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トリプシノーゲンの生理的活性化酵素、

エンテロペプチダーゼの構造について

松嶋成志



1 .研究の背景、目的

エンテロベプチダーゼ(別名 エンテロキナーゼ、 EC3.4.21. 9 )は 1950 

年代から知られている、生理的には唯 一のトリプシノーゲンを活性化する両手ぷで

ある 1)。このようにして活性化されたトリプシンは、機々な勝目手点前駆1本を活性

{じする。従って、エンテロベプチダーゼは、協管内蛋白消化の調節機憾における

いわばkeyenzymeの役割を果たしているものと与えられる。実際、エンテロペプ

チダーゼの先天的欠煩症のJ患者においては、著明な消化吸収障害、低:栄袋、低成

長がみられるが、勝酵素製剤投与により劇的な改善が認められることが縦約され

ている 2)。

以上のような生理的重要性のため、係々な純由来の本醇ぷの桁製及び百平系学的

諸性質についての報告が見られる 3ト 9) 。これらの報告によれば、本百字ぷはトリ

プシン型のセリンプロテアーゼにj認し、基質であるウシトリプシノーゲンのアミ

ノ末端配列 (Vall-Asp-Asp-AsP-AsP-Lysりから予怨さ

れたように、 p1{j'I[この命名法はBergerand Schechter'O)の論文に依ってい

る ] に塩基性アミノ酸残基を、 P2 ~P5 位に酸性アミノ自主残基を要求するとい

う特殊で厳密な基質特異性を有するという。その一方、本醇系のm造についての
知見はかなり不明確ないし不足している。これまでの報告によるノド俳ぷの分子鼠

は段差が大きく、 1 5 0 Kか ら30 0 Kとされている。また、構成ペプチド3員数

についてもブタ"ウシ 7) ，9} では 2鎖、ヒト 10) では3~J'!とされており、いず

れも分子市 の小さいペプチド鎖(L鎖)が活性中心を持つ触媒鎖であるとされて

いるが 4ト I0) ， I川、未だ確定的とは言い雛1， ¥0 このように確定性に欠ける理由の

多くは、本島孝素の一次構造情報がきわめて不十分であることに帰せられるといえ

ょう。

本研究の目的は、本酵素の全一次構造を決定し、今後の本酵素に関わる研究の

基礎を築くことにある。このため、精製、各鎖のアミノ末端アミノ隊配ダIJの決定、



cDNAの単離、解析を行うこととした。また、得られた触媒鎖(L鎖)アミノ

酸配列から、コンビュータ・モデリングを用いて L鎖高次構造モデルを作成し、

本酵ぷの特殊な基質特異性の説明を試みた。尚、本研究を施行中、 1 994年、

Lavallieらにより、ウシ酵素のL鎖のみの部分的一次椛造が発表されている 1') 。
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II.研究の方法

1 )蛋白濃度

蛋白濃度は、 proteinassay kit (Bio-Rad社)を用い、マウス IgGを様準蛋

白として、 Bradfordの方法 "1 で測定した。

2 )酵素の精製

a)醇系活性の測定

エンテロペプチダーゼの醇素活性は、 Liepnieksand Light71 の方法に持干

の改変を加えて測定した。原理としては、エンテロベプチダーゼによりトリプ

シノーゲンを活性化させ、 活性化されたトリプシン活性を測定するという 2段

階反応による。具体的には0.5MCaC12を含むO.lMsodium acetate (pH 5.0)バ

ッフアー 100pl中に、10戸lのサンプル、 10plのl皿g/皿1trypsinogen(Sig皿a)溶

液 (溶媒 :1皿MHC1)を加え、37・Cで 10 分 ~60 分間反応させ、 10p l の 1M

HClを加え反応を停止させる。この反応液 5plを0.5皿lのO.lMTris (pH 8.0)バ

ッファーに加え、さ らに5plの10皿Hベンゾイルーアルギニルーメチルクマリル

アミド を加えた後、 3 7"C、 10分間反応させ、2.5皿lのO.lMmonochloro-

acetic acidを含むO.lMsodiu皿 acetate(pH4.3)を加え反応停止後、蛍光光度

計にて370nmexitatio口、460nr日e皿issionの波長で測定する。尚、 lEKUは ト

リプシノーゲン活性化反応 30分あたり、 lμgのトリプシンを発生させる形

ぷ活性として定義した。

b)精製法

基本的に、全ての精製操作は 4・Cにて行った。

4 0顕の プタ十二指腸を長輸方向に切開し、 20田MTris-HCJ (pH 8.0) (以後、

Aバッファーと呼ぶ)パッファー 500ml中で手指を用いて粘膜をしごいて取り、

1/9量の10%デオキシコール酸ナトリウムを加え可溶化、 括主持 1時間後、遠心
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(9，000 rp皿、 30分) し、上清を粗抽出物 (crudeextract)とした。

この粗拍出液に、 Aバッファーで既に平衡化した陰イオン交倹樹脂DE 5 2 

(Whatmann) 800皿lを加え、吸着させた後、 Aバッファー3.51で3回、40ml1

NaClを含んだ Aバッファー(以後、 Bバッフアー)3.51で 3回、パッチ法にて

洗浄し、カラム (5.4x 40c皿)にパッキング した。 Bバッフアー101(300皿I/h)

