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X-ray solution scattering data from calmodulin have been measureι 

We propose a model for the interaction of calmodulin and mastoparan 加sed on the scatterｭ

ing data. 

Proposed model is characterized ち y a large bend in the central helix of calmodulin which 

me品ns the large conformational changes �duced by the relative approach of the two domains 

of ca lmodu 1 i n. 

It is sugested that this general type of model may help explain calmodulin' s ability to 

regulate the activities of its many different targets. 

1 .はじめに

カルモデ、ュ 1) ンは、真核細胞にひろく分あし、

分子量16， 700の比較的小さな酸性蛋自費で 4 箇所

のCa 2 +結合部{立を持っている。これまで、 Ca 2 +結

合によるカルモヂュリンの構造変化や標的酵素の

結合様式に関して、多くの研究が溶液状態でなさ

れてきた。なかでも紫外線吸収・蛍光スペクトル、

特定のアミノ酸残基の化学修飾、円偏光二色性

CC D)、核磁気共鳴 CNMR) などにより、多く

の知見が得られてきた i ~4)O その結果、これらの
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部位に全てCa 2 +を結合したカルモデ、ュリン分子が、

いろいろな酵素の活性化因子となり、 Ca 2 +の情報

伝達、運動、エネルギー代謝、細胞機能の調節な

ど様々な機能を担うことが示されてきた 5)O カル

モデ、ュリンは、これら多機能性を示すにもかかわ

らず、比較的単純な 4 つの繰り返し単位からなる

一次構造を持っている。したがって、その原因は、

結晶解析で明らかにされた亜鈴型の立体構造に帰

されねばならない。それでは、結品で亜鈴型のカ

ルモデュリン分子が、溶液状態でどのような分子

レベルの構造変化をし、酵素を活性化するのであ

ろうか、その分子的機構は未だ明らかにされてい

ない。 x線漆液散乱による研究がこの点を明らか

にするものと思われたが、これまでほとんどなさ

れてこなかった。それは、カ )vモデ、ュリンのよう

に比較的低分子量の生体分子からの弱い散乱を、

短時間で精度よく実験室で測定することが、これ

まで困難であったことに因る。最近、超強力X線

源としての放射光の出現とこれに適合した溶液散

乱装置の開発がこの間の事情を一変した 6~8 〉 O

本稿でで、は、この閉題に対して、放射光を利用し

た溶液散乱損測11定から得られるカルモデ、ユリンの構

造的知見および

ル係数〉について記述するO

2. 結晶構造

カルモデ、ュリンの結晶構造は、 Babu ら 9) (1985 

年)、ついで Kretsinger ら 10) (1986年〉により、

それぞれ3. 0λ と 3. 6λの分解能で決定された。こ

れらの分解能では各アミノ酸残基の識別は困難で

あるが、ペプチド鎖をトレースできる。

Babu らによると、カルモデュリンは、露出した

一本の長し、 α ヘリックスで繋がれたこ個の球状の

ドメインからなる構造、すなわち亜鈴型をしてい

る。分子の長さは約65λで、ヘリックス含量は63

%であった。 N末端と C末端のドメインをそれぞ

れN ドメイン、 C ドメインと名付けると、各ドメ

インはCa 2十をそれぞれ結合したこ個の EFハンド
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Fig. 1. Crystal Structure of calmodul in ( 3.6ﾅ 

reso I ut i on) 1 0) 

(a) a trace of the main chain: each α 

helix is represented by a cylinder , 

the four calcium ions by black 

c i rc I es. The I owe r a r row represents 

the approximate t関o fold axis relating 

two EF hands in the 自由惚 i n ; t he uppe r 

arrow relates those in the C domain. 

( b) pa r t i a I space f i I I i ng : 

the crystal structure is symbolized 

as “a ladle" 

The two homologous hydrophobic regions 

are black and four clusters of asparｭ

tate and glutalmate residues are indiｭ

cated by cross hatching. 

F12 and F34 represent proteolytic 

f ragmets. 

