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( 1 )巻頭言

最終年度にあたって

平成8年度に始まったこの特定領域研究 「蛋白分解のニュー

バイオロジーJ(略称: I細胞内蛋白分解J)は、早いもので4

年間の全体計画の最終年度を迎えることになりました。

この間蛋白質分解の研究の進展は実にめざましく、蛋自分解

を伴う細胞機能の制御が生物科学の中心的テーマになってき

た感があります。蛋白分解に関係した論文が一流国際誌に毎

号掲載されるだけでなく、最も注目を集める研究としてマス

コミが紹介する話題にも蛋白分解のことがしばしば取り上げ

られています。これは、バイオロジーにおける蛋白分解の研

究が遅れていたことの証明かもしれません。

これまで、の蛋白分解の研究はプロテアーゼ、の研究が中心でし

た。蛋白分解の最も重要な基盤である 「フoロテアーゼの研究」

は必要不可欠で、これからも研究の重要性は増すことはあっ
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ても薄れることはありません。 しかし、 一方では、基盤研究

であるプロテアーゼの研究成果を利用した 「蛋白分解の生物

機能の研究」が推進されなくてはなりません。この特定領域

研究は日本が世界に先駆けて蓄積してきた 「プロテアーゼの

研究」の成果を基盤にして、発足当時まだ繁明期にあった

「蛋白分解の生物機能」の研究を推進することを主な目的と

して発足しました。この3年間のうちに世界の状況は「蛋白分

解の生物機能」の研究が大きな脚光を浴び、 「プロテアーゼ

の究」に代わって確実に主役の座を獲得しつつあります。本

特定領域研究を中心とした日本の研究の流れはどうでしょう

か。この点を十分に意識しながら最終年度の研究に全力を挙げ

て取り組まなければならないと思います。4年間の研究をまと

めることも重要ですが、この研究を基礎に次の研究に繋がる

新しい種をっくり、苗を育てることもそれ以上に必要です。最

終年度の開始にあたり改めてこれまでの研究を振り返えると

共に、様々な点に思いを巡らせ、 一人一人が最善を尽くした

いと思います。
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この小冊子 「ぷろておりしす」は、 「蛋白分解」の研究領域

全体の推進と関係領域の研究に携わる研究者の交流を図るた

め、本研究班の班員だけでなく、 「蛋白分解」に興味を持つ

研究者に広く配布してきました。本特定領域研究は本年度で

終了しますが、来年度以降も何らかの形でこのような研究班

が存続する必要性を痛感しています。 I蛋白分解」の研究の

発展性と得られた成果からみても当然のことです。来年度以降

のことに関しては幾つかの取り組みが計画され、実行に移さ

れているものもあるようです。 日本、広くは世界の蛋白分解

の研究の推進のためにも、多くの関係研究者の協力で来年度

以降の計画が実現することを心から期待しています。

平成11年6月

文部省科学研究費特定領域研究 (A)

[蛋白分解のニューノくイオロジー]

領域代表者 鈴木紘 一
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( 2 )平成 11年度特定領域研究班・会議日程

ワークショップ第4回「細胞内蛋自分解j1 

日時 ・平成 11年 7月14日 (水)18: 00 -1 6日 (金)13: 00 

場所。定山渓ビューホテル 札幌市南区定山渓温泉 (花L:011-598-3223; 

( 1 )ミニシンポジウム発表

割当時間 ・発表、討論、交代時間を含めて一人30分 (発表25分、討論4分、交代時間 1分)

発表内容:ワークショップですので、総説的にご発表下さい

( 2 )平成 11年度新班員の研究計画発表

割当時間・発表、質問、交代時間を含めて一人 15分 (発表 12分、討論 2分、交代時間 1分)

発表内容 .自己紹介をかね、本特定領域研究の課題研究に関する研究の背景と、本特定領域研究で

行う研究計画の概要の紹介

( 3 )特別講演 :発表、討論を含めて一人約 60分 (発表50分、討論9分、交代時間 1分)

発表方式 .スライド (OHPは会場施設の関係で使用できません)。

プリントを使用する場合、参加予定人数分 (85名)のコピーをご用意下さい

FAX: 011-598-3222) 

プログラム

4:00- 6:00 

6:00- 7:15 

7:15- 7:30 

7:30-10:00 

10:00-

後

後

後

後

後

午

午

午

午

午

7月 14日(水曜)午後

受付

食事

領域代表者挨拶

ポスターセッション

自由討論

7:00- 8:15 

8:30-1130 

11 30- 1 30 

品
削
品
削
斗
削

午

午

午

7月 15日(木曜)午前

食事

特別講演 :蛋自分解研究の活性化を目指して (1 -3) 

食事

2 : 30 

5 : 3 0 

8・ 30 

1 : 30-

2 : 30-

6 : 00-

8 : 30-

午後

午後

午後

午後

7月 15日 (木曜)午後

特別講演 :蛋自分解研究の活性化を目指して (4 ) 

ミニシンポジウム 「プロテオリシス研究の新展開」

懇親会

自由討論

7:00- 8:50 

9:00-12:00 

12:00-12:15 

12:15- 1 30 

1 3 0 

前

前

後

前

後

午

午

午

午

午
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7月 16日(金曜)午前

食事

平成 11年度新班員 :紹介と研究計画

領域副代表者挨拶

食事

解散



7月 14日(水曜)午後

ポスターセッション 午後 7:30-10:00 

(1) 0畠山鎮次、北川正敏、中山啓子、白根道子、松本雅紀、服部公彦、奥村康、中山啓一

(九州大学・生体防御医学研究所、 CREST、)1頂天堂大学医学部免疫学)

flKs:tのユピキチン依存性分解は新規ユビキチンリガーゼ託戸01によって仲介される」

(2) 北川正敏、O畠山鎮次、白根道子、松本雅紀、服部公彦、石田典子、中道郁夫、菊池章、

中山啓一、中山啓子 (九州大学・生体防御医学研究所、保EST、広島大学医学部第一生化学)

「日ーカテニンのユビキチン依存性分解を制御する新規 F-ボックス蛋白、同D1J

(3) 0友由紀一郎、加藤順也 (奈良先端科学技術大学院大学)

fJab1による、サイクリン依存キナーゼ阻害蛋白質問の分解制御」

(4) 0西山敦哉、立花和則、安田秀世、田中啓二、岸本健雄 (東京工業大学大学院・生命理工学研究

科・生命情報専攻) fM期終了時におけるサイクリン 8• Cdc2の不活性化機構」

(5) 0高田耕司¥大川 豊2、大川 新 (1慈恵医大・生化学第一講座、 2同内科学第三講座)

「白血病細胞から単離された17kDa核ユピキチン化蛋白質の一次構造」

(6) α11原裕之1.7、後藤徹哉2、西山敦哉2、大隅圭太2、佐伯泰三新原直樹4.7、笠原正典5.7、横違英良夫

岸本健雄2.7、鈴木紘」、田中啓二.6.7 (賀大・分生研、 2東工大・生命理工、 3北大・薬、 4住友電工、

総研大、 E都臨床研、 7国EST)f発生段階特異的脳型26Sプロテアソームとユピキチンレセプター

の分子多様性」

(7) αす上安子¥村井法乃¥倒橋伸fヂ、田中啓二2e慈恵医大生化学第2、2都臨床研・分子腫蕩学)

「オルニチン脱炭酸酵素の分解調節機構」

(8) 0木村弥生、平野 久(横浜市立大学・木原生物学研究所)

「酵母20$プロテアソームの炉ーアセチル化とプロテアーゼ活性」

(9) 0水島 昇J野田健司、大隅良典 (基礎生物学研究所)

「オートファジーに必須なめg12-Apg5/Apg16複合体」

(10) 0高橋芳充1、岩瀬政行¥ 田中真人2、東江昭夫¥ 菊池淑子I(1東京大学大学院・理学系研究科、

2三菱化学生命研究所)

「旦j船ー1ホモログ、出芽酵母伽t3はセプチン構成因子Cdc3に共有結合している」

(11) 0秦勝志¥ 李漢{ぎ、反町洋之1.3、石;甫章一4、鈴木紘一1) 

(1東大分生研、 2理化学研究所、3東大大学院 ・農学生命科学研究科、 4東大大学院・

総合文化研究科) f胃特異的カルパイン nCL-2.-2・の遺伝子構造の解析」

(12) C西下一久¥坂井英昭¥加藤有三¥ 山本健二2(1長崎大学・歯学部・薬理、 2九州大学・歯学部・

薬理)

「細胞内レドックス環境変化に呼応したラットカテプシンEの局在変化」
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(13) 0西川毅.1.2、矢野環¥小林綾子¥名取俊二2 (1東京大学大学院 ・薬学系研究科、 2理化学研究所)

「センチニクバエ変態期におけるカテプシン Bの翻訳制御機構の解析」

(14) 0前川洋一、張天整、姫野園祐 (徳島大学医学部・寄生虫学講座)

「卵白アルブミン免疫マウスにおいてカテプシン Bは抗原処理によって、カテプシンDはIi鎖

分解によって免疫応答を調節する」

(15) 0白浜佳苗、山本章嗣、西村幹夫、西村いくこ (基礎生物研究所)

「エンドソーム ・リソソーム系に局在するシステインプロテアーゼ、マウスWE/legumai nの解析」

(16) 0江崎淳二、谷田以誠、江崎光江、金羽木伸生、木南英紀 (順天堂大学・医学部 ・生化学第一)

円ripeptidylpeptidase I欠損によるリソソーム蛋白質蓄積症:遅幼児型神経性セロイドリポ

フスチン蓄積症」

(17) 0大久保岩男、杜培革、李嘉華、前回IJ長、山樹石也、山柚子男、西克治 (滋賀医科大学・

生化学第二講座) 1.ゐnsky-Bielsdhowsky病 (CLN2)の原因タンパク質としての Tr i pept i dy I 

peptidase IJ 

(18) 0野中 隆、桑江朝臣、笹川千尋、大海忍 (東京大学医科学研究所・細菌感染研究部)

「赤痢菌 (Shigellaflexneri)感染によるマクロファージの細胞死と Caspaseの活性化」

(19) 0藤田恵理子1、;甫瀬香子1、伊勢原京子1、内山安男2、本山 昇3、桃井 隆1(1国立精神神経

センター、 2大阪大学大学院・医学研究科、 3国立長寿センター) 1カスパーゼ9活性化抗体の

作成とBcトxL欠損マウスの神経系におけるカスパーゼ3，9の活性化」

(20) 0山口光峰1、神林弾¥ 土屋幸弘¥川上博子¥ 戸田 ぽ、佐野武ザ、豊島艇、北僚博史1

(1昭和薬科大学・衛生化学研究室、2同薬品化学研究室、 3星薬科大学 ・生化学研究室)

IAcylpeptide hydrolase阻害物質 (ALCK)により誘起されるU937細胞の細胞死について」

(21) 0日和佐隆樹¥ 勝沼信ぎ c'千葉大学 ・医学部・生化学第一講座、 2徳島文理大学・健康科学研究

所)

「シスタチン qの高発現による多剤耐性の獲得」

(22) 0宮本洋一γ赤池孝章、前田 浩 (熊本大学医学部 ・微生物学講座)

「ニトロソ化。1-フ。ロテアーゼインヒビター :α1-プロテアーゼインヒピターの新しい機能」

(23) C森田隆司¥ 阿刀田英子¥藤本瑞1、水野ギ (1明治薬科大学・生体分子学、 2農水省生物資源研)

「血液凝固因子 Xa因子 Gla-dαnalnとその結合タンパク質複合体の結晶構造」
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7月 15日(木曜)午前

特別鴎潰:蛋自分解研究の活性化を目指して (座長:鈴木・木南)

( 1 )御子柴克彦

( 2 )浅島 誠

( 3 )大野茂男

(東大 ・医)

「カルシウムと細胞機能」

(東大・総合文化研究科)

「動物のボディープラン」

(横市大・医)

「細胞の極性とプロテインキナーゼCJ

午前 830- 9:30 

午前 9:30-10:30 

午前 10:30-1130 

7月 15日(木曜)午後

( 4 )石川冬木 (東工大・生命理工) 午後 130- 2:30 

「我々はなぜ線状染色体をもつのか」

ミニシンポジウム 「プロテオリシス研究の新展開J (座長.田中・横沢)

( 1 )山本健一 (金大・ガン研) 午後 2:30- 3:00 

「転写因子活性化におけるプロテアソームの役劃とその制御」

( 2 )東江昭夫 (東大 ・理学研究科) 午後 3:00- 3:30 

「酵母26Sプロテアソームの遺伝学」

休憩 午後 午後 3:30- 4:00 

( 3 )永淵昭良 (京大・医学研究科) 午後 4:00- 4・ 30 

「αおよび自力テニンの分解機構とその生理的役割」

( 4 )岸本 健雄 (東工大・生命理工) 午後 4 30- 5・o0 

rM期制御における蛋自分解」

( 5 )小椋光 (熊大 ・医) 午後 5・ 00- 5:30 

IFtsHプロテアーゼの細胞機能と AAAATPaseの分子機構J
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7月 16日(金曜)午前