でさらに洗浄し、 120ml1NaCIを含むAバッファー(以後、 Cバッファー)で、

段階的溶出 (200皿I/h)を行い、活性画分をプール(約180mlとなる)した。

上記プールに硫酸アンモニウムを 25%飽和となるよう加え、緩やかに俊伴、

遠心 (12，000rp皿、 20分)後の上清を、 111ammonium sulfate， 5ml1 calciu皿

chlorideを含む20皿MTris-HCl (pH 7.8) (以後Dバッフアー)で平衡化され

たButylToyopearl 650Sカラム (2x 20cm， prepacked， Tosoh)に、 lml/田in

にてapplyし、 Dバッファー240皿lを用いて洗浄 (4皿1/皿in)後、硫酸アンモニ

ウムの l直線的濃度勾配浴出 (1M→011/200血in、4皿1/皿in)をFPLCシステム

(Pharmacia)を用いて行った。 0.611付近の一昨性の活性画分をプール(約 80

皿1) した。

上記プールを限外減過膜遠心システム、セントリセルー 20 (カット分子量

3万、 7ナコシ)にて濃縮(約 lmlとなる)後、 200mMNaCIを含むAパツフアー

(以後、 Eパッファー)にて平衡化されたSephacrylS-300カラム (3.6x 90 

cm， Phar皿acia)にapplyし、 EバッフアーにてiS出 (30ml/h) した。溶出液ほ

440皿l付近(分子量にして約 20万)にー峰性の活性ピークを認め、これらの

活性同分をプール(約70ml) した。

上記プールを再び遠心濃縮(約 lml)した後、 Eパッファーにて平衡化され

たbenza皿idine-Sepharoseカラム(0.9x 25 c 皿， Phar皿acia)にapplyし、 同じ

バッファーにて溶出 (5皿l/h) した。点適り画分 (10-24ml)には活性はなく、

その後のretardation画分 (25-印刷)では、各分画で280nm吸光度と活性の比

がほぼ一定である活性のピークが認められた。このretardation圏分をプール
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(約35皿1)、i選心濃縮(約0.8ml) し、以後の実験に用いた。

3 )ポリアクリルアミドゲル電気泳動

ポリアクリルアミドゲル霞気泳動 (PAGE)は、 基本的にはLaemmliの方法

14) に従い、 SDS-PAGplate 4/20とMultigel15/25 (ともに第ー化学)を周いて

行った。

4 )アミノ 末端アミ ノ酸配列解析

精製酵素原品は 4-2 0または 15-25%の濃度勾配ゲルを用いてSDS-

PAGEを行い、分離されたポリペプチドをLeGendreand Matsudairal5) の方法

に従い、 ImmobilonPまたはI田町bilonpso (ともにミリポア)に電気的に転写

した。転写された膜上のポリ ペプチド を、 自動蛋白配列解析装置 (皿odel477A， 

Applied Biosystems)及びこれにオンライン後続されたフ エニルチオ ヒダントイ

ン (PT H)誘導体解析装置(皿odel120A， Applied Biosystems)にて解析を行

った。

5) cDNAのクローニングと解析

総 RNAは、新鮮なブタ十二指腸粘膜を材料として、グアニジン・イソチオシ

アネート法により抽出し、忠化セシウム密度久J配超jき心にて精製した 1川。ポリ

A-RNAはOligotexdT-30 super (タカラ)を用いて単離した。 二本鎖 cDN

Aは、 cDNA合成システム・プラス(アマシャム)を用い、 5μgのポリA-

RNAをテンプレート、ランダム・ヘキサヌクレオチドまたはオリゴdTをプラ

イマーと して合成した t円。 cDNAライブラリー作成には cDNAクローニン

グシステム(アマシヤム)を用いたが、ベクターのみ λZAPlI/EcoRI

(Stratagene)を用いた。結果の項で述べる、 53merのオ リゴヌクレオチド

の合成はサワディ ー・テクノロジ一社に依頼した。このプロープは、 [γ-J2 P ] 

Fh
υ
 



A T P (6000 Ci/皿mol，アマシヤム)及びMegalabellabel ing ki t (アマシャム)

を用い、 5'末端傑識法にて様識した。 DNA断片のプロープについては、 [α 

-"PJ dCTP (3000 Ci/田皿01，アマシャム)及びMegaprimelabeling kit 

(アマシャム)を用いて、マルチプライム法にて際識した。プラーク ・ハイブリ

ダイゼション法に用いる転写膜としてハイポンド N (アマシャム)を保用し、転

写、固定、プレハイ ブリダイゼーシヨン、ハイプリダイゼーションの条件は、こ

の転写肢の推焚条件に従った。但し、 53merのオリゴヌクレオチド ・プロー

プを用いる際には、プレハイブリダイゼーシヨン、ハイブリダイゼーシヨンの温

度は 45"Cとし、巌終洗いの条件は 2xSSC/O.l%SDS、 50・Cとした。

クローン化された cDNA/フアージベクターDNAは、 pBluescriptフアージ

ミドに自動切り出しにて変換し、この 2本鎖ファージミド DNAをDNA配列解

析のテンプレー トとして用いた。 DNA配列解析はSanger法，.)にて ぬqdye pr 

imer sequensing kit 、サーマル・サイクラー (modelPJ 480， Perkin-Elmer) 

