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研究成果の概要（和文）：Enpp1はピロリン酸を産生する細胞膜結合型の酵素で、骨形成を制御する役割を担う。Enpp1
の遺伝子変異は重篤な骨疾患を引き起こし、Enpp1の遺伝子多型は肥満や2型糖尿病とも関連するが、Enpp1の変異や多
型が病態を引き起こすメカニズムは不明だった。我々は生化学的解析とX線結晶構造解析を行い、Enpp1遺伝子に変異が
起こると、Enpp1の分子構造がくずれることで酵素活性が低下し、骨疾患に至ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Enpp1 is a membrane-bound glycoprotein that regulates bone mineralization by hydro
lyzing extracellular nucleotide triphosphates to produce pyrophosphate. Enpp1 dysfunction causes human dis
eases characterized by ectopic calcification. Enpp1 also inhibits insulin signaling, and an Enpp1 polymorp
hism is associated with insulin resistance. However, the precise mechanism by which Enpp1 functions in the
se cellular processes remains elusive. Here, we report the crystal structures of the extracellular region 
of mouse Enpp1 in complex with four different nucleotide monophosphates. Structural mapping of disease-ass
ociated mutations indicated the functional importance of the interdomain interactions. A structural compar
ison of Enpp1 with Enpp2, a lysophospholipase D, revealed marked differences in the domain arrangements an
d active-site architectures. Our findings provide structural insights into how the Enpp family proteins ev
olved to exert their diverse cellular functions.
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１．研究開始当初の背景 
骨はカルシウムイオンと無機リン酸が結合
したハイドロキシアパタイトから構成され
ており、骨形成はカルシウムイオン、無機リ
ン酸、および、ピロリン酸の濃度のバランス
により制御されている。Enpp1 タンパク質は
細胞外ATPを加水分解しピロリン酸を産生す
ることにより骨形成を抑制する役割をもち、
Enpp1 の遺伝子変異は重篤な骨疾患につなが
る。Enpp1 タンパク質はインスリンシグナル
経路の抑制にも関与しており、Enpp1 の遺伝
子多型は肥満や2型糖尿病と関連することが
報告されている。しかし、Enpp1 が 2 つの生
理機能を発揮する分子機構は不明だった。 
 
２．研究の目的 
Enpp(ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodiesterase）ファ
ミリータンパク質は脊椎動物において保存
された細胞外酵素であり、ヌクレオチドやリ
ゾリン脂質のホスホジエステル結合を加水
分解する。哺乳類は 7 つの Enpp ファミリー
タンパク質（Enpp1～Enpp7）をもつ。Enpp1
～Enpp3は2つのソマトメジンB様ドメイン、
触媒ドメイン、ヌクレアーゼ様ドメインから
構成される一方、Enpp4～Enpp7 は触媒ドメイ
ンのみから構成される。Enpp ファミリータン
パク質は相同な触媒ドメインをもつが、それ
ぞれ異なる基質特異性を示し、さまざまな生
命現象に関与している。Enpp1 は膜結合型糖
タンパク質であり、ATP を加水分解し骨形成
の制御に関与するが、Enpp1 による ATP 認識
機構、および、骨形成とインスリンシグナル
経路に関与する分子機構は不明だった。本研
究では、Enpp1 の X 線結晶構造を決定し、構
造情報に基づく変異体解析を行うことによ
り、Enpp1 の構造機能相関を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
C 末端に TARGET タグを付加したマウス由来
Enpp1 細胞外ドメインを哺乳類細胞に過剰発
現させ、培養上精から TARGET タグを特異的
に認識するP20.1抗体カラムを用いて精製し
た。TEV プロテアーゼで TARGET タグを切断し
たのち、ゲルろ過カラムにより高純度に精製
した。精製 Enpp1 タンパク質を結晶化し、シ
ンクロトロン放射光施設 SPring-8 BL32XU に
おいて X線回折データを収集した。セレノメ
チオニン置換体を用いたSAD法により結晶構
造を決定した。構造情報をもとに変異体
Enpp1 を調製し、生化学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
精製 Enpp1 を用いた生化学的解析の結果、
Enpp1 は UTP、GTP、CTP と比較して ATP を効
率よく加水分解しピロリン酸を産生するこ
とが明らかになった。Enpp1 と 4 種類のヌク
レオチドとの複合体結晶構造を 2.7～3.2Å
分解能で決定した。結晶構造から、Enpp1 は

2 つのソマトメジン B 様ドメイン、触媒ドメ
イン、ヌクレアーゼ様ドメインからなること
（図 1）、および、Enpp1 の ATP 認識の構造基
盤（図 2）が明らかになった。これまでに報
告されていた骨疾患につながる遺伝子変異
は触媒ドメインやヌクレアーゼ様ドメイン
のアミノ酸残基の置換を引き起こし、Enpp1
の立体構造を不安定化させることが示唆さ
れた。一方、肥満や 2型糖尿病と関連する遺
伝子多型はソマトメジンB様ドメインに存在
しており、生化学的解析によりソマトメジン
B 様ドメインは酵素活性には必要ないことが
明らかとなった。これらの結果から、Enpp1
の触媒ドメインとヌクレアーゼ様ドメイン
は骨形成に関与し、ソマトメジン B様ドメイ
ンはインスリンシグナルに関与しているこ
とが示唆された。 
 Enpp1 と異なり、Enpp2 はリゾホスファチ
ジルコリンを加水分解しリゾホスファチジ
ン酸を産生することによりさまざまな細胞
応答を引き起こす。一方、Enpp6 はリゾホス
ファチジルコリンやグリセロホスホコリン
を加水分解しホスホコリンを産生すること
によりコリン代謝にかかわる。Enpp ファミリ
ータンパク質の構造機能相関をより深く理
解するために、Enpp2 と阻害剤との共結晶構
造、および、Enpp6 と加水分解産物との共結
晶構造を決定した。Enpp1、Enpp2、Enpp6 の
結晶構造の比較から、Enpp ファミリータンパ
ク質の多様な基質特異性および生理機能を
決定づける分子機構が明らかになった。 

 
図 1 Enpp1 の全体構造 

 
図 2 AMP 認識機構 
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