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研究成果の概要： 

2005 年に我々が決定したヒト脳由来環状化ヌクレオチドホスホジエステラーゼの触媒フラグ

メント(CNP-CF)の立体構造を基にした基質候補の推定と基質認識及び反応機構の解明を行った。

また、Kozlov らにより上記の立体構造をモデル構造にしたラット CNPase、金魚 RICH の立体構

造が NMR により解明され、これらの立体構造との比較を通じて、基質認識について解析につい

ても行った。 
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2006 年度 1,300,000 0 1,300,000 

2007 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 360,000 3,960,000 
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１．研究開始当初の背景 

ヒト脳由来環状化ヌクレオチドホスホジ
エステラーゼ（CNPase：2’, 3’-cyclic 
nucleotide 3’-phosphodiesterase)は高等
脊椎動物の中枢神経系の脳白質の膜構造に
固く結合し、主に中枢神経系の髄鞘を形成す
る細胞であるオリゴデンドロサイトの細胞
質に存在する酵素である。これまでに、
CNPase 遺伝子をノックアウトしたマウスや
CNPase を過剰発現させたマウスなどの実験
結果から、中枢神経の維持機構に関与してい
ることが示唆されている。また、CNPase はオ
リゴデンドロサイトに局在することから、オ

リゴデンドロサイトのマーカータンパク質
として広く臨床検査、神経研究に用いられて
いる。しかしながら、その生理学的役割につ
いては様々なアプローチが試みられている
にもかかわらず不明な点が多く、疾患との関
連では多発性硬化症との関連が示されてお
り、CNP の分子レベルでの機構解明が必要で
あった。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、CNPase の立体構造を明らかに
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し、分子レベルで明らかにされる基質認識、
反応機構を通じて生体内における CNPase の
機能に関する知見を得ることを目的とした。
また、疾患との関連から、特にヒトの CNPase
を標的として立体構造解析を行うことが重
要である。 
X 線結晶構造解析により明らかにした CNP

触媒フラグメント(CNP-CF)の構造を基にし
たドッキングシミュレーション及び膜結合
ドメインを含む CNP 全長の X線結晶構造解析
を行い、基質認識、反応機構から CNPase の
生体内での役割を解明する知見を得ること
を目的とする。 
 

また、我々が構造決定しヒト CNPase 触媒
フラグメントの構造をモデル構造として、ラ
ットのCNPase(相同性81％)と金魚のRICH（相
同性31%）の溶液構造がNMRにより解かれた。 

３．研究の方法 
CNP 全長の立体構造解析には X 線結晶構造

解析を行い、基質認識機構、触媒機構の解明
を目指して、CNP 触媒フラグメントと基質と
のドッキングシミュレーションと、我々が解
いた CNPase の結晶構造（PDBID：1WOJ）、こ
の構造をモデル構造として解かれたラット
CNPase の溶液構造、金魚 RICH の溶液構造を
用いてこれまでに構造が解かれていない 5種
の CNPaseのホモロジーモデリングを行った。 

(Kozlov et al. Febs J. v274, 1600-9, 
2007) 

我々が構造決定したヒトCNPaseの結晶構
造(PDBID:1WOJ)、Kozlovらが決定したラット
CNPaseの溶液構造(PDBID:2ILX)、金魚CNPase
のこれらの立体構造情報を利用したホモロ
ジーモデリングの手法により、立体構造解析
がされず、アミノ酸配列が公開されている 5
種（bovine(相同性 90%)、horse(相同性 73%)、
pongo（相同性 89％）、mouse（相同性 71%）、
salmon（相同性 46%））のCNPaseの立体構造予
測をホモロジーモデリングソフトウェア
biskit(http://biskit.pasteur.fr/)により 
行った。（図 3：モデル構造、結晶構造、溶液
構造の重ね合わせ） 

４．研究成果 
CNPase の立体構造から、2H ホスホジエス

テラーゼスーパーファミリーに属する酵素
で保存されている HXTX モチーフの立体配置
が明らかにされ、CNPase の触媒残基及び反応
機構に関する知見を得ることができた。 
（図 1：CNP-CF の立体構造） 
 

さらに、CNPase の立体構造を基にして、基
質類似体(2’,3’-cyclicAMP)とのドッキン
グシミュレーションを行った。その結果、疎
水性アミノ酸残基である 236番のフェニルア
ラニンと 322番のバリン残基による疎水性相
互作用が基質認識に重要な役割を果たして
いることが示唆された。 

これらのモデル構造と実験的に決定した
結晶構造、溶液構造構造比較解析を行った。
構造アライメントの結果、2H ホスホジエステ
ラーゼスーパーファミリーに存在する HXTX
モチーフはモデル構造構造上と実験的に決
定した構造上で同じ位置に保存されている
ことが分かった。しかしながら、ヒト CNPase
の立体構造上から予測された基質認識にお
ける疎水性相互作用に関与すると考えられ
る V322 と F236 については、salmon 以外では
立体構造上、完全に保存されていたが、
salmon では human の V322 に相当するアミノ

 
 
 
（図 2：CNP-CF の立体構造に基質を結合さ

せたモデル構造） 

http://biskit.pasteur.fr/


酸 216 番がバリンではなく、グルタミンであ
った。同じ魚類の goldfish RICH では、他
の種の CNPase と同様にバリンであったこと
から、基質特異性が異なる可能性がある。し
かしながら同じ魚類である金魚では他の
CNPase と同様にバリンが保存されており、
salmon に特異的な変異であるのか、また、実
際に基質特異性が異なるのか、形質にどのよ
うに影響を及ぼすのか今後の研究を進める
にあたり興味深い結果が得られた。（未発表） 

また、触媒フラグメントのみならず、
CNPase 全長の立体構造解明を行うため、全長
の CNPase 遺伝子を導入した発現プラスミド
を用いた発現系を導入したが、X線結晶構造
解析が可能な CNPase 全長の結晶は得られて
おらず、今後の課題である。 

CNPase の機能に関しては長年もの間、不明
であったが 2008 年に in vivo で、CNPase が
tRNA のスプライシングに関与するという報
告があり、本研究による成果が、CNPase によ
る tRNA スプライシング機構の分子レベルで
の解明に役立つと考えられる。 
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