平成 11年度新班員 :自己紹介と研究計画 (座長 :)11島・山尾)

1 本多玲子

2. 小南欽一郎

3. 久永 首穴

4. 内匠 透

5. 服部信孝

休憩

6. 貝淵弘三

7. 大野博司

8. 横田正幸

9 遠藤昌吾

10. 赤池孝章

(東京薬科大学・生命科学部) 午前 9:00~ 9:15 

「細胞機能を制御する蛋白質ユビキチン化の機構解明」

(九州大学・生体研) 午前 9:15~ 9:30 

「サイクリン依存性キナーゼ阻害分子P27の分解因子の同定及び解析」

(東京都立大学・理学系) 午前 9 30~ 9:45 

「神経細胞における∞K5活性化サブユニットP35の選択的分解機構の解析」

(神戸大学 ・医学部) 午前 9:45~10 : 00 

「光による時計蛋白 TIMELESSの分解機構の解明」

(HI買天堂大学 ・医学部) 午前 10:00~10 : 15 

「パーキンソン病におけるユピキチン様蛋白質の意義」

午前 10:15~10 : 45 

(奈良先端科学技術大学院大学) 午前 1 0 ・ 45~11 : 00

「蛋自分解による細胞間接着の制御メカニズムの解析」

(千葉大学・医学系研) 午前 11 00~11 15 

「蛋白質のリソソームへの輸送の分子機構」

(兵庫医科大学・医学部) 午前 11 15~11 : 30 

「局所脳虚血におけるカルパインーカルパスタチン系の役割の解析J

(理化学研究所) 午前 11 : 30~11 45 

「シナプス可塑性に関与するプロテアーゼに関する研究」

(熊本大学・医学部) 午前 11:45~12:00 

「フリーラジカルによるマトリックスメタロプロテアーゼの活性化」
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2 平成 11年度:第 l回総括班会議

日時:平成 11年 7月 15日

(午前7時30分から 8時 15分)

場所:定山渓ビ、ューホテル

議題: 1. 経過報告

2. 本年度の研究組織と活動計画，総務，研究・企画

など

3. 来年度の活動計画

4. その他

3 第 4回公開シンポジウム

日時:平成 11年 12月20日(月)

場所:東京ガーデンパレス

テーマ:仮題「シグナル伝達とプロテオリシス」

4 平成 11年度:第 1回班会議

日時:平成 11年 12月21日(火)---22日(水)

場所:東京ガーデンパレス
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総括班メンバー

鈴木紘一東京大学分子細胞生物学研究所教授:領域代表・第一班班長

木南 英紀順天堂大学医学部教授:領域副代表・第二班班長

岩永貞昭 九州大学名誉教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

大島 泰郎東京薬科大学生命科学部教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

勝沼 信彦徳島文理大学健康科学研究所所長:研究評価，チェック・レビ、ュー

志村令郎 生物分子工学研究所所長 :研究評価，チェック・レビ、ュー

中西 重忠 尽都大学大学院医学研究科教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

村上和雄 筑波大学応用生物化学系教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

矢崎義雄東京大学名誉教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

矢原 一郎東京都臨床医学総合研究所副所長:研究評価，チェック・レビ、ュー

川島 誠一東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

田中 啓二 東尽都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

石浦章一 東京大学大学院総合文化研究科教授:研究企画，調整

上野隆 順天堂大学医学部講師:研究企画，調整
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( 3 )活動および関連事業

1 班員名簿(平成 11年度〉発行: 平成 11年6月作成予定

2 特定領域ニュース誌“ぷろておりしす"発行

本ニュース誌は班員聞の連絡事項のみならず、ミニレビ、ュー・トッピクス

等、蛋白分解に関する最新の情報を満載して年3回発行します。また、班員

以外にも積極的に配布して、本重点研究の進捗状況などを宣伝してゆきたい

と考えています。したがって、班員以外の定期配布を希望する研究者にも無

料で送付しますので、送付先を事務局(研究代表者鈴木紘一研究室)に連絡

するようにお薦め下さい。

3 出版案内: (本重点研究の期間:平成8'""11年度に発行された蛋自分解関

連の出版物を毎号記載しますので情報をお寄せ下さい)

"1ntracellular Protein Catabolism" (Eds. Suzuki， K. and Bond， J.S.) ， Adv. Exp. 

Med. Biol.， Vol. 389 ， Plenum Press， New York， 306pp (1996) 

"Biology of the Lysosome" (Eds. Lloyd， J.B. and Mason， R.W.) Subcellular 

Biochemistry， Vol. 27， Plenum Press， New York， 416pp (1996) 

"Proteasomes and Related Complexes" : Mol. Biol. Rep. Special issues (Guest 

editors: Schmid， H.-P. and Briand， Y.)， Vol. 24， 138pp (1997) 

"Medical Aspects of Proteases and Protease Inhibitors" (Eds. Katunuma， N.， Kido， 

H.， Fritz， H.， and Travis， J.)， IOS Press， 205pp (1997) 

Troteolysis in Cell Function" (Eds. Hopsu-Havu， V.K.， Jarvinen， M.， and 

Kirschke， Hふ IOSPress， 576pp (1997) 

叩 biquitinand the Biology of出eCell" (Eds. Peters， J.・M.，Haロis，J .R.， and 
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Finley， D.)， Plenum Publishing， London， 462pp (1998) 

組織培養 特集号“プロテアソーム" 1 996年 3月号(編集:田中啓二)

細胞工学特集号“ユビキチンとプロテアソーム" 1 9 9 6年7月号(監修:

田中啓二)

蛋白質核酸酵素“プロテオリシス:蛋白質分解の分子機構とバイオロジー"

1 997年 10月臨時増刊号 (編集:鈴木紘一、木南英紀、田中啓二)

実験医学 特集“プロテアーゼと疾患.. 1 997年 11月号 (編集:

鈴木紘一〉

細胞工学 特集号“ユビキチンシステムと細胞周期制御" 1 999年 5月号

発行 (監修:田中啓二)

蛋白質核酸酵素 特集号“新しい細胞機能変換システムとしてのユビキチン

ワールド" 1 9 9 9年 5月号(編集:横沢英良・田中啓二)

実験医学 特集“プロテアーゼによる生体機能制御と疾患" (仮題)

199 9年 10月号発行予定(編集企画:木南英紀)

シュプリンガー・フェアラーク社発行「蛋白質分解一分子機構と細胞機能」

平成 12年春出版予定(編集:鈴木紘一、木南英紀、田中啓二〉

バイオサイエンスの新世紀(企画:日本生化学会〉第2巻「タンパク質の

一生:タンパク質の誕生、成熟から死までJ (中野明彦・遠藤斗志也 編)

発行:共立出版平成 12年春出版予定

4 学会・集会案内

圏内学会

(1)第4回病態と治療におけるプロテアーゼとインヒビター研究会。

平成 11年 8月 20日(金)'""21日(土〉ウィルあいち(名古屋市

東区上堅杉街 1) (代表世話人青柳高明)。

詳細は掲示板参照のこと。
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(2)癌学会(平成 11年 9月29""1 0月1日〉広島

シンポジウム「蛋白質分解の分子機構とがん」

(座長・田中啓二、菊池章〉

(3)生化学会(平成 11年 10月6""9日〉横浜

ワークショップ「プロテオリシスによる細胞機能のモジュレーション」

(反町洋之・前田達哉〕

(4) 免疫学会(平成 11年 12月1""3日〉京都

シンポジウム iMolecularMechanisms of MHC-peptide Complex GenerationJ 

演者 P.Cresswell， G. H釦 unerling，H. Ploegh， K. Tanaka (座長.K. Tanaka) 

(5) 分子生物学会(平成 11年 12月7""1 0日〉福岡

ワークショップ「新しい細胞機能制御系"ユビキチンワールド"J 

(座長・山尾文明、中山敬一〉

国際学会

(1) V出IntemationalSymposium on "Proteinase Inhibitors and Biological 

Control" June9-13， 1999， Brdo， Slovenia (V. Turk， H. Hritz， B. Sloane) 

(2) "Second International Serpin Conference" June 27・July1， 1999， Queens' 

College， Cambridge， UK (R. Carrell) 

(3) FASEB Summer Research Conference on"The Calpain System in Health & 

Disease" June 20-25，1999， Copper Mtn， Colorado， USA (D. Goll et al.) 

(4) 5th FASEB Summer Research Conference on "Ubiquitin and Protein 

Degradation" July 31 -August 3， 1999， Saxtons River， Vermont， USA 

(C. Pickart組 dG. DeM創出0)

(5) The First General Meeting of the IPS (Intemational Proteolysis Society) 

September 25-30， 1999， the Mission Point Resort on Mackinac Island， Michigan， 
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USA (1. Bond et al.) 

(6) "Matrix Metal1oproteinases 11 Gordon Res. Confs.， August 8・13，1999，

Colby-Sawyer， New 1ρndon， NH， USA 

(7) VIIth Intemational Workshop on "Molecular & Cel1 Biology of 

Plasminogen 11 September 4・9，1999， 1対 Diaberets，Switzerland (D. Belin) 

(8) VIIth "International Aspartic Proteinsae Conference 11 September 7・12，

1999， Madeira Carlton Hotel， Funchal Madeira， Portugal (c. Faro) 

(9) "The 2nd International Conference on Protease Inhibitors 11 

December 3-6， 1999， University of Florida， Gainsville， Florida， USA 

(Ben M. Dunn)詳細は掲示板参照のこと。
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(4 )学会・集会報告

1 Third Workshop on Proteasomesに参加して

フランスのClermont-Fe口組dで2年に l度聞かれているプロテアソームワークショッ

プも今年で3回目になる.いつも 3月末(今年は， 3月24日......， 27日)に，同じ

会議場 (Maisondes Congres)で開催される.今回は34題の口頭発表(一人20-30分〉

と58題のポスター発表があった.参加者は招待者を含めておよそ 150人で，プ

ロテアソーム研究のトップランナーの多くが招待されている.ただ，残念ながらユ

ビキチン関連の研究者が例年いつも少ない.

筆者は第2回のワークショ ップには参加していないので，今回が 2度目になる

が，だんだんこのワークショップも定着してきた感じがする.これからも続けられ

るであろう.同じ年の夏にFASEB Summer Research Conferen∞が米国Vermont州で聞

かれるので，内容的にかなり重複することが予想される.両方参加するのは大変な

ので， どちらに参加しょうか迷うのだが，今回はフランスに行ってよかったと感じ

た FASEBとは異なり，何となく雰囲気が和やかだし (FASEBの時は未発表データ

の探り合いといった感じで，とても親睦を深めるという感じではない)，格安のホ

テル(小生の泊まったホテルは会場にも近く，パスタブ付で 3泊1万円程度であっ

た)に泊まれたということもあり，満足している. F ASEB meetingだと，どうしても

同室の人(特に外国人の場合)に気を使ったり，パス・トイレに入るタイミングを

いつも気にしなければいけない， というのがどうも疲れる.

さて，ワークショップの内容だが，初日午前は，プロテアソームの構造に関す

る発表があった Baumeister(Max-Planck Inst.)からは26Sプロテアソームの電子顕微

鏡観察とその解析像が示され， Rechsteiner (U凶v.Ut油)研究室のポスドクのGorbeaか

らは制御サブユニット(特にATP硝 e)聞のトポロジーについてinvitroの翻訳系を用
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いた解析が紹介されたすべてではないが，少しず.つATPaseサフeユニット聞のトポ

ロジーが判ってきた続いて， Finley (Harvard Med. Sch.)がRptとRpnの構造と機能，

lidとbaseの説明，日d部分がeIF3やCOP9/signalosome，こ類似していて進化的に共通の祖

先粒子から由来している可能性があることについて， (時の流れを忘れさせる)発

表があった Mayerは昆虫筋， ヒト脳， ヒト胎盤に， S10b(SUG2)ーS6'(TBPl)複合体

(220 kDa : DeMartinoのmodulatorに相当)が存在し， 26Sのキモトリプシン活性を 2-

4倍活性化することを報告. しかし，赤血球由来のmodulatorとは異なりp27サフすユニッ

トを含んでいないという.続いて， Hendil (Univ. Copenhagen)によりモノクローナル

抗体を用いた26Sプロテアソームの構造解析(隣接サブユニット解析〉の結果が示

された.