及び自動DNA配列解析装置(田odel370A， Applied Biosyste皿s)を用いて行つ

た。

6) L鎖三次構造のコンビュータ ・モデリング

L鎖のホモロ ジー ・サーチは、 BrookhavenProtein Data BankのデータにあIし、

検索プログラム、 themultiple alignment syste[日forprotein sequences
62
)を

用いて行った。 L鎖配列を、 三次構造既知の一次情造上ホモロジーの高い 28の

蛋白の配列と比I絞し、挿入 ・欠損のパターンが近い蛋白が存在するように 13の

segmentに分割した。各々のseq皿entに対 し、第一に帰入 ・欠如が最小となるよ

うに、第二にホモロジーが最大となるようにとの基準で、ホモロジー蛋白のリス

トより ー蛋白 を選択した。このようにして、 1 3のseg皿entをつなぎ合わせた、

いわばキメラ参照蛋白が作成された。具体的には以下の通りである [PD Bコー

ド (蛋白名)，アミノ酸残基番号の順で記す] : lHNE (hu田anneutrophil 
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elastase)， 800-814， 815-825， 839-856; 1DWB (human thrombin) 826-838， 869 

-892; 3RP2 (A chain， rat田astcell protease 11)， 857-868; 4CHA (A chain， 

bovineαchy皿otrypsin)，893-930， 988-1003， 1018-1034; 3EST (porcine 

pancreatic elastase)， 931-944; 1SGT (Streptomyces griseus trypsin)， 945 

971; 1TLD (bovineβ-trypsin)， 972-987， 1004-1017. Gly'H-Arg8<5 

については、 6TIM(triose-phosphate isomerase)中のLeu222 -Tyrー

Gln - Gln-A rg -Asp-Val-Asn '29 の Gln - Arg の主 j~

座係を用いて、参照蛋白1HNEに姉入した。このようにして作成されたキメラ参照

蛋白をもとに、 Kajiharaらの方法")に従って L鎖の三次階造モデルを借築した。

L鎖と Val-(Asp) 4 -Lysとの結合モデルについては、上記モデルを

基俊として、 3SGB(proteinase B from S. griseus complexed wi th the third 

chain of turkey ovomucoid inhibitor)中の阻害剤部分中の Lys"-Pro-

Alaー Cysー Thr-Leuけの主鎖座標を Val-(Asp)，一 Lys

の初期配置座標として用い、問機の方法でモデル作成を行った。
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JII.結果

1 )精製及び構造的性質について

ブタ十二指腸 40頭分より、 0.42mgの鮮系が、収率 6. 4 %、 729倍

に精製された(表 1)。ゲル減過法にて、精製醇素の分子盈はがJ2 0万と推定さ

れた。図 1aに示すように、還元条件下でのSDS-PAGE(4-20%濃度

勾配ゲル)では分子昼 15 2 KのH鎖、 48 KのL鎖に加え、色系泳動先端部近

くに数本のバンドのクラスターが再現性をもって観察され、このクラスターをミ

ニ鎖 (M鎖)と命名した。 15-25%濃度勾配ゲルにて泳動すると、図 1bに

示すように、 M鎖は分子量 16 Kから 19 Kにわたる 5本以上のバンドより成る

こと が 判明した。非還元条件下での SDS - PAGE では、 M ~Þlと分子量 200

Kのバンドが観察された(図 1c )。従って、精製酵素は共有結合した H鎖、 L

鎖及び、この 2鎖の両方またはいずれかと非共有結合したM鎖より成るものと結

論された。

H鎖およびL鎖のアミノ末端アミノ自主配列は、各々、 SVIVIFDLLFA

QWVSDENIKEELIQGIEA (29残基)および IVGGXDSRE

GAXPXVVALYYNGQLLXGASLV ( 3 1 残基)であった。 M ~t1 に

ついては、電気泳動的に分離された 3本のバンドにつき解析を行ったが、すべて

LGKSHEARGTMKITXGVTYNPNL (23媛基)と同ーの配列で

あった。アミノ酸配列分析におけるH，L， M鎖のPTH誘導体の収量のモル比

は、平均して、約 1・0.6・0.7であった。各鎖の転写収率および配列解析中

のPTH誘導体収率のば らつきを考慮すれば、各鎖は等モル鼠で本酵素を形成し

ているものと考えられた。

2 )プタエンテロベプチダーゼcDNAクローンの単離及びその解析

H鎖アミノ末端配列の一部 (Phe'O-I1e")をもとに、 1 6 t昆基のイノ
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シンを含む、縮重度 8倍、コード鎖の相ffI)鎖傾IJとなる 53merのオリゴヌクレ

