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論文内容の要旨

【目的】

ATP 感受性カリウムチャネル (KATPチャネル)は細胞内の代謝状態と細胞膜の興奮性を結びつける内向き整流性

カリウムチャネルである。 KATPチャネルはスルフォニル尿素受容体 (SUR) とポアを形成する Kir6.0からなる異種

八量体でチャネルの薬剤持性は SUR が担っている o SUR には 3 種類 (SUR1、 SUR2、 SUR2B) が単離されている

が、その中で SUR2A と SUR2B は splicing variant であり C 末端の42アミノ酸 (C42) を除き全く同一のアミノ酸

配列であるが細胞内 ADP に対する活性特性は異なっている。 SUR には二つのヌクレオチド結合ドメイン (NBD)

があり、二番目の NBD (NBD2) に ADP が結合することでKATPチャネル活性化することが解っているが、最近我々

は SUR2A、 SUR2B からなる KATPチャネルの ADP に対する反応性の違いに C42が重要な役割を担っていることを

見出した。その NBD2内で C42がチャネル活性化に関わる機構を構造的に理解するため SUR のキメラおよびミュー

タントを用いた電気生理学的検討およびホモロジーモデルによる検討を行った。

【方法】

二次元構造予測をもとにキメラおよびミュータント SUR を SUR2A と SUR2B の C42の間で作成した。それらの

SUR を Kir6.0 と HEK293T 細胞に共発現させて KATPチャネルの ADP による活性化を inside-out patch 法で測定し

ADP 濃度依存性を調べた。チャネル活性化のグラフから Hill fitting を用い最大活性 Vmax、 ADP の活性化の EC50

とその SUR2B の EC50との相対比 ECso ratio を計算し比較検討した。また、構造構築ソフト Modeller 4を用いて、

ABC 蛋白スーパーファミリーの細胞内ドメインである HisP の構造を鋳型に SUR2A と SUR2B の NBD2ホモロジー

モデルを作成した。モデルを評価するため PROCHECK を行った。また別の ABC 蛋白の細胞内ドメインである

MalK と MJ1267からホモロジーモデルを作成しモデル聞の違いを RMSD にて検討した。作成した NBD2モデルと

測定結果から C42 と ADP を結合する Walker A モチーフ (WA) との相互作用を検討した。

【結果】

1. SUR2A の Vmax は --0.15で、 ECsoratio-- 9 と SUR2B の Vmax は--0 .43で EC50r叫10 は 1 で特に低濃度の反応

性に違いがあり、反応性の高いものが SUR2B type で低いものが SUR2A type と判定できた。このときモデルから
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C42は WA の後面で接していることから、 C42が NBD2に対する ADP の結合性に関わる可能性が示唆された。

2. C42は α ー β ー β ー α 幽 α という二次元構造が予測されるが、キメラ解析を行った結果、 C42の中で中央の β-β ター

ンの構造が SUR2A type と SUR2B type の差異を決定するサイトであると推定された。

3. PROCHECK と RMSD の検討からモデルは C42 と WA との相互作用を検討するのに適切であると考えられた。

4. ミュータント解析の結果、 C42上の β ー β ターンに電荷を持つ残基 (SUR2A では Ser と Glu、 SUR2B では Lys

と Arg) があり、 WA 辺縁に位置する Arg は近距離に位置することから、 C42が静電的に WA の構造を変化させう

る。しかし C42上の電荷を持つ残基が静電的に WA に影響するにはさらにそれらを前後で取り囲む疎水性の 5 残基

が必要であった。

5. ミュータント解析の結果、 WA上の二つの正電荷をもっ残基 Arg と Lys は NBD に ADP が結合する際、適切

なポケットをつくるために重要な残基で、特に Arg を介して C42が静電的に WA の構造を変化させる可能性が示唆

された。

【総括】

C42は電荷を持つ残基を含む領域を介して静電的に WA の形状を変化させ、 NBD2の ADP 結合性を調節し、 KATP

チャネルの ADP による活性化に影響する。このことにより、 SUR2A と SUR2B からなる KATPチャネルの ADP に

対する反応性の違いに C42が関与する機構が明らかになった。

論文審査の結果の要旨

本研究は、細胞のシグナル伝達上非常に重要な経路である、細胞内代謝状態と細胞膜興奮性を結びつける ATP 感

受性K+チャネル (KATPチャネル)の構造活性相関についてとりくんでいる。 KATPチャネルは多くの細胞に存在する

異種八重体の蛋白で、 sulfonylurea 受容体 (SUR) とカリウムチャネル Kir6.0からなる。 SUR は糖尿病治療薬や血

管作動薬のレセプターであり、臨床上も重要な蛋白質である o そのチャネルの細胞内 ADP に対する反応特性は各々、

SUR サプタイプで異なることが解っているが、そのメカニズムは不明であった。本研究では、分子生物学的キメラ

ミュータントスタディーと電気生理学的実験手法とを組み合わせ、 SUR の細胞内 ADP に対する活性特性上重要な

残基を系統的に特定し、またホモロジーモデリングという構造生物学的手法を応用してその残基の構造的意義を考察

している。これは今後発展すると思われる構造機能ゲノムを実践している。これらの手法の開発によりレセプターの

構造活性相関が 3 次元構造に基づいてより具体的に解明され、薬剤の副作用発現機序の理解や薬剤の新規開発を可能

にするという意味で今後の医学において重要な業績といえる。したがって、本論文は学位授与に値するものと認める。
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