午前の講演が終わると，ワインを飲みながらゆっくりお食事をして，午後 3時

からKloetzel(Humbolt Univ.)， Wilk (Mt. Sinai Sch. Med.)， W吋cik(Warsaw Med. Univ.)， 

Monaco (How紅 dHughes M吋.Inst.)， Dubiel (Humbolt Univ.)， Wei (Yale Univ.)の話題提

供である.KloetzelはインターフエロンYで・誘導されるプロテアソームサブユニット

(特にL悶 7)の抗原提示における役割について， WilkはPA28α，PA28yのプロテアソー

ム活性化とモジュレーションの機構について， またW吋cikはPA28の細胞内局在につ

いて発表した Mona∞は20Sプロテアソームの構築機構について，またDubielとWei

はCOP9/signalosomeの構造と機能について発表したまた，この複合体が26Sのlidと

進化的に関連がある，というデータが示された.

初日午後のセッションが終わると， City Hallで-恒例の市長招待の晩餐会である.

食前の長い挨拶の後で，プロテアソーム研究に貢献した科学者として，今回は

RivettとCiechanoverが選ばれ，メダルが授けられた受賞者は，いつもの厳しい面も

ちとは異なり，さすがに嬉しそうであった.

2日目の朝は，主にプロテアソームの病態生理機能に関連する発表があった

Mitch (Emory U niv. )は，筋肉におけるユビキチン・プロテアソームシステムの活性化

に，グルココルチコイドが中心的な役割を果たすこと， D油lman(Diabet凶 Forschungs
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Inst. )は，糖尿病誘発時にプロテアソームの活性が変化することを示し， Hasselgren 

(U niv. Cincinnati)は肺血症(Sepsis)時にユビキチン・プロテアソームシステムが克進

(ユビキチンとプロテアソームサブユニットの遺伝子発現が充進)し，筋原繊維蛋

白質の分解が促進されることを示した. ミオシンやアクチンがプロテアソームによっ

て分解される詳細な機構は不明だが， Ca2 +によってカルパインが活性化され，そ

れにより蛋白質が限定分解され，その後にN末端則に従って，ユビキチン化されて

分解される機構を考えている.加ix(INRA)は，癌のcachexia(吉田肉腫をラットの

片足に移植し，もう 一方の足の蛋白質分解を解析)にユビキチン・プロテアソーム

系が関与すること，またその蛋自分解におけるホルモンやサイトカイン等の影響に

ついて報告したまたニトロソウレアを投与すると，健常および癌化した動物にお

いて，ユビキチン・プロテアソーム系がdown-regulationされることを示した. Crew 

(Yale Univ.)は，天然に存在する新規プロテアソーム阻害剤Epoximic泊を同定し，そ

の酵素学的，薬理学的性質を調べた.本阻害剤はラクタシスチン(ちなみに，ポス

ター発表で別のグループから，ラクタシスチンはプロテアソームに特異的ではない

としづ発表があったが)よりも速く不可逆的に結合するという.プロテアソームの

CLE，百五， PGPHの3つのサブユニットのいずれに対しても共有結合修飾するが，

C回活性に対する阻害が強い.アルデヒド性阻害剤， ビニルスルホン誘導体，ホウ

酸誘導体と異なり，特異性が非常に高いという.加 vitroではNF-KBの分解を阻害す

るし， in vivoでは抗炎症剤としての薬理効果を示す.市販されると利用範囲が広が

りそうである. Groettrup (Cantonal Hospital)は， AIDS患者に広く投与されている

HIV-1プロテアーゼ阻害剤RitonavirがLLnLと同程度にプロテアソームのキモトリプシ

ン活性を阻害することを発表した. Ritonavir投与患者においては， HIV-1ウイルスの

力価が低下しているにも関わらす，免疫監視機構が改善されないことが指摘されて

いた.今回，その理由のーっとして，プロテアソームに対する阻害を介した悶IC

Class-1拘束性抗原提示機能の低下が挙げられることを報告した. Margottin (Inst. 

Coch加)は， Hiv-1ウイルスのVpu蛋白質が感染細胞からのウイルス粒子の放出と
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CD4の分解充進の 2つの機能をもつことから，その分子機構を探索. Vpuと相互作

用する蛋白質を酵母2・hybrid法で、スクリーニングし， Xenopus s-TrCP(F暢 boxprotein)に

対するヒトホモログを単離した.この蛋白質のVpuとの結合にはVpuのSer52とSer56

のリン酸化が必須である. Schmid (Univ. Blaize P描 cal)からは，プロテアソームに会

合しているRNAとRNaseの機能について発表があった Groll(Max-Planck Inst.)は20S

プロテアソームの自己活性化機構について， Rivett (Bristol U niv. )は20Sプロテアソー

ムと制御サブユニッ ト複合体の細胞内での局在と， リン酸化されるサブユニットに

関して発表したDeMartino(U niv. Texas)は中心体にプロテアソームが会合している

こと， ミスフォールドしたCFTRやラクタシスチンを加えると中心体が大きくなるこ

と， ミスホールドしたCFTRを発現すると，ユビ、キチンプール，プロテアソーム成分，

Hsp70が中心体に集まることを示した Gordon(MRC)は分裂酵母における26Sプロ

テアソーム(GFP融合蛋白質として発現)の局在性を免疫蛍光法で解析した

2日目の午後のセッションが終わると，お楽しみのCongressDinnerで、ある.パス

にのって，郊外にあるお城(中はレストランに改築しである〉に連れて行かれる.

日本ならバンケッ トが始まるのが 6時頃で終わるのが8時半頃，というのが相場だ

が，ヨ ーロ ッパではとても遅い.午後9時頃からおもむろに前菜が配られ，食事が

終わるのは 12時過ぎである.パスで懇親会場(お城〉に来ているので途中で帰る

ことも出来ない.最後まで皆さんがエンジョイできて大変すばらしい企画である.

ホテルに着くと 1時半頃で-あった翌朝は9時からセッションが始まるとし 1うのに.

3日目. Braun (Humbolt Univ.)はクエン酸シンターゼをモデル基質とし， 26Sプ

ロテアソームにシャペロン活性があることを示した. Ciechanover (Technion Israel 

Inst. Technol.)はNF-KB前駆体p105の限定分解により生じるp50サフ、、ユニットのC末端

にあるGlyに富む領域がプロセシングシグナルとなることを示した特にLys441と

Lys442はユビキチン化部位で， 446・454はユビキチンリガーゼの認識部位として重要.

Piechaczyk (lnst. Genet. Mol. -CNRS)は線維芽細胞を用いてc-Fosとc-Junの分解機構に

ついて，またFigieoredp-Pereira(Hunter Col. Cuny)は亜鉛，カドミウム，過酸化水素
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により誘導される酸化ストレスがユビキチン・プロテアソーム系のどこに障害を与

えるかについて示した. Hershko (Technion Israel Inst. Technol.)は，未発表データには

触れず，サイクロソームのcdc2による活性化をSuclが促進することを述べた.

T叩 aka(Tokyo Metropol. Inst. Med. Sci.)はPA28・20S-PA700といったハイブリッド型の

プロテアソーム複合体の存在と，そのODC-AZの分解における重要性を示した.

Wolf (Univ. Stu仕gart)はER;レメン内の可溶性蛋白質Cpyと膜蛋白質問r5をとりあげ，

その逆行性分解機構の異同について述べた. Cpyの場合，Pdr5とは異なり，ルメン

内のHSP70Kar2が蛋白質の運搬に関与するが，いずれもUbc6，Ubc7によりユビキチ

ン化され分解される. Cpyの場合，ルメンからの輸送にもユビキチン化が関わるら

しい.逆行性輸送に，新規ER膜蛋白質Derl，Der3/Hrdl， Hrd3が関わることも示した

Enenkel (Humbolt Univ.)は20Sα サブユニットのPre6とATPaseサブユニットの

Cim5(Rpt1)にGFPのタクoをつけて酵母内で・発現させ，細胞内の挙動を解析. 26Sプロ

テアソームが核膜/粗面小胞体膜のネットワークに局在することを示した Sawada

(Hokkaido Univ.)は新規ユビキチン・プロテアソーム系がマボヤの受精(特に精子

の卵黄膜通過)に必須の役割を果たすことを示した最後に， Mykles (Colorado State 

Univ.)が，ロブスタープロテアソームの構造-活性相関についてと，ショウジョウバ

エの変異体 (ZとC5)を利用した解析について報告した

上記のような口頭発表の他にも，多くの興味深いポスタ一発表があったが，こ

こでは省略させていただく.

6年前，このワークショップで， Baumeisterが古細菌の20SプロテアソームのX

線構造解析の結果をきれいなスライドで示し，感激した記憶は今でも鮮明に残って

いる.そして， 2回目のワークショップでは， Huberが酵母の20Sプロテアソームの

X線構造解析結果を示し，多くの聴衆を魅了した，と聞いている.そして今回の目

玉として，筆者は26Sプロテアソームの構造解析が発表されるのではなし、かと期待

して来たのだが，なかなかそう簡単ではないらしい.Baumeisterは電子顕微鏡観察

の結果から予想される立体構造モデルを示したが，どの程度本当の形を反映してい
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るのか，どうも判りにくい.x線構造解析の結果がないと安心できないのは筆者だ

けだろうか.なぜそんなに結晶化が困難なのだろうか?その理由を考えてみるに，

おそ らく 制御蛋白質複合体が均一なサブユニット構成をしていなし1からではないか，

と想像する.不均一であるが故に結晶化されてにくいのかもしれない.ベースとリッ

ド部分に分けて結晶解析される可能性も考えられる 今後の研究の発展に大いに期

待したい.

(北海道大学大学院薬学研究科 沢田 均)

2千里ライフサイエンスセミナー「細胞内シグナルの制御一

ユビキチンとプロテアソーム」の報告

平成 11年 5月 17日に、千里ライフサイエンスセンターにて、千里ライフサ

イエンスセミナーが上記のタイトルで 10時から 17時まで開催された。コーディ

ネータの田中啓二先生(都臨床研)がはじめのご挨拶でも述べられたように、現在、

生命現象の制御機構としてプロテオリシスの重要性が認識され、その中でも、ユビ

キチンとプロテアソームが、細胞内シグナルの制御のキーワードとして、今まさに

注目を集めている。本セミナーは、演者の講演時聞を比較的長くとり、 二つのキー

ワードについての最新の研究成果をゆとりを持って聞けるように企画されていた。

そのためか、焦点が絞られていたにもかかわらず、会場を埋め尽くした参加者から

活発な質問・討論があり、また、セミナー後のアンケート結果でも好評であったと

聞く 。講演時間が短いと消化不良気味な気持ちを味わうことがしばしばあるが、本

セミナーではじっくり聞けてよくわかったという満足感が残った。

最初の4つの話題は、ユビキチンが織りなす世界についてであった。山尾文明

(国立遺伝研)は、ユビキチンシステムの概論のあと、細胞周期制御におけるユビ
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キチンシステムに関する研究成果(分裂酵母のE2酵素であるUbcP4と、出芽酵母の

E3酵素であるSCF複合体)について述べた。さらに、最近のユビキチンワールドの

研究動向にも触れた。概論もゆっくり聞くとより理解が深まると実感した。また、

いつ聞いても、全ゲノムが判明している出芽酵母にG2!M期で機能する必須E2酵素が

見つからないのは不思議である。戸所一雄(理研)は、細胞周期のM期で機能する

E3酵素であるAPCと、スピンドル形成チェックポイン卜機構について、研究成果を

述べた。初めに、細胞分裂に重要な役割を果たすと考えられている中心体や動原体

に、 APCが存在することをきれいなスライドで示した。 polo-kinaseもそこに存在する

としづ。プロテアソームも細胞分裂装置の極周辺や染色体周辺に存在することから、

ユビキチン依存的蛋白分解システム関連のすべての因子がそこに局在しているので

あろうか(そして、その意味は?)。引き続き、 APCに対する正と負のリン酸化に

ついて、また、 APCに結合して基質蛋白質を認識するCdc20とCdhlの活性がリン酸

化・脱リン酸化を介して制御され、その制御機構が逆 (前者はリン酸化で活性化さ

れ、後者は脱リン酸化で活性化される〉であることの意味づけについて述べた。さ

らに、 Cdc20とMad2との相互作用を介するスピンドル形成チェックポイン卜機構に

ついて述べた。細かいことはともかく、 APCを介するM期進行の制御機構はほとん

ど説明され尽くされた感があり、これからは細胞分裂が起きる場でのより深い理解

へと研究が進むのであろう。安田秀世(東京薬大〉は、癌抑制遺伝子産物p53のhect

domain protein family (E6・APとMdm2)を介するユビキチン依存的分解機構について、

研究成果を述べた。 E6・APとMdm2の相向性から後者をE3酵素と考えたとのお話には、

なるほどと納得させられた。 Mdm2がringboxを有することから、他の因子との相互

作用が十分期待できそうである。また、 Mdm2はユビキチン化されるとし寸。 APCの

Cdc20やSCFのF-box蛋白質がユビキチン依存的に分解される様に、 hectdomain 

protein familyも分解されるのであろうか。さ らに、 p53は、 IKBの場合とは異なり、

同時にSUMO化もユビキチン化も受ける興味深い蛋白質と言えよう。それらのライ

ゲイションのタイミングはどのようになっているのであろうか。中山敬一 (九大生
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医研)は、 SCF複合体を介するカテニンとIKBのユビキチン化について、研究成果を

