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Urinarytrypsininhibitor(UTい isolatedfrom humanurine.isanacidicglycoprotein

withmolecularweightof67,0(沿andisknowntoinhibittrypsin.plasmin.leucocyteelastase,

α-chymotrypsinandotherenzymcs. UTIiscomposedoftwoKunitz-typedomainsand

theseconddomainisresponsibleforitsantitrypticactivity. Inordertodctcrminethe

detailedinhibitoryspectrumofthesecondKunitz-typedomainofUTI(R一刀20)againstvarious

proteases,1cl()nedtw()types()iR一･()2()cDNAs:oneenc()desthe7(トamillOacidsequerlCe

from the78thaminoacid(Tllr)totheC･-terminal(R一刀20TN70)andtheotherencodes

the68-aminoacidsequencefrom the8Oth(AlaltotheC-terminal (R一刀20,AN68). Their

productsaresecretedintotheculturedsupernatantofE.ColiJE5505transformants. R一刀20

TN70andRl)20AN68purifiedfr()m theculturedsupernatalltinhibitedtl()t()rュlyhuman

trl,PSin.humanplasmin.human leucoeyteelastaseandhuman ryl二hymotrYpsinwhichwere

alreadyknowntobeinhibitedbyLTTIbutalsothehumanbloodcoagulationfactorXa

andplasmakallikrein.

FurthemlOre.tOincreasetheFXainlhbitoryactivityIc()nstructetlam(xielofthestructure

oftheR一刀20TN7(トFXacomplexwithreferencetothatoftx)vinepancreatictrl,PSininlュibitor-

bovinetII,PSincomplexandinvestigatedthebindingstateofR｣)20TN70andFXa. Based

r)nthisillf()rmatioll,Oneaminoacidof氏-020TN70andAN68wassubstitutedwith

rec(〕lmbinantDNAtechn()1()gy. Theinllibit()Ⅳ effectoftheproductonFXawasincreased

infourvarialltSaftersingleaminoacidsubstitution. Four･othervariantswithtwoamin()
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acidssubstitutionmodifiedI)yc()mbiningtheatxIVemel･ltionedsingleaminoacids u b s titu tio n

showedanenhallCedinhibitorl,effectonFXaincomparisoTIWiththosewith s in gleamin()

acidsubstitution. Becausetheeleetrostatiぐintera(･ti()nwithintheseR-020variants-FXa

eornplexesseemedstr()nger,thisinereaspintheirinhibitory(jfeetonFXawasspeculated

tobeaconsequenceofmorepotentbin(iingbetwet)Iltheenzymeandtheinhibitors.

Ke)･,words:CongulationfactorXa,plaslllakこIllikrein,sit.e-directed111utこIgeneSis.

urinarytry,PSininhibitol一

･(ンヒビヤ-一一

1. 緒 言

尿由来n卜りLl二ン.(ンt:_ビ m々 LUrinこIryTrypsin

lnhibitor,UT日は,血中fl巨/トー(r一トリイtIン･†

ンヒピタ- (lnTlを前駆体(iこする分[▲敏67,(≠)0の糖

プシソ,白血球エラスタ-ゼ,プラスミジなど噂をの酵

素を阻害することが知Z､:.'わている2＼.また.そし')構造は

.J■ミノ較配列分析3､､および遺伝f･'Jr-一二ンケ.l＼Lt弓.に

こ･エ'rrミ'7ロケ[11りン (α lMlLJi7_)C末端に2個LT)-T･,I

･Lギニン残量を介して接続された融合蛋E-i-.j質として翻訳

され5'.posトーranslationalproeessing によ;yLt̀Yl･･･ミ

'JLT'JHブりンと分離された後 ⅠαT L')L鎖として hy

T 〔T)Hlおよび H2錦と結合することが明 ì-かに左IP-I

たい. ･･/Jj.I-F'ミ/酸配列cT)解析か上､-).UTIは Kunitz

さItた構造をしており.最初の ドメ(ンには糖鎖が,ま

た. 2番目の ドメインには 卜りブシン阻害活性が存在す

を有するブtlテpi･'-----ti-1'ンヒビヤ-･･-は, 1個tpr')卜'メイン

や 卜l)71､スケ+ン,3個Jl)ド/Jイン構造かま㌦なる 'l､issue

･T). これL､IC')ドメ仁パよ高い秤目'r司性を有しているにもか

かわr.っず,お年し､に異な-･,た酵素阻書 -くべ IJ卜IL･を示 L

ている7､~9､

そこで.著者は UTIの 2個の Kunitz様 ･仁/ヒビ

rTl- ドメインのそれぞれの役割を明らかにするために.

まず トリプシン阻害作用を有する第2ドメ仁/(R--Oヨo)

に注目し,この R-O20を遺伝子_工学的手法を用いて人

腸菌にて発現後精製 し,各種辞素に対する阻害 1二くべ '7卜

･Lを測定 した.

2.材 料 と 方 法

2-1 材 料

組換え実験に用いた制限鮮素およ1L/tl修飾酵素は.′宝酒

造抹式会社あるいは東洋紡績株式会社より肺入した.過

伝子発現実験(ITl宿主として用し､た Jlミ5505杖は,国立

遺伝学研究所より譲渡さIlた.ヒトト】卜/シン,ヒト(r･.