オチドプロープをデザインし合成した:5' -ATI CC 1 TG IAT 1 A( A/G) 1 TC ITCI TT 1 ATI TT 

ITCITCI(C/G)(T/A)IACCCAITGIGCIAA-3'。はじめに、このオリゴヌクレオチドプ

ローブを用いて、ランダムプライマーにて作製した cDNAライブラリーをスク

リーニングした。約 50万の独立したクローンから 2つの陽性クローン (EK R 

-1および-2)が単離された。次に、 EKR-lの挿入cDNA断片をプロー

プとして、オリゴdTプライマーにて合成した cDNAを1. 5 k b以上となる

ように分画した後に作製した cDNAライブラリーのスクリーニングを行った。

約 50万の独立したクローンから 11の陽性クローンを単離 したが、このうち 7

クローンは、解析中に他の cDNAと融合した人工産物であると判明したため除

外した。残る 4クローン、 EK-2，-3，一7，-1 1およびEKR-l，-

2の両端の耳軍基配列解析および制限酵素地図作成の結果を図 2に示す。これら 6

クローンはEK-7のEcoRIサイトを除き、基本的に同ーの制限静系地図を

示した。また、 EK-2が最長のクローンであると判定されたため、以降の配列

月~f斤は、 EK-2 を用いて f子った。

3) EK-2の塩基配列及び後定アミノ隊配列

EK-2の19基配列及び推定アミノ酸配列を図 3に示す。本 cDNAクローン

は35 9 7塩基対より成り、第 3559温基よりポリ A付加シグナル及び3'末

端にポリ Aが存在する。 最も 5'末端よりのATGコドンは真核生物の開始コド

ンの条件 20) を満たしており、このコドンを開始コドンとすればopenreading f 

日目は 31 0 2塩基対、従って推定アミノ酸配列は 1034残基となった。図内

の囲み配列(第 19 -4 3残基)は、配列中、最も疎水性の高い領域である。 M，

H， L，各鎖のアミノ末端配列は、各々、第 52、 118、800残基からの配

列と一致した。従って、本酵素は分子Ml14，763の一本鎖の前駆体蛋白と

して合成されるものと考えられた。各鎖のカルボキシル末端側にさ らにプロセシ



ングが起こらないものと仮定すると、 M，H， L，各鎖は、各々、 66、682、

235残基のアミノ酸より成ることとなる。このアミノ酸配列より計算にて求め

た分子盈は、 SDS-PAGEより縫定された分子量より相当小さい値となるが

(点 2参照)、この差はおそらく糖鎖修飾によるものと思われる。

PIR ~ 白データベースにおいて FAS TA プログラムにより本鮮系の推定ア

ミノ酸配列のホモロジー検索を行ったところ、触媒鎖(L鎖)はトリプシン担、

キモトリプシン型等のセ リンプロテアーゼの触媒鎖とホモロジーが高いことが判

明した (図4)。ヒ トへプシン '11 、ヒトlUl媛カリクレイン 22) とは 40%を越

える残誌の一致率を、また、ウシ酵点 121 とは89. 8 %の一致率を示した。一

方、日鎖については、いくつかの領域において、他の蛋白の一部分とのホモロジ

ーが認められた。第 19 5 -2 3 6、及び 654-692残基の 2'PJ'U或は互いに

ホモロジーがあり、かつ、補体C9231 、lowdensi ty I ipoprotein (L D L) 

受容体 24) 等とのホモロジーが認められた(図 5a)。第 240-353および

5 3 9 -6 5 3残基の 2領域についても、互いにホモロジーが認められ、かつ、

dorsal ventral patterning protein'九}、倒体C1 r'川、 C1 S "1 等とのホ

モロジーが認められた(図 5b)。第 77 2 -7 8 8残基については、第X肉子

281 プロテイン C"1 へプシン '11等とホモロジーが認められた(図 5c)。

4 )コンビュータ・モデリングにより作成された L鎖三次情造モデルについて

方法の項で述べた如く、キメラ参照蛋白を用いて L鎖及びウシトリプシノーゲ

ンアミノ末端Val1-Asp-Asp-Asp-Aspー Ly s'との後合体モ

デルを併築した。用いたキメラ参照鑑白は、前述の如く第 839-856残基の

第4区域内に2残基の待入を伴っており、 L鎖とは 38.7 %の銭基の一致を示

した。こうして作成された複合体モデル[座係データは請求により開示巧]を図

6 aに示す。図 6bには、 L鎖活性部位付近の、ウシトリプシノーゲンアミノ末

端6残基との相互作用領域を示す。酵素内の水素結合 (His840N
o1
-Asp 
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8910 O 1、Hi s 8<ON"_ S e r '''0')およびイオン結合 (Arg"'Nη2

Glu'''O'' )の計算上の距離は、各々、 2.74，3.06，2.65Aと

なった。基質・酵素側鎖聞のイオン結合 (Arg10"Nη'-ASp'OO1，Arg 

886 Nηl-Asp'OO1， LYS888N(-Asp"OO1) および E鎖聞の水系結合

(Tyrl008N-Asp20， GlylOO'N-Asp'O， Gly"'N-Lys' 

