
    博士（理学）松浦  功
学位論文題名

カルモデュリンの標的酵素活性化機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  カルモデュリンは真枝生物に存在するCa2．結合量白貫で、Ca2．依存的に様々な酵
素と相互作用しその活性を調節している。本研究では主に蛋白貿化学及び蛋白貫工学
の手法を用いてカルモデュリンが標的酵素を括性化する分子機構について検討した。

  カルモデュリン分子はニっの球状ドメイン（ N-ドメインとc-ドメイン）とそれらを
っなぐー本のaヘリックス部分（セントラルヘリックス）からなり、  ニつのド．メイン
はそれぞれ更にー対のEF－ハンドと呼ばれるCa2゙ 結合ドメインからなっている。  カ
ルモデュリンは酸性アミ丿鹸を多く含み、分子金体では負に帯電している．また一般
にカルモデュリンのー次構造は様々な生物種間で非常によく保存されており、機能も
見分けがっかない（例えば本強文中でしばしば脊椎勣抽カルモデュリンの代わりに用
いた、軟体動物である帆立貝カルモデュリンの高次構造や機能は脊椎動物カルモデュ
リンのものと区別できない）。モの中で真枝生物の中でも最も下等である薗類に厩す
るパン酵毋（Saccharoiyces cerevisiae)カルモデュリンは例外的で、その一挟構造
は脊椎助物のものなどに比べて非常に異なっている。本文第ー部では酵母からカルモ
デュリンを精製し、  この様な一次構造の大きな違いがカルモデュリンの機能にどのよ
うな影響を与えるかを検討した。→般にカルモデュリン性1モル当り4モルの
Ca2．を結台するが、醇母カルモデュリンは3モルしか結合しなかった。多くのカル
モデュリンの様的酵素のうちからcAHPホスホジェステラーゼ（PDE>とミオシン軽鎖
キナーゼ（HLCK)を選んで醇母カルモデュリンによる活性化をニワトリカルモデュリ
ンによる活性化と比較した。 PDEでは最大活性くVIax)は両カルモデュリンで変わら
なかったがV rraxの1/2を与えるカルモデュリン濃度（Ract）は酵母カルモデュリ
ンの方が100倍以上大きかった。ー方、PILCKでは醇母カルモデュリンによるRact
が1，000倍以上大きい上、  Vmaxの著しい滅少もみられた。このように酵母カルモデ
ユリンに起こっているアミ丿酸残基の置換が二種類の酵素に対して異なる影響を与え
たことからカルモデュリンによるそれぞれの酵素の活性化機構は異なっている可能性
が考え6れた。
  そこで我々は酵母とニワトリカルモデュリンの機能の違いに関与する具体的な部位
及びアミノ酸残基を検討することによルカルモデュリンによる酵素活性化機構を明ら
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かにすることができると考えた。モのために酵母カルモデュリンとニワトリカルモデ

ユリンを出発材料として、遺伝子操作によりそれぞれのカルモデュリンのアミ丿酸残
基の入れ替えを行い、得られた変具体の錯性貫を調べた。モこで先ず露毋及びニワト

リカルモデュリンの遺伝子を組み込んだ発現プラスミドの構築と大腸菌内での発現系
の作成を行った。また、その系を使って、塩基特異的置換法及び遺伝子組み換えによ

り作製した種々のカルモデュリン変具体を得た。これらの結果は本文第二部で示され
る・

  次にこれらの窪異体の高次構造と畿能にっいて検討した。
  第三部では先ず酵母カルモデュリンの第四ドメインを取り除いた変異体が酵母カル
モデュリン同様1モル当り3モルのCa2．を結合することを示し、辞母カルモデュ

リンにお｀、てCa2゙ 結台能を失っているドメインが第四Ca2．結合ドメインであるこ
とを明らかにした。

  次に酵毋とニワトリカルモデュリンの第四Caa．結台ドメインを相互に交換した変
具体を作成し、それらのCa2゙ 結合とPDE及びHLCK活性化の測定、そして変具体の
分子全体としてみた表面の親水（疎水）性を評価するため、逆相カラムヘの保持時間

を瀾定した。その結果PDEの正常な活性化にはCaa゙ を結合することによるカルモデ
ユリン分子表面の大きな親水性の増加を伴う構遺変化が決定的に重要で、必ずしも第

四ドメインにCa2．が結合する必要がないことが分かった。一方FILCKに対しては
Ca2．を結台することによる分子表面の親水性の変化も必要だが、それ以上に第四ドメ
インヘのCa2．結合が童要であることが分かった。第四ドメインヘのCaを゛結台によ