キモトりブシ･ンおよび筒粒球TT-.:i~Jt乍-1十では Calhi(yllPm

Co..ヒト血液凝固第 Xa囚 { げXa)は American

I)iaL,nOSticalnc..またr7tI卜りゾシン. ヒトイラスミ

ンおよびヒ ト血凍 カlJF'し†日 工SigmaCo.より堺

大 した.鞄粒球..1-ニラ7{7--一一･tⅧ1害活性測定に明いた合成

基質 STAN.A をよ株式会社ベイ+ ド研究所よ.'1.そしTl他

し')酵素(瑚f律子活性測定に.f机 ､た合成基質 S12･二･一･日,S-2222,

S-2302.S･-17586および S--1)251は第一一化学薬品株式会

社より堺入 した.(Tr)NA ソー~-1･-ニンケ用イう･†-I-･､-,

ĉGCAAG′rrCACGTAAju _AGC-3′上 ScaIブラ†

て---し5′-A(Tr̂ TrGCACTGGCACllCrITA-3′)およ

び pBREhmH lイ;7仁:-IL5′11ccATGCGTrCC

GGCGTAGAG-3′)は,DNA 合成撒 (381A.Applied

Bi(芯yStCIl･ulnc.)を恥 ､て含成 した.Lrll 廿ヒ活性 2,鎌X)

U mg)は.鰹常男f一新鮮尿かi､'精製 した10㌧ なお.各

TJンヒビ.7-の トリ-'L'シン阻害活性は KilSSellclr)方法

に準LLて測定 し. 卜りィ.:ン (こi∴.)(XINこ1tion;llI/(1nl･lulこ廿1･

した丁∴

か望 義■ 法

2-2-､･･.1R1-020発現7L'ラスミトの構築

しTTILf)N末端か上丁)78番目の7 ミ/酸 Thrか左C末

端まで(.7)70個LT)丁ミノ酸かL.1なる RIO20TN70および

個Lp'n~●ミ/酸からなる Rl120AN68を:i- ドする cDNA
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を含んだ発現プラスミドpM552および p～Ⅰ594を構築

した.

まず,Rイ)20′TN7Ocl)NAば.lgtllhum(vllivercr)NA

library(HL 1001.Cl()ntechLaboratorieslnc.)よ

;)polymerasechainI-Faction(PCR)にて得た.な

GGCCACCGTCGCCGCCTGC.:TAAC.･TCTG.､CCC-3′

化学合成撫 (AppliedBi()sI･StenlSIIIC.)にて含成 して

用いた.PCR 後.増幅産物を EaeIで消化 し,この

~7ラブメントに E.coliアJLカり7十ス77々-.-ゼシ

ゲ十/Lベプ+ ド (PhoAS.P.)のN末端から5番目の

Thr以 卜を二1- ドする DNA 配列をリンカーとして接

pM̀169はヒトpancreatiesecretorytrypsininhibitor.

(PSTI)分泌発現用ブラ｢くミドpM463111から作製 した.

すなわち.pM463の PhoAS.P.開始 :lドン ATG

近傍の塩基配列を匿換 し,PhoAS.P.の4番目と5

番目LT)アミノ酸を二トードする部位に SeaI切断部位を

導入 し,さらをこアソピシリン耐性遺伝子をカナマイシソ

耐性遺伝子に置換 した.つぎに pM469の Scalぬ mH

I部位に PhoAS.P.-R-020TN70融合遺伝 f-を組

み込ふ,発現プラスミドpM552を作製 した.

Rl〕20TN70のN末端から2個の丁ミ/酸 (Tht･,Vall

が欠失 した R｣)20AN68tT)発現プラスミドpM594は.

PCR iこよって部位特異的変県を導入することにより作

製 した.まず,pM552を鋳型として HindⅢsiteの

上流に対応するセンス7L～:ifて一一5'-ACGCAAGTrrC

ACGTAAAAAGC-3′とN末端C712残基が欠失するよ

F,に設計された驚異導入ブラ(-I-,-5′1二TATrGGTA

GATTACAGGCCGCGGCC'1､TTGTCACAGGGT-3′

とで最初CT)PCR反応を行い,一つ一,ういて増幅されたフ

:I.-7プメントと BamH Isiteの下流に対応するアンチセ

ンス17L'ラ･仁7- 5′-ACGATGCGll､m GTAGAG-3′

とで2度[1の PCR反応を行った. 得tT)れた7ラブメ

ソトを BamH I:､Hindm で消化し,pM463の同 Ll切

断部位に挿入 した,なお.R一刀20TN70および R｣)20

AN68の cDNA の塩基配列の確認は pM552および

pM594の ぬ mH I･.:HindⅢ I7ラブノントを取さ丹HL,

DNA シー-･･-クエンサーp･-(340A.AppliedBiosystems lnc.)

を用いて行った.

212-2 R一刀20TN70および R-020AN68の発現お

よび精製

ゾラスミドpM552または pM594で大腸菌 JE5505

株を形質転換 し,カナ17イシソまたはアンビシりン耐性

株を単離した.JI認知5(PM5521株または JE5知5(pM594)

シりンを含む L-brothで培養 したのち,50ILg.::■mlカ

ナて 1'シソまたは 50ILgノ･:m17ンビシりン含有 M9CA

培地12､を二､2.%植菌 した.37℃にて約 1時間培発摸､

し.さ吊こ16時間培養 した.得r〕わた培薙上清を,80%

飽和硫酸丁ンモニウムで塩析 し,4℃で一晩静際 した.

生した沈殿物を遠心分離によ--･･､て取れ 蒸留水で溶解 し

た後,分子量 1,000カットの限外ろ過膜で濃縮 し.つい

で PBS~で平衡化された SephadcxG50(Pharmacia

LKBBiotechnolgyAB)カラムに供 した.続いてrLJシ

トりブシン阻害活性を示 した画分を 20mM Tris-HCl

8.5)で平衡化さ1-1た MonoQ カラム (PhaLmlaCiaLKB

BiotechnologyAB)iこ供 し,0-0.4M NaCl,,:20mM

れた VydacC18 カラム (TheScparationsGroup)

に供 し.HPLC (Waters625LC システム,Millipore

Co.)を開いて,0･-･100,9/o'丁七 トニ LI)Jト.'0.040b卜り

フ′しすロ酢酸で溶出し.最終精製標品を得た.