構造からなっている。両ドメインの主鎖のコンホ

メーションは、 1Å以内でぴたりと重なった。ま

た各ドメイン内のこ個のCa 2 十イオン間の距離は等

しく、 1 1. 3λであった。中央ヘリックスの長さは

約40λで、これは、両ドメイン聞の距離に対応し

ている。各ドメイン内の EFハンドを構成するヘ

リックス聞の角度は、92度から 107度の範囲にあっ

た。

Kretsinger らの提出した立体構造(図 1 )も分

子の形と大きさに関し、 Babu らのものと一致した。

Kretsinger らは、さらに、 N ドメイン内の二個の

EFハンドを形成するヘリックスは、近似的に二

回軸の方向を、これに対し C ドメイン内のそれら

は、二回軸に垂直な方向を向いており、カルモデ
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Table 1. Radi i of gyration of F12 and F34 fragments under different conditions 

Rg (λ) 

condition F 12 F34 Calculated values 

EDTA 

2Ca 2 十

2Ca 2 + 十 mastoparan

12.9i:0.2 

14. 7 土 O. 3 

14.4 土 O. 3 

13.0 士 O. 2 

13.4 土 O. 2 

14.2士 O. 3 

12.3 (0%) , 13.2 (2.5%) 

14.0 (5 %) 

14.3 (0 %) 

ュリン分子の形は「亜鈴」型と言うよりは、むし

ろ「杓子J 型(図 1 b) であるとした。図 1 b は、

関 1 a の部分的な空間充填図形に相当する。 N ド

メインと C ドメインそれぞれがカップに、中央の

ヘリックス部が f杓子J の柄にあたる。 N ドメイ

ンのカップの表面は柄と垂直に、 C ドメインのカ

ップの表面は柄と平行に付いている。二つのカッ

プの中央には、疎水性のポケットがあり、これら

の各ポケットを挟さむように酸性アミノ酸のクラ

スターが配置している。カップの外径は約30λ 、

深さは約20λ、柄の長さは約15λであった。

結晶化はいずれも酸性側のpH (5.6)で行なわれ

たものである。それ故、図 1 の結晶の分子構造が、

生理的条件下にある溶液状態のカルモヂュリンの

構造をどの程度反映しているか、次節以降で調べ

てみよう。

3. フラグメントの溶液構造1 1) 

4 個のCa 2 +を結合したカルモデ、ュリンをト 1) プ

シンで加水分解すると、残基番号 1 '"'-'75 までと、

78'"'-'148までの二つのフラグメントに切断される。

最初のブラグメントは、 N ドメインを全て含む

(F 12と呼ぶ〉。これに対し、二番目のフラグメン

トは、中央ヘリックスのリンカ一部と C ドメイン

とを含んでいる (F34 と呼ぶ) 0 F 12 と F34の形

態に関する知見を得るために、 Ca 2十を結合してい

ない状態 (EDTA中)、 2 {国の Ca 2 +を結合した

状態、 2 {留のCa 2 + とマストパランを結合した状態

の三つの条件下で散乱プロファイんを調べた。標

的ペプチドとして、マストパランが選ばれた理由

は、カルモデ、ュリンと一対ーの複合体を形成し、

その結合がきわめて強し〈解離定数O. 3nM) 両親媒

性のペプチドで、近年、酵素のモデル物質として

目され、 CDやNMRなどによる研究成果 2 ， 3) 

が本実験の結果の解釈において有用であることに

図る。

これらの各条件における F 12 と F34の回転半径

は次の ωinierの式 1 2) 

I(s) 二 1 (O)exp( 4π2 Rg2 S 2/3) )
 

4
E
E

ム(
 

を用いて求めた。ここで、 S は (2sin 8)/ えで

ある。回転半径の実験値と計算値とを表 1 にまと

めて示した。計算には、結品構造から決定された

分子の外部表面に一番よく合うように恥 idorn と

Tr己whe llaとが評価したドメインのサイズ(回転

だ円体の各半軸の積=20. 5x13x13ﾂ 3) 1 3) を使用

した。

実験値は、 EDTA中と 2 個のCa 2 +を結合しし

た状態のいずれの場合も、計算値より大きな値を

示した。特に、 2 個のCa 2 +を結合した状態で F 12 

と F34の自転半径の値の間の違いは著しい。これ

らの不一致の原因は、ギニエ・プロットの小角領

域の散乱挙動を詳細に調べることにより理解され

た。すなわち、測定した最小角度領域における散

乱強度は直線から上側に逸脱する傾向を示し、こ

れは、各フラグメント間に会合が生じていること

を示唆している。この時、実験から得られる回転
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半径と散乱関数はともに次の z 平均の式:

Rz 2 二 L Rj2Mj2L/ L Mj2L , (2) 

p z (s) 二 L P j (S)間 i 2 f i /ヱ担 i 2L (3) 

で記述される 1 2) 。ここで、 i 、 L 、岡、 Pi

(S) (二 1 i (s)/I i (0) はそれぞれ i 量体の回転半径、

モル分率、分子量、散乱関数(( 1 )式を仮定した)

である。 (3)式の散乱挙動を再現するように会合の

効果 (L) を考慮して計算した回転半径の値を表

1 に併せて示した。この結果、 EDTA中では、

F 12、 F34両フラグメント共に約 2%の二量体を、

2 Ca 2+結合下では、 F 12、 F34とがそれより多く

の%の二量体をそれぞれ含んで、いることが示唆さ

れる。これら二最体は、トリプシンの加水分解に

よって得られる各フラグメントの疎水領域が互い

に相互作用しやすくなるために形成されたと考え

込れる。さらに、 EDTA中では、単量体として

存在するフラグメントの疎水領域が中に埋もれて

しまうので、二量体の量は少ないが、 2 Ca 2+結合

下では、この疎水領域が露出してくるため、異な

る単量体プラグメント閉の疎水領域が相互作用し

やすくなり、二量体の最が増加すると解釈される0

2 偲のCa 2十とマストパランを結合した状態では、

前二者に較べて二遺体の影響がより小さく現れる。

これは、マストパランがプラグメントの疎水領域

と相互作用するために、ニ量体の形成が困難にな

ったためと思われる。

表 1 から、二量体の影響がなければ、 EDTA

中と 2 Ca 2 +結合下のフラグメントの回転半径の値

は、結品構造のドメインのそれとほぼ等しく、

Ca 2十結合によりほとんど変化しない。マストパラ

ン結合時の回転半径の大きな値は、マストパラン

が F 12 と F34フラグメントそれぞれと結合してい

る直接的な証拠である。マストパランのサイズは、

マストパランが各フラグメントと結合したとき、

ヘリックスを形成する(円筒形:半径 7λ、高さ

20λ) と仮定して評価した。マストパランと各フ
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ラグメントの複合体の回転半径は、平行軸のまわ

りの慣性モーメントの間の関係式) 4) から導出し

た次式:

Rgc 2 二 (RgF2 + RgM2) /2+ LFM2 /4 (4) 

より評価した。ここで、 LFMはフラグメントーマス

トパラン関の距離であるoLFMの値は約20λ と見積

もられた。この値からマストパランの各フラグメ

ントに対する結合様式を推定することができる。

次に、中角散乱領域の散乱のプロファイルの解

析から、上記の三条件下での各フラグメントの内

部構造について調べてみよう。これらの散乱プロ

ファイルに共通する特徴は、比較的低角度領域に

おける、フラグメント全体の構造に由来するブ口

一ドな単一のピ…クと、 S 二O. 045Å- 1 近傍におけ

る谷とそれに続く山の存在である。この中間の s

領域における谷と山の存在は、 2 個のCa 2 + とマス

トパランの存在下でも失われないばかりか、ます

ます顕著になる。このことは、 2 個のCa 2 + とマス

トパランの存在下でもフラグメントの構造が破壊

されないばかりか、マストパランの形についての

上記の仮定(ヘリックス)の正しさを裏付けてい

ると考えられる。谷の位置からフラグメントの回

転半径を評価すると、約12λの値が得られる。こ

の値は表 1 のドメインの回転半径の結果とほぼ一

致している。

EDTA中での F 12 と F34の散乱プロファイル

は、 s がO. 03Å- 1 以上では異なる。このことは内

部構造が異なることを意味している。これに対し、

2 個のCa 2 +結合時のこれらの散乱プロファイルは、

o. 04λ-) より大きな s でほぼ重なる。このことは

両フラグメントの内部構造がほぼ等しいことを意

味している。また、これらの s 範聞における異なる

二つの状態のプロファイルの違いは、 Ca 2 +結合に

伴うドメイン内の捧造変化に対応していると考え

られる。マストパラン結合時の間フラグメントの

散乱プロファイルは、実験した全 s の範囲内でー
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致する。このことは両フラグメントに対するマス