0)の距離は、各々、 2.66，2.76，2.51A及び 2.76，2.77，

2. 6 9 Aであった。

'
4A
 
1
 



N.考察

本酵素のブタ組織からの精製法については、これまでいくつかの報告 3) ')が

みられる。このうちの一部 3ト'.)はイオン交換、ゲル液過のみで新製されており、

精製荷主素の電気泳動の結果もなく、純度にやや疑問があると恩われる。また、他

の報告 5lでは、我々も用いたbenzamidine-sepharoseをアフィニティー・カラム

として用いているが、ブタ酵素との結合性が低いため、リガンド密度を高くし、

数磁のパッファーで溶出するなど、微妙な実験条件を必要としている。我々の改

変精製法は、イオン交換、ゲル滅過に加え、原理の異なる疎水性クロマトグラフ

イーを採用している点、 benzamidine-sepharoseカラムにおいて、本カラム以前

のステップで純度を 20-30%に上げておき、 retardation効果のみにて分脱

することで結合性の低さをカバーしている点が特徴であり、これらの改良により、

容易に、再現性よく精製できるようになったものと考えられる。

こうして精製された酵素蛋白のアミノ末端配列情報をもとにして、 EK-2な

るcDNAをクローニングできたわけであるが、本 cDNAが真にエンテロベプ

チダーゼの cDNAであるか否かについては若干の考察が必要である。 EK-2

の雌定アミノ首長配列のうち L鎖にあたる配列は、図4に示した如]く、他のセリン

プロテアーゼ触媒鎖と相似であり、活性中心付近の備造も、後述のようにトリプ

シン型セリンプロテアーゼの条件を満たしていた。また、 LaVallieらl川はウシ

醇素の L鎖部分のみの cDNAクローニングを行い、この部分のみ、大脇薗にて

発現させたところ、活性は低いもののエンテロベプチダーゼ特異的な活性がみら

れたと報告している。当然ではあるが、ウシ酵素と今回得られたブタ醇ぷの配列

は89.8%と高い一致率を示しており、以上より、今回精製された蛋白、クローニ

ングされた cDNAはブタエンテロベプチダーゼのものであるといえよう。

精製防系室長白は3本鎖であるが、これは、 M，H， L鎖がこのj阪で コードされ

た1本鎖前駆体よりペプチド結合切断にて生ずるものと考えられる。以前の報告
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りによれば、ブタ酵素は 13 4 KのH鎖、 62 KのL鎖の 2本鎖とされていた。

また、ヒト酵素については 3本鎖と報告されている 10) 。このうち 2本の鎖の分

子量は 14 0 K、54Kであり、ブタ酵素のH鎖、 L鎖に相当するものと考えら

れる。しかしながら、第 3の鎖の分子量は 12 0 K と報告されており、ブタ M ~l't

の 16-19Kとは大きく異なっている。従って、 M鎖は、今回、初めて指摘さ

れた本酵素の構成成分であると考えられる。但し、本酵素の機能に果たす役割に

ついては不明である。

さて、このM鎖が精製過程における人工産物である可能性についてはどうであ

ろうか。純度が{尽く 、精製過程での人工変化が生ずる可能性が高いと考えられる

抽出 ・初期精製過程については、プロテアーゼ阻害剤も使われていないことを含

め、これまでの報告 .1)-.'))と本質的には向線の条件であった。また、 M鎖は分子

量が小さく、数本のバ ンドに分離しているため検出はかなり困難であり、 30ほと

かなり多くの精製酵素蛋白を、比較的高いゲル濃度 (15-25%の濃度勾配ゲル)

で泳動してようやく明瞭に検出される。従って、これまでの報告ではM鎖が検出

できず、 見逃されていた可能性が高いものと考えられる。各段階のクロマトグラ

フィーのパターンもすべてー峰性であり、分子的多型性を示唆する結果は得られ

ていない。しかしながら、精製過程での人工変化の可能性は否定できず、今後、

抗体を用いた未精製サ ンプルの倹討などを通じて明らかになっていくものと忠わ

れる。

本酵素前駆体蛋白の推定アミノ駿配列のアミノ末端側には、成熟型醇ぶからは

尖われた 51残基の配列が存在する。さらに、この配列中には股貫通に 卜分な長

さを持った疎水性領域 (Val19-Ile43) が存在する。本前駆f本配列中には

他には膜貫通領域ないし典型的シグナル配列は存在しないため、この疎水性領域

はおそらく internalsignal sequence'O) -32) であり、この領域を介して股結合

しているものと考えられた。エンテロベプチダーゼは 十二指腸ないし上部小腸粘

膜の冊子縁に局在していると報告されており 33) -34) 、また、 その機能上、触媒
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ドメインが細胞外(腸管綬内)のトリプシノーゲンと自由に後触できる向きで、

践を民通していると考えられる。従って、前駆体蛋白のアミノ末端似IJが細胞内に、

カルボキシル末端側が細胞外となる形、すなわち、 TypeII integral me皿bran巴

protein [この命名法は、 vonHeijne and Gavel' 1) による]として存在するも

のと 454えられた。また、このTypeII の配世の形成には、細胞内への残留シグナ

ルとして、膜貫通領減のアミノ末端{nIJが陽電荷を帯びることが重要であると報告

されているが 35) 、本前駆体蛋自の朕貫通領域及びその周辺配列もこの条件を満

たしていた。

図 7 に僕式的に示したように、精製ブタ酵素は、前~I巨体から、少なくとも 3 ヶ

所のペプチド結合の切断により生ずると考えられる。また、 Ala"-Leu"

