala－Phe－Ser－Ser－Ala－Gly－Thr－Asn－Ser

　11
－ASri－Pro－Thr－Ser－Ile－Leu－Pro－Asn－Pro－Lys

　21
－Val－Cys－Gly－Ile－Gln－Asn－Asn－Asp－Arg－Ile－Phe一

b）　BAEEase

cycle　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　　8

　　　9

　　　10

1 2 3

Ile Ser Trp

Phe Ala Asn

Gly Phe Trp

Gly Ser Glu

11e Ser Pro

Gln Ala Trp

Thr Gly Arg

Glu Thr Asp

Ile Asn Trp

Asp Ser Trp

図13）ProBAEEaseとBAEEaseのN一末アミノ酸シークエンス。

　a）ProBAEEase（1　nmo1）を還元ピリジルエチル化しN一末アミノ酸シークエンスを調べ

た結果。b）BAEEase（l　nmol）を還元ピリジルエチル化せずにN一末アミノ酸シークエン

スを調べた結果。上から順に1サイクル目からIOサイクル目までの結果を示す。各サ

イクル毎に、多く検出されたアミノ酸を左から順に1～3番目まで示した。
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（“lle－30”などのアミノ酸の番号はproBAEEaseのN一末からの順番を

示す。）

黛

　まず。）を証明するためBAEEaseを還元ピリジルエチル化し、逆相ODSカラ

ムにより、予想されるlight　chainとheavy　chainの分離iを試みた。コント

ロール（還元ピリジルエチル化に使用した試薬のみ）の溶出パターンとBAEE－

aseの溶出パターンを比較した結果、34、　8％AcCNと55．4％AcCNの位置に新

たなピークが現れた（図！4、下の図にbarで示してある）。55．4％AcCNの

位置のピークの一部をとりSDS一電気泳動すると38　kDaの移動度を示した．ま

た34．8％AcCNの位置のピークについてアミノ酸シークエンスを調べたところ

図13aに示したSer－1から始まってArg－29で終わるproBAEEaseのN一指

から29番目までのシークエンスが検出された。これらの結果と図13bの結果

から34．8％AcCNと55．4％AcCNの位置のピークはそれぞれBAEEaseの

light　chainとheavy　chainであることが推定された。

　次にa）を証明するためproBAEEaseとBAEEase（heavy　chain）の　lysyl

endopeptidase消化によるペプチドマッピングをおこなった。　ProBAEEaseを

還元ピリジルエチル化しlysyl　endopeptidase消化をおこない、生じたポリペ

プチドをODSカラムによって分離し、主なピークについてアミノ酸シークエン

スを調べた。Lysyl　endopeptidaseとは、　Lys－Xの間のペプチド結合を特異的

に認識して切断する酵素である。図14のBAEEase（heavy　chain）のピークも

同様にlysyl　endopeptidase消化をおこない、生じたポリペプチドをOI）Sカ

ラムによって分離し、いくつかのピークについてアミノ酸シークエンスを調べ

た（図15、表4）。　a）～c）の予想が正しいとすると、proBAEEaseとBAEEase
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図14）BAEEaseのheavy　chain，1ight　chainの分離・

　BAEEaseを還元ピリジルエチル化しODSカラムにより、heavy　chain，1ight　chainの

分離をおこなった。　コントロールは還元ピリジルエチル化に使用した試薬のみをODSカ

ラムにアプライしたものである。図の実線、点線、bar、はそれぞれ214㎜の吸収・

AcCNの濃度、34．8％，55．4％の位置のピークを示す。
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図15）ProBAEEase，　BAEEase（heavy　cha　in）のりジルエンドペプチダーゼ消化で得られ

たポリペプチドのODS一カラムクロマトグラフィー。

還元ピリジルエチル化したproBAEEase（2．1nmo1）、　BAEEase（heavy　chain，0・7㎜ol

）に対しリジルエンドペプチダーゼ消化をおこない、その結果生じたポリペプチドをODS

カラムにより分離、精製した。図の実線、点線はそれぞれ214nmの吸収・AcCNの濃度

を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　48
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一Xr

録

peak

mo．

PRO－PEAKS ACT－PEAKS

1 TETRSESDVK

2 QICAGG：LAGRDSCRGDSGGALMGQ．．．　　　　　　　　　　　　　　　　一

3 a　　SAFSSAGTNSNPTSII、PNPK　　l

a@　VRVPIVNREECANVYSNVDRRVTNK

VRVPIVNREECANVYSNVDRRVTNK

5 GFDLPSSWQI、WVSRLGVDD．．．

6 DQQNDIALL，RLSRNAQFNDFVSPICL．．　　　　一

7 yσG∫QハWDRI　FGGIQTEIDEHPWM．．．2 IFGGIQTEIDEHPWMAI、：LRYDK　　3

8 QLGAGFYCGGVLIAEMYV．．．

9 VCGIQNNDRI．．．

11 ANNWYVFGVVSYGPSDCG．．．

tor．FZi

表4）ProBAEEase，　BAEEase（heavy　chain）のりジルエンドペプチダーゼによる消化断片

のアミノ酸シー・…クエンス。

　実験方法に示した様に、proBAEEase，　BAEEase（heavy　chain）をリジルエンドペプチダ

ーゼ消化し、ODSカラムによって消化断片を分離し、その各ピークに対しアミノ酸シーク

エンス分析を行なった。　Pro－peak，　act－peakはそれぞれproBAEEase，　BAEEase（heavy

chain）由来のピークである（図15参照）。表中に示した二重線とその後の数字はそれぞ

れfragmen　t　1，2，3（図16）に相当するシークエンスである事を示す。またS，　Dはセリ

ンプロテアーゼ特有の電荷リレー系のSer，　Aspを示す。
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（heavy　chain）それぞれのlysyl　endopeptidase消化物から得られるポリペプ