トパランの結合様式がこの s の範囲でほぼ等しい

ことを示唆している。

以上のことから、溶液状態のフラグメントの立

体構造は、 Ca 2 +結合により疎水領域を露出するよ

うな内部構造の変化を伴い、これに対し、マスト

パランは結合時においてヘリックス構造をとると

考えられる。フラグメントとマストパランの複合

体は、それらの疎水領域を介して形成されると考

えられる。この立場は、 Kresinger らの提唱した

f杓子」型カルモデ、ュリン分子のカップの立体構

造が、少なくとも 4 Ca 2 +結合時と 4 Ca 2 + とマスト

パラン結合時の溶液状態でも保持され、疎水領域

を結合部位とする立場である。

ι カルモヂュリンの溶液構造 1 5) 、 16)

溶液中でのカルモデ、ュリンの熱力学的ノfラメー

ターおよび構造的知見を得るために、 Ca 2 +を結合

していない状態、 4 個のCa 2 +を結合した状態、 4

個のCa 2 十と 1 個のマストパランを結合した状態の、

三つの状態でカルモデ、ュリンの濃度を変えて、散

乱プロファイルを調べた。

熱力学的パラメーターとして第 2 ビリアル係数、

構造的知見として回転半径の二つの量を同時に評

価するために、散乱データを、次の修正したZimm
の式 1 7) 

Kc/I(s) 二 (1/時)exp(4πz まg2 S 2/3) + 2A 2 c 

十………， (5) 

に従って整理した。ここで、 Kは定数、 cはg/crrf単

位で表わした濃度である。図 2 は、これら三つの

状態でのZimmプロットを示したものである。絶対

強度測定を行っていないで、 s、 C ともにゼ、口外挿

したときの縦軸切片の値は、三つの状態での分子

量を値を考慮して換算された。 Kc/I(s) の角度依

存性は、ギニエの式で近似できた。前節のフラグ

メントの場合と異なり、カルモヂュリンの各状態
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のギニエ@プロットには、会合が生じているよう

な兆候はみられなかった。 Kc/I(O) の濃度依存性

は、データ点のバラツキを考意して直線で近似し

た。このようにして得られた均とんの値を表 2 に

まとめて示した。カルモデュリン溶液の第 2 ピリ

アル係数は次の二つの項:

A 2 二A20 十 A 2 e (6) 

からなっていると仮定しよう。ここで、 A2 0 は非

静電的寄与を、 A2 c は静電的寄与を表わしている。

A 20 は、幾何学的因子を除いて一般に分子の排除

体積に比例する。 Ca 2+を結合していないときの排

除体積を基準にして、他の二つの条件下でのこの

項の寄与を評価した。その値も併せて表 2 に示し

た。表 2 から、 4 個のCa 2 +を結合することにより、

A 2 は約30%減少する。この持A20 は逆に増加す

る。このことは、 A 2 eの大きな減少を意味してお

り、 Ca 2 +結合に伴って疎水領域が露出することに

対応している。これに対し、マストパランが結合

すると、 A 2 はさらに約50%減少する。この時

A 20 も大きく減少する。それ故、この時のA 2の変

化はマストパランが結合することに伴う、カルモ

ヂュリン分子の全体的な立体構造の変化に対応し

ていると考えられる。

国 3 は、ギニエの式を用いて得られた回転半径

の二乗と濃度との関係をプロットしたものである。

このプロットの縦軸切片から得られた自転半径は、

実験誤差の範囲で、表 2 の回転半径の値と一致し

た。次に、この傾きから得られる知見と第 2 ビリ

アル係数との関連について記述しよう。 Ca 2 十を結

合していない状態の傾きの{査を基準として、 4 個

のCa 2 +を結合した状態と 4 個のCa 2 + と 1 偲のマス

トパランを結合した状態との傾きのそれぞれの比

の値を評価してみた。この比の値は、表 2 の、

Zimmプロットから評価したA2 の値から得られる

比の値と符号を除いてほぼ一致した。このことは、

図 3 の直線の傾きがその符号を除いて、第 2 ピリ
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Zimm plots for the observed smal I angle scattering for calmodul in at a series of protein 

concentrations at pH 7. 6, where K is a constant. 

(A) in the absence of both Ca2+ and mastoparan. 

(8) in the presence of 5 mol Ca2+ /船 I of protein. 

(C) in the presence of both 4 mol Ca2+/mol of protein and 1 mol mastoparan/mol of protein. 