聞の切断により、本酵素は冊子縁日英より遊離し、可溶型となるものと推定される。

興味深いことに、 Toyotaらによれば、エラスターゼによりエンテロベプチダーゼ

活性は冊子縁膜より遊離し、可溶画分に移行するという 361 。また、このAla

u-L e u R2間の切断については、周囲の配列を含め、エラスターゼの基質特異

性に合致する。従って、勝より十二指腸内に多量に分泌されている点も考慮に入

れると、エラスターゼがこのペプチド結合の切断に関与している可能性が示唆さ

れる。今回用いたブタ十二指腸でも抽出前には膜結合型、可溶狸の活性が存在し

ていたが、 一旦、可溶化した後には、 前述のように精製過程のクロマトグラム、

精製酵素各鎖のアミノ末端配列等からは少なくともペプチド鎖の分子的多型性は

認められなかった。十二指腸の抽出サンプルには豊富にエラスターゼが含まれて

いるものと推定され、このため、州出・初期精製過程において Ala51-Leu

"聞が切断され、膜結合型が可i容型に変換された可能性が考えられるが、やはり、

今後、抗体等を用いた未精製サンプルの検討が必要であると考えられる。また、

GlyI07_Ser，08、Lys"'-Ile80oを切断するプロテアーゼは存在す

るには追いないと考えられるが、現時点では考察に値する情報、実験事実等はな

し、。



日鎖内には第 172-1 8 7残基に、 16残基中 12残基を Ser/Thrが

占めるという、 Ser/Thrに富んだ配列が存在する。このような配列は、グ

リコフォリンA37) 、LDL受容体 38) 、スクラーゼーイソマルターゼ 39) 、ア

ミノベプチダーゼ N40) 等にもみられており、ムチン型糖鎖付加可能部位と考え

られている。実際、ヒトエンテロベプチダーゼに対するポリクローナル抗体が、

A !fjl血液~抗原と交差反応を示したとの報告 10) があるが、この事実は本傍系が

ムチン型糖鎖の修飾を受けていることを示している。従って、 H鎖中のこの Se

r/Thrに富んだ配列は、ムチン型糖鎖の結合部位である可能性が示唆される。

さらに、本酵素内には、 22ヶ所ものアスパラギン結合型糠鎖付加可能部位が作

在するが、この事実は、本酵素が著しい糖鎖修飾を受けているとのこれまでの報

告<1)， 6)，7)と合殺する。今回の我々の研究からは、ブタエンテロベプチダーゼの

糖の含宥率は、総重量の 50%程度もの割合を占めるものと評価された(表 2)。

前述のように、 H鎖中には 2種の繰り返し配列が克られている。このうちの l

種は、 38アミノ酸残基の 2回繰り返し配列であり、配列中のアミノ般残基の一

致卒はがJ3 0 %で、 6つのシステイン残基の位置は保存されていた(図 5a)。

本酵素中のジスルフイド結合の位置は未だ決定されていないが、これら 6残基の

システインは、各繰り返し配列内で、 3つのジスルフイド結合をしている可能性

が高いものと考えられる。また、本繰り返し配列は、補体成分C923) 、LDL

受容体 2.1) 等の一部配列とホモロジーが高し、。 LDL受容体においては、この相

司配列は 7回繰 り返し配列となっており、アポリポプロテインとの結合に関与し

ていると考えられている日}。また、補体C9ポリマーがアポリポプロテインに

親和性を持つことが、震近報告された 41) 。これらの事実から実質推すると、エン

テロベプチダーゼ中のこの 6残基のシステインを含む繰り返し配列も、アポリポ

プロテイン等、他の蛋白との相互作用部位である可能性ありと考えられる。図 5

bに示すように、 H鎖内には、さらに 1種の繰り返し配列が存在する。この繰り

返し配列相互の残基一致率は約 25%で、補体成分C1 r")、C1 S 27) 等の

一 15-



部分配列とホモロジーを有するが、現時点では、機能については全く不明である。

これらに加え、 H鎖カルボキシル末端近傍には、いくつかの他のセリンプロテア

ーゼ非触媒鎖の該当部位と、低いが確かに存在するホモロジーを有する配列が見

られる(図 5c )。プロテイ ンC'9) や第X因子<2)においては、 fiij駆体からの

活性化プロセスの際、この領域と触媒鎖アミノ末端との問の皿000ーないしdibasi

c部位での切断が起こることが知られている。類推すれば、エンテロベプチダー

ゼ前駆体は、はじめにdibasic部位、 Lys'''-Lys190にて切断され、さら

にL鎖アミノ末端部位にて切断され活性化されるものと推測される。

一方、 L鎖はセリンプロテアーゼ触媒鎖と高いホモロジーを有する(図4)。

また、 L鎖三次情造モデルにおいては、触媒triadである Hi s 840、Asp.9J、

Ser'"および S1ポケット[この命名法はBergeraod Schechter'O) の論文

に依っている]はトリプシン<3)と基本的に同じ配置をとっている。加えて、 S

lポケット中の底部に位置するAs P 980、顕部に位置する GlylOO'とGly

101 7も保存されている。これらは、本酵素がトリプシン型のセリンプロテアーゼ

であることを意味する。また、本酵ffiは、酸性アミノ酸残基を P2-P5位に要

求するという、厳密な基質特異性を示すことが知られているが、この事実から、

基質側鎖と結合する、 S2-S5にあたるサブサイトの存在が忽定される。また、

化学修飾法により、本酵素の基質特異性にはリジン残基の存在が重要であること

