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学位論文内容の要旨

  エラフインはヒト由来の新規エラスターゼ特異的インヒピターである。セリンプロテア

ーゼのーつであるエラスターゼは、通常プロテアーゼインヒビターによりその機能が制御

されているため、生体の防御のみに関与している。しかし、生体内の環境変化により、そ

の制御機構が崩れてエラスターゼが過剰に作用する事で、自身の組織が破壊され、肺気腫、

1Jウマチ性関節炎、アトピー性皮膚炎等の疾患が惹起される。代表的な内因性のインヒピ

ターとしてはa1・プロテイナーゼインヒピターやa2-マクログロブルンが知られているが、

これらはエラス夕←ゼのみをらず他のプロテアーゼも同様に阻害する。この意味において、

エラフインは非常に興味深い物質と言える。工ラフインは57残基のアミノ酸で構成され、
分子内に4組のジスルフィド結合を有するべプチドである。しかし、そのジスルフィド架

橋構造は未解明であった。そこで、エラフインのエラスターゼ阻害機構の解明を目的とし

て 、 エ ラ フ イ ン の 合 成 お よ び 活 性 や 構 造 に 関 す る 研 究 を 行 っ た 。

  本論文では、エラフインの合成に関する種々条件の検討やそのジスルフィド架橋構造の

決定、また、その活性発現に重要な構造因子や、エラフインとェラスターゼとの複合体の

高次構造について述べられている。

  第1章の序論に続く、第2章のエラフインの合成に関しては、最大保護法を適用した液

相法による保護ベプチドの構築とフツ化水素およぴ酢酸第二水銀による二段階の保護基の

除去により、高純度の還元型ベプチドを得る事に成功した。続くジスルフィド結合形成反

応における条件を種々検討した結果、条件によっては顕著に認められる不活性型ベプチド

の生成を抑制し、天然物と同等の阻害活性を示す活性型ベプチドを効率的に得る条件を見

い だ し 、 高 純 度 の 合 成 エ ラ フ イ ン を 得 る た め の 合 成 法 を 確 立 し た 。



  第3章のジスルフィド架橋構造については、エラフインをサーモライシンで消化し、得

られた酵素消化物の質量分析およびァミノ酸配列分析で決定した。また、不活性型ベプチ

ドの架橋構造についても同様に検討した結果、活性型ベプチドとは大きく異なる架橋構造

を有する事を明らかにし、阻害活性の発現に天然型ジスルフイド架橋構造が必須であるこ

とを示した。

  第4章の構造活性相関の研究に関しては、エラフインのアミノ末端側のアミノ酸残基が、

ジスルフィド結合形成反応に大きく影響を与えるものの阻害作用には全く影響を与えない

事を明らかにした。また、分子内の2個のメチオニン残基の酸化により阻害活性が減少す

る事を見いだし、メチオニ、ン残基が活性発現に何らかの役割を果たしていることを示した。

  第5章および第6章のX線構造解析に関しては、最初に、エラフイン・エラスターゼ複合

体の結晶化条件を検討し、沈殿材としてメチルベンタンジオールを用いることで結晶化に

成功した。次に、コンピューターグラフイクスで構造解析を行い、精度の高い最終構造を

得た。その結果、エラフインはエラスターゼとの間の規則的な水素結合やフんンデアワー

ルス相互作用によって、エラスターゼに対し適合性の高い構造を形成し、結合しているこ

とを明らかにした。また、エラフインは、p構造により安定化されたコア部分と外側のル

ープ部分で構成される渦巻き状の全体構造を有することを明らかにし、‘コア部分とループ

部分の間がジスルフィド結合や水素結合ならびにフんンデアワールス相互作用により結ば

れることで、分子全体が非常に安定化されていることを示した。

  以上の様な高次構造の情報から、エラフインがエラスターゼに強く結合するが切断は受

けなぃこと、即ち、エラフィジがエラスターゼを特異的に強く阻害することを見いだした。

さらに、構造活性相関で得られた結果についても、高次構造から考察し、アミノ末端側の

領域が活性発現に関与する様な規則構造をとらないこと、さらに、この領域が高次構造の

形成に重要であることを示した。また、メチオニン残基の酸化で、その分子間、分子内の

相 互 作 用 が 影 響 を 受 け 、 そ の 結 果 、 活 性 が 低 下 す る こ と を 見 い だ し た。

  本研究で得られたエラフインの合成条件の検討結果は、今後、より長鎖で複雑なジスル

フィド結合を有するべプチドの合成に有用と考えられる。また、現時点では、エラフイン

が哺乳類由来の唯一のエラスターゼ特異的インヒビターであることから、本研究で得られ

たエラフインの構造や活性に関する情報は、生体内の環境変化の結果、エラスターゼによ

って惹起される疾患の発症機構の解明、さらには、その治療薬の開発に大きく寄与するも

のと考えられる。
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  エラフインはエラスターゼの特異的阻害剤である。エラスターゼは、通常はプロテアー