Fig. 2. 

Table 2 2nd virial coefficients and radi i of gyration of calmodul in 

at infinite di lution under different conditions 

Ra t i 03 

(F i g. 3) 

Ra t i 02 

(B) 

Ra t i 0 1 
(A 20) 

Rg (λ) 10:1B (ml • mol/g2
) 

(B=A2Mj1000) 

condition 

1. 00 

O. 63 

0.17 

1. 00 

0.69 

O. 22 

1. 00 

1. 09 

O. 62 

20. 9 

21. 5 

17.8 

5.1:t0.5 

3.5 士 O. 3 

1. 1 土 O. 1 

EDTA 
4Ca2+ 

4む a 2 + 十 mastoparan
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Fig. 3. Concentration dependence of the Rg values 

determined with the Guinier plots for 

ca I modu I i n at pH 7. 6. 

(A) in the absence of both Ca2+ and 

mastoparan. 

(8) in the presence of 5 mol Ca2+/mol 

of prote i n. 

(C) in the presence of both 4 mol Ca2+ 

/mol of protein and 1 mol mastoparan 

/mol of protein. 

アル係数の値と関係していることを示唆している。

前節で評価した三つの状態でのフラグメントの

回転半径の値と表 2 の三つの状態のカルモヂュリ

ンの回転半径の値とを、 (4)式と類似の式:

RgCM2 =2間バRgD 2 十 LDD 2 /4)/仏、

十ML(ま L 2 + LD L 2) /MT , (7) 

に適用して、 L DD とカルモデュリンのN 、 C ドメ

インの曲がりぐあい (α 〉を評価した。ここで、

1989年 2 丹治

日。、也、 Rg D と R L は、それぞれドメインと、中央ヘ

リックス部の分子量と回転半径を、払はカルモデ

ュリンの分子量を、 LDDとむしは、それぞれドメイ

ン間とドメインと中央ヘリックス部開の距離を表

わしている。 α 、 L DD と RgCMの計算値を表 3 にまと

めて示した。比較のために、対応する結晶構造の

値 (α 0) も示した。この表からCa 2+を結合し

ていない状態、 4 個のCa 2 十を結合した状態、 4 儲

のCa 2 十と l 個のマストパランを結合した状態の、

三つの状態が、 α と L D1コの値を用いて記述できるこ

とが理解されよう。さらに、これらのLDDの値とド

メインサイズとを考意して評価した分子の最大長

dmaxの値もまた表 3 に示した。このように、匝転

半径の結果は、溶液中のカ ;1，;モデ、ュリンの立体構

造が結品中のそれと異なり、中央へ 1) ックス部で

曲がっていることを要求している。そして、その

曲がりぐあいは溶液の状態に強く依存しているこ

とが理解される。後述するように、このことは、

カルモヂュリンの酵素活性化の機構を議論する際、

非常に重要な手掛りを与えることになる。

次に、中角散乱領域の散乱プロファイルの解析

から、上述の三つの状態でのカルモデュリンの内

部構造についてさらに詳しく調べてみよう。これ

ら三つの状態での散乱プロファイルを図 4 に示す。

まず、 Ca 2 +を結合していない状態のプロファイル

s =AO. 03Â-1 近傍の「肩J と s =0.046 Â-I と

0.079 ﾂ I 近傍に二つの浅い極小値をもっフ守口一

ドな山によって特徴づけられる。これに対し、 4

偲のCa 2十を結合した状態のプロファイルの「肩j

Table 3 Radius of gyration of calmodul in, bending angle (α) and center-to-center 

distance (し DD) between two domains under different conditions 

condition Rg (λ) α(0 ) L DD (λ) d ma x (λ) 

crystal 22. 9 。 38. 8 70. 5 

EDTA 20. 8 60 33. 6 65膨 3

4Ca2+ 21. 4 50 35.1 66. 9 

4Ca 2 + 十 mastoparan 17.5 100 24. 9 56. 7 
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80 40 60 

r (ﾅ) 

20 

Ca2+ and both 

mastoparan, 

(8) in the presence of 5 mol Ca 2 +/附 i

of protein, 

(C) i n the presence of both 4 mo I 

/mol of protein and 1 mol mastoparan 

/mol of protein. 