が報告されている<4)。今回、我々が作成したブタ L鎖と基質アミノ末端ペプチ

ド (Va1 1-A s p -A s p -A s p -A s p -L y s ')との結合モデル (図

6 b)では、セ リンプロテアーゼ・ファ ミリー中でもエンテロベプチダーゼ特異

的である (図4)、 Arg"'-Arg-Arg-Lys88'なるI盆虐性アミノ駿

銭基のクラスターが、 S1ポケットに隣接してタ ーン階造をとり、基質のAsp

'-Asp-Asp-Asp'と3つの強力なイオン結合を介して結合しているこ

とが示された:即ち、 Argl015とAs P 2、Ar g '86とAs P 3、Lys 88'と

A s p'の3つのイオン結合である。この結果は、エンテロベプチダーゼの基質特
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異性においては、 P2位の駿性アミノ駿残基は必須であり、 P3-5伎のE毒性ア

ミノ鮫残基は有利に働くとのこれまでの報告別 ，8)に合致すると考えられる。ウ

シL鎖においては、 Ar g 888 はLysに置換されているが")、この債換は基

質との結合には大きな影響はないものと考えられる。また、 Arg887 はGlu

， G2とイオン結合をしていた。本モデルでは、 基質ペプチド中のAs p'のカル

ボキシル基は酵素との結合がみられなかったが、本モデル中の基質ペプチドとウ

シトリプシノーゲン三次憐造の当該部をオーパーラップさせるという、ラフなモ

デリングを行ったところ、このカルボキシル基と基質中の Lys'76 の側鎖がイ

オン結合する可能性が考えられた。さらに、主鎖についても、 As p '0 とTy

r 100・N、As p'O とGly1007N、Ly s '0とGly'''Nの3つの水素結
合を介して相互作用していることが示された。以上のように、エンテロベプチダ

ーゼの特殊な基質特異性は明快に説明されたものと考えられた。

先に述べたとおり、本酵素は錫管消化におけるKeyEnzymeであ り、!協符消化、

消化管、消化関連器官の分化、日革炎 .1'~T後逆流性食道炎等の病態等を研究してい

くよで、きわめて重要な位置を 占めていくものと考えられる。具体的に今後の研

究テーマ、とくに医学的側面からの研究テーマを考える と、生理的条件下におけ

る消化酵ぷ活性化の調節・制捜jJ、十二指腸粘膜への局在及び十二指腸粘膜の発字

・分化との関連、発現・ 活性ili'J街lの機構、腸上皮化生粘膜・消化管癌組織におけ

る発現、先天的欠損症の発症のメカニズム、勝炎 ・術後逆流性食道炎士事の病態に

果たす役割、特異的阻害剤の開発と病態への臨床応用といったテーマが容易に発

怨される。しかしながら、これまではこれらの研究の成果はほとんど得られてい

ない。この巧!由としては、一次構造情報の欠如のため、近年の研究手段として不

可欠であると考えられる遺伝子工学的手法を十分に活用できていないことが、や

はり、その多くを占めているものと考えられる。本酵素の全一次構造が明らかと

なり、触媒鎖高次構造が推定されたことにより、今後、本酵素に関わる研究が急

速に進展することが期待される。
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表 1

ブタ十二指脇工ンテロ ベプチダーゼの精製

Step Total Total Specific Yield Purification 
protein activity activity 

皿E キEKU EKU/mg protein 1 ーfold

Crude Extract 4，730 157，000 33.2 100 
DE-52 304 58，300 192 37.1 5.8 
Buty 1 Toyopear 1 35.2 27，500 720 17.5 21.7 
5巴phacrylS-300 2.94 13，300 4，530 8.5 136 
B巴nzamidine- 0.42 10，000 24，200 6.4 729 
Sepharose 

'" EKU"は， 370C、30分で活性化されるトリプシンの量 (n皿01)で定義される。



表 2

構成各鎖の

SDS-PAGEからの推定分子量と推定アミノ酸配列からの計算分子量の比較
および

アスパラギン結合型糖鎖付加可能部位の数

ホCalculated Measur巴dby 
SDS-PAGE 

Number of potential 
asparagine-linked 
glycosylation sites 

Molecular weight /103 

M chain 
H chain 
L chain 

7.5 
75.4 
26.4 

16-19 
152 
48 

'
i
η
t
A
9
 

1
 

ワ十算分子量は各鎖のカルボキシル末端側にさ らにプロセシングが起こ らないもの

と仮定して計算された。



(a) ( b) (c) 

(H)一回| .ーー{H+リ
200K- 一一 97.4K-

-1(5H 2K 一一 66.2K-

116 K一一 48K一一
) (L) 問ー-45.0K一一

97K-

66K一一 ー-31.0K -
45K--11-48K 

(L) - 21.5K一一
16-19K〔
( M) 一一 14.4K一一

-(Mつ)