2-2-3 Sr)S-ボり7クり′LT ミドゲル電気泳動,7ミ

ノ酸配列,質量分析計による分子量分析およ

び蛋白質濃度の測定

SDS-ポr)ア J71)′しア ミドAT-.IL電気泳動は Laemmli

の方法13Llに従-:,て.16_9,6ポりア ブりJLア ミドケJ,i/にて

行った.染色は,銀染色キ､ソト (2D-銀染色試薬 ･n

に従い実施 した.

丁 ミノ酸配列の決定(;ま. 自動エ ド7ン分解システム

し477A プロテイン.I--')_T-ンシンダシステム1120AFrH

Tナラ仁1~f---,AppliedIうiosystemslnc.)で行った.

分子最は,質愚分析計 (ESI/､～lSsystems,Quattro.

FisonsInstruments,VGBioTech)を用いて測定 し

た.

蛋白質濃度は,BSA をスタンダー ドとして Lowry

L''の方法1-17.に従って測定 した.

2-2･-4 各種i._日ソプロテアーゼに対する R一刀20TN70

および R｣)20AN68の阻害活性 (lC5｡)の測

定

rL7シト17ブシン阻害活性は Kassellの方法7､に従い,
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以下のようミ･こ行一_)た.すなわち.0.6BAEI二しけmlr▲7シ

トりブシン (TypeⅧ)1(氾ILlとサンプIL1001Llとを

混合し,37℃にて10分間静置 した.つぎに.2mM S12∠144

を 50FLl添加 し,37℃,20分間反応後.500･6酢酸 50/Ll

で反応を停l_LL,OD405nm を測定 した.

ヒ トトり-7㌦ ン阻害活性はウシ トりlJoニン阻害活性上

同様の方法で測定 した.

ヒ トFXa阻害活性は Ohno iT-)の方法15＼に従し､.以

下のように行った.すなわち,0.1PELj･.mlヒトFXa25

FElを混合し∴訂℃で10分間静際した.つぎiこ2mM S-2222

100./′】を添加 し.37て'で30分間反応後.500,6酢酸 50IL1

で反応を停止 し.OI)4O5nm を測定した.

ヒ ト頼粒球ユニラスター-ゼ阻害活性は Ogawai-A:'の方

ヒト顎粒球エラスタ-ゼ 5OlEl,サ.,,ブ′し50/Llおよび

0.1% BSA;LTmM CiIC12;1:nlllM Tris一一Ⅰ･1Clバ･･′~･7-,･--

(pH7.5)50FLlを混合 し∴i7℃で10分間静際した.I-~~)

ぎに 20nlM S′rANA を 50がl添加し.37℃,20分間

反応後.5006'酢酸 50FLlで反応を停止し,OD4()5IIIll

を測定した.

ヒトブラlミミン阻害活性は Fritprgeri■-.'の方法1711に

従い,以下のように行った.すなわち 0.1U mlヒト

tJL'ラスミン5()/Ll,サンナ′し50ILlおよび 0.llM NaCl･:50

mM Tr.is11Clバ･ソ77- (pH7.ll)1(泊ILlを混合し,

/Ll添加し,37℃,2分間反応後,509b酢酸 25ILlで反

応を停止し.OI):105nm を測定Lた.

ヒト血凍力りりし-(ン阻害活性は Ohno i､-)の方法15二.

に従い.以下のようiこ行-,た.すなわち.0.08U/■m】

ヒト血祭か )ウLノ(ン50/El.サンプ′L25/Llおよび0.1

,% fSA･~150TnM NaCl:50niM Tris-HCl′1り77---(pH

8.3)75FLlを混合し.37℃にて10分間静鷹 した.つ ぎ

に 2mM S-2302を 50IEl混合 し,371Cにて 8分間反

応後,50%酢酸 25/Llで反応を停Ll二L,OI)405nm を

測定 した.

定 した.すなわち.0.3ILg/;mlヒ ト(Y-キモ トりブシン

50FLl.サンプJL50IElおよび0,1% BSA:･･.3mM (bC12.::30

mM TrisIHCl′ミ､I,フ7- (pH8.3)50FLlを混合 し.

37℃で10分間静置 した.つぎに 1mM S12586 を 5()lLl

混合 して37℃にて20分間反応後,50%酢酸 50/Jlで反

応を停止 し,On405nm を測定 した,

2-2-5 酵素阻害定数 (〟.値)の測定

R-02()AN68の ヒ トFXaおよびヒ ト血華 力りウレ

[ンに対す る '̂.値 を以下のように測定 した.すなわ

で).0,28-･-2.2FLM の Rl)20AN68と 0.7nh!tの FXa

または 1.5nM の血凍 カリ17Lfンとを混 合し.37℃､

10分間静際した後,0.4,0_8または 1.6mM となるよ

うに基質溶液 (S-2222 または S-2302)を添加 し,OD

405【1m を経時的に測定 した.阻害剤と基質L')各濃度に

おいて.酵素tT)初速度を求町 l)ixon の方法18､.に従っ

て 〝.値 を算出 した.

BryrIと.lIシト】1~~7㌧ ンの複合体(T)X線解析座漂 (PDB

Ir)-code,2T)TC)L9､を基本構造 と して用いて,R-()20

TN70･･-ヒトFXa複合体t･')立体構造モデ′Lを構築 した.

列のアラ1'メントを行 一一一'た後.Rl)2()rrN70のC末端

部分(/')BPTlより良い∵ ミノ酸配列分析を削除 した.

また. ヒ トFXaにつし､ては,活性E･･巨L､を含むt-･i鎖に一一

(NBRFuニトeode.EXHLJl)20㌦L-_rJ7シ トlJ7L､シン配列LT)

■)T:)イノン トを行---)た後,FXaのC末端部/TJc')卜り-ブー

シンより長い7L'ミノ較配列部分を削除 した (Fig. I).

