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論 交 内 容 要 旨

〔1〕 序 論

1'971年,AchromobacterlyticusM497-1は,高 橋 らに よ って 強 力 な溶 菌 酵 素 を得 る 目 的

で土 壌 か ら分 離 され,溶 菌 酵 素 の他 に プ ロテ ア ー ゼが 培 地 中 に生 産 され る こ とが報 告 さ れ た。

当時,著 者 は 上 記 溶 菌 酵 素 を 用 いてMicrococcusradioduransの 溶 菌 作 用 の 研 究 を 行 っていた。

ま た:,そ の 頃 ま でAchromobacter属 に よ り生 産 され るプ ロテ アー ギ に 関す る研 究 報 告 は ほ と ん ど

な か っ た 。 そ こで 本 菌 の 生 産 す るプ ロテ ア ー ゼ を精 製 し,そ の 諸 性 質 な らび に 作 用 機 構 を 明 らか に

す る 目 的 で 本 研 究 を行 っ た。

そ の 結 果 こ の プ ロテ ア ー ゼ が 少 な く と も3種 類 の プ ロテ ア ーゼ に分 別 され,特 に その 主 要 区 分

で あ る 血 プ ロテ ア ー ゼ1と 命 名 した 酵素 を培 養 液 か ら蛋 白質 化 学 的 に 均一 な 標 品 に 精 製 す るこ

とに成功 した。 さらに,本 酵素標品の詳細な蛋白質化学的性質および酵素化学的性質,基 質特異性

および基質特異性決定部位の性状について研究 し,本 酵素が,ペ プチド鎖中の リジン残基のカルボ

キシル基側のペプチ ド結合を特異的に加水分解する新 しい型のプロテアーゼであることを明らかに

した。

〔1〕 精 製 お よ び 蛋 白 質 化 学 的 性 質

AchromobacterlyticusM497-1の 培 養 液 か ら △⊆。 プ ロ テ ア ーゼ1と 著 者 が 命 名 した 新

酵 素 を,ア セ トン分画DEAE一 セ ル ロー ズ処 理,AH一 セ フ ァ ロース4Bク ロマ トグ ラフ ィ ー

お よ び 焦 点 電 気 泳 動 法 等8段 階 の操 作(第1図)に よ り,ア ミダ ー ゼ活 性 で の 回 収 率29%で,比

活 性 の 上 昇 率 約700倍 の精 製 酵 素標 品 を 得 た(第1表)。 こ の 標 品 は デ ィス ク電 気 泳 動 的,超 遠 心

的 お よ び 化 学 分 析 的 に均 一 で あ り た 。 これ ら精製 各 段 階 の 中 で,ア セ トン分 画,DEAE一 セ ル

ロー ズ 処 理,AH一 セ フ ァ ロー ス4Bク ロマ トグ ラ フ ィ ーが 最 も有 効 で あ り,比 活 性 が それ ぞ れ53
9

倍,3倍 お よ び3.4倍 に上 昇 した(第1表)。 精 製 酵 素 標 品 は凍 結 状 態 で 保 存 し,ま た 凍 結 乾 燥 し

て 冷 蔵 す れ ば 一 年 以 上 安 定 で あ った 。 この標 品 を 使 用 して 蛋 白質 化 学 的 性 質 却 よ び組 成 を 検 討 した。