Ca2+ 

of 

Ca2+ 

mastoparan 

Distance distribution function p(r) for 

calmodul in at pHご1.6 (A) in the absence 

of both Ca2
+ and 附stoparan ，

(B) in the presence of 5 mol Ca2
+ /船 i

of protein, 

( C) i n the p resence of both 4 mo I 

/船 I of protein and 1 mol 

/mol of protein 

Fig. 4. 

より、上述の三つの状態でのカルモデュリンの立

体構造をさらに詳しく調べてみよう。 p(r) と散乱

の位置はほぼ同じであるが、 SごO. 045ﾂ -1 と O. 079 

Â- 1 近傍に二つの極小値をもっ山の存在がもっと

強度I(s) とは次式のフーリェ変換:

p(lうこ8n}I(s)sr sin(2π 

明確になる。これら二つの状態におけるド0.03

Â 1 近傍の「肩J は、表 3 からドメイン間の

距離に対応する O二つの極小館の位置に、次式 1 8) (9) sr)ds , 

ここで、 p(r) は、カルモ

デ、ュリン内にある任意の 2 点間の距離が r である

頻度を表わしている。結品の亜鈴型分子に適用す

r が一個のドメイン@サイズに相当す

。
で結び、つけられる 1 9) (8) RgD=O. 56/so 1 =0. 96/s02 , 

るならば、

ドメインの回転半径を評価すると約

12λの値が得られる。この値は、 3 節で評価した

フラグメン卜の値とほぼ一致する。さらに、山の

を適用して、

まず頻度が高く、ついでドメイン間

の距離に相当するところで再び頻度が高くなる。

これら二つの頻度分布が重なりぐあいは、ドメイ

るところで、

存在が明確化するのは、 Ca 2 +結合に伴うドメイン

内の構造変化に対応している。これらに対し、

個のCa 2 + と 1 個のマストパランを結合した状態の

とフ守口一ドな山がとも

4 

ンのサイズとドメイン間の距離の大きさに存在し

r が dmax をこえると、もはや

9 式の直接

フーリエ変換により評価され、国 5 に示された。

ている。そして、

p(r) はゼ、口になる。

上述の三つの状態におけるp(r)が、

C 、 N雨ドメインが互

いにほぼ完全に近づいた形態を反映している。

最後に、距離分布関数以r) を評価することに

プロファイルでは、

これは、に消失している。
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まず、 Ca 2 十が結合していない状態の p(りは、 23 

r=20λ近傍の極大、 40λ近傍の肩と ιa x が約

67λであることによって特徴づけられる。 4 偲の

Ca 2 +が結合した状態のp(r) においても、ド20ﾅ:�i 

傍の極大と40λの近傍の肩とが現われるが、 dmax

は約69λ と大きくなる。これに対し、 4 伺のCa 2 十

と i 個のマストパランが結合した状態のp(r)にお

いては、前二者で現れたド20Å近傍の極大と40λ

近傍の肩はもはや消失し、ド22λ近傍の単一の極

大と dmaxの値が著しく減少する (dmax として約55

Aの値が得られた)ことによって特徴づけられる。

直接フーりエ変換法の通用による dmaxの誤差を考

慮すると、これらのp(r)のプ口ファイルから評価

されたdmaxの値は表 3 の対応する値とほぼ一致し

ている。このことから、 (7)式の適用がほぼ妥当で

あると考えられる。

5. Ca2 +結合数による構造変化20~22)

Ca 2 +結合数を少しず、つ変えて、 l 個のマストパ

ランの非結合下と結合下の二つの状態でのカルモ

デュリンの構造変化を、回転半径と散乱フ。ロファ

イルの変化より調べた。この研究は、カルモデュ

リンの酵素活性化の作用発現機構を解明するため

に特に重要である。

図 6 は、ギニエの式から求めたカルモデ、ュリン

の回転半径のCa 2十結合数依存性を示したものであ

る。マストパラン非結合下では、回転半径はCa 2 +

結合数の増加につれ、わずか増加する。この増加

の傾向はCa 2十結合数が約2. 5伺で終了する。これに

対し、マストパラン結合下では、回転半径はCa 2 +

結合数の増加につれ、著しく減少する。そして、

この減少傾向はCa 2 +結合数が約 4 個で終了する。

国 6 に対応するカルモヂュリンの中角散乱プロ

ファイルから、内部構造の変化を調べてみよう

(関 7 )。マストパラン非結合時の散乱プ口ファ

イルは、 Ca 2十結合数の増加について、以下のよう

な変化を示した。中間角度におけるブ口一ドな山

はCa 2 +が l 個結合すると少し高くなる。さらに、

o~ 21 

(J) 

α 

19 

17 
0 2 

。 立一一- A 

8 

ム 6 

nca 

F i g. 6. P lots of the Rg va I ues as a funct i on of 

mo!ar ratio of added Ca2
+ per ca!modul in 

at 凶 7.6 in the absence (A) and in the 

presence (B) of 1 mo I mastoparan /附 i

of prote i n. 