なお.㍗:51'メン̀卜結果において挿 入,欠失の あ る 部

分に一~)いて(･二日十FLl)タンパ'/貫の部分構造を恥 ､ て F X a

十･.'clli1.1性 ドメ(ンのN末端を 1番とした とき,LyAn der

enT,)rmO酢 neS由来 alpha-I)1icprotease (PDB II:_Tc(de,

2ALf〕半1'の8-14酪 StTti)Pttmy鵬 gTk tLS由来 protease

lpi(I,1)i-iu)て(Xle,3S(二日122:の3L卜 42番.ratmastCell

proteaseH LPDIうIDてOde3RP2-B)23-cT)168--181

嵐 porcinepancrease】iLStaSe(PDBⅡkde2EST)21)

の 193-2O3番の構造をそれぞれ F7(aの21-22番.46-

また,137番 と 138番の間 の 欠失部分に-ついては,

Streptomycesgriseustil.来 trypsin(Pt)BII)･-code,

1SGT125､の 118-126番の構造を採用した.

初期構造の構築,及び構造最適化計算は.Miyata等

の方法26､に従って,BI(XES[E]system.versionI.4

(NECC･().)を使用 して行った.

2-2-7 部位特異的突然変異の導入

部位特異的突然変異体作製の鋳型としては,発現プラ

スミド pM552または pM594を用いた.丁ミノ酸置換

に際 しては,匝換する塩基を中心として 5′側および 3′

側にそれぞれ12-15塩基含んだ25-･31塩基のすりゴマー
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Human FXd

BovineTrl,PSln

1 10 20 30 40 50
1 1 1 1 l I

IVGGQECKDGFJCPWQALLINEENEGFCGGTILSEFYILTAAHCLYQAKRF
■●■● ■ ● I ● ● ●●●● ●●●■

IVGGYTCGANTVPYC)VSLNS--GYHFCGGSLINSQWVVSAAHCYK--SGI

60 70 80 90 100

I l l I I

KVRVGDRNTEQEEGGEAVHEVEVVIKHNRFTKETYDFD=AVLRIJKTPITF
E:i-コ

QVRLGEDNINVVEGNEQFISASKSIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLKSAASL

110 120 130 140 150
1 1 1 1 l

RMNVAPACLPERDWAESTLMTQKTGIVSGFGRTHEKGIRQSTRLKMLEVPY

NSRVASISIJPTSCA-1一一一SAGTQCLISGWGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPI

160 170 180 190 200
1 1 1 1 l

VDRNSCKLSSSFI工でQNMFCAGYDTKQEDACQGDSGGPHVTRFKDTYFVT
●●■ ●● ●●●●●●●

LSDSSCKSAYPGQITSNMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGPVVCSG一一--KLQ

210 220 230
J l 垂

GIVSWGESCARKGKYGIYTKVTAFLKWIDRSMKTR
■●●●●● ●● ● ● ● ●●●●●● ● ● ■ ●■●● ●●

GIVSWGSGCAQKNKPGVYTKVCNYVSWIKQTIASN

Fig.1 AminoacidsequencealignmentoftheheaヽrychaiTIOfhumanFXaandtx)vine
trypsin.mletionsareindicatedbydashes.lndenticalresiduesarelat光Iled
(:上

を部位特異的突然変異導入用 りンカ一一として合成 した.

また,f℃Rのブラ[て-として mndⅢ ゾラ1'て- (5′-

ACGCAAGTTCACGTAAAAAGC-3′上 ScaIプラ1'

て- (5′-ACTATTGCACTGGCACrCTTA13′)およ

び pBREhmH Iプライ7- (5′-AC･GArrGCGrrCC

CXXr,TAGAG-3')を合成した.突然変異の導入は,Landt

i?'の方法27､iこ従い以下のように行った.すなわち.TN70

typeの 17ミノ酸置換改変体を作製する場合は,変異

導入周 りンカ-と Scalゾラ†て-とで 1stPCR を

とで 2ndPCR を行った.この遺伝子を Bamtilで

切断し,pM552の ScaI.･:lh m fiIsiteに導入した.

また.AN68typeの lpI'ミ/醸置換改変体を作製する

場合は,変異導人用 Hンカーと Hind m ブラ1'て-と

で 1stPCR を行い,得 i-1Iptた PCR 産物と PBR

EhmH Iプライマーとで 2ndPCR を行った.この遺

伝子を Hindm::■BamH Iで切断 して pM594の Hind

m./RamH Isiteに導入 した.また. 2アミノ酸置換改

変体は, 1置換アミノ酸改変体を鋳型として同様の方法

で改変 した.

得られた改変体 cDNA の塩基配列は,2-2-1と同 じ

方法で確認 した.改変体の発現 ･発現産物の構軌 物性

の確認および各種ブtjテIT一一ゼ阻害活性の測定は,それ

ぞれ2-2-2,2-2-3および2-2-4と同様の方法で行った.

2-･2-H8 改変体の酵素阻害定数 (kr.値)の測定

改変体のヒトFXaに対する Ar,値を以下のように測

定 した.すなわち.10.-･80nM 改変体と 0.7nM ヒト

FXaとを混合し,37℃,30分間静置した後,0.4-.1.6mM

となるように S-2222を添加 し,OD405nm を経時的

に測定 した.〟.値は Morrisollの方法281に従って算
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膵)

CHO

Fig.2 ′rhe primary structures ofLT1､1 (八㌦ R-O'jOTN70こIndRl)J20AN68(l即･

出 した .

2･.-2･一･････9 FXa 凝 固 時 Fiq(/T)測 定

FX欠乏血祭90.Hl 上終 濃 度 が 0.15-20.lLM (リころ

ように調製したR--Oヨô N68または改変体 10ILILTl

混合液に0.4U･mlc7うヒトFXa溶液 1(XIIElを添加し.

