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論文内容の要旨 

 

 マリノスタチン(MST)は、海洋細菌 Alteromonas sp.が生産するプロテアーゼインヒビターであ

る。MST は、最小アミノ酸残基数 12 でズブチリシンを強く阻害するほか、キモトリプシンやエ

ラスターゼも阻害し、現在、発見されているタンパク性プロテアーゼインヒビターの中で最小の

ものである。MSTには、他のタンパク質性プロテアーゼインヒビターの立体構造を維持するため

普遍的に存在するジスルフィド結合は含まれていない。これまでの研究により、アルカリ条件下

で MST が阻害活性を失うことおよびアルカリ処理により分子量が 36（水分子２個分）増大する

ことから、分子内に２個のエステル結合が存在し、立体構造を保持していると考えられた。本研

究では、NMR法を用いてMSTのエステル結合の位置および立体構造を解明する。さらに、エス

テル結合をジスルフィド結合に変換したMSTアナログと比較することによって、MSTのエステ

ル結合の役割および阻害機構を検討し、プロテアーゼインヒビターとしての構築原理を明らかに

することを目的とした。 

 MST の NMR シグナルを解析した結果、アスパラギン酸の側鎖カルボキシル基とスレオニンお

よびセリンの側鎖水酸基との間で２個のエステル結合が形成されており、その位置はThr3－Asp9, 

Ser8－Asp11であった。マリノスタチンはエステル結合により Ser8および Asp9を共有する２つの

リングから構成されており、その立体構造はコンパクトにまとまっている。また、Pro7はシス型

をとっている事が特徴として挙げられる。高次構造決定と水素重水素交換の実験から、酵素の活

性部位と結合するMSTの阻害反応部位（Met4－Arg5）のペプチド主鎖のNHプロトンが、Thr3

－Asp9間に存在するエステル結合のカルボニル基と水素結合していることも明らかにした。 

  MSTの阻害機構を解明するために、エステル結合に関与しているアミノ酸をシステイン残基に

変換した各種MSTアナログを化学的に合成した。 短時間のズブチリシンとのインキュベーショ

ンの場合、MST-2SS および 1SS(C3-C9)のズブチリシンに対する阻害定数 Ki は 3.410-9M と

6.310-9Mであり、MSTの阻害定数 1.510-9Mとほぼ同じ値を示した。これらのことから、エ

ステル結合（Thr3－Asp9、Ser8－Asp11）をジスルフィド結合に変換しても、酵素との結合様式は

ほとんど変化しないことが示唆された。また、ズブチリシンに対する阻害には、Cys3-Cys9ジスル



フィド結合によって形成される阻害反応部位を含む７残基からなるリング構造が必要であること

が明らかになった。 

しかし、MST アナログの P1' 部位である Arg５の主鎖 NH プロトンの水素-重水素交換の速度は

MSTに比べて非常に早く、反応部位の揺らぎは大きくなっていることが示唆された。これは、エ

ステル結合をジスルフィド結合に変換することにより、MST の反応部位（Met4－Arg5）のペプ

チド主鎖 NH プロトンと Thr3－Asp9エステル結合のカルボニル基との間の水素結合が消失し、

阻害反応部位のゆらぎを抑制できなくなったためと考えられる。 

次に、インヒビターとしての存続時間、すなわち阻害活性の持続時間を調べるために、酵素とイ

ンヒビターを 1:3のモル比で混合後、阻害活性の経時変化を測定した。MSTとインキュベートし

た場合、１時間インキュベート後でもズブチリシンの酵素活性はほぼ０％であり、完全に MST

によって阻害されていた。それに対し、MSTアナログとインキュベートした場合、ズブチリシン

の酵素活性は 10分で約 60%にまで回復した。MSTアナログと酵素の反応混合物を分離したとこ

ろ、阻害反応部位 Met4－Arg5 結合が切断された修飾インヒビターを得た。以上より、ジスルフ

ィド結合を持つ MST アナログは、酵素との結合能は高いが、素早く切断されるテンポラリーイ

ンヒビターであることが示された。 

以上の結果より、MSTのエステル結合の役割は、ペプチド鎖を架橋することにより固い構造をつ

くるだけでなく、反応部位ペプチド主鎖と水素結合することによって、反応部位の揺らぎを直接

抑えることである。これが、MSTのような短いペプチドがプロテアーゼと安定な複合体を形成し、

酵素活性を抑制することを可能にしている理由であり、プロテアーゼインヒビターとしての作用

原理である。 

また、阻害反応部位 P1のアミノ酸（Met４）を Lys、Arg、Leu、Tyr、Alaに変換することによる

阻害特異性の変換を試みた結果、それぞれトリプシン、キモトリプシンおよびエラスターゼを阻

害できるようになった。このことから、MSTアナログの阻害特異性を変換することが可能である

事が示された。MSTは低分子であり、化学合成法によりプロテアーゼに合わせて阻害特異性を変

換できる事から、プロテアーゼが関与する病気の治療薬として応用できると考えられる。 

 

論文審査の結果の要旨 

 

 本論文は、海洋細菌 Alteromonas sp.が生産するセリンプロテアーゼインヒビター・マリノスタ

チン(MST)に関して、１）Alteromonas. sp の培養条件の検討および MST の精製、２）NMR法を用

いた MST のエステル結合の位置および立体構造の決定、３）MST のエステル結合の役割および

阻害機構の解明、４）MST の阻害特異性の変化、で構成されている。 

 MST は、これまでに発見されているタンパク性プロテアーゼインヒビターの中で最小のもので

ある。また、２個の分子内エステル結合を有する極めて特異な構造を有しており、プロテアーゼ

に対する阻害機構の解明は高い学術的意義を持つ。申請者は、MST を精製し、NMR 法を用いて

MSTのエステル結合の位置および立体構造を決定した。次に、エステル結合をジスルフィド結合

に変換したMST アナログを合成し、MSTと比較することによって、MST のエステル結合の役割

および阻害機構を解明した。さらに、阻害特異性の変換が可能であること明らかにした。 

 分子内にエステル結合を持つタンパク質はこれまでに発見されておらず、エステル結合を持つ

タンパク質の構造と機能を明らかにした始めての研究である。MSTは低分子であり、化学合成法



によりプロテアーゼに合わせて阻害特異性を変換できる事から、プロテアーゼが関与する病気の

治療薬としての応用ができ、今後の発展が期待できるものである。 

 申請者は、論理的で緻密な実験を行っており、高く評価できる。また、本論文は MSTのプロテ

アーゼインヒビターとしての構築原理を明らかにし、かつ治療薬として MST をデザインすること

を可能にする学術的および工学的価値の高い論文ある。また、充分な新規性と独創性が認められ

る事から学位授与に値すると判定した。 
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