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NMR Studies on the Structure‐Function Relationship

    of Yeast Sacchar07nyces ce7́ ぞvZSZ口¢Calmodulin

    （NMR法による出芽酵母カルモデュリンの構造と

    機能の相関に関する研究）

学位論文内容の要旨

  カルモデュリン(CaM)は、細胞内Ca2゙ 濃度の上昇に伴い、4個のCa2+イオンを結合して活
性化型構造へと変化し、非常に多くの標的酵素と相互作用することによりそれらの機能を
調節する。CaMの立体構造は、最初にCa2゙ 結合状態の構造がX線結晶構造解析によって解明
され、EF―ハンドと呼ばれるCa2゙ 結合モチーフを2つ含む球状のドメイン構造を、N末端部
とC末端部に持つ亜鈴型の構造であることが報告された。CaMは、脊椎動物、無脊椎動物、
高等植物、菌類など多くの生物種から単離されており、アミノ酸配列の相同性は90％以上と
非常によく保存されている。しかし、出芽酵母から、これらとは約60％の相同性しか持たな
いCaMが単離された。この出芽酵母CaM（yCaM）は、CaMと似たような立体構造を形成してい
ることが報告されてきたが、その機能面において、CaMとはまったく異なる特徴を示す。本
研究は、yCaMの構造をNMR法により解明し、その詳細をCaMと比較することにより、CaM
を含むEF―ハンドCa2゙ 結合夕ンパク質の構造と機能の関係について新たな知見を得ることを
目的に行った。その結果、N－ドメインのEF―ハンドに存在する、yCaM独特のアミノ酸残基
であるHis61がCa2゙ 結合の高い協同性と親和性に関係があること、yCaM特有のドメイン間
相互作用は、C―ドメインの構造を大きく変化させCa2゙ への親和性を増大させること、そして
yCaMの柔軟性に欠ける標的酵素結合部位は、yCaMが認識できる標的酵素を制限している
ことが示唆された。

第一章
  これまでに、報告されてきた、CaMとyCaMの構造と機能について簡潔にまとめた。

第二章
  NMR法を用いて、yCaMのN―ドメイン断片(77アミノ酸残基）の構造をCa2+結合状態とCa2+
非結合状態について解明した。Ca2゙ 非結合状態においては、二番目のCa2゙ 結合部位からロシ
ート構造にかけてCaMとは大きく異なっていた。これは、CaMではGlyである61番目のア
ミノ酸残基がy CaMではHisに置換されており、Hisの側鎖がループの内側に固定され、隣
接するpシートが歪んでいるためと考えられる。Ca2゙ 結合状態では、この歪みが取り除かれ、
CaM同様、安定な声シート構造を形成している。二つのCa2゙ 結合ループを繋ぐpシートがCa2＋
結合に伴って安定化することは、N－ドメインの高い協同性の理由のーっとなり得る。また、
Ca2゙ 結合状態において、標的酵素との相互作用に重要である疎水性面の構造に違いが見られ
た。CaMが多種多様の標的酵素を認識できるのは、この疎水性面に多く存在するMetによっ
Iて実現される柔軟性のためであると考えられている。しかしながら、yCaMの疎水性面は、
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LeuやIleとぃった大きく柔軟性に欠ける疎水性アミノ酸残基で構成されている。このこと

は 、 y CaMが 特 定 の 酵 素 し か 活 性 化 で き な い こ と の 主 な 理 由 と なり 得 る 。

第三章

  13C及び15N原子で二重標識したyCaM（146アミノ酸残基）に対して、複数の多次元異種核

NMR実験を行いCa2゙ 非結合状態の全共鳴周波数の決定を行った。その結果、主鎖を構成する
全 13C及 び isN原 子 の う ち 96%の 共 鳴 周 波 数 を 決 定 す る こ と に 成 功 し た 。

第四章

  第三章で決定した共鳴周波数に基づき、y CaMのCa2゙ 非結合状態の全体構造を決定した。
また、C―ドメインのCa2+結合能を欠損させた変異体E104Qに対して、Ca2゙ 滴定実験を行った。

Nードメインの構造は、第二章で決定したものと良く一致した。y CaMのC－ドメインは、Ca2＋
がーっしか結合できないが、CaMのC―ドメインと良く似た、ヘリックス―ループーヘリック
ス構造の対を形成していた。このN-ドメインとC―ドメインが非常に柔軟なりンカーで繋が
れており、これまでに報告されてきたようなドメイン間相互作用は観測されなかった。一
方で、E104Qの滴定実験から、N－ドメインヘのCa2゙ 結合に伴い、C―ドメインは、Ca2゙ 非結合
状態のままNードメインヘ結合し、構造を大きく変化させることが分かった。これまでの報