述べた。今年に入って、両蛋白質のユビキチン化に関与するSCF複合体(特にF-box

蛋白質〉の同定に関する論文が怒演のごとく報告されている。いずれも、ショウジョ

ウバエのSlimbの機能解析の報告がきっかけとしづ。その激しし、競争の中で、 Slimb

ホモログであるFWDl(他の報文ではs-TrCPと記載されている)と名付けられた

F-box蛋白質のクローニング、それを含むSCFの機能解析、さらには、それの

knock-outもやってしまうとし寸早業は、ただただ感嘆の一言である。 SCFは、定義

のように、 3つの成分から構成されているだけなのか、あるいは、 APCの様に、もっ

と多成分から構築されている複合体であろうか。 SCFの分子多様性と多機能性との

関連に興味が尽きない。

ユビキチンシステムに関する話題提供のあと、分解マシーンであるプロテアソー

ムの関連で2つの話題が取り上げられた。横沢英良(北大院薬)は、・プロテアソー

ムと受精・発生制御に関して、研究成果を述べた。 二つの生殖細胞が相互作用する

受精の過程において、精子表面に存在するユビキチンと活性化された26Sプロテア

ソームにより、卵黄膜がユビキチン化され分解されるという魅力的な仮説を提案し

たが、ユビキチンの存在状態やマルチユビキチン化機構など、未解決な問題が山積

している。また、卵の細胞分裂の進行に伴うプロテアソームの活性化機構とその意

味づけについて、さらに、形態形成(脊索形成〉に対するNF-KB/Relの役割に関する

興味深い仮説を述べた。いずれも今後の詰めの実験が必要である。田中啓二 (都臨

床研〉は、プロテアソームの分子細胞生物学というタイトルで、拡大の一途をたど

るプロテアソーム世界の全体像の説明と、プロテアソームに関する様々な研究成果

について述べた。プロテアソーム制御サブユニットの中で、ユビキチン認識サブユ

ニットについては、衆人が注目しながらまだ未解決な部分が多い。初めに、それに

分子多様性があることと、発生過程でのプロテアソームの不均一性を示唆する結果

が示されたが、 embryonicproteasomeともいうべきプロテアソームの存在は極めて興

味深い。続いて、ユビキチン非依存的なODCの分解機構について述べたが、その分
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解に関与するアンチザイムの作用をユビキチンと類似の作用とも考えられるという

説明は、理にかなっているように思える。さらに、血管新生、アポトーシス、ある

いは、品質管理機構に関与するプロテアソームの機能について触れ、最後に、抗原

提示におけるプロテアソームの機能に関する最新の知見を述べた。ユビキチンシス

テムの研究と比較すると、プロテアソームの研究はかなりの部分がわかった段階に

きていると言えなくもないが、実は、解析手段が難しくて未解決な重要な課題が残っ

ているのが実状である。上記のユビキチンレセプターの課題、プロテアソームが有

すると考えられているunfoldase活性の問題、あるいは、プロテアソームの構築原理

の課題も、詳細は閣の中である。

今回のセミ ナーをゆったりとした気分で聞きながら、いろいろな空想が頭の中

をよぎっては消えていった。今後の、ユビキチンシステムとプロテアソームシステ

ムの両者の研究のさらなる進展によって、ユビキチン依存的蛋白分解の生物学的意

義がより明確になることを願ってやまない。最後に、 このようなセミナーを企画さ

れた田中啓二先生と山尾文明先生に深く感謝いたします。

(北大院薬・横沢英良)

3. CSH-Symposium "Biology of Proteolysis"の内容案内

Cold Spring Habor l..aboratoryが主催するCSHシンポジウムは大変に有名であり、

これまで生物化学の様々な分野の発展に大きく寄与してきたことは周知の通りであ

る。 一昨年に、 "Biologyof Proteolysis"の第l回CSH会議が開催されたので、今回は

2回目である。筆者は前回の会議に参加しなかったので側聞するに、第 1回CSH会

議は大変に盛況であったらしく、その中のトピックスが"Ubiquitinand the Cell 

Biology"と言う図書として出版され好評を博しているとのことである。今回は、

Signal Transduction， Cornplexes and Cascades， Chaperones & Quality Control， 

Developrnent， Cell Cycle， Infectious Diseases-Pathogen Interaction， Neoplasia， Cell Deathの
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セッションの講演とポスター発表で構成されていた。発表は多岐の領域に亘ってい

るため、個別の内容を解説することは困難である(時差と飽食で十分聴講していな

かったのが一因でもある)。そこで、発表者と演題のリストを末尾に列記したので、

興味ある方は参照されたい。筆者が最も興味を惹かれたのは、ユビキチンリガーゼ

として作用するSCF(Skp1， Cullin-1， F -box protein) Comp1ex に関する発表で、約 20 

題あり、全体の約 15%にも達していた。その研究の進展はすさまじく、長らく不

明であったユビキチンリガーゼの大半はSCFで説明できる時代が間もなくやってく

るとの印象を覚えた。なにしろ、 F-boxprotein は数百、 Cullinは少なくとも 6種、

Skp1もおそらく機能的ファミリーを形成するとと考えられており、 SCFのみで 10 

o 0種を凌駕する分子多様性が存在する可能性が指摘されているのである。本シン

ポジウムにおける最大のトピックスは、このSCFを構成する 3分子複合体に第4番

目の役者、即ち酵母のRbx1(Ring box factor・1)および1甫乳動物のRoc1(Regu1ator of 

ω1lin・1)が加わっ たことである。筆者らは、会議に参加する直前に出版された

ScienceとMoiecularCell誌のRbx1とRoc1に関する 4論文をニューヨークまでの長い飛

行機の中で読んでいたのでさほど驚かなかったが、それでも突然に登場したこれら

の分子群に関する発表は、会議の中で一際注目された。筆者が驚いたのは、ヒトに

存在する 6種のCullinが全てSCFユビキチンリガーゼのコンポーネン トととして作用

することを示唆した講演で‘あった (Ohta， T.らの発表)。これまでJこSkp1はCullin-1

としか相互作用しないことから、 SCFの中で、Cullin-1のみがSCFの役者になり得ると

考えられていた。事実、 IKBαや9・CateninのSCFとして作用するのはこのCullin-1であ

ることがごく最近明かになったところである(本年度に入って十数編の論文が発表

された:SCFに関しては“ぷろておりしす" 9号の畠山のミニレビ、ュー及び細胞工

学5月号の小南の総説を参照されたしウ。また、 Cullin-2がE1onginB/CやpVHLと複

合体を作ることの発見もこの複合体がSCF様のユビキチンリガーゼとして作用する

可能性を示唆している。しかし、発表した内容では、ターゲットが同定されておら

ず、実験的証明としては必ずしも確実であるとの印象は持たなかったが、筆者等は
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別のCullinのノ守一トナ一分子を同定中のこともあって、この推定はおそらく正しい

と推測している。 SCFは今後の発展が期待される最も刺激的なテーマで‘ある。もう

一つ驚いたことは、 CDKインヒビターであるp27のユビキチンリガーゼが同定され

たことである。 Paganoらは、そのリガーゼがSCFSk
ρ
であると発表した。 Skp2はSkp1

と同様に癌細胞で強く発現している分子として数年前にD.Beach等が同定していた

が、このSkp2もF-box蛋白の一種であることから話としては領ける。 Paganoの講演

の何となく負のイメージは、彼らがp27がユビキチンシステムで分解されることを

報じた数年前のScienceの論文が眉唾ものであることを多くの聴衆が知っているから

である。即ち、 p27のユビキチン化には、サイクリンEjCDC2キナーゼによるリン酸

化が必須であることが判明しているが、 Science誌の論文ではこの観点が欠如してお

り、またゑ剛犬赤血球ラーゼートでのユビキチン化の実験系の追試が概ね不可能になっ

ていたからである(しかし、今回の発表データは完壁のように，思えた)。さらに驚

いたことに、ごく最近、このSCFSk需はE2F1のユビキチン化を触媒することが、本年

度創刊のNatureCell Biol. (1， 14・19，1999)に発表されたことである。 このように、

SCFの研究はこれまで不明であった多くの蛋白質の分解機構の解明に大きく貢献す

ることが期待されている。筆者らはもはやどのような蛋白質がSCFによってユビキ

チン化されても驚かない時代に入ったと認識している。今後、 SCFに関する論文は

洪水のように溢れ出すであろう(筆者の知る限り、すでに十数編の論文が発表予定

とのことである)。そして、細胞周期やシグナル伝達におけるSCFの役割の重要性

は、今後、増加の一途を辿ると考えられる。しかし、 SCFが普遍的に重要な役割を

担っていることが明らかになるにはもう少し時聞が必要であるかも知れない。この

ような状況を省みると、 2年後の第3回CSH会議においてSCF研究がどのように進

展しているかを今から大いに期待せずにはいられない。あるいはSCF研究の熱は冷

めて新しい話題が出現しているのであろうか? 時代の流れは激しいが、それに翻

弄されることなく地道にしかし時代を切り開 くような魅力あるテーマに取り組みた

いものである。本CSHシンポジウムにおいては、他にも多くの興味深い話題が多数
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発表されたが、それらは全て割愛させて頂いた(冒頭に述べた理由により〉。

さて、会議の総参加者数は約 200名強といったところで、日本からは欧米に

留学している若手研究者を含めて約 10名程度が参加していた。 CSHシンポジウム

に参加したことのある研究者はご存じのように、本会議は早朝から夜 10""11時

に至るまで食事時聞を除いてほとんど休憩無しの過酷なスケジュールで営まれる

(ピアノコンサートとロブスターを食する晩餐会を除いて〉。しかし、個人的に休

息するのは勿論自由であり、この特権を生かす参加者が後半には随分と増えたよう

に思えた。もっともCSHは逃避すべき場所もない僻地であるので、否応なしに会議

への参加を強制される(実際、 CSHLは一 日がかりでマンハッタンまで出かけるよ

り他には遊ぶ場所はなしサ。やむなく筆者は毎晩、会議の終了を待ちかねて深夜ま

でビールを楽しんでいた。しかし、情報収集・情報交換と言った意味では、この

CSH会議に参加することの大切さを十分に認識した。ご存知のようにProteoゆisの

Biology研究は時代の寵児になりつつあり、生命科学の発展に深く貢献することに疑

念め余地はないであろう。この意味では、 「本特定研究」はまさに時代を先取りし

たテーマに先鞭をつけたと言っても過言でないと思われる。この特定研究の班員の

中から「世界を驚博させるような大発見してCSH会議の花形になるような活きのい

い若手」が出現することを切望したい。

(田中啓二・都臨床研分子腫筋学部門)

CSHシンポジウムの発表Title(Presenting Author) 

1. A functional Iink between the yeast DOA4 deubiquitinating enzyme and 

the vacuolar protein sorting (畑町ik，A.Y.) 

2. Roles for 20S proteasome f:¥-subunit propeptides in prevention of active 

site catalytic inactivation (Arendt， C.S.) 

3. Peptidyl diazomethylketones effectively inhibit the HRV 3C protease 

and prevent virus replication by blocking viral polyprotein processing 

in infected cells (Babe， L.M.) 

4. Proteasomal degradation of the tumor suppressor Rb in cervical 
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carcinoma cells (Bagchi， S.) 

5. The 26S proteasome-A molecular machine designed for controlled 

proteolysis (Baumeister， W.) 

6. Proteolysis of storage proteins in the seeds of higher plants (Belozersky， M.) 

7. Identification of the receptor component of the IKBα-ubiquitin Iigase 

(Ben-Neriah， Y.) 

8. Granzyme A loading induces rapid cytolysis and DNA damage 

independently of caspase activation (Beresford， P.J.) 

9. Transtranslation in E. coli (Binet， E.) 

10. Characterization of Eupaulysin， a multifunctional collagenolytic serine 

proteinase or brachyurin from Antarctic krill (E.. superba) (Bjamason， J.B.) 

11. Targeted disruption of C・CBLleads to dysregulated cell surface receptor 

expression， and perturbed receptor ubiquitination and degradation 
(Bowtell， D.D.) 

12. Discovery of a new family of thiol proteases related to nitrilases in a 

conserved animal tumor suppressor pathway (Brenner， c.) 

13. Active-site labeling of cathepsin S in dendritic cells (Bryant， R.A.R.) 

14. Identification of in vivo substrates of the DnaK chaperone system 

(Bukau， B.) 

15. Interaction of HCV NS3 proteinase domain and NS4A-(1)Resoration of 

NS4A cofactor activ.ity by N-biotinylation of mutated NS4A and 

(2)Cross-genotype comparisons (Butkiewicz， N.J.) 