る C-ド メ イ ン で の 局 所 的 な 疎水 性枝 の形 成が 重要で ある と考 えら れた 。
  第四部ではカルモデュリンの第四ドメイン以外の部分の様的酵素活性化に対する寄

与を爾べるためカルモデュリンを大きくN-ドメインとC－ドメイン、  及びモれらのり
ンカ一部分（セントラルヘリックス）という三つの部分に分けてニワトりと酵母カル
モデュリン間でそれぞれの部分を交換した変具体を作成し、それらの諳性貫を投言寸し

た。PDE活性化においては酵母カルモデュリンのCードメインをニワトリ型にするだけ
でホタテガイ（ニワトリ）型の活性化曲線を与えた。逆にニワトリカルモデュリンの

C-ドメインを醇母型にすると活性化は酵母型になった。従って第三部の結果と台わせ、
PDEの活性化に関してはC-ドメイン、特に第四ドメインの構造が特に重要であり、他
の部分の構造的制約は緩いという結諭に違した。tlLCKについてはC-ドメインばかり

ではなくN-ドメインやセン卜ラルヘリックスの交換によってもまたモれぞれの効果が
現れ、PDEの場台とは呉なった結果を与えた。HLCKの活性化についてはカルモデュIJ

ンの分子全体の構造の制約が強｀、と考えられた。

  以上のー
造変化を認
ン分子表面
ンにCa2・

連の研究を
繊して活性
の親水性を
が結合する

通してPDEはカルモデュリン分子表面の親水性の変化を伴う捕
化されることが示睦された。一方PILCKはPDE程カルモデュリ
認識していず、正常な活性化にはカルモデュリンの第四ドメイ
ことが不可欠であることがわかった。
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カ ルモ デ ュ リン の標的 酵索活 性化機 構に関 する餠究

  カルモ テュリ ンは、   細胞内 反応の 調節機能 に闘わ る代表 的なカ ルシウ ム結合蛋白質

であ り 、   分 干 量 17， uuuの 分 子内 に EP． ハン ドと呼 ばれる 構造を 持つ4っ のカル シウ

ムイオ ン結台サ イトを 含んで いる。  ホルモン等による外界からの刺激により、  休止状

態 で は u． 1pMで あ っ た 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム イ オ ン 潰 度 は 10メ M  に ま で 迅 速 に

上昇す る。  こ のよう なカルシ ウム灑度変化として伝えられた情報は、  カルモデュリン

の4つの サ イ ト への カルシ ウム結 台と蛋 白買分 子の立 体構造 変化を経 て、  酵素反応 の

迅速な カスケー ド展開 に結び 付けら れる。   カルモ テュリ ンの標 的とな る酵素 蛋白買は

20種類以 上知ら れてい るか、  カルモ デュリン かこれ らの酵 素をそ れぞれ 認識し、  活

性化す る分千機 構はま だ解明 されて いない 。

  本研究 は、  遺 伝子工 学的な 手法を 用いて酵 母カル モテュ リンの アミ丿 鹸を置換し、

得られ たカルモ デュリ ン変異 蛍白買 の性質 を調べ ること により 、  カル モデュ リンの酵

素活性 化機構の 解明に 取り組 んたものである。  諭文は四部からなり、  第ー部は出発物

貿とし ての酵母 カルモ テュリ ン分子 の性質 につい て、  第 二部は カルモ デュリ ン及びカ

ルモ テ ュ リ ン変 異 蛋 白 貿を 大 腸 薗 体内 に 産生 させる ための 発現シス テムの 作製に っい

て、  第 三部と 第四部 は得られ た変異 蛋白買 の性質 の検討 を中心 にまと められ ている。
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第 一 部 に 於 て は 、   バ ン 醇 母 か ら カ ル モ デ ュ リ ン を 精 製 し 、   脊 椎 動 物 の カ ル モ デ ュ リ

ン と 著 し く 異 な る こ と を 明 ら か に し た 。   ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 が 60％ し か な く 、   カ

ル シ ウ ム イ オ ン を 3モ ル し か 結 合 で き な い 等 の た め 、   脊 椎 動 物 由 来 の 標 的 酵 素 を 活 性

化 す る 能 カ が 低 い こ と を 示 し た 。   遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 を 用 い て 、   性 質 が は っ き り 異 な