2 個、 4 個と Ca 2 +結合数が増加するにつれ、山の

さは顕著になる。この変化の特徴は、谷の位置

がほとんど変化しないことである。このことから、

Ca 2 +結合数の増加に伴うドメイン内の構造変化は、

その回転半径を変えずに起こっていると考えられ

る。 Ca 2 十結合数がほぼ 2 で、カルモデュリンの回

転半窪が一定となることから、マストパラン非結

合時の構造変化は、 C ドメインの構造変化が主体

となると考えられる。また、 4 個のCa 2 +を結合し

た溶液を、 EDTAでキレートすると完全にもと

の散乱プロファイルと重なった。これに対し、マ

ストパラン結合時の散乱プ口ファイルは、 Ca 2 +結

合時の増加につれ以下のような変化をした。 s

O. 03Å- 1 近傍の肩は、 Ca 2 十結合数が 0 と l では存

在するが、 2 以上では消失する。さらに、中間角

度における山はほとんど変化しないが s = 0.046 

Å- 1 近傍の谷の高さが増加する。このことは、 C

ドメイン内の露出した疎水領域とマストパランと

が先ず結合し、さらにこれがN ドメイン内の露出

した疎水領域と結合し、大きな構造変化を引き起

こすことを示唆している。
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この溶液を透析したのち、 Ca 2 +結合数を

増やしていくと、まずC ドメインの疎水領域が、

ついでN ドメインのそれが露出するのに伴い、両

ドメインの疎水領域の間に、ヘリックス構造をし

たマストパランが挟まれて相互作用し合い、複合

体を形成する。この複合体のサイズは、マストパ

ラン非結合下で 4 個のCa 2 +を結合したカルモデ、ユ

リンのそれに較べて、はるかに小さい。このこと

は、標的ペプチドの結合により、カルモデュりン

は、さらに大きく立体構造を変化させることを意

でない。

味している。

このように、標的酵素依存性のカルモデュリン

の大きな形態変化が、酵素活性化の発現において

重要であると考えられる。

6. 活性化の発現機購

以上の知見をもとに、カルモデュリンの酵素活

性化の作用発現機構を描いてみよう。

結晶状態のカルモデュリンを溶液状態にした時

の立体構造は、亜鈴型を保持している。この亜鈴

型の構造は、 ドメイン構造に関する限り結品状態

のそれを保持しているが、結晶状態とは異なる立

体構造、すなわち露出した中央ヘリックス部のと

ころで曲がった構造をしている。その結果、 C 、

N両ドメインは結晶構造におけるよりも近づくと

考えられる。 Ca 2 +結合数を減らしていくと、カル

モデ、ュ 1) ンは曲がった構造のまま、まずN ドメイ

ンの疎水領域が、ついで C ドメインのそれが中に

埋もれることにより、 ドメインの構造変化が起こ

る。

おわりに7. Ca 2 +の結合していない溶液にマストパランを加

提案されたそデルの妥当性をさらに検討するた

めに、結晶解析の座標を用いて、回転半径、

p(r)、散乱プロファイルなどの計算結果と実験

えると、カルモデュリンの回転半径は若干大きく

なる。現時点では、この状態で、マストパランが

カルモヂュりンに結合しているかどうかは明らか
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結果との比較が現在進行している。酵素活性化の

作用発現機構に関する現在までの溶液散乱による

研究は、標的ペプチドとしてマストパランに限定

されてきた。カルモデ、ュリンとの結合様式が互い

に異なると考えられている標的ペプチドや標的酵

素は、他にもたくさん見出されている。これらを

用いた溶液散乱による研究は、静素活性化の発現

機構の詳細を分子構造の立場から解明するうえで

非常に意義があり、新しい局面を開くものと期待

される。
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