16. Elastase substrate specificity tailored through substrate・assistedcatalysis 

and phage display (Carter， P.) 

17. Identification of six novel human F-box proteins and involvement of 

FBPl/b -TRCP in the regulation of t}-catenin stability (Cenciarelli， C.) 

18. The conformational behavior of heparin-papain interactions (Chagas， J.R.) 

19. A regulatory switch for iDduction of monocytic differentiation and 

apoptosis of a myeloid progenitor cell line (Chang， Z.) 

20. Activation of aD MDM2-specific caspase by p53 in the absence of 

apoptosis (Chen， J.) 

21. Covalent modification of all members of human cullin family proteins 

by a new NEDD8・Iigatingsystem (Chiba， T.) 

22. Genetic analysis of the F-box family of proteins in S.cerevisiae-Specificity 

factors of the SCF ubiquitin Iigase (Chu， C.) 

23. Structure of bacterial signal peptidase-A protease involved in protein 

secretion (Dalbey， R.E.) 

24. The role of an F-box protein in Dictyostelium development (Dao， D.) 

25. Characterization of the vertebrate SUMO-l conjugation pathway 
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(Dasso， M.C.) 

26. Ubiquitin-mediated destruction of the Ras/Rac exchange factor 

Ras-GRF2 (de Hoog， C.L.) 

27. 8acterial plasminogen activator and host hemostatic factors contro 

the local inflammatory response and determine the virulence of pestis 

(Degen， J. L.) 

28. Identification of novel murine cysteine proteases of the papain family 

(Deussing， J.M.) 

29. The role of regulated proteolysis in budding yeast DNA replication 

(Diffley， J.) 

30. Three modes of degradation for Cdc6p in budding yeast (Drury， L.S.) 

31. Extracellular proteolysis in filamentous fungi-Secreted proteases as main 

participants of the process， regulation of their synthesis (punaevsky， Y.) 

32. Proteasome inhibitors alter the orderly progression of DNA synthesis 

during S phase in Hela cells and lead to re-replication of DNA (Dutta， A.) 

33. More efficient MHC c1ass-I restricted， proteasome-dependent 
presentation with antigen located in the exocytic compartment (ER) 

vs. the cytosol (Eisenlohr， L.C.) 

34. Proteinases and proteinaceous proteinase inhibitors from the midgut 

of the cockroach N. cinerea (Elpidina， E.N.) 

35. Distinctive subcellular localization of endopeptidases EP24.15 (EC 

3.4.24.15) and EP25.16 (EC 3.4.24.16) in the rat brain (Ferro， E.S.) 

36. Regulation of signaling pathways controlling patterning and cell-fate 

decisions in Dictyostelium by ubiquitin-mediated protein degradation 

(Firtel， R.) 

37. The Skpl and Cul1 ubiquitin Iigase components localize to the 

centrosome and regulate the centrosome duplication cycle (Freed， E.) 

38. Functional significance of disintegrin domains and cystein-rich 

domain in meltrinαand s ， ADAM metalloproteases (Fujisawa-Sehara， A.) 

39. Activity of multicorn， a new large proteolytic complex from fission 
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( 5 )ミニレビュー

1. Weel ‘小'事件

細胞周期の分野はプロテオリシス研究の宝庫であり， cyclin，諸Cdk阻害因子

(CDI) ， APCなど蛋自分解関係の因子の枚挙にいとまがない。このミニレビュー

( ? )では， 最近遭遇したWee1に関する小さな事件について少しお話ししたい。

私達はこの数年，ツメガエル初期発生における様々な細胞周期制御因子の発現

や機能を解析しているが，多くの制御因子が卵成熟(減数分裂)や初期怪発生で大

きな量的変動(すなわち合成と分解〉を示すのに驚かされてきた。このような因子

の中にWee1があった。 Wee1は周知の通り Cdc2のY15をリン酸化するCdc2阻害キナー

ゼであるが，昨年末に，ツメガエル卵内のWee1の量が受精直後20-30分に激減する

ことを見つけたのである。もしこれが積極的な分解によるとすると， WeeHまcyclinB

やMosに次ぐ「受精で分解される稀有な蛋白質」ということになり，柳の下のドジョ

ウ(? )をねらったいろんな実験を即座に組んだのである。

ところが，その計画を実行に移そうとした矢先， Science誌にツメガエル卵無細

胞系を使ったW回 1の分解に関する論文が発表されたのである (Scien偽 1998年12月

号， 282， 1886-1889)。この論文では， Wee1がCdc34ユビキチンリガーゼ/SCF復合

体依存的に分解され，この分解がDNA複製チェックポイントによって阻害されるこ

とが示されていた。すなわち， WeeHまS期の終了 (G2期)にαc34/SCF経路で・特異

的に分解され，この分解が』伐日への移行に重要であることが述べられていたのであ

る。実はこの論文では， 5ケ所ものFigure(主にウエスタンブロット)が脱落して

いて， とてもその内容を正確に評価できる状態ではなかった。しかし，言わんとす

るところは明白であって，それは私達にとってまさに青天の震震であった。

そこでやむな し受精におけるW∞1の分解の問題は半ばあきらめた。その代わ
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り，卵減数分裂でのW民 1の機能に関してデータが集まりつつあったので，論文執筆

のために関連論文を調べはじめたのである。そうすると，おもしろいことが分かつ

てきた。まず， ヒト細胞や分裂酵母 (S・pombe)では，細胞周期(特にG2/恥側〉

に依存的なWeelの分解の論文がすで-に 2，3編報告されていたのである (EMBO，

1995年， 14， 1878-1891; JBC， 1997年， 272，13320・13325)。しかし，これらの論文は上

言己Science誌の論文には全く引用されていなかった。さらに調べてみると，実は出芽

酵母 (S.α:revisiae)で， Swe1 (出芽酵母・のWee1ホモログ〉がまさにCdc34/SCF依

存的に分解されることが一流誌とされるGenes& Development誌 (1998年8月号， 12，

2587-2597)にすでに報告されていたのである。しかし，上記のScienα誌論文にはこ

の論文も引用されていなかった。両論文は発行時期が4ヶ月の差でかなり近接して

いるが， Scien∞誌論文の投稿， revision，発行の期日から見て， Genes & Development 

誌に言及する機会は十分にあったはずであるが，引用されていなかったのである。

しかし，このScience誌論文には大幅なFigureの脱落もあり，その時は，何かの間違

いだろうと思っていた。

さてその内に， Figureの脱落の訂正が掲載された (Science，283， 35; 283， 2102)。

訂正Figureは元より，その訂正に上記の引用漏れ(? )の謝辞でもあるかと注意し

て見てみたが，それらしいものは一切なかった。なぜこのようなことが起こったの

か不可解である。思うに， Scien∞誌論文の筆頭著者はポストドクであり，この分野

では新参者のようであった。このため，例えば出芽酵母のSwe1をWee1のホモログと

思わなかったのかも知れない (Genes& Development誌論文のタイトル/要旨には

Swe1としか出ていなしす。しかし，最終著者(著者は二名のみ〉は細胞周期の分野

では一流の研究者であり，この点で， Genes & Development誌のみならずEMBO誌や

JBC誌の引用漏れは腕に落ちない。(かく言う私も関連論文を調べるまでは上の 3

論文を知らなかったわけで，人の事をとやかく言えた義理ではないが，それでも，

投稿までには当然調べておくべきことであったろう。)Scien∞誌論文で‘舶に落ちな

い点が更に 2つあった。 1つはそのポス トドク氏自身がcorrespondingauthorになって
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いることであり，他の 1つは， (失礼ながら〉論文中のWeelの分解の記述が取って

付けた様になっていることであった。こうなると何か釈然としないものを感じるの

だが，そう思うのは私 1人だけであろうか?

さて，事の真相はともかく， Science誌論文を見るとW∞1の分解機構とその生理

的意義が一遍に解決されたかに見える。 しかし，少なくとも初期発生においては，

事実はかなり複雑そうである。 Scienα誌では，精子核DNAを大量に加えたツメガエ

ル無細胞系を用いて， W民 1がS期において複製チェックポイントで安定化され， G2 

期に約半分が分解されるとしている。これは確かに，酵母等のS期におけるWeelの

安定性を良く説明できる。また，逆説的であるが，ツメガエル卵の受精直後 (S期

に相当)で‘のW田 1の分解-冒頭の私達の“発見"ーも説明できる。なぜならば，核

DNA/細胞質の比が非常に小さい卵では複製チェックポイントが働かないため， S 

期でもWeelが不安定になると考えられるからである。しかし，受精後に最もCdc2の

Y15のリン酸化の充進するG2期におけるWeelの安定性を説明できない(また，なぜ

G2期以前に分解されるのか、その意義を説明できなしサ。更に， G2期で停止した卵

母細胞にはWeel'ま存在しないが， ectopicにWeelを発現させるとG2期であるにも関わ

らずきわめて安定である。加えて，これまで述べてきたツメガ、エルWeelは母性型

Weelで-あって，最近私達の見出した体細胞型のツメガエルWeeUま母性型Weelとは

かなり異なった代謝的安定性を持つようである。更にまた，いくつかの体細胞種で

S期におけるW閃 1の安定'性は共通しているが，不安定な時期は必ずしもそうでない。

このように，Weelの分解とその意義については未だ不明な点が多いのである。 Weel

はS期とL傍目のカップリングとG2チェックポイントに関与するきわめて重要な負の

Cdc2レギ、ュレーターであり，その分解機構と意義の解明は益々重要な課題になろう。

このミニレビ、ューならぬ雑文では， Weel '/Jγ 事件ということで半ば憶測を交

えてごく簡単に一筆書かせて頂いた (Weeとはスコットランド語で‘小さい'こと

を意味する)。あとで知った事だが，例のポストドク君は昨年末のアメリカ細胞生

物学会で;Weelの分解ドメインとその役割について発表したようである (Mol.Biol. 
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Cell 9， 242a)。同君の次の論文を楽しみにしているが，今度はくれぐれも引用漏れ

( ? )のないように祈っている次第である。

(九州大学:佐方功幸)

2. インテグリンを介した細胞接着と力ルパイン

インテグリンは、 αと日サブユニットからなる細胞表面に発現する接着因子であ

る。ここでは、インテグリンを介した細胞接着にカルパインが関与する興味深い現

象について紹介したい。

インテグリンを介した接着調節は様々に調節されており、インテグリンの種類

やその修飾、細胞外の活性化因子やリガンドの存在、細胞骨格系の結合タンパク質、

あるいはシグナル伝達分子によって、細胞内外から複雑に調節されている。簡単に

分けてしまうと、インテグリンの接着に関する要因は、 1)細胞での発現および、

2)立体構造の変化である。つまり、細胞内タンパク質、 または細胞外二価金属イ

オンによって活性化されていてリガンドに結合できる状態にあるかということであ

る。そして、接着部位にどのくらいインテグリンが集積するか、アクチン骨格の形

成を伴うか、どんなシグナル伝達分子が関与するか、といったことも重要であろう。

ここではインテグリンを介した接着とカルパインの関連について書きたいと思う。

インテグリンの活性化やアポトーシスに伴って、インテグリンの短い細胞内ドメイ

ン(cytoplasmicdomain)のカルパインによる切断が見られることが報告されている。

これは主にs3インテグリンに関して既に研究が進んでおり、細胞機能との関連も

かなり興味深いところである (1，2)。

s4以外の0インテグリンの細胞内ドメインは約40アミノ酸残基からなり、 2箇

所のNPXYmotifから成るチロシンリン酸化部位を持っている。また、 s1について
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は、細胞骨格関連分子の α-アクチニン、テーリン、パキシリンや、シグナル伝達分

子の pp125FAKなどとの結合部位が良く分かっている。分かり易いレビ、ューも出て

いるので、そちらを参考にしていただきたい (3)0s 1インテグリンにおける NPXY

motifのチロシンリン酸化の意義については、接着に全く影響しなかったことなどか

ら論議の対象とされていたが、方向性のある細胞遊走には必要であるとの報告 (4)

