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昆虫血漿中で細菌細胞壁構成成分により活性化

されるセリンプロテアーゼ前駆体に関する研究

学位論文内容の要旨

  生体内においてプ口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

口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。高等生物において生理的刺激

を拡大、増幅し、それに応答するため複数のプ口テアーゼ前駆体がカスケードを構成する場合

がある。昆虫血漿中においてプ口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

カスケード（proPOカスケード）の存在が知られている。

  ProPOカスケードはカピや細菌の細胞壁構成成分（pl，3－glucan，peptldoglycan）により

活性化されるカスケードである。このカスケードの終末にはフウノール酸化酵素前駆体

(prophenoloxldase：proPO)が位置しており、proPOが活性化されるとフウノール酸化酵素

くphenol oxidase: PO)が生じる。POは昆虫血漿内に大量に存在するチ口シンやドーパといっ

たフウノール性物質を酸化する酵素で、酵素作用の最終産物はメラニンである。昆虫体内に侵

入したカピや細菌がメラニン層によって覆われる事は古くから知られた事実であるが、そのメ

ラニン生成にproPOカスケードが関与している事が明らかになったのはこの十年程の問の研

究の結果である。現在proPOカスケードは昆虫の異物認識や生態防御に深く関わっていると

考えられるようになり、活発な研究の対象となっている。家蚕幼虫血漿をCa2+存在下、p―

1，3－glucar1やI)ept,idoglycanと反応させると、二種のセリンプ口テアーゼ前駆体

(proBAEEaseとproPO活性化酵素前駆体）が順次活性化される。ProPO活性化酵素前駆体

の活性型はproPOを活性化する事が知られているが、proBAEEaseに関してはその活性型で

あるBAEEaseがべンゾイルアルギニンエチルエステルを加水分解する活性を有する事が知ら

れているのみで、その性質、活性化機構、あるいは生理機能、特にproBAEEaseがproPOの

活性化経路上に位置するか、否かにつ。ゝては不明であった。これらproBAEEaseについての

未解決な点を解決するために、本研究では家蚕幼虫血漿からセリンプ口テアーゼ前駆体、

proBAEEaseを精製した。更にproPOカスケードを部分的に再構成し、proBAEEaseの活

性型であるBAEEaseを精製した。精製の結果、proBAEEaseとBAEEaseは還元SDS―

PAGEにおいてそれぞれ分子量39K，38Kの移動度を示す分子であることが明らかになり、

proBAEEaseの活性化は限定加水分解（limited proteolysis）によって起こる事が示唆された。

精製したBAEEaseを家蚕幼虫血漿に加えてもproPOの活性化は起こらなかった。この結果

proBAEEaseはproPOの活性化経路上に位置しない事が明らかになった。精製し趨3AEEase

29-



の基質特異性を33種の合成基質により調べた結果、tert-butoxycarbonyl-Val-Proーノいg―4-

methylcou marvl一7－amide (thrombinに対する基質として知られている）とter t-butoxy-

carbonyl－GlnーArg―Arg－4－methylcoumaryl-7―amIdeがBAEEaseに対する良い基質となる

事がわかった。また各種プ口テアーゼインヒピ夕一の阻害効果を調べた結果、BAEEaseはp-

nltrophenyl-p‾ーguanidinobenzoateやくp―amidlnophenyDmethanesulfonyl・ fluorldeといっ

たtrypsin－typeのセリンプ口テアーゼに対するインヒピ夕一に強く阻害を受ける事が明らか

になった。

  次にproBAEI:aseの活性化の際の切断位置を決定するため、proBAEEaseとBAEEaseの

N一末アミノ酸シークエンス分析を行った。その結果proBAEEaseはSer-Ala―Phe―Ser―と続

くシークエンスを持っポリペプチドであり、一方BAEEaseはSer-Ala―PhcーSer―と続くシー

クエンスを持っポリペプチドとIle―Phe－Gly―Gly－と続くシークエンスを持っポリペプチドの

二本のポリペプチドから構成される事が示唆された。またBAEEaseの二本鎖を分離し、その

一方(heavy chain)とproBAEEaseのそれぞれにっいてlysyl endopeptidase消化を行い、

得られたポリペプチドのぺプチドマッピングを行った。その結果proBAEEaseはN一末から

29番目のArgと30番目のIleの間で限定加水分解を受けBAEEaseに変換し、BAEEaseは

二 本 の ポ リ ペ ブ チ ド が S― S結 合 し た 構 造 で あ る事 が 明 ら か に な っ た 。

  前述したようにproBAEEaseはproPOの活性化経路上に位置しない事が明らかになったの