そ の 結 果,本 酵 素 はN一 末端 ア ミノ酸 グ リシ ン,C一 末 端 ア ミノ酸 リ ジ ンで 分 子 量30,500(ア ミ

ノ酸 組 成 よ り算 出),ア ミノ 酸 残 基 数294,3個 の 一S-S一 結 合 を分 子 内に 持 つ 工本 の ポ リペプチ ド

鎖 よ りな るpI6.9の 球 状 蛋 白質:であ る こ とが 明 らか と な った。 ま た本 酵 素 は 既 知 ト リプ シ ン様 セ

リンプ ロ テ ア ー ゼ と比 較す る と,分 子 量 が や や 大 き く等 電 点 が 中性 で あ った(第2表)。

本 酵 素 の ア ミノ酸組 成 を 牛 ト リプ シ ンと比 較 す る と,ア ル ギ ニ ン,ス レオ ニ ン,ア ラニ ンを 多 く含

み,リ ジ ンお よ び シス チ ンの含 量 が 少 な か った(第3表)。C一 末 端 ア ミノ酸 が リ ジ ンで あ るセ リ

ン プ ロテ ア ーゼ は知 られ て い な か っ た。 旋 光 分 散 の 結 果 か ら α一 ヘ リック ス含.量 は ほ とんど0%と

算 出 され たが,こ れ は ト リプ シ ンの それ が3%で あ る こ と と近 似 して い る・
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〔皿〕 酵 素 化 学 的 性 質