る ア ミ 丿 酸 の 置 換 を 順 に 脊 椎 動 物 に み ら れ る 残 基 に 変 え る こ と で 酵 素 の 活 性 化 に 関 与

す る 部 位 が わ か り 、   酵 素 の 活 性 化 謹 構 が 解 明 で き る と 推 定 し た 。   こ れ に 基 ず ぃ て 、 第

二 部 で は 、   酵 母 カ ル モ デ ュ リ ン 、   脊 椎 勧 物 （ 鶏 ） カ ル モ デ ュ リ ン 、   及 び こ れ ら を 使 っ

た カ ル モ デ ュ リ ン 変 異 蛋 白 貫 を 大 腸 薗 体 内 に 産 生 さ せ る シ ス テ ム を 作 り 上 げ た 。

第 三 部 で は 、   ア ミ ノ 末 端 か ら 4番 目 の カ ル シ ウ ム 結 台 サ イ ト に 関 す る 変 異 カ ル モ デ

ユ リ ン の 性 貫 を 述 べ て い る 。   ま ず 、   酵 母 カ ル モ デ ュ リ ン で は こ の サ イ ト に カ ル シ ウ ム

が 結 台 で き な い こ と を あ き ら か に し た 。   し か し な が ら 、   こ の サ イ ト を 取 り 畭 い た 変 異

カ ル モ デ ュ リ ン で は 酵 母 カ ル モ デ ュ リ ン 同 様 に 3モ ル の カ ル シ ウ ム を 結 台 で き る に も

拘 ら ず 標 的 酵 素 を 活 性 化 で き な い こ と 等 か ら 、   酵 素 の 活 性 化 と そ の 特 異 な 高 次 構 造 を

保 っ た め に は こ の 部 分 が 必 須 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。   次 に 酵 母 カ ル モ デ ュ リ ン と

鶏 カ ル モ デ ュ リ ン の 第 4カ ル シ ウ ム 結 合 サ イ ト を 相 互 に 交 換 し た 変 異 体 を 作 製 し 、   そ

れ ら の カ ル シ ウ ム 結 合 と 酵 素 活 性 化 を 瀾 定 し た 。   ま た 逆 相 カ ぅ ム ヘ の 保 持 時 間 の 大 き

さ か ら カ ル シ ウ ム 結 合 に よ る 分 子 の 親 水 性 の 変 化 を 推 定 し た 。

第 4部 で は カ ル モ デ ュ リ ン 分 子 を 、   N－ ド メ イ ン 、   セ ン ト ラ ル ヘ リ ッ ク ス 、   C― ド

メ イ ン の 3っ の 部 分 に 分 け 、   鶏 と 酵 母 カ ル モ デ ュ リ ン の 間 で そ れ ぞ れ の 部 分 を 相 互 に

交 換 し た 変 異 体 を 作 製 し ‘ て 、   そ れ ぞ れ の 部 分 の 酵 素 活 性 化 に 対 す る 寄 与 を 枚 討 し た 。

以 上 の 結 果 か ら 、   ホ ス ホ ジ ェ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 化 に は 第 4カ ル シ ウ ム 結 合 サ イ ト を

中 心 と し た Cー ド メ イ ン の 構 造 、 が 重 要 で あ る こ と 、   ま た 、   カ ル シ ウ ム 結 台 に と も な っ

て 出 来 る 分 子 表 面 の 親 水 性 領 域 が こ の 酵 素 と の 相 互 作 用 に 重 要 で あ る こ と を 指 摘 し た 。

こ れ に 対 し て 、   ミ オ シ ン 軽 鎖 キ ナ ー ゼ の 活 性 化 に は C― ド メ イ ン だ け で は な く N－ ド

メ イ ン 、   セ ン ト ラ ル ヘ リ ッ ク ス も 含 め た 分 子 全 体 の 構 造 の 制 約 が よ り 太 き ぃ こ と 、   4

っ の カ ル シ ウ ム の 結 台 が 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

申 請 者 は 、   カ ル モ デ ュ リ ン 分 子 の 異 な る 領 域 が 異 な る 標 的 酵 素 を 認 識 し て 活 性 化 す

る と い う 考 え 方 を 提 出 し た 。   こ れ は カ ル モ デ ュ リ ン の 酵 素 活 性 化 機 構 の 解 明 に 重 要 な

提 案 で あ り 、 審 査 員 一 同 申 請 者 は 、   博 士 （ 理 学 ） の 資 格 を 得 る に 十 分 で あ る と 認 め た 。
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