37℃で5分間放置後,25mMの Ca02を 100/Ll添加

し､フ(ブT)ン塊析出までLT)時間を COAGTEC′TTJI-600

(ErmalrlC.)を用いて測定 した.

3. 結 果

3ll R｣)20TN70および RII20AN68d)NA

のクローニングと発現プラスミドの構築

れがN末端の Alaか1-■'C末端cT)Leu まで,143個の

アミノ酸で構成されていることを示 した (Fig.2-A).

呈唾格l櫓5項項6 嘗砲7

著者は R一刀20TN7Oを78番目の 1tIlrから147番目の

Asnまで,また Rl)20AN68を80番tl]の AlaかlT)147

番目の Asn までと規定 し (Fig.2-B工 PCR によっ

て cDNA Cr)クロー-･･こンブを行った.すなわち.Rl)20

爵【卜7)I)'ミノ醸配列 ′トV-AI人-tl-N-Ⅰ.:Pより推測さ

して,既報･卜Lr)C末端付近Ll)相補配列を用いて.ヒト

の肝膳J)cI)NA library上;目早た.1ぎに.R--t120TN70

TN7Ocr)NA n上流に PhoAS.P.を接続 して.発

現7tlラスミドpM469に軌込品 PM552を作製 した (Fig.

て,N末端の2アミ/酸iこ対応する塩基を欠失させた-~7■~

うi'て一一を用いて Ⅰ⊃CR法により得た.この cDNA を

PSTI発現プラスミドである pM463に組込ム pM594

を得た LFlg.31.さi吊こ.pM552およ-L,F-pM594の Hind

Ⅲ::Ⅰbm_H I断片を取 里tJJL.塩基配列を決定 した結果,

ウr-一二ングされた cl)NA L'r)塩基配列かL.)推定 された

R-020'rN70および R-020AN68L･')-1'ミノ酸配列は.

Fig.2(ノ)78-147および80-ト17の~′'ミノ酸配列と完

全に 一致 した (Fig･.4).

.'ト2 大腸菌 JE5505株での分泌発現および培葺

上清中の トリプシン阻害活性

Rl)2nTN7()発現ブ;I/スミドphn52で大腸菌抹 Jl13505

を形質転換 させたのf-,,,分泌発現を行一一つた.約16時間培
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Fig.3 PlこISmid＼･eLltOrusedfortheextlression(1lR--020TN70aTldR-020AN68.

嚢後,培養混合物を遠心分線 し,菌体を沈殿させた後,

上清の トリプシソ阻害活性を測定 した. コソトロ-ルと

しては､pM552より RIO2OTN7OL二Tl構造遺伝 fl部分

のみを除去 したプラスミド pM553を同様に JE5505

で発現 させた培養上清を用いた.測定の結果,泥5505

(pM552)培養上清中にウシ トリプシソ阻害活性が漉度

依存的に認められ (Fig.5).培養上清中に トりブシン

阻害活性を有する物質が分泌されていることが確認され

養土滑車をニトリプシソ阻害活性が認められた (Dataは

示 していない),

3-3 培養上清からの精製

R-OヨoTN70は JI-･lI)505Ll)M5521LT)発現後の培養上

清約 射 を出発物質として,以下のように精製を行っ

た.すなわち,約 肌 の培養上清をこ80%飽和となるよ

うに硫酸アジモニウムを添加したのち,遠心分離によっ

て沈殿物を得た.こ(,Tl沈殿物を蒸留水に溶解 したのち,

限外/一過で 3mliこ濃縮 した. これを SephadexG50

カラムでL,ll-JLろ過 した (Fig.6-Al.そLT)結果,低分子

溶出画分に トリプシソ阻害活性が認められ,その画分を

20mM Tr･is-HCl べ ､リI77--I(pH8.51で1･1℃.-.-.一晩

透析後,MoIIOQ カうムに供 した. 卜りィ.Iン阻害活

＼与dacC-18カラムに供 した.その結果.28Onm LT)哩

光度で単一のピークと思われる活性画分が得られた (Fi欝.

Gi:1.--育.R一刀2()AN68 も同様LT)方法で精製 Lた.

:ト4 SI)S-PAGTE.アミノ酸配列分析および質量分析

R-020TN70の精製における各 ステ ･リブの活性画分

の-部を,16%の SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動に供 した.泳動後銀染色を行ったとこ7-.C18カニラ

ム溶出活性画分において分子量約8,(X)Oの位置に単-･LT)

･′ミンドが確認された (Fig.71.

次にこLIT)Rl)20TN70L')精製標晶の一部をプロテイ

ンシーーウェンサーにより解析 した結果, R--･02OTN70

X-NILIp-ト＼･LR-{'rp-X-R Lp7)配列結果が得Ltっ11.チ

より分 f一畳を算出 した結果.7703.9が得!､'れ 理論分

子量7703.7LJL_-･致 した.以 上二の結果か乙､-',この漂晶は.

目的とする R-･や20TN70であることが確認された.普

た.R-02OAN68も同様Lり方法で同定された.そこで.

これi､､の標品を楕魁標品として以下LT)実験に用いた.

:ト5 ウシ トリプシン阻害活性の測定

R｣〕20TN70および R-020AN68のウシ トりブシ

ン阻害活性を測定 したところ,R一刀20TN70および Rl)20

AN68は UTIと同様に濃度依存的(こ卜りブシンを阻

害した,以後,R一･･･020TN70および R-020AN68の

活性単位として.UTIの 1U:.■ml日司等のウシトりブ

シン阻害活性を(5-える濃度を lLT.･･:mlとして表すこと

とした.その結果 この精製 Rl)20TN70および R-020

AN68漂品の比活性は,約 8.仇X)LT..■mgであ--､た.
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-28
..i....13'TTI Scal

B莞 B誕

5'-AAGCTTAAAAAAGGGTATAAAATAAAATGAAACAAAにLACユATTGCACTGGCACTCTTACCG

:i!:･_､I.:.:･.i:r:''l∴･.:;こ.dI:sti.:∴.::Hl･二:1.∴一:I.