本 酵 素 の 基 質 特 異 性 以 外 の 酵 素化 学 的 性 質 に つ いて 検 討 した 結 果 を ま と め る とつ ぎの よ うで ある。

本 酵 素 の至 適pHは8.5～10.7(カ ゼ イン),9.0～9.5(Bz-Lys-pNA),pH安 定 性 は4.0～

11,0で あ り温度 安 定 性(30分 間放 置)は45℃ まで 完 全 に活 性 を 維 持 し,60。Cで 速 や か に 失 活

した 。 ま たEDTA,o一 フ ェナ ンス ロ リ ン,シ ス テ イ ン,NEM,IAAお よ びPCMBで ほ とん

ど阻 害 され ず,DFP,PMSF,TLCKお よ び トリプ シ ンイ ンζ ビタ ー 等 に よ って 阻 害 され た。

これ らの 現 象 か ら,本 酵 素 が セ リ ンプ ロテ ア ー ゼ に属 す る もの と考 え られ た が,さ らに詳 細 に検 討

した 結 果,合 成 基 質Bz-Arg-pNA,Bz.一Arg-NH2,Arg-pNAな らび に アル ギ ニル ペ プ チ ド

結 合 を 全 く加 水 分 解 せ ず,ま た 牛 ト リプ シ ンと比 較 して 至 適pH,pH安.定 性 が 異 な り,さ らに

2十

の保護作用が認め られず,以 下に述べる前記以外の阻害剤の影響 も著 しく異なり,新 しい型Ca

のセ リンプロテアーゼであることが明 らかとなった。すなわち,酵素の活性中心部位に存在するヒス

チジン残基と特異的に反応 し失活ぜ しめると考え られているTLCKで 本酵素の活性は完全に阻害

されたが,同 じ反応機作のTACKに よってほとんど阻害されなか ったこと,さ らにロイペプチン

およびアンチパイン等の低分子アルギニン誘導体によって阻害され難か ったこと,お よび尿素,グ

アニジン等による変性に対 して非常に強い抵抗性を示 したこと等である。

〔IV〕 基 質 特 異 性

本 酵 素 の 基 質 特 異 性 を リ ジ ンお よ び ア ル ギ ニ ン誘 導 体 の エ ス テ ル,ア ミ ドお よび アニ リ ド化 合 物

等 の 低 分 子合 成 基 質,グ ル カ ゴ ン,イ ン シュ リ ン等 天 然 お よ び 合 成 ポ リペ プ チ ドを 用 い て検 討 した。

さらに,天 然 蛋 白 質基 質 の 例 と して,カ ゼ イ ンお よ び ジメ チ ル カ ゼ イ ンな らび に ト リプ シ ノ ーゲ ン 等

に 対 す る作 用 を検 討 した。

エ ス テ ル化 合物,ア ニ リ ド化 合 物 お よび ア ミ ド化 合 物 に対 す る本 酵素 の 動 力 学 的 定 数(Km,

kcat)を,ト リプ シ ンの そ れ と比 較 した 結 果 を 第4表 に示 した。 試 験 した エ ス テ ル化 合 物 の 中 で,

Tos-Lys-OMeに 対 して 本 酵素 は最 も高 い 特 異 性 を示 した が,こ の 基 質 に対 す る加 水 分解 反 応

のk¢at/Km値 はTos-Arg一 〇Meの それ と比 較 し て約4×104倍 高 い値 を示 した。 本 酵素は,

Bz-Orn-OMeを 構 造 的 に対 応 す る リ ジ ン誘 導 体 よ り も弱 く アル ギ ン誘 導 体 よ り も強 く加水 分 解

した が,Ac-Tyr-OEt,Bz-His-OMeお よ びBz-Citru-OMeを 加 水 分 解 しなか った。

さ らに アニ リ ドお よ び ア ミ ド化 合 物 に つ い て は,ア ル ギニ ン誘 導 体 は全 く加 水 分 解 され ず,リ ジ ン

誘 導 体 はBz-Lys-pNA>Bz-Lys-NH2>Lys-pNAの 順 で 加 水 分 解 され や す か った 。

この 結 果 か ら,本 酵 素 は リ ジル結 合 に 特 異 的 な エ ン ドペ プチ ダ ー ゼに 属 す る もの と考 え られ た。 次

に,天 然 お よび 合 成 ポ リペ プ チ ド基 質 に 対 して は,ト リプ シ ンに よ り切 断 さ れ ぬLys-Pro結 合

を 含 む す べ て の リジル ペ プ チ ド結 合 の み が 切 断 され,ア ル ギ ニ ル ペ プ チ ド結 合 は全 く切 断 され なかっ
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た(第5表)。 ま た 天 然 蛋 白質 で あ る3種 の チ モ ー ゲ ン(ト リプ シ ノ ーゲ ン,キ モ ト リプ シ ノー ゲ

ンお よ び プ ラズ ミノ ーゲ ン)の うち,N一 末 端 側 の リジル ペ プ チ ド結 合 の 切 断 によ って 活 性化 さ れ

る こ と が知 られ て い る トリプ シノ ー ゲ ンの み が本 酵 素 に よ って トリプ シ ンよ り も遥 か に 速 や か に 活

性 化 され た 事 実 は,本 酵 素 の リ ジル ペ プ チ ド結 合 に 対す る異 常 に高 い基 質 特異 性 を 反 映 してい る(第.

