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論文の内容の要旨

　カルモデュリン（CaM）は真核細胞に普遍的に存在するユ48アミノ酸からなる酸性蛋白質である。細胞内カル

シウムイオン（ca！十）濃度が上昇するとcaMはca2＋と結合し，このca！十結合型caM（ca2＋／caMl）が標的酵

素を活性化することにより様々な生理現象を調節する。CaMの標的酵素は30種類以上知られているが，それら

のCaM結合部位のアミノ酸配列には明確な相同性は見られない。本研究は，Ca2＋／CaMと標的酵素のCaM結合

配列を有するペプチド（標的ペプチド）との複合体，および阻害剤との複合体の立体構造を主に核磁気共鳴

（NMR）スペクトルを用いて解析することにより，Ca！十／caMの分子認識の多様性について考察することを目

的に行ったものである。

　Ca2＋／caM依存性蛋白質リン酸化酵素活性化キナーゼ（CaMKK）のCa1十／caM結合部位のアミノ酸配列は，

これまでに標的ペプチドとca2ヰ／caMとの複合体の立体構造が報告されているミオシン軽鎖キナーゼ（帆cK）

およびCa！十／CaM依存性蛋白質リン酸化酵素皿（CaMlKH）と明確な相同性が見られない。そこで，NMRを用

いてCa！十／CaMとCaM－KKの標的ペプチドとの複合体の立体構造を解析した。その結果，Ca2＋／CaM複合体中

で，CaM－KKの標的ペプチドはN末端側のトヘリックスとそれに続くヘアピン状ループを形成しており，これ

までに解析されているMLCKおよびCaMK互Iとの複合体とは異なる構造をとっていることを明らかにした。また，

ペプチドの結含の向きはMLCKおよびCaMKII複合体と逆であり，主に静電的相互作用により結合の向きが決定

されることを示した。

　次にCaM阻害剤の一つであるw－7のCa2＋／CaMへの結合様式およびca2＋／CaMの分子認識の多様性を明らか

にすることを目的として，NMRによるCa2＋／CaM－W－7複合体の立体構造解析を行った。その結果，W－7はCa2＋

／caMの各ドメインの疎水性ポケットにユ分子ずつ結合しており，ca2＋／caMの疎水性アミノ酸側鎖とw－7のク

ロロナフタレンの間の相互作用が主として複合体を安定化していることを示した。W－7との相互作用により最も

顕著に化学シフトが変化しているのは，各ドメインの疎水性ポケットに4個づつ存在するMletの側鎮である。コ

ンフォメーションの柔軟性が高く，電子密度の高い硫黄原子を側鎖に有するMetが疎水性ポケットに集中してい

ることで，このポケットは様々な疎水性分子と結合する性質をもつと考えられる。

　さらにx線小角散乱により，ca！十／CaM－w－7複合体は水溶液中で球状構造をとることを示した。w－7添加時

のNMRスペクトルの変化から，この球状構造はドメインリンカーが折れ曲がることによることを明らかにした。
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　Ca！一／caM－w－7複合体の立体構造上の知見を基に，w－7の末端のアミノ基ともう1分子のw－7の末端のア

ミノ基とをリンカーを介して共有結合で結んだ新規CaM阻害剤をデザインした。そこでリンカーの構造の異な

る一連の化合物の合成およびアッセイを行い，W－7より75倍阻害活性の高い化合物が得られた。2つの化合物に

ついてca＝三十／caMとの相互作用をNMRなどを用いて検討した。

　以上の結果から，Ca！十／CaMの分子認識の多様性について以下の結論を導いた。Ca1十／CaMは水溶液中で疎水

性ポケットの局所的な相亙作用により伸びた構造から球状構造へと変化し，標的ペプチドを包み込む。疎水性ポ

ケットにはMetが4個ずつあり，様々な分子を受容できる。また，Ca！十／CaMと標的ペプチドとの分子間の相

互作用は，両ドメインの相対配置を調節することにより最適化される。その結果として，最適な標的ペプチドの

コンフォメーションが誘導され，Ca！十／CaMへの結合の向き，結合に関与する配列の長さにも多様性をもたら

す。このような機構により，ca！十／caMはアミノ酸配列上相同性の低い多数の領域を認識する。

審査の結果の要旨

　本研究は，カルシウム結合型カルモデュリン（Ca！十／CaM）のもつ標的酵素あるいは阻害剤認識の多様性を，

主にNMRを用いて明らかにすることを冨的として行ったものである。

　Ca！十／caM依存性蛋白質リン酸化酵素活性化キナーゼ（caMKK）のcaM結合部位由来ペプチドとca～十／caM

との複合体の立体構造解析では，Ca！÷／CaMの新たな分子認識様式を見出した。特に，CaMKKペプチドのCa！十

／CaMへの結合の向きは既知の複合体とは逆であることを明らかにし，結合の向きが静電的相互作用により決定

されていることを提唱したことは，構造未知のCa1十／CaM結合配列とCa1斗／CaMとの相互作用を予測する上で

重要な発見である。また，CaM阻害剤の一つであるW－7との複合体の立体構造解析では，CaMの各ドメインの

中心にある疎水性ポケットにW－7が結合することを明らかにし，中でも各疎水性ポケットに4個ずつ存在する

Metが，疎水性ポケットでの分子認識の多様性に重要な役割を果たしていることを示した。X線小角散乱による

解析では，W－7の結合によりCaMは球状構造をとることが示され，亜鈴型から球状構造へのCaM1の大きな構造

変化がw－7のような低分子化合物で引き起こされている点が大変興味深い。さらに，ca2＋／CaM－w－7複合体の

立体構造に基づく新規CaM阻害剤のデザインは，今後のStmcture－Based　Drug　Desinの方法論として広く活用

されることが期待できる。本論文により，Ca！十／CaMの分子認識について立体構造的基盤を与えたことは非常

に意義深いものである。

　よって，著者は博士（学術）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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