チドとそのアミノ酸シークエンスを比較すると図！6に示したようなfragment

が得られることが予想された。　つまりproBAEEaseからはSer－1からLys－20

までのアミノ酸20個からなるポリペプチド（fragment　lとする）とVa1－21

からArg－29を斯て、まだみつかってないLys－Xまでのアミノ酸からなるポリ

ペプチド（fragment　2とする）が得られる。またBAEEase（heavy　chain）か

らはIle－30からLys－Xまでのアミノ酸からなるポリペプチド（fragment　3

とする）が得られ、fragment　2，3からカルボキシル基側のポリペプチドに関し

てはproBAEEaseとBAEEase（heavy　chain）消化物は互いに同じ種類のポリペ

プチドからなる事が予想された。図15の各ピークに対してproBAEEase由来

のピークを順にpro－peak　1，2，3，．．．と、　BAEEase由来のピークを順にact－

peak　l，2，3，．．と名付けた。表4で示したようにproBAEEase由来の主なピー

クについてアミノ酸シークエンスを調べた結果、図15のpro－peak　3からは

並行して2つのシークエンス、fragment！と一致するシークエンスとVa　1－

Arg－Val一と続き一Asn－Lysで終わるシークエンスが得られた。またpro－peak

7からはfragment　2と一致するシークエンスが得られたが、24番目のMet

までしか検出できなかった。Pro－peak　3とpro－peak　7に対応するBAEEase

（heavy　chain）由来のピーク、　act－peak　3とpeak　7についてアミノ酸シーク

エンスを調べた結果、act－peak　3からVal－Arg－Va1一と続き一Asn－Lysで終わ

るシークエンスのみが得られ、fragment　1に相当するシークエンスは検：出され

なかった。Act－peak　7からはfragment　3に相当するシークエンスが得られ、

このポリペプチドは22番目がLysで終わるアミノ酸22個からなるポリペプ

チドであることが解った。よって図16のLys－XはLys－51ということにな

り、fragment　2はVa1－2！からLys－51までのポリペプチドで、　fragment　3

L
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一

はIle－30からLys－51までのポリペプチドであることがわかった。予想され

たfragmentが得られた事によってa）は証明された。

　次にb）についてであるが、proBAEEaseにおいてN一末からArg－29までに

存在するCysはCys－22のみであり、今までの結果は強くb）に述べた予想を

支持する。しかしCys－22がどのCysとS－S結合しているのかはっきりさせ

ることはできなかった。このdisulfide結合の位置を同定するにはさらにこれ

からの解析が必要である。

　以上の結果からa）～c）に示した様に、proBAEEaseはArg－29と11e－30の

間のペプチド結合の限定加水分解により活性化することがわかった。

ProBAEEaseの活性化の機構を図！7に模式的に示した。

ProBAEEase，　BAEEaseの部分的一次配列によるホモロジー検索。

　次にproBAEEase，　BAEEaseのリジルエンドペプチダーゼ消化物の主なピーク

についてアミノ酸シークエンスを調べた結果から（表4）、FASTA　program（36）

によってホモロジー検索をおこなった（表5）。表5に示した内のいくつかの

シークエンスは補体系セリンプロテアーゼ、血液凝固系セリンプロテアーゼ、

1eukocyte　elastase，　medullasinなどの細胞内セリンプロテアーゼ、　pancrea－

tic　elastaseなどの消化系譜リンプロテアーゼと相同性があった。　Medullasin

とはヒトの骨髄細胞内に存在するセリンプロテアーゼでリンパ球に対しmito－

genとして働き、炎症作用に関与する事が知られている（37）。表5に示した

シークエンスの内pro－peak　2，6，7，！lのピークのシークエンスはeaster　pro－

tein（Drosophila）と高い相同性（50～70％）を示した。　Pro－peak　2，6，7，11

のシークエンスとeaster　proteinの対応するシークンスを実際に表6に示
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一

proBAEEase

Ser－Ala－Phe－Phe一一一Cys一一一一Asn－Asn－Asp－Arg－Ile－Phe－Gly－Gly一一一一一Cys一一

intra－molecular　disulfide　bond

BAEEase

e　LIMITED　PROTEOLYSIS

’i　：L；i

Ile－Phe－Gly－Gly一一一一Cys一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

1 29

Ser－Ala－Phe－Phe一一一Cys一一一Asn－Asn－Asp－Arg

　　　　　　　　　　22

heavy　chain

1ight　chain

羅
鑛’

図17）ProBAEEaseの活性化機構。

図に示したproBAEEase中のArg（29）一11e（30）のペプチド結合が限定加水分

解を受けBAEEaseに活性化する。　BAEEaseは2本のポリペプチドがジスルフィ

ド結合した構造である。

　　轄

・　懲
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一

Pro－　　ak　2　　　Ser Pro－　eak　6　　　As

1 　　　　　　　　　　　　・?ａＳter　prOte　ln 74 器 （23） エ easter 　　　　　，垂窒盾狽?ｌ? 62 ％ （26）

2 complement　Cls　（human） 60 ％ （23） 2 thrombin　B cha　in

3 pancreatic　elastase 60 ％ （20） （tokay） 50 ％ （24）

3 （mouse） 46 ％ （24）

Pro－peak　3a Pro－peak　7　　　（↓）

1 hemo910bin　β一chain エ easter 　　　　　■垂窒盾狽?ｌ? 57 駕 （23）

（tree　sparrow） 56 ％ （18） 2 factor D　（mouse） 38 ％ （24）

2 （blackbird） 56 ％ （18） 3 factor Dhomologue 38 ％ （24）

3 （Eurasian　tree　sparrow） 56 累 （18）

Pro－peak　3b Pro－peak　8

1 29　K　serine　protease エ 1ekocyte elastase

（mouse） 33 ％ （23） （human） 50 器 （18）

2 fibrinogen　β一chain 2 medullasin 50 器 （18）

（sea　lamprey） 42 ％ （19） 3 granzyme D（mouse） 50 ％ （16）

3 Ra－reactive　factor

（human） 30 ％ （23）

Pro－peak　5 Pro－peak　11

1 dynein　heavy　chain　（rat） 57 ％ （7） 1 easter 　　　　　・垂窒盾狽?ｌ? 64 毘 （14）

2 tranSpOSaSe 44 毘 （9） 2 　　　■
唐?ｒｌｎ? C－palmitoyltransferase

3 flagellum－associated 57 ％ （7）

　　　　　．垂窒盾狽?ｌ? 38 毘 （16） 3 dichloromethane　dehalogenase

38 ％ （16）

』撃1．

辱
…

表5）ProBAEEaseの部分的一次構造のホモロジー・検索の結果。

表4の主なシークエンスについてホモロジー一de索を行い、各々、相同性が上位（1～3位

）の蛋白を上から順に、その相同性（％）と共に下の欄に示した。

　相同性をあらわす“74％（23）”等の表記は例えばこの場合、アミノ酸23個のシーク

エンスの内、74％の一致があったことを示す。またpro－peak　2，6はそれぞれ電荷リレ

ー系のSer，　Aspを、　pro－peak　7は活性化の際の切断部位を含むシークエンスである。
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pro－peak　7