PhoAS.P,

-5 -l 1

TTACTGTTTACCCCTGTGACAAAGGCC

_''.r:∴∴.こL･l'･r:･･;I?.:二･･i,!ヾ I::,?

ACCGTC

ThTVa/

GCCGCCTGCAATCTCCCCATAGTC

:;I?:L･.三〔;目上 :･∴∴:ll;'3.:

CGGGGCCCCTGCCGAGCCTTCATC〔AGCTCTGGGc九丁丁丁GATGCTGTCAAGGGGAAG

･:rLi,::'.rI=.I.∴.<･打{-I-..t∴て亡∴ :-..'●'∵ 言.::-･:･':/.::.7;P､;..･'',i､∴l:I∴ヾ

TGCGTCCTCTTCCCCTACGGGGGCTGC〔AGGGCAÅcGGGAÅcAAGTTCTAGTCAGAG

:A.r).i'::.::P.I:.~一:ミ･.::.∴J､:I,:､∴.こ:.;l･..::r.:ト?I::I･上､∴､'■･.∴∴､･･,1‥

AAGGAGTGCAGAGAGTAGTGCGGTGTCCCTGGTCATGGTGATGAGGAGCTGCTGCGC

.:i,I:;.ニ{:‥!:;:.:∴ 十 古Ji/;'.i･{.;:rI､::...-:･J.:.I･㌦ニ:. て∴ _':.･ご▲∴ :恒

70 63mHI

T~CTCCAACTSACA.ACTGz;.ユーC,:-三I

PheSetAsn-･

Fig.4 Nucleotidesequenceanddeducedaminoacidsequenceofpl<lSmidpM552
C()dingR一刀20TN70.
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Fig.5 730ヽrinetrTrpSininhibitorTaCti＼･ityofthe
sur貯matantOfnT̂L=j505LpM552)andJE5505
(pM553).

3-づ ヒ ト FXaおよび ヒ ト血黄カリクレイン阻

害活性の測定

R一刀20TN70および R-020AN68精製操品を各活

性濃度に希釈 し, ヒ トFXaおよびヒ ト血祭カリタレイ

ソの阻害活性を測定 した.その結果,Fi欝.呂に示 した

よF)に,UTIでは非常に弱か-つた と 卜 FX(･lおよびヒ

ト血梁カリタレイソ阻害活性が Ⅰト020TN70および R瑠20

値は,それぞれ 42U.mlおよび 48U,:mlであL),R一刀2O

であった (Table1).従って,R-021)'rN70および R｣)20

AN68 は,UTIの第 1ド･/1ンが除去 さか単独の ドメ

イン構造で存在することによって, ヒトFXaおよび血

寮カリタレイソをこ対ずる阻害活性を示すことが新たに確

認 された.

3-7 ヒ トトリプシン. ヒ トプラス ミン, ヒ ト穎

粒球エラスターゼおよび ヒ トα-キモ トリプ

シン阻害活性の測定

R-020′rN70および R-02OAN68精製漂品の ヒ ト

トリプシソ, ヒトプラス ミソ, 吐 卜額粒球エラスタ-ゼ

および ヒ トα-キモ トりブシンに対する阻害活性を測定

した結果. ヒ トトりブシソ, ヒ トプラスミンおよびヒ ト

確粒球エラスヤーゼに対する R｣〕20TN70および Rl)2()

AN68 の阻害活性 (IC50)は UTlとはくま同等であった

が.〟-キモ トりブシソに対す る阻害活性は減少 してい

A
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感

on ュ

0

1

0 5

B
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O

Liv･o･03
o o.O?

0.01
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Time(hr)
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○

中

占 0 ･0 5⊂)

10 20 30
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40 5010 20 30
Time(min)
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Fig.6 SephadexG5O(A工 MonoQ (B〕andC18
re＼rersephase(CIchromatographyof
R--020'Ⅰ'N7().

Theft-actionshavingtrypsininhibitory
actiヽ･itiesWereindicatedbythestaJ-I-ed
brackets.

た (Table1).

3-8 酵素阻害定数 (̂',)の測定

R｣〕20AN68の ヒ ト FXaおよび ヒ ト血凍 カ り･ウレ

(ンに対す る阻害定数 K,を測定 した結果.Fig.9に

示 したように,R｣〕20AN68は両酵素に対 して括抗阻

害を示し,〟.値はそれぞれ 4.0×10~TM および 3.7×10~T

M であった.FXaに対す るこの r̂,値は現在知 られて
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(o/,.) PIasmakallikrein

1 10 100

Concentration(U,I:ml)

1000 1000

Concentration(U!i'm))

L､illl→ 卜 :-I ･･l l H ､､････ ､､････ …; ･い ii:ll. ､-t
kallikrein

●,R-()20TN70 亘 1. R -020AN68;▲.し:,ll

Table1 Tnhibitoryacti＼,itiesofRl)20TN70.
R-OヨoAN68andLTTIonserinepro-
teases

Rnzymes IC50(Ulml)
U TIR｣〕?OTN7OR1〕20AN68

FXa >300 42 38

Plasmakallik rci > 1000 48 42

TrYpsin 0.7 0.3 0.3

Plasmin 90 86 66

Leuk(ーCyteelastase 380 7(ー0 60()

いる特異的な蛋白性の FXa阻害剤の p̂.値29)30-に比

べて 102--103大きいたれ さ吊こ強い阻害効果を得る

ためiこ部位特異的な遺伝子改変を試ふた.

