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論文内容の要旨

[目的]

BST- 1/CD157 は CD38、 AplysiaADP-ribosy1 cyclase のホモログであり、細胞外に NAD を基質として cyc1icADP

ribose と ADP ribose を産生する酵素活性を、さらに cyclic ADP ribose から ADP ribose を産生する酵素活性を持つ。

また、抗体刺激により細胞内でリン酸化される蛋白質が検出されるなど、シグ、ナル伝達に関与するレセプターとして

機能することが明らかになっている。我々は、一つの蛋白質がいくつかの酵素反応を引き起こすことに興味をもち、

なかでも、産生物の一つで、ある cyclic ADP ribose が Ca 放出に関与するセカンドメッセンジャーとして働くことから、

これらの酵素反応の触媒機構の解明を試みた。

[方法ならびに成績]

l.CD157 (リガンドフリー)の結晶構造解析

精製された CD157 を、 10 mg/ml まで濃縮し、結晶化はハンギングドロップ法により硫酸アンモニウム、硫酸亜鉛

を含むクエン酸バッファーを用いて、 293K の条件下で、行った。データ測定は、 X線によるダメージを防ぐため、結

晶を glycerol を含むバッファーに浸し、 100K のクライオ気流中で、行った。その結果、高分解能側が 2.5 Aまでのデ

ータを集めることができた。強度データの処理はプログラム DENZO/SCALEPACK を用いて行い、非対称単位中に

2 分子存在することが分かつた。構造は多重同型置換法と、異常分散効果により決定された。重原子置換体の作製に

はプラチナ、オスミウムそしてセレンが用いられ、プログラム SHARP を使って位相計算を行った。結晶中のセレン

の位置から非結晶学的対称性平均化を行うことでさらに位相が改善され、プログラム QUANTA98 を用いてモデルを

作製した。モデルの精密化はフ。ログラム CNS を用いて行われ、最終的にモデ、ルの信頼度因子 (R-仕ee) が 25%の構

造を決定した。

2.CD157 と基質アナログ (Nicotinamide 、 NMN、 ATPγS、 ethenoNAD 、 ethenoNADP) との複合体の結晶構造解

析
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CD157 と NMN、 ATPγS、 ethenoNAD、 ethenoNADP との各複合体の結晶化はリガンドフリー時とほぼ同様の

条件下で行い、 Nicotinamide との複合体の結晶化は PEG4K を含むクエン酸バッファーを用いて、 293K の条件下

で、行った。データ測定は、リガンドフリー時と同様、各結晶を glycerol 又はグ、ルコースを含むバッファーに浸し、 100

K のクライオ気流中で、行った。その結果、高分解能側が 2.1-----3.0 Aまでのデータを集めることができた。データ処

理はプログラム DENZO/SCALEPACK を用いて行い、それらの構造は、リガンドフリー時の構造をサーチモデ、ルと

して、分子置換法により解析された。モデ、ルの精密化はプログラム CNS を用いて行われ、最終的にモデルの信頼度

因子 (R企ee) が 23.2-----25.8%の構造を決定した。

[総括]

CD157 のリガンドフリーの構造と基質アナログとの複合体構造から基質認識部位を同定することができただけで

なく、触媒機構を推察することができた。それらの構造から、 CD157 のもっすべての酵素反応は、オキソカルベニウ

ムイオン中間体を介して進行することが推察された。 CD157 は二量体構造をしており、そのサブユニットは 2 つのド

メインからなる。ドメイン間にはクレフト構造が存在し、基質である NAD はそのクレフト内にある Trp 77 、 T叩 140、

Glu 178 によって、主に認識されると思われる。また、 Trp 77 、 Glu 178 は SN1 型反応の反応中間体を安定化し、 Trp

140 はアデニン環と相互作用することで cyclase 反応において重要な役割をもっと思われる。さらに、これらのアミ

ノ酸残基は cyclase family 間で保存されているため、 cyclase family のあいだで共通の酵素反応機構が解明されたと

言える。

論文審査の結果の要旨

BST- lICD157 は CD38、 AplysiaADP-ribosyl cyclase のホモログであり、細胞外に NAD を基質として cyclicADP

ribose と ADP ribose を産生する酵素活性と cyclic ADP ribose から ADP ribose を産生する酵素活性を持ち、 IP3 受

容体を介さない細胞内 Ca 放出に関与する分子として注目を集めている。また、抗体による架橋刺激により細胞内で

リン酸化される蛋白質が検出されるなど、シグナル伝達に関与するレセプターとして機能することが示唆されている。

本論文では、 CD157 の酵素活性の触媒機構を解明するために結晶構造解析を行った。

ヒト CD157 の細胞外領域を昆虫細胞・パキュロウイルスの系を用いて発現させ、精製、濃縮を行い、結晶化を試み

たが成功しなかった。 SDS-PAGE 解析を行った結果、分子の不均一性を示したので、部分的に糖鎖を欠損した変異

体を作製し、各変異体について ADP-ribosyl cyclase 活性と ADPR hydrolase 活性を調べ、 Asp 160 に付加される糖

だけを残した変異体が、不均一性がなく、かっ、それらの酵素活性を保持していることを明らかにした。この変異体

を用いて結品化に成功し、構造解析を行った。

まずリガンドフリー型での構造を多重同型置換法によって決定した結果、 2 つのドメインから成る二量体構造をと

っていることを明らかにした。次に、基質アナログ (Nicotinamide 、 NMN、 ATPγS、 ethenoNAD、 ethenoNADP)

との複合体の構造を、リガンドフリー型の構造をサーチモデ、ルとして、分子置換法により解析した。これら一連の構

造解析から、基質結合様式と酵素反応の触媒機構を明らかにした。即ち、基質である NAD は、クレフト内にある Trp

77 、 Trp 140 、 Glu 178 によって、主に認識され、 Trp 77 、 Glu 178 は SN1 型反応によって生じる反応中間体を安定

化し、 Trp 140 は cyclase 反応で、アデニン環を呼び寄せる役割があることを明らかにした。さらに、これらのアミノ

酸残基は cyclase family 間で保存されていることから、本論文により cyclase family で共通の酵素反応機構が明らか

となった。

以上の研究は学位の授与に値すると考えられる。
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