で、proBAEEase，BAEEaseの生理機能は一体何なのかという新しい問題が提起された。しか

しBAEEaseが高い気質特異性を示す事、thrombinに対する基質を良く加水分解する事、ま

た家蚕血漿「pにはBAEEaseに対する特異的インヒピターが存在する事などを考慮すると

proBAEEase，BAEEaseは血液凝固などの昆虫の生体防御に関係レている可能性が考えられ

る。またDroBAEEaseのアミノ酸シークエンスはDrosoDhilaの形態形成に関与するセリンプ

ロテアーゼ前駆体、easter proteInのアミノ酸シークェンスと部分的に高い相同性を示した。

現在、昆虫において生体防御と発生の間に深い関連のある事が研究者の問の共通認識となりつ

っあるが、proBAEEaseは家蚕の発生過程にも関与する多機能セリンプ口テアーゼ前駆体であ

るのかもしれない。今後proBAEEaseの生理機能を知るためには生体防御と発生過程への関

与というニつの側面から研究を進める必要があると考えられる。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

昆虫血漿中で細菌細胞壁構成成分により活性化

されるセリンプロテアーゼ前駆体に関する研究

  近年、昆虫のq：体lsji征0機構に関する研究が監んに行われている。昆虫の生体防御
機構としては、m球縄I胞による貪食や被嚢形成のような細胞性のものと抗菌夕ンバ
クやレクチンなどによる液性のものが矢rTられている。これら以前からよく知られて
いた生体防御機構以外に昆虫体液の血漿部分に存在するフウノール酸化酵素前駆体
活性 化 系（ プ 口フ ウ ノー ル オキ シ ダー ゼ カス ケ ー ド、 以 下proPOカ スケー ドと
略称 ） が最 近 テt目 を集 め てい る 。そ の理 由は、proPOカスケード がごく微量 の
細菌細胞壁成分（ペプチドグリカンや，p一1，3－グルカン）によって弓｜き金を弓Iかれ
るカスケードで、細菌荊‖胞壁成分を認識するタンバクやセリン型プロテアーゼ前駆

体などから 構成されて いるらしい ことを示す 事実が明らかになってきたからであ
る。 現 在、 proPOカス ケ ード は ほ乳 類 の補 体 系に 匹 敵す る よう な 機 能を昆 虫の
生体防御機構に於いて挫っているかもしれないと推測されている。昆虫体液のセリ
ン型プ口テアーゼやその前馬区体については、まだそれが単離・精製された例がな
い。 し たが っ て昆 虫 の/ニ 体防 御 機構 につ いての理解 を深めるた めにproPOカ ス
ケード構成 要素のうち で特にセリン型プロテアーゼ前駆体のm離・精製やその機能
の解明が待たれている状況にある。
  本 論文 は 、昆 虫 のproPOカ スケ ー ドを 構 成す る セ リン 型 プ口 テ アー ゼ前駆 体
（ proBAEEase） に つ い て 、 カ イ コ 幼 虫 体 液 の 血 漿 か ら 精 製 し た 標 品 を 用 い
て 、 酵 素 化 学 的 、 夕 ン パ ク 化 学 的 に 研 究 し た も の で あ る 。 proBAEEaseは
昆虫体液から精製された初めてのセリン型プ口テアーゼ前駆体で、限定jm水分解に
よ り 活 性 化 さ れ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 活 性 化 の 結 果 生じ る BAEEaseはほ
乳 類 血 液 凝 固 系 の ス 口 ン ビ ンに た いす る 基 質を よ く加 水 分解 す るこ と から 、
BAEEaseが 昆 虫 体 液 の 凝 固 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れた 。 昆虫 の 体液
凝固の分子機構はまだ全く未開拓の分野で、本研究によりこの分野の急展開が期待
で き る 。 精 製 し た BAE F,aseを 用 い た 実 験 に よ っ て proPOカ ス ケ ー ド が
proBAEEaseを 活 性 化 す る 経 路 と 、 フ ウ ノ ー ル 酸 化 酵 素 前 駆 体 を 活 性 化 す
る経路との 2っに枝 分かれしている事が初めて明らかにされた。この事実は、昆虫
や甲 殻 類以 外 に存 在 の知 ら れて い ない proPOカス ケ ード の 起源 及 ぴ 進化を 探る
うえで将来にわたって黽要な意味を持つ知見であるとかんがえられる。亠次構造解
析 の 結 果 、 pr oBAEEaseは シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ の 初 期 発 生 過 程 で 背 腹 軸 の 決
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な研究の端緒になることが期待できる。
  これを要するに、著者は、いままで記載例のなかった昆虫体液
アーゼ前駆体について初めて、そのひとっを単離・精製する方法
学的・夕ンパク化学的新知見を得たものであり、昆虫の生体防御
虫体液の生理・生化学に対して貢献するところ大なるものがある
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資
る。
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