6表)。 この こ と は,本 酵 素,ト リプ シ ンお よ び エ ンテ ロ キナ ー ゼの トリプ シ ノ ーゲ ンに 対 す るKm

値 を比 較 す る と,そ れ ぞ れ1.9μM,500μMお よ び70μMで あ っ た こ と か ら も裏 付 け ら れ た 。

ま た本 酵 素 は カゼ イ ンを加 水 分 解 で き るが,カ ゼ イ ン中 の リジ ンの ε一 ア ミノ基 を ジ メチ ル 化 した

ジメ チル カ ゼ イ ンを 加 水 分 解 で き な い こと も上 の結 論 を 支持 す る事 実 で あ った 。

以 上 の実 験 結 果 か ら,本 酵 素 は従 来 の トリプ シ ン型 とは基 質特 異 性 の 面 で も,全 く異 な るこ と が

明 らか と な った 。

〔V〕Ac,プ ロ テ ア ー ゼ1の 特 異 性 決 定 部 位 の 性 状

本 酵 素 と ト リプ シ ンの 活 性 中 心 部 位,特 に基 質 特 異 性 決 定 部 位 を 含 む基 質 結 合 ポ ケ ッ トの性 状 を

解 明 す る手 掛 りを 得 るた め に,各 種 拮 抗 阻害 剤 の検 索,縮 合 剤 と求 核 試薬 と の 酵素 活性 に対す る影

響 お よ び拮 抗 阻 害剤 で あ るω 一 ア ミノ ア ルキ ル基 を リガ ン ドとす るア フ ィニ テ ィク ロマ トグ ラフィー

につ い て 実 験 し,ト リプ シン と比 較 検 討 した 。

Tos一 一Lys-OMeを 基 質 と して 試 験 した 拮 抗 阻 害 剤(第7表)の う ち,ア ミル ア ミン(Ki二

〇,03mM)お よび ブ チ ル ア ミ ン(Ki=0.05mM)が 本 酵素 に対 して最 も強 い 阻害 作 用 を示 した 。

また ブ チ ル グァ ニ ジ ン(Ki=21mM)は,こ れ ら と比 較 す る と非 常 に弱 か った。 一 方,ト リプ シ

ンで は ア ル キ ル グ アニ ジ ン,特 に ブ チ ル グ ア ニ ジ ン(Ki=0 ,4mM)に よ って 最 も強 く阻 害 さ

れ た。

本 酵 素 は求 核 試薬(エ チ レ ン ジア ミン)存 在 下 で のEDC(1一 エ チル ー3一(3一 ジメ チル ァ

ミノプ ロ ピル)カ ル ボ ジ ィ ミ ド塩 酸 塩)に よ って,ト リプ シ ンよ り も弱 いが 明 らか に阻 害 され た 。

ま た拮 抗 阻 害剤(ブ チ ル ア ミ ン,ア ミル ア ミソ)で 酵 素 を 予備 処 理 した 後,、EDCと 求 核 試 薬 と を

反 応 させ,さ らに透 析 す る こ と に よ って ほ とん ど阻 害 が 防止 され た。 これ らの 実 験 結 果 か ら,本 酵

素 の基 質 特 異 性 決 定 部 位 に カル ボ キ シル基 が 関 与 す る こ とが 明 らか とな っ た。

ま た,メ チ レン基 数 を異 にす る ω 一ア ミノ ア ル キ ル基(一NH一(CH2)n-NH2,n=5MO)

を リガ・ン ドとす る セ フ ァ ロー ス 羽3.ク ロマ ・トグ ラフ ィー を行 った結 果,メ チ レ ン基 数 と共 に本 酵 素

に 対す る吸 着 力 が増 大 し,n=8で 最 大 とな り,n=9～10で は同 程 度 で あ った 。一 方,ト リプ シ

ンは ほ とん ど吸 着 さ れ な か った。

以 上 の 結 果,本 酵素 の 基 質 特 異 性 決 定 部 位 の カ ル ボキ シル 基 を 含む ポケ ッ トは,リ ジ ン残 基(長

さ:約8ぺ)と 類 似 の構 造 を もつ ア ミル ア ミンお よ び ブ チ ル ア ミンの長 さ(約8～10べ)と ア ミ
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ノ基(約3.51ミ)が ち よ う ど適 合 しやす い よ うな狭 く浅 い ポケ ッ トが分 子 表 面 に存 在 して い る もの

と推 定 さ れ た。

以 上 の 結 果 か ら,Achromobacter1埜M497-1が 培 地 中 に生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ 群 の 主

要 区 分 で あ る"プ ロテ ア ー ゼ1"は,従 来 報 告 さ れ た プ ロテ ア ー ゼ と異 な り,リ ジル ペ プ チ ド結 合

の み を加 水 分 解 す る全 く新 しい 型 の エ ン ドペ プ チ ダー ゼ で あ る こと が 明 らか と な っ た 。

な お,1978年 に 著 者 が 発 表 して 以 来,現 在 に 至 るま で 同 じ特 異 性 を も った プ ロテ ア ーゼ は 全 く

報 告 され て い な い。 しか し,著 者 と の協 同研 究 に よ って,本 酵 素 を 用 い て ブ タ イ ン シ ュ リンB鎖30

位 の ア ラニ ンを ス レオ ニ ン に置 換 す る こ とに よ って 人 イ ンシ ュ リ ンの酵 素 的 半 合 成 に成 功 した応 用

例 が あ る。 ま た本 酵素 精 製 標 品 の大 量 生 産 法 が確 立 され,本 年1月 か ら製 品 が 市 販 さ れ て い る

(Wakopurechemicalindustries,Ltd,.Wakoreport-Lysylendopeptidase(1981))。
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培 養 液

0 遠 心 分 離

上 澄 液 、.沈 殿

① ベ ンザ'レコニウムクロライド添 加

沈 殿 上 澄 液

上澄課 分農・醐

一__一 躯 力 ・・G-15ゲ ・・濾過,④・M一 セル・4処 理
吸着区分 非吸着区分

(溶菌酵素プロテアーゼ皿)(嘉 赫 濡 .ズ処理

吸 着 区 分 非 吸 着 区 分

(不 純 物 質)(プ ロテ ア ーゼ1,H)

r__攣 フ・　 ス4Bク ロマトグラフィー』
吸 着 区 分 非 吸 着 区 分

(プ ロテアーゼ1)(プ ロテア ーゼH)