pro－peak　6

pro－peak　2

proripeak　！1

　　　　　　　，

　　VCGIQNNDRIFGGIQTEIDEHPWPf
　　　x：　．．：：．：：．．：．：：：　：：x

　PGQCGNILSNRIYGGMK”iiKIDEFPWMAL

－10　硫　！・

　DQQNDIALLRLSRNAQFNDFVSPICL
　　．x　：：：：：：：：．．．．．．．：：：．：：：x

ASKNQVNDIALLRLAQQVEYTDFVRPICLPLDV

　110　120　130

　　QICAGGLAGRDSCRGDSGGAIMGQ
　　x．：：：：　．：　：：：：：：：：：．：．x

LED［1］QMCAGGKEGVDSCRGDSGGPLIGLDTNKVN

　　　　200　2！0　’　220

　ANNWYVFGVVSYGPSPCG
　　　．．　x：：：．：：．：：x

KVNTYYFLAGVVSFGPTPCGLA

　　　230　240

表6）ProBAEEaseとeaster　proteinの相同性。

　ProBAEEaseのアミノ酸シークエンスとそれに相同性の高い、　easter　proteinの部分

を実際に比較した。二列の配列の内、上の列が図15から得られたproBAEEaseのシーク

エンスで、下の列がeaSter　prOteinのシークエンスである。旦，　Rはそれぞれ、電荷リレ・

一系のSer，　Aspを示す。　Easter　proteinのシークエンスの下の数字は活性型easter

proteinのN一末からの位置を示している。また各二列の配列の間のXとコロンはアミノ

酸の一致を、ドットはアミノ酸の性質のあまり変わらない置換をそれぞれ示す（36）。

Pro－peak　2，6が電荷リレー系のSer，　Aspを含むシークエンスで、　pro－peak　7は活性化

の際の切断部位（矢印）を含むシークエンスである。
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した。またpro－peak　2は補体系の構成因子Clsと高い相同性を示した。また

他のいくつかのピークで血液凝固因子（thrombin，　fibrinogen）と相同性を示

した。

　Easter　proteinについてはtrypsin（bovine），　thrombin（bovine）との比

較によりセリンプロテアーゼ特有の電荷リレー系を構成するHis，　Asp，　Serの

の位置が同定されている（38）。その結果easter　proteinとの比較により、

pro－peak　2のN一末から17番目のSer、　pro－peak　6のN一末から5番目のAsp

はそれぞれ電荷リレー系のSer、　Aspであると推定された（表5，6）。しかし、

電荷リレー系のHisを含むシークエンスは今回はみつからなかった。

難
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考察

　附言でも既に言及したが、セリンプロテアーゼ前駆体が血液凝固系（3・4）・

補体系（5）の様にカスケードを構成している場合、各構成要素は限定加水分解

によって順次活性化をうける。哺乳類の血液凝固系の構成は非常に複雑である

が、内因系の構成要素でのセリンプロテアーゼ前駆体であるfactor　Xll・pre－

kallikrein，　factor　XI，IX，　prothrombinは分子内S－S結合をもち、活性化す

るとS－S結合された2本のポリペプチド鎖となる事が知られている。今回精

製されたproBAEEaseも限定加水分解　（limited　proteolysis）によって活性

化し、その結果S－S結合された2本のポリペプチド鎖となることがわかった

（図17）。

　また活性化の際の切断部位を比較すると、proBAEEaseは一Arg－Ile－Phe－Gly－

Gly一におけるArg－Ileのペプチド結合であり、factor　XI・X・prekallikrein

は一Arg－lle－Val－Gly－Gly一におけるArg－1　leのペプチド結合で・factor　Xll・

IXは一Arg－Ile－Val－Val－Gly一におけるArg－Ileのペプチド結合である（39）・

このように活性化の際の切断部位に関してもproBAEEaseと哺乳類の血液凝固

系の構成要素は相同性がみられた。　また表5においてproBAEEaseとかなり

の相同性を示したeaster　proteinの活性化の際の切断部位はDrosophilaの

突然変異体を用いた実験により、一Arg－11e－Tyr－Gly－Gly一におけるArg－11eの

ペプチド結合であることが示されているが（40）、活性化の際の切断部位周辺の

一次構造に関してもproBAEEaseとeaster　proteinは相同性が高い（表6の

pro－peak　7）。　ProBAEEaseがArg－29とIle－30の間のペプチド結合の限定加

水分解により活性化することは、家蚕幼虫血漿と細菌細胞壁構成成分を反応さ
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せると血漿中にproBAEEaseのこのペプチド結合を限定加水分解する活性が出