があり、私は非常に納得した。

好中球のビトロネクチンへのαvs3を介した接着で証明されていることであるが、

細胞遊走において、後ろ足をひっぺがす際には局所的な Ca2+の上昇が起こる。これ

をキレートしてしまうと、前足(leadingedge)は出るのだが、後ろ足がひっぱがれな

いので、前に進めないのである (5)。その時、アクチンは前足へ移動するが、 s3イ

ンテグリン、テーリンは、後ろ足に残ったままなのである。

後ろ足をはがす過程には、カルシニューリンが関与していることが示唆されて

いるが、さて、カルパインはどうであろうか?カルパインが Ca2+の上昇に伴い膜へ

移行し、インテグリンやテーリンを切ることで reardetachmentが起こるとしたら、

それはし、かにもありそうな話だし、 「カルパインは細胞遊走に必要」ということで、

カルパインの重要な生理機能が明らかになることになる。実際、かなり以前ではあ

るが、 m-カルパインが接着斑に存在するとしづ報告もある (6)。が、似たようなこと

を考える人はし、るもので、既に論文がいくつか出ている (7・9)。しかし、下記のイン

ヒビターの特異性の問題があって、私は信じていない。まだまだ検討の余地あり、

である。むしろ、カルパインインヒビター Iが細胞遊走を阻害するというなら、プ

ロテアソームの関与も考えられる。これはまだまだこれからの領域ではあるが、い

くつか報告が出てきており (10、11)、2・3年のうちにはかなりの数になるだろう。が、

プロテアソームインヒビターが、アクチン骨格、接着斑集積タンパク質の分解の阻

害剤として関与するのか、はてま たインヒビターにより誘導されるストレスタンパ

ク質によるによる 2次的な影響なのか、それとも NFKB不活化によるマトリックス

メタロプロテアーゼなどの合成、分誌、が止まったためなのか (10)、そのメカニズム
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は是非これから解明されるべきことである。

一方、血小板の活性化において、カルパインは、細胞膜裏打ち構造に移行し、

フォドリンやテーリン、そしてシグナル伝達分子 pp125FAKを切断する。また同時

に、カノレパインは、 s3インテグリンのC末端領域も切断する(図 1)。これらのタ

ンパク質分解および血小板活性化はカルパイン阻害剤 (E64d)によって阻害されるの

で、カルパインが関与していることは間違いないと思われる。この説が非常に魅力

的なのは、インテグリンの切断に伴いインテグリンC末端領域に結合する細胞骨格

関連分子の種類や数、親和性が大幅に変わると予想されるからである。カルパイン

は血小板の不可逆的な活性化に必須のようである。また、別の見方をすれば、日 3

インテグリンC末端切断によって不可逆的に血小板の活性化が引き起こされるのか

もしれない。

また、去年、ヒト隣帯静脈内皮細胞 (HUVEC)の浮遊培養、または serum

starvationによるアポトーシスの初期におし 1て、 β3インテグリンC末端切断が起こり、

それが原因でアポトーシスが引き起こされるのではなし、かとしづ論文 (2)が出た。

し1うなれば、 (接着細胞では〉死んだ細胞がなんで浮遊しているのかというと、カ

ルパインがインテグリンC末端を切断するために脱接着するからだというのだ(! )。

では、。 1を含む他のインテグリンではどうであろうか。コラーゲン、フィブロ

ネクチン、ラミニンなど‘の細胞外マトリックスからのシグナル伝達に、それらのレ

セプターであるs1インテグリンは、活性化に伴いそのC末端は切断されるであろう

か?活性化に伴いインテグリンの一部のC末端が分解されることはあるかもしれな

いが、活性化とC末端分解とは同義ではないだろう。 C末端子解が起こるというのは、

上記の血小板の例のようにかなり激しい活性化ではないだろうか。 grow出 factorや

ホルモン刺激などによる様々な刺激に対してのフィ ー ド、バック機構と同様の、イン

テグリンを不活化するフィードバック機構なのだろうか?それとも、インテグリン

の活性化には2種類あり、通常のインテグリンの活性化によるシクゃナルカスケード

と、 C末端切断による別のシグナルカスケードが存在するのであろうか?興味は尽
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きない。

最後に、カルパイン特異的阻害剤について一言書こうと思う。現在、カルパイ

ン阻害剤には、アミノ酸のロイシン 2つをベースにした、ロイペプチン

(Ac-Leu-Leu-Arg-aldehyde)、 ZLLal (Z-Leu-Leu-aldehyde)、カルペプチン

(Z-Leu-norLeu-aldehyde)、と、ロイシン 3つのカルノfインインヒビター I

(Ac-Leu-Leu-norl訓トaldehyde)、ZLLLal(Z-Leu-Leu-Leu-aldehyde)、がある。その他に、

E64dがあり、これらが代表的なものである。これらの阻害剤は、ロイペプチンを除

いて、全て膜透過性があり、大変使いやすく、有用である。しかし、多数の論文に

カルパインインヒビターIはプロテアソームも強く阻害すると書かれているにもか

かわらず、カルパインインヒビターIで細胞遊走が阻害されたのはカルパインが関

わっているからである、と堂々と考察する論文が複数通っているのはなぜか (7，8)

(えらい先生の名前も入っているからかなあ、他のインヒビターも試しているはず

なのに、効かなかったのかなあ、、)。カルパインインヒビターという名前が紛ら

わしいのであって、いい加減この名称を使うのをやめて、 ALLnLalという風に構造

で表現するようにして欲しいと思うが、どうであろうか。しかし、プロテアソーム

により特異的なラクタシスチンが登場して久しいので、現在ではロイシンベースの

阻害剤はもう使う価値は半減したかもしれない(が、値段は20倍も安L寸 。一方、

カルパイン特異的といっても、あまり高濃度で用いているのもどうかと思う (9)。特

異性に問題が生じてくるからである。最近、カルペプチンがプロテインホスファター

ゼを阻害するために、アクチン骨格の形成に影響するという論文(12)を読んだ。こ

れでカルペプチンも使えなくなってしまったか、と残念であった。また、ラクタシ

スチンはカテプシンAを阻害するとし寸論文まで出た (13)。阻害剤というのは特異

性という点で議論されるのは運命なのかも。遺伝子を使った実験を始めないと、も

うインヒビターだけでは論文は通らなくなった、ってこと?
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図1 カルパインにより切断されるインテグリンC末端の模式図

(Smith， J.W. (1997) Matrix Biol.， 16， 173・178より転載)
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( 6 ) トピックス

1. "カテプシンS"KOされる

カテプシンSは牌臓に大量に存在するパパイン型システインプロテアーゼ、で-ある。

これまでに、その組織特異的発現とカテプシンSを特異的に阻害するとされている

LHVS(加立mor中ph凶olin泊nou町1江re悶a仕-品uci加ne令-h加lomo叩ph恥1珂en町1りザy1岨1a凶a剖1a釦ni泊ne令例-vm町町1ηザy内，1品lsu1助f白O∞ne児ep凶he∞ny州lり)を培養抗原提示細

胞に投与することより阻f蛇C-IIによる外来性抗原の提示が阻害されることから、外来

性抗原ペプチドのプロセシングやインバリアント(Ii)鎖の分解に関与していると

考えられてきた(1 )。また、実際に生体にLVHSを投与しても同様の効果が認め

られることが報告されていた(2 )。このカテプシンSのノックアウトマウスが2

ケ所の研究室から同時に発表された (3、4)。このカテプシンSノックアウ トマ

ウスは正常に誕生し、成長するようである。

Shiら、はカテプシンSのノックアウトマウスの牌臓細胞では細胞表面にほぼ正

常量の阻ICclass IIが存在していたが、生合成から細胞表面に到達するまでの時間が

遅延しており、 日鎖の分解産物であるpl0が強く結合しているためにOVA(ova1bumin) 

から切り出された抗原ペプチドを結合することができないこと、しかしながら、

HEL(Henegg 1ysozyme)を抗原とした抗原提示能は正常マウス由来の牌臓細胞を上回っ

ていることを示した。Ii鎖の分解は胸腺上皮細胞では正常に起こっていた。この結

果はNakagawaらのカテプシンLノックアウ トマウスの結果と一致していた(5 )。

生体にOVAやHELを抗原として投与したところカテプシンSノックアウ トマウスでは

リンパ節で・の細胞増殖すなわちB細胞の増殖は著しく低下していた。さらに血清中

の抗体のサブクラスを定量したところ、このノックアウトマウスで;(iIgMは正常量

存在するがIgG2a，IgG3は少量しか存在していなかった。このノッ クアウ トマウスで

は、気道にOVAを噴霧してできた実験的過敏性肺臓炎モデルにおいて気管内分館、物
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中のIgEは正常マウスとほぼ同量存在していることから、クラススイッチの異常が起

きているのではなく、 B細胞に対する刺激が著しく低下していることが示唆された。

さらに、このノックアウトマウスの足底にOVAを免疫し同側のリンパ節組織を検討

したところでは、 Gem由lalcenterが形成されていないことすなわちBリンパ球の増殖

やアポトーシスが起こっていないことが明らかにされた。

一方、 Nakagawaらは阻fCclass IIのアレルの違いにより牌臓細胞でのカテプシン

SのIi鎖の分解に関与する度合いが異なっていることを見い出した。すなわち、 H-2b

のアレル(I-Ab)を持つマウスではカテプシンSノックアウ トによりIi鎖の分解が著し

く低下するのに対して、 H・2qアレル(I-Aq)を持つマウスではノックアウトマウスで

もIi鎖の分解が軽度に遷延化するのみであった。この傾向はB細胞や樹状細胞でも同

様であった。また、これらの細胞では細胞表面に発現している附ICclass 11が12-14

kDaのIi鎖由来のペプチド(SLIP，smallleupeptin indu∞d peptide)と複合体を形成してい

る。また、カテプシンLを発現しているマクロファージではI-Abを発現しているカテ

プシンSノックアウトマウス由来でもSLIPはゆっくりと分解されることから、カテ

プシンLがカテプシンSにかわってゆっくりとSLIPを分解しているらしい。内在性タ

ンパク質の抗原提示能をB細胞、樹状細胞、マク ロファージを用いて検討したとこ

ろ、カテプシンSノックアウトマウス由来のものでも正常マウス由来のものとの差

は認められなかった。 一方、外来性タンパク質に対する抗原提示能をこれらの細胞

で測定したところ、 I-Ab拘束性の抗原提示能はB細胞および樹状細胞ではカテプシン

Sノックアウトにより著しく低下しており、マクロファージによる抗原提示能も抗

原の種類により低下していたー 一方、I-Aq拘束性の抗原提示能はいずれの抗原提示

細胞を用いてもほとんど変化が認められず、 11型コラーゲンを抗原タンパク質とし

て用いた時の持制犬細胞およびマクロファージによる抗原提示能のみが低下していた。

さらに彼等は11型コラーゲンを注射することにより誘発される関節炎がカテプシンS

ノックアウ トマウスでは軽症に終わることを示した。さらにこの時、血液中の抗コ

ラーゲン抗体のうち、 IgG1および~IgG2aが著しく減少してしサこ。 OVAやHELを投与し
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た時のリンパ節由来のτ湘胞の増殖が正常マウスとノックアウトマウスとで違いが

ないことから、特定の抗原に対する反応性がカテプシンSノックアウトマウスでは

消失していると結論づけた。

これらの報告は、カテプシンSの外来性抗原の提示においてIi鎖の分解に重要な役割

をはたしているが、すべての外来性抗原ペプチドの切り出しに関与しているわけで

はないことを示している。また、開ICclass IIのアレルの違いによってもIi鎖の分解

や抗原ペプチドの切り出しにカテプシンS関与している度合いが異なっていること

を示している。前号の「ぷろておりしす」で述べたように、Legumainが破傷風毒素

の抗原ペプチドの切り出しには決定的な関与をしているとしても、カテプシンSや

それ以外のカテプシン類の関与に関してはハッ キリとはしていない。カテプシン類

はその基質特異性のオーバーラップによりKOマウスでは明確な結果を得ることは難

しいようである。

カテプシンの外来性抗原ペプチドの切り出しへの関与を証明するには、おそら

くダブル・ト リプルノックアウトマウスの作成が必要なのであろう。カテプシンB

とLのダブルノックアウトマウスは産まれてこないという。はたしてノックアウト

マウスから外来性抗原ペプチド切り出しへのカテプシンの関与は明らかにされるの

であろうか。それとも、 活性中心を変異したカテプシンの トランスジェニ ックマウ

スが作成されることにより解決するのであろうか。まだまだ、道険しいようにであ

る。
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( 7 )掲示板コーナー

【圏内シンポジウムの案内】

第4回 病態と治療におけるプロテアーゼとインヒビター研究。

平成 11年 8月20日 (金)----21日(土〉ウィルあいち

(名古屋市東区上堅杉街 1) (代表世話人青柳高明〉

プログラム

・基調講演 「マトリ ックスメタロプロテアーゼ:

基礎破壊因子としとの役割と研究の動向」

岡田 保典(慶応大学医学部病理)

・教育講演 「アポ トーシスとプロテアーゼ」

「アポトーシスの基礎」

田沼 靖ー (東京理科大学薬学部)

「がん治療とアポトーシス」

鶴尾 隆(東京大学分子細胞生物学研究所〉

オーガナイザー: 石浦 章一 (東京大学大学院総合文化研究科〉

木南 英紀 (JI回天堂大学医学部生化学第一)

・ワークショップ「疾患マーカーとしてのプロテアーゼとインヒビター」

オーガナイザー:小川 道雄(熊本大学医学部第二外科)

水谷 栄彦(名古屋大学医学部産婦人科〉

・シンポジウム「感染とプロテアーゼ」

オーガナイザー: 山本 健二 (九州大学歯学部薬理学〉

木曽 良明(京都薬科大学薬品化学〉

-口頭講演・ポスター講演

【国際シンポジウムの案内】
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第 2回国際フロテアーゼインヒビタ一会

議のおしらせ

第 1回国際プ口テアーゼインヒビター会議(lnternationalConference on Protease 

Inhibitors '97)は， 1997年12月6日京都で開催され，世界各国から200人を超える参

加者を数えて好評に終了しました.本会議が成功に終了しましたので，ぜひ第2回の会

議を開いて欲しいという世界中の研究者の要望にこたえて，フ口リダ大学医学部のべ

ン・ダン教授が世話人の労を取って下さり，本年12月に開催されることになりました.