3-づ R･叫20TN70およびヒトFXaのモデリン

グ

改変部位を決定するために,R-1020TN70とヒトFXa

の複合体の立体構造のモデりンゲを行った.すなわち,

f3Prrlとウシトり7L'シンとの複合体のX線解析座標を使

用して 13IOCESl:E]system で R-OヨoTN70とヒト

FXaの複合体を1:::iJ-ごりングした (Fig.101.モL/')結果,

Rl)20'rN70(ハ19番目LT)Glnおよび46番目cT)Tlrrに

およびL18番EJの Lysであり.Rl)20TNT()の19番目お

よび46番目のアミj蟹をそれぞれ塩基性および酸性のア

ミ/酸に改変することで静電的な相互作用がさL:･)に強固

になることが推測された.そこで 19番目の Glnを Lys

または Argに,116番目(T)Tl･rを Aspまたは Glu

iこ置換することを試ふた.

3-10 改変体の作製および FXa阻害活性の測

定

部位特異的突然変異法を開いて,R-020TN7Oまた

は R-020AN68を鋳型として19番目の GIIIL')Lys

暦換体 Q19K および Arg置換体 Q19R を,46番目の

Tyrの Asp置換体 Y46D および Glu置換体 Y46E

4種類の二置換改変体を作製 した.これらを2-2-2の方

法iこ従--'て発現させ,精製 した.さ吊こ,2-2-3の方法

をこ従って閣産後,2-2-4の方法に従って各種酵素をこ対す
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Ki=4.Ox10･7M
50Oia)

40>＼ 30■~ 2010 E) 0.4mM

00_8mM

▲ 1.6mM

10 20 30

1nhibitorConcentration(x10-7M)

Ki:3.7x10-7M

30> 20 0ヽヽP 10 (也)

■ 0,4mM

+ 0.8m

▲ 一.6rnト1

lnhibitorConcentration(xlO~7M)

E･iil.LI･い､･､.･い.･･-･I-･･l ･ ､‥ ､.: ･･ ･･-- い･. ･ ･~･一二･l･-:･
AN68.

る阻害活性を測定した tTable21.ここで.R-カ20TN70

および R･--020AN68は比活性が同しこであるが,改変体

はそれぞれ比活性が異なるたれ IC50値は nM で表わ

6倍.二置換改変休では1ニト 23倍阻害活性が上昇した.

3-11改変体の阻害定数 (fir,値)の測定

最も阻害活性が上昇 した二置換改変体 Q19K.､YJ16D

の rIXaiこ対するA,.値を測定した結果 Ar.値は 7.OxIO~9

M であり,R｣)20A_N68の P̂.値 4.0×10~7M に比

べて約 1･60に阻害定数が減少した.
3-12 改変体の FXa凝固時間

と比較 した.Fig.ll'',こ示 したように,凝固時間を50

%延長させるのに必要な R-OヨoAN68および Q19K:

Y46D の濃度はそれぞれ 6.4fLM および 0.:1/1FLM で

あった.

4. 考 察

し了Tlは,Fig.2-A に示 したように,143個のアミ

ノ酸かL､)なる糖蛋白質であi)Kunitz様 インヒビタ--

ドメfンが5ri.'ミノ酸を介して2個接続されている.普

ぞれが,UTlの各種酪索に対する阻害活性や種 々LT)生

理作用のいかなる部分を担っているのかを明らかにする

ために.まず. トリプシン阻害活性を有する2番目の ド

メ[ソを単離 し,その酵素阻害-Lベ'7卜′Lの測定を試ム

Table2 IC50 ＼･aluesofR一刀20variants
onhumanFXa

Variants lC50 (nM) Type()fR｣)20

R-020 900 TN70,AN68

Q19K 240 TN70

Q19R 320 AN68

Y46E 150 TN7()

Y46Ⅰ) 150 AN68

Q19K/Y46E 71 AN68

QlgR/Y46E 68 AN68

Q19K十Y46D 39 AN68

QlgR/Y46D 59 AN68

た.

UTlの cDNA は肝昧由来の cDNA library より既

に.'Jl3-ニンブされており.その構造は αlM のC末

端iこ2個の Arg を介して連結されていることが報/A-1さ

libraryより.Rl)20TN70および R一刀20AN68CDNA

を得た.次に,Rl)20TN70および R｣〕20AN68を

大腸菌の菌体外へ分泌させるため.著者r'が以前に FSTI

を大腸菌の菌体外-分泌発現 させたシステム11)を用い

た.すなわち,まず Rl)20TN70および R｣)20AN68

cDNA の上流に PhoAS.P.を接続 し, 卜リブト77･

ンプロモータ-を有する発現べ'Jタ-････--挿入し,pM552

および pM594を得た. つぎに, この pM552および
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pM594で外膜 りボ蛋白質が欠損 した大腸菌 JE5505を

形質転換する二日こよって.Rイ)2OTN70および R-勺20

AN68を菌体外へ分泌させることに成功 した.

この R一一020TN70および R--020AN68を精製 し,

各種酵素に対する阻害スベ_I)卜′Lを U′rlと比較 Lた結

栄,UTlではほとんど検出されなか-.,た FXaおよび

LJTIが有 していたヒト卜りブシン.ヒトプ:i-<ミンお

よびヒト蒋粒球エラスタ-ゼに対する阻害活性はほとん

ど変化しなかった.なお,Rl)20TN70と R一刀20AN68

において各穐酵素に対する阻害活性はほは同等であった.

これらの結果から,UTIの第2ドメインに存在する各

種酵素に対する阻害活性の一･一部が第 1ドメインの立体障

害によって隠解されていた可能性が考えられた.こLT)可

能性は,UTIと同様に Kunitz様 インヒビ々- ドノ[

ンを有する卜りプ71夕子ン8､や TFPT9さが FXaを阻害

することか(-)も示唆された.すなわち, トリブス々+ン

は､単一の ドメインで構成されているため.立体障害は

起こらない.また,TFPIは3個の ドメ(ンが接続され

2番目の ドメインiこFXa阻害活性が存在するが,1番

目および3番目の ドメインの間に,それぞれ20および41

個の-I'ミ/酸が挿入され 立体障害が!_.iこしにくい構造に

な一'ていると思わJtた.