現することを示唆している。しかもその活性を担うプロテアーゼはproBAEEase

同様、不活性型前駆体で存在し、細菌の細胞壁構成成分によって活性化を受け

ると考えられる。

　還元条件下でのSDS－PAGEの結果（図4A）からBAEEaseを構成する2本の

ポリペプチド鎖の内、light　chainは分子量1，000程度（アミノ酸10個程度

）であると推定されたが、実際にはアミノ酸29個（およそ分子量4，000）か

らなっていた。　図4Aでこの断片がみえなかったのはCBB染色の感度の問題

であると考えられる。

　ProBAEEaseのlysyl　endopeptidase消化によって生じたポリペプチドのア

ミノ酸シークエンス分析により、proBAEEaseの全一次配列の約半分に相当する

およそ150個のアミノ酸の配列と、活性化の際の切断部位を含むN一末から51

番目までのアミノ酸の配列が判明した（図16，表4）。ホモロジー検索の結果（

表5）、proBAEEaseはいくつかのセリンプロテアーゼと相同性を示したが、こ

こでは高い相同性を示したeaster　proteinについて説明し、　proBAEEaseの生

理機能の可能性について推定してみる事にする。

　ProBAEEaseの1ysyl　endopeptidase消化によって得られたポリペプチドの

内、半分がeaster　proteinと非常に高い相同性を示した（表5，6）。　Easter

proteinとはショウジョウバエの形態形成において背腹軸決定に関係する遺伝

子easterの産物で、胞胚期の囲卵腔液（perivitelline　fluid）中に分布する

セリンプロテアーゼ前駆体である（38）。　easter遺伝子は卵を産む雌親の中で

転写され、そのmRNAかあるいはその翻訳産物が卵に貯えられると考えられて

いる（38，41）。　胚発生の際、腹側のeaster　proteinが活性化され、　To11産

58

囎一　「－

羅蟻懸雛灘雛i懇麟　籔，灘
蕪



物のリガンドを産生する。　To11遺伝子の産物は細胞表面のシグナル受容体で

あると考えられている。シグナル受容体の活性化により細胞質内のcactus・

dorsalのヘテロニ量体からcactusが解離しdorsa1が核内へ移行し・転写因

子として働く（41，42）。しかし背側のdorsalは細胞質にとどまる・このよう

にして背胃軸が決定される。　To11産物の細胞外領域は血小板thrombin　rece－

ptorであるglycoprotein　lbと共通部分を持つことから（43）、活性化した

easter　proteinが直接ToJ1産物のリガンドとなる可能性も考えられる。ま

た最近　nude1，　pipe，　windbeuta1，　gastrulation　defective各遺伝子の産物

がsnake産物（セリンプロテア一箪前駆体）を活性化し、活性化されたsnake

がeaster　proteinを活性化するカスケード反応モデルが提起されている（44，

45）o

　DrosophHaにおいて背腹軸の決定にeaster遺伝子が関与している事は家蚕

などにも同じ様な機構が働いている事を暗示している。家蚕などの鱗翅目昆虫

にもDrosoph　i　l　aにおけるeasterに相当する背腹軸を決定する遺伝子の存在

を予測できるが、家蚕についてはそのような発生に関与した遣伝子の研究はな

されていない。したがって鱗翅目昆虫におけるeaster　proteinに相当する遺

伝子産物とDrosophilaのeaster　proteinの相同性がどの程度かは全く不明

である。ProBAEEaseとDrosophilaのeaster　proteinのシークエンスを比較

したときセリンプロテアーゼの活性中心以外でも、60％近くの相同性を示す部

分がある事は注目に値する（表5のpro－peak　11）・Easter　proteinが雌親の

遺伝子産物であること、雌親のどの組織で合成されるのか明確ではない事・

proBAEEaseは未だその合成場所が明らかにされていない事などを考慮すると次

のような大胆な仮説をとる事ができるかもしれない。

望
’
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　rProBAEEaseは複数の機能をもったセリンプロテアーゼ前駆体で、血液内で

は細菌の侵入により活性化されて生体防御に関わる。また卵形成時には卵黄内

に蓄積され、胞胚期には囲卵腔内に分泌され、形態形成に関与する。」

　この仮説を検証するには鱗翅目昆虫（家蚕）におけるeaster遺伝子と相同

な遺伝子の同定などの様々な研究の積み重ねが必要で、その道程の遠いことは

明らかである。しかし、この仮説は本研究の結果があって初めて成立したもの

であり、今後proBAEEaseについて研究を進める場合、無視できない側面であ

ると思われる。近年、昆虫の生体防御と発生に関与する遺伝子の発現が相互に

関連を持つ可能性が指摘されているが、その一例を紹介してみることにする。

鍵

　哺乳類において抗体（lgG－1ight　chain）やインターロイキンなどの遺伝子の

転写は転写調節因子であるNF一κBによって調節される（46）。　NF－rcBによって

認識されるDNA配列が昆虫においても発見され、しかも抗菌性蛋白（cecropin

diptercin，　attacin，1ysozyme）をコードするDNA配列の上流に存在し、その

転写を調節していることが明らかになった（47）。　昆虫ではこの配列に結合す

る蛋白として、Difという転写調節因子が同定されている（48）。

　また昆虫の初期発生の段階で胚の細胞が背側の細胞としての特徴を示すか、

腹側の細胞としての特徴を示すかは細胞表面上の受容体（To11）にある種のリ

ガンドが結合する事によって決まる（42）。ショウジョウバエの突然変異体で

To11をコードする遺伝子が恒常的に発現している固体では、幼虫の抗菌蛋白を

合成する組織（脂肪体）細胞の核内にDifが蓄積していることが観察されてい

る（48）。このことはショウジョウバエで胚の背腹固決定という発生の一つの過

程を支配する機構と抗菌蛋白を合成するという生体防御機構が互いにその一部

を共有して存在している可能性を示している。今後の研究の進展によらなけれ

鱗
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ばはっきりした事はいえないが、現段階では昆虫の発生のある種の過程と生体

防御機構は密接に関連している事が研究者での間での共通認識になっている・

　ProBAEEaseとeaster　proteinの間で相同性が高いという事実は、昆虫の生

体防御と発生という一見、関連がないと思われていた現象に関する最近の研究

動向に照らして考えると今後のproBAEEaseの研究にとって示唆に富むもので

ある。今回proBAEEaseの約半分のアミノ酸の配列が判明した。今後その全配

列を決定すると共にproBAEEase遺伝子の構造を探る事が、　proBAEEaseの機i能

を明らかにする上で必要であると思われる。

離
離
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総合考察

　本論文では、昆虫血漿中に存在し、細菌の細胞壁構成成分によって活性化を

受けるセリンプロテアーゼ前駆体（proBAEEase）について研究した結果を報告

した。第一章でも述べたように、proBAEEaseは昆虫の血漿中から精製されたセ

リンプロテアーゼ前駆体としては最初のものである。まだproBAEEaseについ

て明らかでない点が数多く残されている。本研究で明らかになった事実とその

事実から生じた今後の課題についてその概略を述べ、総合考察とする。

　吉田らによってBAEEase活性が1986年に昆虫血漿中に発見されて以来（8）

、proBAEEaseの活性化機構、　in　vivoでの基質、生理機能などはずっとわから

ないままであった。その理由の最たるものはproBAEEaseが精製されていない

ことにあった。吉田のproBAEEase発見以来、　proBAEEaseはproPOを活性化

するカスケードの構成要素として信じられてきた。しかし本研究において精製

したBAEEaseを用いた実験の結果、フェノール酸化酵素前駆体カスケードは枝

分かれしていることが強く示唆された。ProBAEEaseがproPOを活性化する経

路上にないという事実は、それではproBAEEaseあるいはBAEEaseの生理機能

は一体何なのかという新しい問いを提示することになった。本論文ではこの問

いに答えることはできなかったが、今後その機能を明らかにすることは昆虫の

生体防御機構の解明にも貢献すると思われる。

　先に述べたように哺乳類の血液凝固系のセリンプロテアーゼ前駆体は互いに

相同性が高い。フェノール酸化酵素前駆体カスケードのもう一つのセリンプロ
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テアーゼ前駆体であるproPPAEはまだ精製されていないが、　proBAEEaseとの