プロテアーゼ・阻害剤相互作用， ドラッグデザイン，新しい発見，プロテアーゼイン

ヒビターを用いる治療等についてのステー卜・オブ・アートな発表が行われます.

すべてのクラスのプロテアーゼをターゲットとしたインヒビターの開発にかかわる科

学者が一堂に会します.会場はフロリダ大学の新築の脳研究所で行われ，会場のレクチ

ャーシアターは最先端のプロジェクション設備を備えており， 1 6 0席ある各聴衆席に

コンビューターの端末が備えられています.

会議は， 1 2月の第 1週末をはさんで行われ，観光地オーランドもすぐ近くです.

The 2nd International Conference on Protease Inhibitors 

Chairman 

Professor Ben M. Dunn 

Department of Biochemistry and Molecular Biology 

University of Florida College of Medicine 

とき:1999年12月3日(金)-6日(月)

ところ:University of Florida， Gainsville， Florida， USA 

問い合わせ先: bdunn@college.med.ufl.edu 

ホームページ :http://www . ufbi. ufl. e<;lu/conferences/icp i 

演題募集

Serine Proteases and Inhibitors 
Cysteine Proteases剖¥dInhibitors 
Aspartic Proteases and Inhibitors 
Metalloproteases and Inhibitors 
Proteosome and Inhibitors 
Caspases and Inhibitors 
New Inhibitor Design 
Structure-Based Drug Design 
New Targets for Drug Discovery 
Genetic Analysis and Proteases 
Protein Protease Inhibitors 
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招待講演(交渉中も含む)

Cele Abad-Zapatero (Abbott Labs) 
Dan Bur (Roche， Basel) 
John Erickson (NCI Frederick) 
David Fairlie (University of Queensland) Confirmed 
Paul Jackson (Guilford Pharmaceuticals) 
Mike James (Edmonton University) 
John Kay (University of Cardiff) Confirmed 
Dale Kempf (Abbott Labs) 
Dong H. Kim (Pohang University) Confirmed 
Yoshiaki kiso(Kyoto Pharmaceutical University)Confirmed 
Dan Rich (University of Wisconsin) Confirmed 
Guy Salvesen (Bumham Institute) 
Yasuyuki Shlmohigashi (Kyushu University) 
Christian Steinkuhler (IRBM， Italy) Confirmed 
Liang Tong (Columbia University) Confirmed 
Kevin Wang (Park Davis) Confmned 
Alex Wlodawer (NCI Frederick) Confirmed 

なお，日本国内の方には，アナウンスメン卜ができましたらお送りいたしますので，希

望者は下記宛お申し込み下さい.

FAX: 075-591・9900

E-mail: kiso@mb.kyoto-phu.ac.jp 

京都薬科大学薬品化学教室

木曽良明宛
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“ぷろておりしす伝言板"

世に受け入れられない仮説も自由に発表できるコーナー。 このコーナーでは、

技術的な問題への質問コーナーとしても利用して頂くと共に、回答コーナーを設け

対処したい。また新しい有用な情報があれば、班員に知らせたい。

“AAAスーパーファミリータンパク質」ホームページ開設のお知らせ"

「ぷろておりしす」でもたびたび紹介させていただいているAAAファミリータ

ンパク質、 AAAプロテアーゼのインターネットホームページを開設いたしましたの

で、お知らせします。AAAタンパク質については、ドイツ、チュービンゲン大学の

Frohlich~こよって、国際版のAAAホームページが作られていますが、その内容は

sequenceの比較と系統樹が主体であり、入門的な記述や特に機能に関する記事・図

版が不十分であることなどをカバーするためと、特に日本におけるAAAスーパーファ

ミリ ータンパク質の研究の発展を願って設置しました。アドレスは:

http://mukb.medic.kumamoto叩 c.jp/AANaaainfo.htmlです。本重点の班員の方々にも多

少なりとも関連する情報が盛り込まれておりますので、ご覧いただき、御意見をい

ただけましたらと思います。ホームページの 1ページ目にはAAAスーパーファミリー

タンパク質のイン トロダクションがあり、これはMENUの「代表的AAAタンパク質

とその機能」に続きます。 I代表的AAAタンパク質とその機能」では、プロテアソー

ム、メタロプロテアーゼ、膜融合、ペルオキシソームなどに関わるAAAタンパク質

について概説しています。MENUには、このほか、出芽酵母のAAAタンパク質、古

細菌(Archaea)の'AAAタンパク質、真正細菌のAAAタンパク質、総説、ミニレビュー、

wwwサイト、シンポジウム・ワークショップなどの各ページへのリンクがありま

す。このうち、ミニレビューではAAAタンパク質に関する様々な話題について短く

まとめたものを掲載していきますが、現在のところ、本誌「ぷろておりしす」に掲

載されたミニレビューの中からAAAタンパク質に関連するものを編集担当者の許可

を得て転載しております。今後内容につきましては充実していきたいと思います。

(小椋光:熊本大学・医〉
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書評

"1n凶 cellularProtein Catabolism" (Eds. by Suzuki， K. and Bond， J.S. ) Adv. Exp. Med. 

Biol. vol. 389， 1996， Plenum Prωs， New York. 本書は本特定領域研究代表者である

鈴木紘一教授が1994年10月に東京で開催した第 10回IntemationalConference on 

Intracellular Protein Catabolism (ICOP)国際会議での主要講演者の総説を成書に編集

したものである。現在の蛋白質分解の世界が網羅的に整理されており、初心者のみ

ならずこの領域の研究者の座右の書として利用されるべき好書である。

(ぷろておりしす事務局〉

"Medical Aspects of Proteases and Protease Inhibitors" (eds. Katunuma， N.， Kido， H.， 

Fritz， H.， and Travis， J.)， 1997， IOS Press. 本書は一昨年徳島で開催されたFAOBMB会

議におけるシンポジウム:Biological Functions of Proteases (この会議の詳細について

は本誌第2号p.9の学会報告記を参照〉の講演要旨を拡大して総説にまとめたもので

ある。本書は"Physiological?I1d Pathological Aspects of Proteasesヘ"Physiological and 

Pathological Aspects of Protease Inhibitors"， " Protease and Immunology "， "Proteases and 

Cancers"の4章から構成されており、最新の研究成果が網羅されている。一読を勧

めたい。(ぷ ろておりしす事務局〉

「新聞・ニュースから」のコーナー案内

本特定領域ニュースでは「新聞・ニュースから」のコーナーを設けますので、

新聞・ニュース等において本特定領域研究班班員の記事が目にとまりましたら、自

薦でも他薦でも結構ですので事務局にお知らせ下さい。ご存知のように、研究成果

を国民に還元することは重要であります。研究概要を国民に広く知って頂くために

は、研究成果が新聞・ニュースなどのマスメディアに報じられることは、文部省に

おいて強く推奨されているところであり、また研究評価としても高く位置づけられ

ています。従って、本特定領域班員の活躍の指標ともなりますので積極的に新聞 ・

ニュースに登場することが期待されます。(ぷろており しす事務局)
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高詞

1998年(平成10年)1 2月 5日{土曜日}

議斤組司R議ヨ邑~ Eヨ

(International Proteol vsis Society)設立!IPS 

ICOP (Intemational Committee on Proteolysis)国際蛋白質分解委員会が発展的に解消

日本代表である鈴木特定領域長のICOP会員への手紙としてIPSになることが決定。

関連記事を掲載します(併せて第 1回IPS国際会議のApplicationFormも掲載)。
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ICOP NEWS LETTERの読者の方へ

ICOP NEWS LE_TTERの f最終号j をお送りします。

ご承知のことと思いますが、 1985年に始まった ICOP(ln旬rnationalCommi伽 eon 

Pro旬olys回)会議は、これまでほぼ2年に 1回の割合で日本、米国、欧州各地で順番に開催

され、蛋白質分解やプロテアーゼ、プロテアーゼインヒピターの構造・機能相関、生理機

能、細胞機能などの研究の発展に大きな役割を果たし、この分野の世界の研究を支えてき

たといっても過言ではありません。 ICOPは学会ではなく、プロテオリシスを研究する世界

の研究者の親睦組織で、これまで主に有志の方々の尽力と努力で支えられてきました。し

かし、最近、プロテオリシスの研究領域がバイオロジーと不可分な領域として無限といっ

てよいほどの広がりを見せ、多数の研究者が新しく参加し、新しい観点からの研究が活発

に行われるようになり、プロテオリシスの世界は量的、質的にこれまでとは全く異なる様

相を呈するようになりました。このような状況のもとで、プロテオリシスの研究をさらに

推進・発展させるために、ICOPを発展的に解消してInternationalProteolysis Society(lPS) 

を設立する話がおこりました。

IPS設立の話は、次回のICOP会議の開催国である米国を中心に討論された結果で、ICOP

の運営会議で正式に討論されたことはありません。 ProteinS∞ietyの傘下に入ることも検

討されたようですが、独自の学会IPSを組織する線で準備が進んでいます。本年9月25日

"'30日にMichiganで開催される ICOP会議でIPSへの移行が正式に提案・決定される予

定で、 9月の会議がICOPとしては最終の、 IPSとしては最初の会議になります。

ICOPの活動ではこれまで日本は非常に大きな役割を果たしてきましたが、 IPSの設立に

ついては日本側には殆ど情報が公開されないまま事が運んでいるのが実情です。しかし、

最も大切なことはプロテオリシスの研究が今後さらに発展するのに適した体制ができる事

だと思います。

ICOP NEWS LETTERの配布は当初、勝沼信彦先生が担当されていましたが、その後、

私がお引き受けし、米国のJudyBond教授がまとめた原稿を増刷して皆様にお送りしてき

ました。今回のIPSの設立に伴い、 ICOPNEWS LETTERはこれが f最終号Jになります。

これまでのご愛顧・ご愛読有難うございました。なお、今後の情報は、fIPsのインターネ

ットの頁 :www.p1otease.OI2Jをご参照下さい。

以上、 ICOPNEWS LETTERの最終号の配布にあたり私が知る範囲でこれまでの状況を

お知らせしました。思い違いがあるかもしれませんがご容赦下さい。

平成 11年 4月6日

東京大学分子細胞生物学研究所

鈴木紘一
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March 1999 NEWSLETTER 
膨勿務勿~勿~務務務~~勿~

ICOP 竺ーーラー IPS 
Intemational CoIIi1DIttee on proteolysis Intemational Proteolysis Society 

1985 -1999 1999-

~勿-勿-

INTERNATlONAL 

COMMITTEE ON  

PROTEOL VSIS 

Coming soon: A new Society 
A Society for the new millenium 

International Proteolysis Society 

http:www.protease.org 
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••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
IPSIICOP Conference on 

Proteolysis and Proteln Tumover 

(1st IPS Conf; 12th ICOP Conf; Bonnie 
Sloane， Guy Salvesen， and John Mort， 
Edwin Madison， Judith Bond， Thomas 
Bugge， Organizers) 

Sept 25・3D，
1999 

MissionPt， 
Mackinac Isl， 
Michigan 
USA 

Bonnie Sloane 

Dept Phannacology 

Wayne State Univ 
Detroit MI 48201 
email: 

bsloane@med.wayne.edu 

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

International Proteolysis Society (IPS) 
The 1st Conference 

A newly organized S∞iety， the Intemational Proteolysis Society (IPS)， is being inco巾oratedas a not-for-profit 
s∞iety with the goal of facilitating interactions among basic， clinical，and industry scientists wo欣ingon pro-
teases and inhibitors in organisms from bacteria to huma.ns. 