新たに阻害活性が検出さItた血紫カ))F'LTン札 血

は,内閃糸および外閃系両准陸】経路の共通部分に位置す

る酵素でプロトロンビンを卜r.-ンビンに活性化する.U′Ⅰ､Ⅰ

の第2ドメ(ンが,これと▲-の酵素を阻害することは,血

液凝固系をこ作周を示すことが考えられる.事案,最近,

FXaの特異的な阻害剤として発見されたヒノし由来の

jutistatin(ATSl129､や すこ由来C')TickAnticoagulant

PeptideLTAP)30､が,サJLの播種性血管内海幽症候群

(DisseminatedlntravasculaI･Coとigulation.DIG)千

デルに対して有効性を示すことが報告されている3i)32)

ATSおよび TAPの FXaに対する '̂.値は.それぞ

れ 3×10-10M および 5×10~10M であり30､33､,R-020

AN68の FXaに対する '̂.値 4×10~Tiこ比べて著 し

く強い阻害作用を示す. そこで, 著者は Rl)20TN70

および R｣)20AN68の FXa阻害活性を上昇させるこ

とを目的としてアミ/酸改変を試ふた.すなわち.R一刀20

TN70と FXaとの立体構造モデ′Lをもとに,両者の結
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合が強固になるように改変する位置を決定 した 酵素と

その阻害物質の相互作用を立体構造モデルから推測する

ためには,それぞれの物質のX線解析や.両者L')複合体

〔二'IX線解析が必要であるが,R-020TN7()およびヒト

FXaはともに今だに三次元構造が決定 されていなし､.

そこで著者は,ヒトFXaのH鎖とウシトリプシソとの

アミノ酸配列のホモロジーが高いことおよび BPTIと

ウシトリプシソの複合体のⅩ線構造解析がすでになされ

ていることに注E日､て BI)′rlJIウシト117LlシンとcT)複

合体の構造をもとに BI(ユニtS [E]system を用いて R瑚20

TN70-FXa複合体のモデリソグを行った.このような

7'ブtl--+甘 開いた system は取なるものの.すで

に MadisoT1ll-によ･-,て改変 卜Ⅰ)A を作製するのlこ用

いられており,彼らは も-PA とその阻害物質である PAl1

1LT)相互作用部位を推定 し,その部位の相互作用を弱く

するように改変を行うことにより PAト1による t-PA

分子の不活性化の回避を試みている3隼 著者は,モデ

リングした複合体の構造から R一刀20TN70および FXa

の相互作用部位を推定 し,静電的相互作用が強くたるよ

･',に19位と46位を改変 した.その結果,FXa阻害活性

が非改変体に比較 して IC50値で3-6倍強い改変体が

得られた.さらに,これらを組み合せた2アミノ酸置換

改変体では,王C5｡値で13-23倍強い改変体が得られた.

また,阻害作周が最大となった Q19K/Y壌6D の K右億

は R1020AN68LT) '̂,値に比べて約 1■60と在--_lてお

り,明らかにアミノ酸改変によって阻害作用が強 くなっ

たことが確認された.この結果は,氏-020TN7000FXa

複合体のモデリングの精度が高かったことを示すもので

示 した 1つの例と言えようBこのようをこ,分子全体の構

造から酵素と阻害剤がより強固に結合するように改変す

ることはヲ阻害物質の活性上昇のアプロ-チとして可能

性があ;).また強閲に結合させるため(･')相引乍用として

静電点相互作用が 1つの faetorとして有用であること

が示された.

最後に,FXaに対する阻害活性が最大に上昇 した

Q19K.::Y46D の抗血栓作用を評価するために.FXa凝

固時間を Rイ)20AN68と比較 した.凝固時間を5006/延

長させるのCこ必要な Q19K:■Y46D〔')濃度は､R-1120AN68

(/T)約 1:15であり,改変によってより抗血栓作用が強い

物質が得られた.UT王は現在,その トリプシソ阻害活

性やエラスタ…ゼ阻害活性のためをこ輝炎や急性循環不全

治療薬として使用されている.R-020改変体は､ 卜l)

プシソ,エラスターゼおよびプラスミンに対する阻害活

性を維持 し,かつ新たに FXaに対する阻害作用が賦与

されているので,i)lC 等に対する抗凝固剤としての適

用拡大が期待される.

稿を終えるに当たり,御指導,御校閲をいただき

ました木南 凌教授に心から感謝致 します.また.

立体構造のモデりンゲを御指導いただきました北里

大学薬学部晦LLJ秀明教授に深謝致 します.
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Fig.7 ST)S-polyactl,lamidegelelectt-ophoresjsofRIOコOTN70puI･ified
fTOm CulturedsupematantofJE5505(PM552).Lane1,mole-

cularweightmarker(17.2kDmyoglobin,14.6kDmyoglobin
王andII,8.2kD myoglobinI,6.4kD myogiobinII);lane2,
culturedsupernatarユtOfJE5505(PM552);lane3,eiuatefrom
thesephadexG50gei紺tra七重oncolumn;lane4,eluatefrom

theMonoQ column;lane5,RTO20TN70Pur汀iedbythe
VydacC18Column.About0.2相 PrOteinwasloadedoneach
laneofa16% polyacTylamidegel,whichwassubseqentlystain-
edWithsil＼･er.

Fig,10 A modeLoftheinteractionbetween氏-020TN70andFXa

basedonthestructureOfthecomplex between bovine
pancreatictrypsinandBPTI.