一次構造、活性化機講の比較は興味深い。

　ProBAEEaseが精製できたこと、またproBAEEaseの活性化因子が得られた事

により、proBAEEaseがペプチド結合の限定加水分解により活性化されることを

明らかにする事ができた。この事実はproBAEEaseを活性化する因子もプロテ

アーゼであることを示している。このproBAEEase活性化酵素の単離、精製が

期待される。

　細菌の細胞壁構成成分によって引き金を引かれる2つの経路、一方はpro－

BAEEaseを活性化し、また一方はproPOを活性化する。この枝分かれしたカス

ケードの構成要素の間にいくつ共通の要素があるか明らかではない。これらの

経路の関係、例えばどこの構成要素で枝分かれしているか、などという問題は

今後、proPOカスケードを解析する上であきらかにすべき重要な点だと思われ

る。

　最後に、やはりBAEEaseのin　vivoでの基質は何であるかという問題が重

要である。これはBAEEaseの機能に関係してくる。　第1章では哺乳類の血液

凝固系酵素であるスロンビンとの関係でBAEEaseの機能について考察した。

また第二章においてホモロジー検索の結果、proBAEEaseがDrosophilaの発生

に関係するeaster　proteinと非常に相同性が高い事が明らかになったが、こ

れは今後のproBAEEaseについての研究を進める上で考慮すべき側面である。

63

鑛孟　　　　髪鍮凝簾

　　　　　　灘羅難灘灘
醐nF



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　参考文献

1）高橋健次（1993）プロテアーゼの活性制御，現代化学増刊22，

　　　pp　3－9．　東京化学同人

2）　Neurath，　H．　and　Walsh，　K．　A．　（1976）　Role　of　proteolytic

　　　enzymes　in　biological　regulation　（A　review），　Proc．　Alatl．

　　　Acad．　Sci．　USA，　73，　3825－3832．

3）　Davie，　E．　W．，　Fujikawa，　K．，　Kurachi，　K．　and　Kisiel，　W．　（1979）

　　　The　role　of　serine　protease　in　the　blood　coagulation　cascade，

　　　Adv．　Enzymol．，　48，　277－318．

4）　lwanaga，　S．　（1993）　Primitive　coagulation　system　and　their

　　　message　to　modern　biology，　Thrombosis　and　Haemostasis，　70，

　　　48－55．

5）　Reid，　K．　B．　M．　and　Porter，　R．　R．　（！981）　The　proteolytic

　　　activation　systems　of　complement，　Ann．　Rev．　Biochem．　50，

　　　433－464．

6）　Ashida，　M．　and　Yamazaki，　H．　（1990）　Biochemistry　of　the

　　　phenoloxidase　system　in　insects：　with　special　reference

　　　to　its　activation，　Molting　and　Metamorphosis　（E．　Ohnishi

64



　　　and　H．　lshizaki．，　eds．），　239－265．　Springer－Verlag，　Berlin．

7）　Patthy，　L．　（1985）　Evolution　of　the　proteases　of　blood

　　　coagulation　and　fibrinolysis　by　assembly　from　modules，

　　　　Cell，　41，　657－663．

8）　Yoshida，　H．　and　Ashida，　）（．　（1988）　“Cicrobial　activation　of

　　　two　serine　enzymes　and　prophenoloxidase　in　the　plasma

　　　　fractioR　of　hemolymph　of　the　silkworm，　Bombyx　mori，

　　　　Insect　Biochem．，　16，　539－545．

　9）　Leonard，　C．　SOderhall，　K．　and　Ratcliffe，　N．　A．　（1985）

　　　　Studies　on　prophenoloxidase　and　protease　activity　of

　　　　Blaberus　craniifer　Haemocytes，　lnsect　Biochem．，　15，　803－810．

10）　Brehelin，　M．　Drif，　L．　Baud，　L．　and　Boemare，　N．　（1989）

　　　　Insect　haemolymph：　Cooperation　between　humoral　and　cellular

　　　　factors　in　Locusta　migratoria，　lnsect　Biochem．，　19，　301－307．

11）　Saul，　S．　J．，　Sugumaran，　M．　（1987）　Protease　mediated

　　　　prophenoloxidase　activation　in　the　hegnolymph　of　the

　　　　tobacco　hornworm，　Manduca　sexta．

　　　　Arch．　lnsect　Biochem．　Physiol．，　5，　1－11．

65

鑛

．
　
　
ギ

誕‘』
！
”
l
l
l
l
．
．
l
i
　
．
，
一
．
．
．



12）

13）

14）

15）

16）

17）

Saul，　S．　J．，　Sugumaran，　M．　（1988）　Prophenoloxidase

activation　in　the　hemolymph　of　Sarcophaga　bullata　larvae．

Arch．　lnsect　Biochem．　Physiol．，　7，　91－103．

Ashida，　）6．　and　Sasaki，　T．　（1994）　A　target　protease　activity

of　serpins　in　insect　hemolymph，　lnsect　Biochem．　Molec．　Biol．，

24，　！037－1041．

Ochiai，　M．　and　Ashida，　M．　（1988）　Purification　of　a

8－1，3－glucan　recognition　protein　iR　the　prophenoloxidase

activating　system　from　hemolymph　of　the　silkworm，

Bombyx　mori，　J．　Biol．　Chem．，　263，　12056－12062．

Ashida，　M．　（1971）　Purification　and　characterization　of

pre－phenoloxidase　from　hemolymph　of　the　silkworm

Bombyx　mori，　Arch．　Biochem．　Biophys．，　144，　749－762．

Ashida，　M．　（1981）　A　cane　sugar　factor　suppressing

activation　of　prophenoloxidase　in　haemolymph　of　the

silkworm，　Bombyx　mori，　lnsect　Biochem．，　11，　57－65．

Kojjma，　K．，　Kinoshita，　T．，　Kato，　T．，　Takada，　K．　and

Sakakibara，　S．　（！979）　A　new　and　highly　sensitive

fluorescence　assay　for　collagenase－like　peptidase　activity，

66

饗

監
八
吟
が

覧
区
臨



）81

）91

）02

21）

22）

23）

Anal．　Biochem．，　100，　43－50．

Laemmli，　U．　K．　（1970）　Cleavage　of　structural　proteins

during　the　assembly　of　bacteriophage　T4，　Nature，　227，　680－685．

Vesterberg，　O．　（1972）　lsoelectric　focusing　of　protein　in

polyacrylamide　gels，　Biochim．　Biophys．　∠4cta・，　257，　11－19・

Smith，　P．　K．，　Krohn，　R．　1．，　Hermanson，　G．　T．，

“Callia，　A．　K．，　Gartner，　F．　H．，　Provenzano，　M．　D．，

Fujimoto，　E．　K．，　Goeke，　N．　M．，　Olson，　B．　J．，　and

Klenk，　D．　C．　（1985）　Measurement　of　protein　using

bicinchonic　acid，　Anal．　Biochem．，　150，　76－85．

Ramesh，　N．，　Sugmaran，　M．　and　1！lole，　J．　E．　（1988）

Purification　and　characterization　of　two　trypsin

inhibitors　from　the　hemolymph　of　Manduca　sexta　larvae，