⑦1焦 点 電 気 泳動(pH3.5一 ユ0),⑧ 伺(pH5-8)

精 製Ac,プ ロ テ ア ー ・ぜ1

第1.図 奥.プ ロテ ア ーゼ1の 精 製 法 の 概要

第1表Ac.プ ロ テ ア ーゼ1の 精 製 過 程

精 製 段 階
体 積 蛋白質量 、 総 単 位

(認)(A280nm)(U)a

(比活性)

U/28。 謡U/28。 読

回収率

㈲a

⑩ 培 養 濾 液

①BC処 理

② アセトン分画(75%V:/V)

③ セファデソクスG-15処 理

④CM一 セルローズ処 理

⑤DEAE一 切 協 一ズ 処 理

⑥AH一 セファロース4Bク ロマトグラフィー

⑦ 焦 点電 気 泳 動 法(pH35-10)

⑧2回 目の"(pH5-8)

20,600245,000

20.000216,000

500(14グ3,180

2,0003,760

1,0002,170

105493

59135

53114

2698.4

869

843

608

598

571

387

359

294

254

0.0036

0.003

0ユ6

0.is

o.as

O.79

2.66

2.58

2.58

0.14

0.13

7.29

5.93

4.25

5.89

14.10

14.00

14.58

100

97

70

69

66

45

41

34

29

灸N一 ベ ンゾイル ーL一 リジンーP一 ニ トロアニライ ドに対 す る ア ミダーゼ 活性,hカ ゼインに 対 す る プロティ

ナ ーゼ 活 性,c.ア セ トン粉 末
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第2.表 奥.プ ロテ ア ーゼ1の 理 化 学 的諸 性 質

等 電 点(pl)6.9

沈 降 係 数(むS20 .W)3.01S,
固有 粘 度(〔 η〕)0.0385磁/奮

拡 散 係 数(D20w)8.50x1(r窃 ・s㏄一1※,
偏 比 容(V)0.717喚

分 子 量(MWj・s恥w,〔 η〕31,900
,

・SDS一 ゲ1レ電 気 泳 動 法30
,000

●ゲ ル 濾 過 法27 ,000

・ア ミノ酸 組 成30
,500

摩 擦 彦ヒ(f/fo)1.20.※

Stokes半 径2。46nm

α一 ヘ リ ッ クス含 量0～1.7%

旋 光 分 散 パ ラメ ー ター ・入 纏234nm

〔m'〕233-2,21g。

入c214nm

ao-228ｰ

bopｰ

280・mで の吸 光 係 数(E願)18.77

280㎜ と260nmの 吸光度 比(A28QA260>1.74

極 大 吸 収281nm

窒 素 含 量17.17%

N一 末 端 ア ミノ酸 グ リシン(1)

C一 末 端 ア ミノ酸 リ ジ ン(1)

※ 錫o覇M:Wお よびVか ら算出した値
,

第3表 .Ac.プ ロテ アーゼ1の ア ミノ酸 組 成

ア ミ ノ 酸
30,000当 りの

ア ミノ 酸残 基 数

アミノ酸残基数

(近い整数値)

Lys

H重s

Arg

Asp

Thr

Ser

Glu

Pro

GIy

Ala

1/2Cys

Val

Met

ILe

Le1ユ

Tyr

Phe

Trp

Amide-NH3

5.57

5.99

12.80

32.55

25.80

34.76

16.54

15.25

38.69

30.76

6.49

14.88

3.48

9.60

14.16

8.84

7.50

6.72

C15.0)

6

6

3

3

6

5

7

5

9

1

6

5

4

0

4

9

8

7

1

3

2

3

1

1

3

3

1

1

1

合 計 294
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第5表 試 験 した ポ リペ プ チ ド基 質 に 対す る