告から、これによって、C―ドメインのCa2＋への親和性は、10倍近く増大していると考えら
れる。y CaMのC-ドメインは、Ca2゙ 結合能が1つ欠損しているために、CaM同様にEF－ハン
ド間で協同的にCa2゙ を結合することはできない。そこで、かわりにNードメインとの協同性
を持つことで、Ca2+への高い親和性を獲得しているとぃえる。

第五章
  通常のEF-ハンドでは、ループの6番目のアミノ酸残基はほぽ例外なくGlyであり、Ca2＋
結合状態のループ構造を安定に保っために理想的であると考えられている。N-ドメインの2
番目のEF-ハンドにおいて、CaMではやはりGly61であるがyCaMではHis61である。それ

にもかかわらず、yCaMのN－ドメインは、Ca2＋への親和性がCaMのN-ドメインよりもむし
ろ高い。そこで、GlyがHisに変化したことによる不利を補うyCaM特有の機構があると予
測した。HisのpKa値を調べたところ、Ca2゙ 結合型と非結合型ともに通常よりも1ユニット
以上高い値を示した。Ca2゙ 非結合型では、第二章と第四章の構造解析の結果からHis61の側
鎖は、C―ヘリックスのC末端部と静電相互作用を形成していることが分かった。第二章の
Ca2+結合型の構造解析では、His61に関する構造情報が十分に得られなかったが、構造上、

C-ヘリックス上に存在するAsn49とAsn53の側鎖と相互作用し得る。これを確かめるため
に、AsnをAlaに置換した変異体を作成し、pKa値の変化を調べた。その結果、どちらのAsn
をAlaに置換してもpKa値の低下が見られたが、特にAsn53をAlaに置換した変異体におい
て顕著であった。これによって、Ca2十結合状態では、His61の側鎖はCーヘリックス表面の極
性基と相互作用していることが確認された。この相互作用により安定化されたEF-ハンドの
構 造 が 、 N-ド メ イ ン の Ca2＋ へ の 高 い 親 和 性 の 理 由 の ー っ と 考 え ら れ る。

  EF-ハンドにおける6番目のHisの側鎖は、Ca2゙ 非結合状態では、EF-ハンドを構成する最
初のヘリックスのC末端部と相互作用しているが、Ca2゙ 結合状態では、大きく方向を変え、

同ヘリックス表面の極性基と相互作用する。これによって安定化されたEF-ハンド構造によ
り、Hisでも高いCa2+への親和性を獲得できる。また、Ca2゙ 結合に伴う、この相互作用の切
り替えは、第二章で述べたロシート構造の歪みの解消とも連動し得るので、高い協同性の

理由となり得る。この機構は、CaMや他のEF―ハンドCa2゙ 結合夕ンパク質にも適応できるで
あろう。y CaMは、C―ドメインの高いCa2゙ への親和性を獲得するためにN―ドメインとの協同

性をもっが、その結果、yCaMは最終的に球状の構造を呈する。一方で、この球状の構造は、
CaMと同様の標的酵素への結合様式にとっては、不利であると考えられる。しかしながら、
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これらの詳細を明らかにするためには、Ca2゙ 結合状態のy CaMの全体構造、及び、標的酵素

との複合体の構造解析が必要であろう。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
NIVIR Studies on the Structure‐Function Relationship
    ●  ●
    of Yeast、Sacchar07nyces cerevzszae Calmodulin