J．　Biol．　Chem．，　263，　11523－11527．

Eguchi，　M．　（1993）　Protein　protease　inhibitors　in　insects

and　comparison　with　mammalian　inhibitors　（A　review），

Comp．　Biochem．　Physiol．，　105　B，　449－456．

Lorand，　L．　（1981）　Proteolytic　Enzymes，　Methods　Enzyniol．，

76



24）

25）

26）

27）

80　C，　pp　3－341，　Academic　Press，　New　York．

Kawabata，　S．，　“Ciura，　T．，　）Eorita，　T．，　Kato，　H．，　Fujjkawa，　K．，

Iwanaga，　S．，　Takada，　K．，　Kimura，　T．　and　Sakakibara，　S．

（1988）　Highly　sensitive　peptide－4－methylcoumaryl－7hamide

substrates　for　blood－clotting　protease　and　trypsin，

Eur．　J．　Biochem．，　172，　17－25．

Roebroek，　A．　J．　M．，　Pauli，　1．　G．　L．，　Zhang．　Y．　and

Van　de　Ven　W．　J．　M．　（1991）　cDNA　sequence　of　a　Drosophila

melanogaster　gene　Dfur　1，　encoding　a　protein　structurally

related　to　the　subtilisin－like　proprotein　processing　enzyme

furin，　17EBS　Lett．，　289，　133－137．

Roebroek，　A．　J．　M．，　Creemers，　J．　W．　bC．，　Pauli，　1．　G．　L．，

Kurzik－Dumke，　U．，　Martin，　R．，　Gateff，　E．　A．　F．，

Leunissen，　J．　A．　M．　and　Van　de　Ven　W．　J．　eC．　（1992）

Cloning　and　functional　expression　of　Dfurin　2，

a　subtilisin－like　proprotein　processing　enzyme　of

Drosophila　melanogaster　with　multiple　repeats　of

a　cysteine　motife，　J．　Biol．　Chem．，　267，　17208－17215．

Morita，　T．，　Kato，　H．，　lwanaga，　S．，　’1’akada，　K．，　Kimura，　’1’．

and　Sakakibara，　S．　（1977）　New　fluorogenic　substrates　for

68

認「



　　　　　　　　　a－thrombin，　factor　Xa，　kallikreins　and　urokinase，

　　　　　　　　　J．　Biochem．，　82，　1495－1498．

　　　　　28）　Ratcliffe，　N．　A．，　Leonard，　C．　and　Rowley，　A．　F．　（1984）

　　　　　　　　　Prophenoloxidase　activation：　nonself　recognition　and　cell

　　　　　　　　　cooperation　in　insect　immunity，　Science，　226，　557－559．

　　　　　29）　Takle，　G．　B．　6nd　Lackie，　A．　1！1．　（！986）　Chemokinetic　behaviour

　　　　　　　　　of　insect　haemocytes　in　vitro，　J．　Cell　Sci．，　85，　85－94．

　　　　　30）　Shuman，　M．　A．　（1986）　Thrombin－cellular　interactions，

　　　　　　　　　Annals　New　York　Academy　of　Sciences，　485，　（Walz，　D．　A．，

　　　　　　　　　Fenton，　J．　W．　and　Shuman，　M．　A．，　eds．）　229－239．

　　　　　31）　Dawes，　K．　E．，　Gray，　A．　J．　and　Laurent，　G．　J．　（1993）

　　　　　　　　　Thrombin　stimulates　fibroblast　chemotaxis　and　replication，

　　　　　　　　　Eur．　J．　Cell．　Biol．，　61，　！26－130．

　　　　　32）　S6derhall，　K．　（1981）　Fungal　cell　wall　B－1，3－glucans

　　　　　　　　　induce　clotting　and　phenoloxidase　attachment　to　foreign

　　　　　　　　　surfaces　of　crayfish　hemocyte　lysate，　Dev．　Comp．　lmmunol．，

　　　　　　　　　5，　565－573．

　　　　　33）　Bohn，　H．　and　Barwig，　B．　（1984）　Hemolymph　clotting　in　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　，9

鑛1灘鰹i懸羅灘羅難灘講灘懸購灘灘贈’・一灘灘購卜・雛講・』．灘「灘・纏懸購懸灘驚

a
g
t
，
t
w
e
e
・

1凱7

　　　義

　　：『哨町‘’『



）43

）53

）63

）73

）83

）93

cockroach　Lecophaea　manderae　（Blattaria），　J．　Comp．　Physol．，

B　154，　457－467．

Edman，　P．　and　Begg，　G．　（1966）　A　protein　sequenator，

Eur．　J．　Biochem．，　1，　80－91．

宮田敏行（1990）タンパク質、ペプチドの高速液体クロマト

グラフィー（II），　化学増刊117、化学同人、　pp　153－160．

Lipman，　D．　and　Pearson，　W．　（1985）　Rapid　and　sensitive

protein　similarity　searches，　Science，　227，　1435－1441．

Aoki，　Y．　and　Hase，　T．　（1991）　The　primary　structure　and

elastinolytic　activity　of　medullasin　（A　serine　protease

of　bone　marrow），　Biochem．　Biophys．　Res．　Commun．，　178，

501－506．

Chasan，　R．，　and　Anderson，　K．　V．　（1989）．　The　role　of　easter，

an　apparent　serine　protease，　in　organizing　the　dorsal

－ventral　pattern　of　the　Drosophila　embryo，　Cell，　56，　391－400．

岩永貞昭、宮田敏行（1983）．プロテアーゼ反応と代謝調節，

pp　71－151．　学会出版センター

70

ノ

距

驚

．
．
難

，
灘
、

－
S

灘
膿

ド’一’　一』



40）

41）

42）

43）

44）

45）

Jin，　Y．，　Anderson，　K．　V．　（1990）　Dominant　and　recessive

alleles　of　the　Drosophila　easter　gene　are　point　mutations

at　conserved　sites　in　the　serine　protease　catalytic　domain，

Cell，　60，　873－881．

Chasan，　R．，　Jin，　Y．　and　Anderson，　K．　V．　（1992）　Activation

of　the　easter　zymogen　is　regulated　by　five　other　genes　to

define　dorsal－ventral　polarity　in　the　Drosophila　embryo，

Development，　115，　607－616．

StJohnston，　D．　and　NUsslein－Volhard，　C．　（1992）　The　origin

of　pattern　and　polarity　in　the　Drosophila　embryo，　Cell，　68，

201－219．

Keith，　F．　J．　and　Gay，　N．　J．　（1990）　The　Drosophila　membrane

receptor　Toll　can　function　to　promote　cellular　adhesion，

EMBO　J．，　9，　4299－4306．

DeLotto，　R．　and　Spierer，　P．　（1986）　A　gene　required　for　the

specification　of　dorsal－ventral　pattern　in　Drosophila

appears　to　encode　a　serine　protease，　Nature，　323，　688－692．

Smith，　C．　L．　and　DeLotto，’R．　（1994）　Ventralizing　signal

determined　by　protease　activation　in　Drosophila

7！

魎”