Ac.プ ロテ アー ゼ1の 切 断 箇 所(↓)

ポ リ ペ プ チ ド

リ ジ ンパ ソ プ レ シ ン

1H
-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys=GlyNHz

サ ブ ス タ ン スP

H-A,g.P,。.L,、 ⊥P,。 一Gl。 一G・n-Ph,一Ph,一Gly-

Leu-MetNH2

ア ド レ ノ コ ル チ コ ト・ ブ イ ン.(ACTH1『24)

H-Ser(1)一Ty・ τS・ ・一M・t-Gl・(5)一HisユPheTA「g}T「p-

GlyQO1-Lys-Pro-Val-Gly-LysU5)一Lys-Arg-

A・g-P・ ・ 一V・12α 一Ly・ 下Val-Ty「 一P「 〇 一 〇H

ブ タ イ ン シュ リ ン

A

B

chain-Cys-

i

chainH-Phe(1)一Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-

His1101-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-

Cys-Gly② α一Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr一 一Thrr

Pro-Lys=Ala-OHt301T

グ ル カ ゴ ン

H-His(1)一Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr(10)一

Ser-L,、 ±T,,一L,rA、p.S,,.A,g.A,g-A1。 一G剛 一A、p-

Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-OH

第6表 ト リプ シ ノ ーゲ ン,キ モ ト リプ シ ノ ーゲ ンお よ び プ ラ ズ ミノ ー ゲンに

お い て 酵 素 に よ って切 断 さ れ るペプチ ド結 合 とそ の 周 辺 構 造

ト リプ シ ノ ー ゲ ン

1V
al一(Asp)4-Lys(6)=ILe(7)一Val-Gly-Gly一

キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン

本

Cys… …Gly-Leu-Ser-Arg(19-ILe{16-Val-Gly一

プ ラ ズ ミ ノ ー ゲ ン

本一Cys-Pro-Gly-Arg-Vat-Val-Gly-Gly一

↓:Ac.プ ロテ ア ーゼ1に よ って 切 断 した ペ プ チ ド結 合

本:Ac。 プ ロテ ア ー ゼ1に よ って 切 断 しなか っ たペ プ チ ド結 合
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第7表 エス テ ラ ー ゼ活 性 お よ び ア ミダ ー ゼ 活性 に 対 す る ア ミノ酸 類,

アル キル モ ノ ア ミン類 お よ び ア ル キ ル モ ノ グ アニ ジ ン類 の 阻 害

定 数

阻害物質 阻 害 定 数(初M)