ゼ阻害剤によりその機能が制御されているため、生体の防御のみに関与している。しかし、

生体内の環境変化により、その制御機構が崩れるとェラスターゼが過剰に作用する事で、

自身の組織が破壊され、肺気腫、リウマチ性関節炎、アトピー性皮膚炎等の疾患が惹起さ

れる。代表的な内因性の阻害剤としてはa,l -プロテイナーゼインヒビターやa2-マクログ

ロブリンが知られているが、これらはエラスターゼのみならず他のプロテアーゼも同様に

阻害する。この意味において、エラフインはエラスターゼのみに作用する非常に興味深い

物質と言える。エラフインは57残基のアミノ酸で構成され、分子内に4組のジスルフイ

ド結合を有するべプチドである。しかし、そのジスルフイド架橋構造は未解明であった。

本研究では、エラフインのエラスターゼ阻害機構の解明を目的として、エラフインの合成

および活性や構造に関する研究を行った。  ．

  本論文では、エラフインの合成に関する種々条件の検討やそのジスルフイド架橋構造の

決定、また、その活性発現に重要な構造因子や、エラフインとェラスターゼとの複合体の

高次構造について述べられている。

  第1章の序論に続き、第2章のエラフインの合成に関しては、最大保護法を適用した液

相法による保護ベプチドの構築とフッ化水素および酢酸第二水銀による二段階の保護基の

除去により、高純度の還元型ベプチドを得た。続くジスルフィド結合形成反応における条

件を種々検討した結果、不活性型ベプチドの生成を抑制し、天然物と同等の阻害活性を示



す活性型ベプチドを効率的に得る条件を見いだした。

  第3章で述べているジスルフイド架橋構造については、エラフインをサーモライシンで

消化し、得られた酵素消化物の質量分析およびアミノ酸配列分析で調べた。また、不活性

型ペプチドの架橋構造についても同様に検討した結果、阻害活性の発現に天然型ジスルフ

イド架橋構造が必須であることを示した。

  第4章の構造活性相関の研究に関しては、エラフインのアミノ末端側のアミノ酸残基が、

ジスルフィド結合形成反応に大きく影響を与えるものの阻害作用には全く影響を与えなぃ

事を明らかにした。また、分子内の2個のヌチオニン残基の酸化により阻害活性が減少す

る事から、メチオニン残基が活性発現に何らかの役割を果たしていることを示した。

  第5章および第6章のX線構造解析に関しては、最初．に、エラフイン・エラスターゼ複合

体の結晶化条件を種々検討し、結晶化に成功した。次に、コンピューターグラフイクスで

精度の高い最終構造を得た。その結果、エラフインはエラスターゼとの問の規則的な水素

結合やフんンデアワールス相互作用によって、エラスターゼに対し適合性の高い構造を形

成し、結合していることを明らかにした。また、エラフインは、6構造により安定化され

たコア部分と外側のループ部分で構成される渦巻き状の全体構造を有することを明らかに

し、コア部分とループ部分の問がジスルフィド結合や水素結合ならびにフんンデアワール

ス相互作用により結ばれることで、分子全体が非常に安定化されていることを示した。

  以上の様な高次構造の情報から、エラフインがエラスターゼに強く結合するが切断は受

けなぃこと、即ち、エラフインがエラスターゼを特異的に強く阻害することを見いだした。

さらに、構造活性相関で得られた結果についても、高次構造から考察し、アミノ末端側の

領域が活性発現に関与する様な規則構造をとらをぃこと、さらに、この領域が高次構造の
形成に重要であることを示した。また、メチオニン残基の酸化で、その分子間、分子内の

相 互作 用 が影 響を 受 け、 その結果、活性が 低下することを見い だした。

  本研究で得られたエラフインの合成条件の検討結果は、今後、より長鎖で複雑なジスル

フィド結合を有するペプチドの合成に有用と考えられる。また、現時点では、エラフイン
が哺乳類由来の唯一のエラスターゼ特異的インヒビターであることから、本研究で得られ

たエラフインの構造や活性に関する情報は、生体内の環境変化の結果、エラスターゼによ

って惹起される疾患の発症機構の解明、さらには、その治療薬の開発に大きく寄与するも

のと考えられる。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（地球環境科学）の学位を受

けるのに充分な資格を有するものと判定した。