驚

幽
．
鵬
．



embryogenesis， Nature，　368，　548－551．

46）　Baeuerle，

　　　　actlvator

　　　　Bfoch加．

P．　A．　（1991）　The　inducible　transcription

NF－kB：　regulation　by　distinct　protein　subunits，

Biophys．　Acta．　1072，　63－80．

47）　Hultmark；　D．　（1993）　lmmune　reactions　in　Drosophila　and

　　　　other　insects：　a　model　for　innate　immunity，　Trends　in

　　　　genetics，　9，　178－183．

48）　lp，　Y．，　Reach，　M．　Engstrom，　Y．，　Kadalayil，

　　　　Gonzalez－Crespo，　S．，　Tatei，　K．　and　Levine，

　　　　Dif，　a　dorsal－related　gene　that　mediates　an

　　　　response　in　Drosophila，　Cell，　75，　753－763．

L．，　Cai，　H．

M．　（1993）

lmmune

72

翁

　　　　　　　　　　　　　　　　『舜’ゴ雛灘L：i　一・

雛翻灘灘織．灘羅
S’」．．



謝辞

　　フェノール酸化酵素前駆体カスケードのセリンプロテアーゼ前駆体の研究

という興味深いテーマを私に与えてくださり、またこの研究に対し適切な御意

見、励ましを頂きました北海道大学　低温科学研究所　生化学部門　芦田正明

教授に深く感謝いたします。

　また、この研究に対する助言を頂きました当研究室の落合正則助手、片桐千

偲助手、早川洋一助教授、安原優子さん、小泉淑子さん、木原秀晃さん、木下

邦則さん、平岡毅さん、長尾恵理子さん、竹内直人さん、芹澤領さん、後輩の

方々、そして茅野春雄　北海道大学　名誉教授に深く感謝いたします。

隷

73

灘懸灘灘謹懸欝響篠



v’”

x

癩

．ア
1■幽

t
i

一

誕

’

俳
二

妓　　　　．

㍉，匿

u

it

．
・

奔

挿

語ぞ

酵

8

．岬

亀

覧

戯

広
．

い

甦

一）！

H

．
凶

／it”

』国

レ

ト九

塞

・二

巴塾

“c

／一

篭．

．弘

舳

見

聾

し

弼

一
穂

tt

gtt1

t4

．輩

蔀

i

・犀

≧
罵

」課

廊

ら，

醤．

’

’E

／：｝

り
．

’

ぐ

b；．

，
．
改

か
慰

．ル

皇冠

「
．

姫 h

’

（

撃
、

顔’

甦

！党’

tti）’

鋸

ト1． り

蟹

N

一・

紬
．
．

欝
鎌
「

β

v

．’堰@　　　　　I凶
　　　　「翻・“

　　　　　置旧

雀

FV

xif幽

幽
．

．葭

21一一．

t’fi

、航



9

，

→

9

．

ド

　
。
§

…型

「

’

欄

　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　よ　　　　ヤ　　　…　　　　　　　　1　．・r’一●f㌧
　’　　　　　　　ら　　　　　　　　　7　　　　　　　　　．　　　▼．
　　　　　　　　　　　　　1－　　　　　　」　I　　　I一　　　　　　．　　　　　 「戸一 @　■　一「　ど
　二1　　」．・　　・ず　　’乱｝TIIIIL，吋11
　　　　　　　　　ヒ　　　　　　　　　　　　　　もド　　も　　　　の　　 サし

　㌔一＝べ㍉11　、，一一一｝」1．－㌔1ボ覧’「

∵∴蜜・。焦毒規∴葦卦
距㌔．：’一ド，’マ‘・一三話．密f’ζ一「

’L・`ドこ＝一．＝ノ器ごご’
?７ジ：．」一π

　　　．μ

　嚇ヨ・窄畜ヅ∴∵．1．
　　漁L　ヤ
　　逃’．．曾ρ’　．　・博　ピ　’・

　　㌔
　　1　　　　　｛L

　　　　　　　　　　　　　」

　　　　　　　　　　　　♂　　　　　　　　　「

．一

｝∴凄＝諺二鐘繕毒

　　　　　　　　　　　　L

　　　　　　　　　　　　　s
　　　　　　　　　　　　’　”’t　　　　　　　　　　　畠馳

’　1　t
e　十4t

　　　　　　　　　　　S－J
　　　　　　　　　　　　示、

　　…▽ジ窟ト謙

三三1暑霧爺1
　　　　　　　融　　　♪L

　
　
な
　
一
’
、
七
『

　
　
　
の
メ
マ
コ
ヘ
ヤ
　
　

ち

　
　
　
レ
　
　
コ
ど

・、

A
”
、
－
掘
癖
議
脚

　
　
　
・
、
媛
瀞
諭
％
，

　
　
　
‘
　
初
．
》

　
　
　
甲
ぬ
∴
七
》

　
　
　
　
　
噂
製

　
　
　
　
’
　
陶
蟻

　
　
　
　
　
ゴ
、
印
ぜ
㍉

　
　
　
　
　
う
ギ
酔
二

　
　
　
　
し
壕

　
　
　
　
」
　
ド
吾

　
　
・
　
　
　
、
㍗
’

　
　
　
　
　
も
　
ヨ
い

　
　
　
．
　
「
．
婁

　
　
　
　
“
c
㌦
．
f
1
4
．

　
　
　
　
　
冒
ゾ
礼

嘱

ド

肇
押
ぜ
「麹翫轟灘

7HptLL4e　Va’r　一’M

　　一　w　　
噌LTN一

一

沁

ω

轟

偵

①

刈

oo

O

厳《

n
α
O
■
《
∩
O
δ
『
∩
O
コ
雫
⊆
「
三
三
∩
7
①
も
∩

匝
ご
Φ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
O
「
Φ
Φ
　
　
　
　
　
　
繭
O
　
　
噛

1遡騨
螢　　㌧

」
　
二
箪
甑

　
黛
諦

“
凸
L
㌔
勘

’

、

紬
O

㌧

ご

融
沁

晶
ω
　
　
一
泊

●

“
q

一
①

一
画

一
〇
〇

一
〇

ザ
、
’
」
蒼

　
　
◎
ス
O
蟻
帥
ズ
噌
ハ
o
O
O
刈
，
「
7
一
．
否
儀
婁

ω
＞
U
O
一
〇
「
　
　
m
W
騨
①
O
ズ

ii一一s

ム，

？

　
　
　
ぜ
　
　
こ

　
　
　
．
∴
」
旨
曲

　
　
　
㍉
、
混
ぎ

　
　
　
　
バ
餐
弔

　
　
　
　
．
、
・
」
堆
爆

　
　
　
’
、
∵
巌

　
　
　
『
㌦
，
‘
～
瓦

　
　
・
　
　
㌃
　
鴎
搾
島
’

　
　
　
　
　
う
．
ッ
レ

　
　
　
　
ニ
の
ナ
サ
み

　
　
す
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ヨ
ア

　
　
　
　
．
＝
「
、
」
声

　
　
　
・
「
凹
蜜

　
　
　
当
．
”
、
冒
「
」
（

　
　
一
掻
’
峯

　
　
　
㌃
犠

　
　
　
　
も
　
　
で
の
ぎ

　
　
㌧
二
㌧
．
エ
、
毒
ン
脅

・
．
卿
　
∴
旨
意
罎

昏
一
一
輸

　　

ﾄ
輩

二
二

　
　
’
．
！
録
知
q
晒
’