(NMR法による出芽酵母カルモデュリンの構造と

    機能の相関に関する研究）

  カルモデュリン(CaM)は、細胞内Ca2＋濃度の上昇に伴い、4個のCa2+イオンを結合

して活性化型構造へと変化し、多くの標的酵素と相互作用をしてそれらの機能を調節す

る。CaMは亜鈴型の構造をしていて、EF-)ヽ ンドと呼ぱれるCa2+結合モチーフを2っ含

む球状のドメイン構造を、N末端部とC末端部に持っている。CaMのアミノ酸配列は、

脊椎動物、無脊椎動物、高等植物、菌類などの多くの生物種で非常によく保存されてい

て、90％以上の相同性がある。しかし、出芽酵母から単離されたCaM(yCaM)は、これ

らのCaMとは約60％の相同性しか持たないが、似たような立体構造を形成し、その機

能面では、CaMとは異なる特徴を示す。本研究では、yCaMの構造をNMR法により

解明し、CaMの構造と比較することにより、EF-ハンドCa2+結合夕ンバク質の構造と

機能の関係について新たな知見を得ることを目的とした。

  NMR法を用いて、yCaMのN-ドメイン断片(77アミノ酸残基）の構造をCa2+結合状

態とCa2゙ 非結合状態について解明した。Ca2+非結合状態においては、二番目のCa2+結

合部位からpシート構造にかけてCaMとは大きく異なっていた。これは、CaMでは

Glyである61番目のアミノ酸残基がyCaMではHisに置換されており、Hisの側鎖が

ループの内側に固定され、隣接するpシートが歪んでいるためと考察した。Ca2+結合状

態では、この歪みが取り除かれ、CaM同様、安定なロシート構造を形成する。二つの

Ca2+結合ループを繋ぐpシートがCa2+結合に伴って安定化することは、N．ドメインの

高い協同性の理由のーっと推察した。

  13C及びisN原子で二重標識したyCaM(146アミノ酸残基）に対して、複数の多次元

異種核NMR実験を行いCa2゙ 非結合状態において、主鎖を構成する全13C及びisN原子

のうち96％の共鳴周波数を決定した。これに基づき、yCaMのCa2+非結合状態の全体
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構造を決定した。N-ドメインの構造は、先に決定したN-ドメイン断片の構造と良く一

致した。yCaMのC．ドメインは、Ca2゙ がーつしか結合できないが、CaMのC．ドメイ

ンと良く似た、ヘリックス‐ループ・ヘリックス構造の対を形成していた。このN-ドメイ

ンとC．ドメインが非常に柔軟なりンカーで繋がれており、その結果ドメイン間相互作

用は観測されない事を明らにした。一方、C．ドメインのCa2+結合能を欠損させた変異

体E104Qに対して、Ca2十滴定実験を行なって、N-ドメインへのCa2+結合に伴い、C―ド

メインは、Ca2゙ 非結合状態のままN-ドメインヘ結合し、構造を大きく変化させること

を明らかにした。yCaMのC‾ドメインは、Ca2+結合能が1つ欠損しているために、CaM

同様にEF-)ヽ ンド間で協同的にCa2゙ を結合することはできない。その代わり、N-ドメ

インとの協同性を持つことで、Ca2+への高い親和性を獲得することを明らかにした。

  通常のEF-)ヽ ンドでは、ループの6番目のアミノ酸残基はほほ例外なくGlyであり、

Ca2゙ 結合状態のループ構造を安定に保っために極めて重要である。N-ドメインの2番

目のEFリヽンドにおいて、CaMではやはりGly61であるがyCaMではHis61である。

それにもかかわらず、N-ドメインでのCa2＋への親和性は、yCaMの方がCaMよりもむ

しろ高い。そこで、GlyがHisに変化したことによる不利を補うために、yCaMに特有

な機構があると予測した。HisのpKヨ値を調べたところ、Ca2+結合型と非結合型ともに

通常よりも1ユニット以上高い値を示した。Ca2+a~結合型の構造解析の結果は、His61

の側鎖がC゚ ヘリックスのC末端部と静電相互作用を形成することを示していた。また、

Ca2゙ 結合型の構造解析の結果から、His61はC．ヘリックス上に存在するAsn49と

Asn53の側鎖と相互作用し得ることを構造上予想した。これを確かめるために、Asn

をAlaに置換した変異体を作成し、pKヨ値の変化を調べた。その結果、pK。値の低下を

測定して、Ca2゙ 結合状態では、His61の側鎖はC゚ ヘリックス表面の極性基と相互作用し

ていることを示した。この相互作用によりEF-}丶ンドの構造が安定化され、N-ドメイン

のCa2+への高い親和性の理由を明らかにした。

  本研究では、yCaMのN‐ドメインのEF-/xンドに特有なHis61に起因するCa2+結

合の高い協同性と親和性、C‐ドメインとN-ドメイン間の相互作用、その結果生じるC‐

ドメインの構造変化とCa2＋への親和性の増大を明らかにした。これらの結果は、yCaM

以外のEFリヽンドCa2゙ 結合夕ンバク質にも適応でき、夕ンバク質の構造と機能に関し

て新たな知見を提供している。よって審査員一同は申請者が博士（理学）の学位を受け

るのに十分な資格を有するものと認める。
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