A⊆ プ ロ テ ア ー ゼ1 ト リ プ シ ン

Tos-Lys-01VleBz-Lys-pNATos=Lys-OMeBz-Lys-pNA

ア ミノ酸 類

アルギニ ン

シ トル リン

リ ジ ン

オルニチ ン

モノア ミン類

メチル ア ミン

エチルア ミン

プ ロピル ア ミン

ブチルア ミン

ア ミルア ミン

.ヘ キ シル ア ミン

モノグアニジン類

メチルグアニジン

エチルクケ ニジン

ブチルグアニジン

X

X

10.0

22.5

4.6

1.0

0.25

0.05

0.03

0.35

25.0

22.0

2ユ.0

2.7

0.7

0.32

0.03

0.04

20.0

16.0

75.O

X

X

※

OX

60.0

9.0

2.5

4.5

7.65

1.40

0.40

※

64.0

2.65

3.50

3.50

1.44

※100祝Mで 実 験 を行 った が 阻 害 は認 め られ なか っ た6

Ki値 はDixonプ ロ ッ トよ り算 出 した。

エ ス テ ラー ゼ 活 性 … … 反 応pH:8 .0(40〃zMト リス ー塩 酸 緩 衝 液),

酵 素 量:0.26μg

ア ミダ ー ゼ活 性 … … … 反応pH:8.Ok40〃zMト リス ー塩 酸 緩衝 液),

酵 素 量:1.31μg

温 度:30℃,

温 度:30℃,
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審 査 結 果 の 要 旨

著者 は,痴 んγ。脚 ゐα。66γ♂麺 αる3M497-1が 培 養 液 中 に生 産 す る プ ロテ アー ゼの 分 別 につ いて

研 究 を 行 い,そ の主 要 成 分 で あ る ん.プ ロテ ア ー ゼ1と 命 名 した 酵 素 を,・蛋 白質 化 学 的 に 均 一 な

標 品 に 精 製 す る こと に成 功 した。 本酵 素 は,ペ プ チ ド鎖 中 の リジ ン残基 の カ ル ボキ シ ル基側 の ペ

プ チ ド結 合 を 特 異 的 に加 水分 解 す る新 しい型 の プ ロ テア ー ゼ で あ る こ とが 明 らか と な った。 本 酵

素 は 今 後 研 究 お よ び応 用 面 で 広 く利用 され る こ とが 考 え られ た の で,そ の 分 離 精 製 法 お よ び 酵 素

化 学 的 性 質 に つい て 詳 細 な研 究 を 行 った 。

.上記 菌
の 培養 液 よ り8段 階 の 精 製 操 作 に よ り,Nrベ ンゾ ィル ーL一 リジ ンーP一 ニ トロア ニ

ラ イ ドに対 す る ア ミダー ゼ活 性 の回 収 率29%で,比 活性 約700倍 の精 製 酵 素 標 品 を 得 た。本 酵 素

は,ア ミノ酸 残 基 数294,分 子 量 約30β00,3個 の ジス ル フ イ ド結 合 を 分子 内 に もつ1本 の ポ

リペ プ チ ド鎖 で あ る こ とが 明 らか に な った 。 本 酵 素 の 至適pHは8.5～10.7で ゴ セ リ ンプ ロテ ァ

ー ゼ の 一種 で あ るが
,ト りプ シ ンと比 較 しpH安 定 性,Ca+を の相 互 作 用,阻 害剤 の影 響 な ど の

点で明らかに異っていた。

本酵素の基質特異性を,リ ジンおよびアルギニ ン誘導体のエステル,ア ミドおよびアニリド化

合物等の低分子化合物,お よびグルカゴン,イ ンシュリン等の天然ペプチ ドを使用 して検討 した。

その結果,本 酵素は リジル結合を特異的に切断するエンドペプチダ「ゼで,ア ルギニン結合を全 く

切断 しなか った。また,本 酵素は トリプシノーゲンを基質とした場合,ト リプシンよりも高い㎞

値を与え,リ ジン結合に対する高い親和性をもつことが明 らかになった。

本酵素の活性中心部位の構造解析を行 う目的で,種 々の拮抗阻害剤,蛋 白質修飾試薬等を用い

て,ト リプシンと比較しなが ら実験を行った。 トシル ・リジンメチルエステルを基質とした場合,

試験 した拮抗阻害剤のうち,ア ミルア ミンおよびブチル アミンが,本 酵素に対 しもっとも強い阻

害作用を示 した。 しかし,ブ チルグアニジンの阻害は極めて低かった。これに対し,ト リプシン

はブチルグァニジンによって強く阻害された。また,メ チ レン基数を異にするω一ア ミノアルキ

ル基を リガンドとするセ ブアロース4Bク ロマ トグラフィーを行 った結果,メ チレン基数n=8

で吸着がもっとも大きく,一 方,ト リプシンはほとんど吸着されなかった。 これ らの結果か ら,

本酵素の基質特異性決定部位には,リ ジン残基の側鎖部位が適合しやすいような形をもった狭く

浅いポケ ットが存在するものと推定 した。

以上のように,本 酵素はリジルペプチ ド結合のみを加水分解す る新 しい型のプロテアーゼであ

ることが証明された。 この特異性を利用 して,ブ タインシユ リンB鎖30位 のアラニンをス レォニ

ンに置換することによって,ヒ トインシユ リンの酵素的半合成に成功 した。本研究の結果は,生

化学分野の基礎研究に寄与するのみならず,応 用面においても今後広 く利用されることが期待さ

れ,著 者に農学博士の学位を授与するに充分な価値あるものと判定する。
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