　
　
讃
＾

　
　
　
，
　
晒
　
5

6

　
へ
執
｝

、

累
O
q
O
習
○
「
①
＜
い
6
鉱
Φ

〉
己
　
沁
　
ω
　
轟
　
α
　
①

■ワー一一　一　tp一
，

一
・
“
辛

（CiSi］）li

’

翻
目
聯

。◎

@
〇
　
一
〇
　
一
一
　
紬
ハ
◎
　
一
ω
　
晶
轟
　
一
α
　
翻
口

L縛
　，

、　4ps一一ノ

摺
　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　）；
　　　　　　　　　　　　　　at
　　　　ッ　　　　　　　　「　　　々　　1

　　　　　　　　　　西　　　　t

　　　　　　　　　　　　S　r

l嘉護i一

●

〉

＠
否
α
心
〆
鱒
O
◎
刈
↓
軸
≦
“
透
三
民

㌔

己
刈
　
一
c
o
　
晶
⑩
幽一一zr．s　噛一M　鳳

〔
、

，

丸乏

↓
　
　
　
　
　
　
　
　
－

，

，

，

げ

・

9

噛

す驚鰻

　
　
　
・
t
　
　
　
　
　
　
　
　
　
」

一
滋
正
和
乾
鍵
機
馨
鱒

．
遥
鋭
蹄
射
婆
堀
㌣
な
」
、
ご
∵
添
揺

　
［
し
∵
⊥
「
．
」
～
L
鏡
・
消
一
コ
b
∴
　
†
一
、
・
．
↓
b

　
ロ
　
　
　
　
コ
　
　
セ
　
コ

　
　
ロ
　
　
コ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
「
4
　
　
一
・
昌
口
　
　
　
㌔
　
　
↓
　
　
　
　
　
㌔
　
一
　
「
一
　
、
　
　
　
唱
n

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
　
　
の
　
　
　
　
　
り

　
　
一
』
鼻
　
　
　
」
　
　
一
」
　
　

，
．
　
一
　
　
　
　
　
　
　
㌦
　
　
・
　
』

　
　
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
レ
　
　
　
　
　
ム
こ

　
リ
コ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
マ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ワ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ユ

　
　
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ご
レ
　
ち

　
　
ピ
ョ
　
　
　
　
　
ロ
け
　
や
む
　
　
　
サ
　
サ
　
ち
こ
　
　

し
　
マ
つ
ド
　
　
の

　
　
　
び
　
　
　
　
　
の
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
　
　
　
ず
　
　
　
　
ら

　
　
ロ
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　

へ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ぼ
　
　
　
　
レ
　
　
　
　
ド

　
飢
㌃
ゴ
噺
“
．
～
』
∴
筆
u
痢
二
睾
誓
鯵
ゼ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
聡
　
，
：

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
ヨ
　
　
　
コ
　
　
サ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
・
，
－
　
　
、
嘲
“
　
　
『

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ア
ら
　
　
　
　
　
　
も

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
べ
　
　
き
　
ロ
セ

　
一
〉
♂
庫
、
　
　
　
匹
　
　
　
　
　
　
砕
『
　
ド
弾
㌔
一
、
咤
レ
～

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
4 晦．

レ馬

　　　淫
　　　¶1　占
　・応’＿舳「イ＿占

　　　　　姫：’ト∫一’1。’ゴ」「

『㌃ご藁一

　＝㌔」㌧一窟
”　　　　　　　　　　、

　　　笥トf
　　　げ　　　＝鴫・・㌧ノ
、　，　、r1ヤ

　瞭　　一

　L，　．：
　　t　　L　　－r　F

　t　　xL　t：t　’1一　“

　　　　1　　1　0q騨　“一r一

／　一

　．　一
　一，一．

爵製　’∵トて芳｝
　　　　＿♂」唇
　　　ヨけ　　　ロ
　　　’」門
齢．IS　　　　一　－」　　　　；

亀罵誘！ビ

を」t’δ’｛一J．

　ノ　　ヨ　ほゆ

㌻毒耳・，
　　　　　　　ロ　　　ら

邑＝ニゴヤ1畿；、

『灘蓋，
ジ　　 ∂　 ノ　　　 ‘

　　　　く　　　　　　臨
　　　　　，「

　　　　　7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　匡

　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　ロ
　　　r　炉　　　　　Lt　　レ　　　、
　　　・　　　　　　一τ　　　　　　㍗

　．　　　，　　　　　r　　＿　　　　　　．　　ト　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　も　　　　　　　　　
i．一二’こ1きご≦匠売
「　　　ぞ　　＿　　　一　虞　一t」rJλf’
　　　　　＿　 r一●　　　一4J　　　　　　　r・▼
　↓；一、1’1こご｝陀t一　馳’一・’

　　　　　　　　　　「　　　」‘　．　　　　　　　　　　■　　　　一　　　　　一　 骨　　1
　　　　　　　　　　こ　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　コ　　 う　　　　へ
　　　　　　　　　　・　　・「L一　・　㌔㌧一

　　門　　“v　　　t　、
SJ－e．一苓＿二t一一・

　　　　，　N」　 ▼一

一　i
堰@qr　．，　s

　　　　　　℃　1レ
　　　　♂．彗1　．

㌦，ヤ■「吐、

己1、＃凝、
　1写　　 ㌔噸

　　　　レ　　t一　，

　　　　　　　　　　　「

　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　I　　1
　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　b
　　　　　　　　　㌔、　　し騨
　　　　　　　　　　．　占1　角
　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　㌔「㌦≠｝

　　　　　　　　　　　　φ

　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　「　　＿1　一
　　　　　　　　　　■　　　．
　　　　　　　　　　一　　1　⊥　　　　　　　　　「一　　　　 r

　　　　　　　　　　　l　・
　　　　　　　　　　　　1一一　　　　　　　　　　，OI
　　　　　　　　　　　l’　重
　　　　　　　　　」・r「［L

　　　　　　　　　一一メ．

争∴　 ㌦」＿溺「

章　　1，〔・　…　．
　　　　　　　　　ゆ㌔」　し1　1一　　　甲　　　　・

鯵臨一．1一’し

汐し7　馬一t　　　　・，　一、
1」一「 ｲり㍉ご∴，一ジ’　†
　　，一マ＝　4一　　　　レ　　一

　・1罷デ’一∵．・一一

　嘲　こ奪ゴト航＿　、・一一
　，一A一・一　一F身一　　▼　　　　　　　　 n
」　　　　　　 ’　　一　　　　　　　　一
．ρ @　　一　　　レ4h－　　4　　」
　一，iTg　L　＝t’r　　　　

’

　＝一，　：一し1　・
　　ぞレ　　　　　　　ウ　　　　　　　リ
　e　“；1nsL‘　・Ir・ノ
　　　　ギ

↑
も欝届丁

、
｝

一岬

（穐騨　
麹

．
醜

い一
　
　
　
．

へ
占　 L　　 一

’