図 1 精製酵素の SDS-PAGE
a，還元条件下、 4-20%濃度勾配ゲル使用

b，還元条件下、 15-25%濃度勾配ゲル使用

C，非還元条件下、 15-25%濃度勾配ゲル使用

3 0μg精製蛋白/レーン

] (M) 
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図2 陽性ク ロー ンの制限酵素地図

塩基番号は忌長クローン、 EK-2に準じた。 EKR-1，-2はランダムプ

ライマー使用ライブラリーの、 EK-2，3， 7，11はオリゴdTプライマー

使用ライブラ リーのスクリーニング陽性クローンである。 EK-7のEcoRI

サイト以外は、基本的に同じ制限酵素サイトの配置をとっている。
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図3 EK-2の全塩基配列および推定アミノ酸配列
囲み配列はinternalsignal sequenceと考えられる、唯一の疎水性領域を示す。

下線配列a，b， Cは、 各々 、 M，H， L鎖のアミノ末端配列とー叙した配列を

示 す。第 3559~ 35 64塩基の下線は、ポリ A付加シグナル配列を示 す。反転文字で
示したAsn残基は、アスパラギン結合型糖鎖付加可能部位を示す。2重下線部

はムチン型糖鎖付加部位の可能性が考えられている、 Ser/Thrクラスター

を示す。下に料*をつけた 3つの残基は、 触媒作用に不可欠なtriadを示す。
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図4 エンテロペプチダーゼ触媒鎖と
他のセリンプロテアーゼとの比較

ブタエ ンテロベプチダーゼ触媒鎖の配列を、ウシエンテロベプチダーゼ '2)

ヒトへブシン 2t) 、ヒ ト血疑カリクレイン 22) 、ヒ ト第X1 a因子 4川、イヌト

リプターゼ，16) 、ウシト リプシン 47) 、ブタエラスターゼ 52) と比f校した。アミ

ノ厳残基は 1文字表記にて示す。 "*"はブタエンテロペプチダーゼと -fi<する

残基を、"一"はホモロジーを最大にするため待入した欠失を示す。反転文字で

記した、His，Asp， Serは、セリンプロテアーゼ内では保存されている

触媒triadを示す。ブタエンテロベプチダーゼ残基との一致率を、配列の忌後に

記した。
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図 5 H鎖中の部分配列と他蛋白の相似配列との比較

a， C9/LDL受容体タイプの、 6残基のシステインを含む繰り返し配列。
ヒト LDL受容体 24) 、ヒト補体成分 (C7 ;3) 、C8α 54) 、C8β SS) 、C

9 23) )、 ヒト LDL受容体関連蛋白 ")、ヒトperlecan57) 、ラット GP-3
3 0 ")の コンセンサス配列と比較した。これら 7配列中で、 6配列以上一致し

た残基を囲んで示した。

b， Clr/sタイプの繰り返し配列。 C1 r26) 、C1 S 27) 、dorsal-
ventral patterning protein (DVPP) 2'.) 、BM P -1 59) のコンセンサス
配列 25) と比較した。このコンセンサス配列とエンテロベプチダーゼ配列聞で、

一致した残基を囲んで示した。

C，非触媒鎖カルボキシル末端近傍の配列。ヒトへプシン '1) 、ヒト第X因子

'2) 、ヒトプロテイン C") の当該配列と比較した。 4配列全てに保存されてい

る残基を囲んで示した。

a， b， c中、括弧内の数字は残基番号を、" "はホモロジー最大とするた

めに婦人した欠失残基を、"・ "はコンセンサス外の残基を示す。



図6 コンビュータ・モデリ ングにて作成した、
ブタエンテロペプチダーゼ L鎖の三次構造モデル

，主鎖チューブ・モデルを示す。キメラ参照蛋白構成成分の、 3RP2、1TLD、
1 DW-B: 4eHA、lSGT、lHNE、3EST由来の領域を、各々、赤、緑、策、育、赤紫、 1Ff
緑、白で示した。塩基性アミ ノ酸残基クラスターArg'S; -Arg-Arg-
Lys'88の側鎖を黄色、活性部位の Hi s 8<0とSer'"のfJl1Ji員を各々、 青緑
と緑のCorey-Pauling-Koltunモデルで示した。赤のリボン ・モデルは基質アミノ
末端ペプチド、 Val-Asp-Asp-Asp-ASp-Lysの主鎖を示す。

b，基質アミノ末端ペプチドである Val-Asp-Asp-Asp-Asp
-Lvsと酵素活性部位付近の相互作用領域を、 スティ ック ・モデルで示す。基
質部みは赤で、触媒triad、As.p ， 9 1， H i s "0  S e r 9" の側鎖は黄色で、
基質側鎖と相互作用している酵素側のアミノ酸残基側鎖を青で、各々、示した。
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図 7 ブタエンテロペプチダーゼの全体構造模式図

1 S S internal signal sequenceと想定される配列

S/T: セリン、スレオニンの集中した配列

C9-aおよびb: C9/LDL受容体タイプ配列(図 5a) 

Cl-aおよびb Clr/sタイプ配列(図 5b) 

CNCC 非触媒鎖カルボキシル末端近傍配列(図 5c) 

AP  想定される活性化ペプチド

Cat 触媒ドメイン

"・"は、アスパラギン結合型糖鎖付加可能部位を、"↓"は想定されるプ

ロセシング部位を示す。