The misslons of the Soclety are: 
。To知 的erthe pursuit of加0叫edgein reSearch on proteolysis 
。Toen∞U悶 geexchange of ideas and resou陀esin the widest possible sense by supporting a member-

出 vens∞iety
。Toen∞u悶 ge釦 ientistsin training by Þ~Yiding ttavel funds for rneetings 
。Toact as a center for tfte c∞rdination of meetings on prot，ωl戸is
。Tohold an Intemational General MeQting every two yea陪， on a rotating basis between the Americas， 

Europe/Africa， and Asia/Australia 
。Tosponsor specialized wor1<shops Qn加pi，凶 inproteolysis 
。Tofoster links between academic and industrial organizations with common interests in protlωIysis 

IPS evolved from the Intemational OQmm前ee00 Proteolysis (ICOP). The fi陪，tIPS meetlng will take place at 
the Mission Point Resort on Mackinac Island， Michigan from September 25・3D，1999. AII those who attend 
the first meeting will autorr削除allybecome voting members with the fi凶 electionof office隠 tobe conducted at 
the business meeting on September 28". Until then; the members of the interim council of IPS are: 

Bonnie Sloane (President and Council Chair) 
Guy Salvesen (Secre'泊所
John Mort σreasurer) 
Edwin Madison 
Judith Bond 

The organizing ∞mmittee for the 刊 IPSmeeting consists of the interim council plus Dr Thomas Bugge. 

The IPS Conference on Proteotysis will consist of a plenary lecture， four poster sessions and eight plaびom可

sessions: Pathogens/Parasites; Protein Processing; InflammationIDegenerative Diseases; Late-breaking 
Topics; Hemostasis; PlanWin，lses; Cancer; and Development. The platform sessions制11have 67 speakers: 

41 who are intemationally悶∞gnizedexperts and 26 who are junior釦 ientists(students， postdoctoral fellows 
or those within the first 3 years of holding an independent position). Submitted abstracts will be used by the 

session chairs， in consultation with the IPS council， to select the 26 junior scientists. 

The deadline for submi制ngabstracts is July 15， 1999. There will be an interactive form on our web page for 

submission of abstracts and for meeting registration. Hotel registration will be set up as a hyperlink from the 
web page. 

For more information， see the IPS web page: www.protease.org 
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1999 International Proteolysis Society 

CONFERENCE REGISTRATION FORM 
September 2S -30， 1999; Mackinac Island; one fonn per person 

Name 

Position 

Organizatio~ 

Address 

Telephone. 

E-mail 

Enter amount enclosed 

F鉱

Ifp抑ayがin昭gby credit ωr吋d，pがI朗 se白fiU。側ut:: 

口Ma総制Sはtercard 口Visa 

Card# 

Expiration Dat~ 

Signature 

N紐 leas it appe紅 Son card: 

。:

-57-
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( 8 )編集後記

“ぷろておりしす"は、特定領域研究「細胞内蛋自分解Jのニュース誌であり、班員聞の連

絡・情報交換などを主目的に発行されているものでありますが、 「日本のプロテオリシス

研究の活性化を目指す」という意図も担って編集に取り組んでいます。今回は第 10号で

す。 rプロテアーゼ、の研究」は少し前までは、古いタイプの生化学分野と見なされ、時代の

流れに敏感な若い研究者の歓心を買う対象ではなかった。しかし、昨今の「蛋自分解の研

究」は新しい生命科学の担い手として脚光を浴びつつあり、 "Pro低oいis"という言葉にはな

にかしらモダンな気配すら感じさせる。さしずめ、黒子がその衣装を脱ぎ捨て観衆の視線

を集めた表舞台に躍り出してきた感じすらする状況である。その舞台では、少し許りの覗

き見程度から、精神までもどっぷり浸かった役者らが様々に轟いている。この状況は、長い

間"Pro岡田s"あるいは"Pro回 seInhib量ors"と言う伝統の世界に慣れ親しんできた中高年の研究

者達には戸惑いすら感じさせる。伝統を擁護するか革新するかは、色々な思惑が錯綜して

いつも世代交代の争いの種になる。 r老兵は消え去るのみ」として達観するか「まだまだ

若い者には負けん」と醜態を暴け出すかは、政治の世界では日常茶飯事に現れる。一方、替

では「老人力」なる言葉が横行して中高年者に生きる希望を鼓舞させる。しかし、科学の

世界ではいかばかりであろうか?優れた発見が、概ね若い柔軟な精神に宿ってきたことは、

「二重らせん」の発見を例にとるまでもな く科学史を繕けば明瞭である。しかし、先般の

Times誌、の日本特集を散見すると、とある東京の街角の若者のファッションがし1かにも日本

の現代文化だと言わんばかりに映写されている。とても誇りうる文化だとは言い難く、ま

た時代の一端を反映しているとは言え、記者の眼を疑う記事と暗溜たる気分にさせられた。

このような若者に未来を預けられないと思うのは、中高年に共通した感慨であろう。本特定

領域研究も本年度で終駕である。これが、 一期目の終わりにすぎず、 二期日のはじまりで

あることに期待したいが、そのためには「老人力」のみならず「若い力」が必要であるこ

とは自明である。むしろ後者が前者を凌駕しない限り、蛋自分解の世界に未来は訪れないで

あろう。 r若い力」に追い抜かれることは何ら恥ずべき自体ではなく、 「老人力」にはそ

の状況を楽しむ余裕が欲しいものである(これには若い力が単に年齢のみでなく実力とし

て世界に認知されねばならないことが前提であるけれども)。現在のようなかつてない情報

社会では、情報の過剰に埋没することなく的確に情報を収集することは勝利への秘技でも

ある。いずれにしても、研究者の個性が根元的に重要であることに異論はないが、しかし

集団としての協調 (共同研究のみなら情報交換の供与など)がもたらす研究の飛躍的な進展

もまた注視すべききあろう。このよ うな視点に目を向ければ、本特定領域研究も「牽引的

役割」を担ってきたと言えなくもない。多くの班員が活動する場を提供されたことに歓喜

の声とまでは言わないが、その必要性を十分に認めていると思われるからである。この状況

を踏まえると、今後も新たな組織の継続が必要である。そして、このためには若い研究者

の進出がなんとしても要求される。これは時代の要請でもあり、また世界との競合に勝利

する唯一の方途でもある。些か明断でない文章を羅列したが、これは投稿原稿が少ないの

に飽いて、思考が支離滅裂になってきたことに起因している。それでは恒例により、投稿を

呼びかけます。日本語の原稿は細明朝体、英語の原稿はTimesで作成し「文字化け」防止の

ために、令mail(匂nakak@rinshoken.or.jp)でなくdiskでお送り頂ければ幸し1です。併定領域ニュー

ス誌“ぷろておりしす"発行事務局:都臨床研 田中 ・川島)
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( 9 )発表論文の概要紹介

班員各位の研究進捗状況を把握する目的で随時発行(巻末添付)。いずれもオフセッ

ト印刷しますので、 1ページ一杯に巧く記載して下さい。但し、図書・総説は除き

原著論文に限定します。班員の自信作を数多く集めたいと考えていますので、 “ぷ

ろておりしす事務局"に送って下さい。研究成果を班員相互に素早く伝達する必要

性からゲラ刷りの段階でも結構ですので、迅速に作成して頂きたいと考えています。

本誌は本来、班員相互の情報交換と相互扶助(? )を計ることを基本的な目的に発

行していますが、 「日本の蛋白質分解研究」の裾野を開拓する主旨からも、班員以

外の研究者達にも送付していますし、これまでも班員以外の多数の方々よりミニレ

ヒ‘ユ一等の執筆にご協力頂きました。従って、この 「発表論文の概要紹介」の欄

についても、班員以外にも広く門戸を解放したいと思っています。この欄への投稿

は自分の研究を国内津々浦々に宣伝する絶好の機会ですので、多くの 「班員」およ

び 「蛋自分解研究者」からの掲載原稿の提出を強く希望します。
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Apg 12p-Apg5p conjugaling syslem 

は、酵母のオートファジーに必須であ

る。 APG7遺伝子は、推定分子量-約

71.4kDaのタンパク質をコードする新

規の遺伝子であり、酵母・崎乳類の
UBAl (ユピキチン活性化酵素、 EI)と

部分的に相向性が認められた(1998 
年、水島ら) 0 apg7変異株では

Apg 12p-Apg5p co町ugaleが全くみられ
ないことから、 Apg7pはApgl2pを基質
としたUBAlに似た機能を果たしてい

る可能性がある。本報告では、共免疫

沈降法及び非還元SDS-PAGEにより、

Apg7pがApgl2pとチオエステル結合を
形成する事を示した。また部位特異的

突然変異を用いて、その機能にはATP

結合部位及びCys~f)7が必須で、あることを

示した。また野生型Apg7pの代わり
に、これらの変異タンパク質のみを発

現した株ではオートファジー及びAPI

のプロセッシングに機能欠損がみられ

た。以上のことから、 Apg7pは、

Apgl2pを基質とした新規EI酵素であ
り、その酵素活性は、オートファジー
やAPIのターゲティングに必須で、あ

る。

Moll"Culi'H Ui ()l(l~y tl( Ihc Cdl 
Vol. IU， 1367-1379， M，y円円

Apg7p/Cvt2p: A Novel Protein~activating Enzyme 
Essential for Autophagy 

Isei T anida，‘ Noboru M izushima，t M iho Kiyooka，f Mariko O hsumi，f 

Takashi Ueno，* Yoshinori O hsumi，令 andEiki Kominami時

'Depnrtlllent of siochclllistry， Juntendo Uni、'ersitySchool of Medicine， Tokyo 113-8421， Jopnn; 

tDepnrtm町、tof Cell Biology， Nntionol1nstitute for sosic Uiology. Okoznki 444・8585，Japnn; nnd 
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MonilllrIllg EdiJor: H.U1dy W. Schckntoll¥ 

ln the yeast SnCcllllrVIII!lCt'S cercvis川 r，the Apg12p-Apg5p conjugnting system is essential 

for autophagy_ Apg7p is required for the conjugation reaction， because Apg12p is unable 

to form a cunjugate with Apg5p in the npg71切12mutant. Apg7p shows a significant 

similarity to a lIbiqllitin-activating enzyme， Uba 1 p， ln this article， we investigated th児E 

:::;:::t:U; 
th噌ei加nt惚eractiぬO印n、1_T引h、児eCOi[口mm、11unopr陀ecip戸ita川tio印nw日sse町n、s剖】tivetωo a tl山h、lUトr陀educingreagen川tι. 
Fur吋the町r口rm汀m o旧附or問e，a th吋巾ioeω制s針terc∞口印n刈巾1サjll
pressi加ngboth 、Apg7pand Apg12p. These resu1ts i[川n礼K吋t仁d一1iκcat匂edt山ha川tApg12p in叫teract匂swith 1 

Apg7p via a th、吋iuesterboαn叶d， Mutatiunal analyses of Apg7p suggested that Cys同 7of 

Apg7p is an active site cysteine and that both the ATP-binding dOll1ain and the cysteine 

residue are essential for the conjugation uf Apg7p with ~Eg_1.2p to form ~!1~ _Apg12P-:-
Apg5pco[、jllgate目 Cellsexpressing mutant Apg7ps， Apg7pしJ3J八， urApg7pOU7八showed

defects in autophagy and cytoplasm-to-vacuole targeting of aminupeptidase J. These 

results indicated that Apg7p functiuns aS a novel protein-activating enzyme necessary for 

Apg12p-Apg5p conjllgation， 
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マクロオートファジーでは、リソゾームプロテアーゼに

よって分解される細胞質の基質蛋白が先ずオートファゴゾ

ームに取り込まれ、・次にオートファゴゾームがリソゾーム

と融合してオートリソゾームとなって初めて分解される。

この研究では、オートリソゾームの膜蛋白とリソゾームの

膜蛋白を徹底的に比較することによって、オートファゴゾ

ーム由来の、固有のJj真蛋白を探索しようというアプローチ

が採られたが、そのような膜蛋白は結局見出されなかっ

た。その代わりに、分解を受ける側の基質蛋白の一つであ

るBHMTという細胞質酵素とその限定分解断片が多量に

結合していることが解った。 BHMTの限定分解断片の生

成は、オートファゴゾームからオートリソゾームへの熟成

の過程と期をーにして起こるので、この断片を検出するこ

とによって細胞レベルでオートファジーをモニターする簡

便なアッセイが確立された。

We compared the memorane proleins of autolyso-
somes isolated from leupeptin-administered rat Jiver 
with those of Jysosomes. In addition to many poJypep-
tides common to the two memoranes， the aulolysosomal 
membranes were found to be more enriched in endo-
plasmic reticuJum Jumenal proteins (protein-disulfide 
isomerase， calreticulin， ER60， BiP) and endosomeJGolgi 
markers (cation-independent mannose 6-phosphate re-
ceptor， transferrin receptor， GoJgi 58・kDaprotein) than 
lysosomal membranes. The autoJysosomal membrane 
proteins incJude three polypeptides (44， 35， and 32 kDa) 
whose amino-terminal sequences have not yet been re-
ported. Combining immunobJotting and reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction analyses， we iden-
tified the 44・kDapeptide as the intact subunit of betaine 
homocysteine methyltransferase and the 35・and32・kDa
、peptidesas two proteoJytic fragments. Pronase diges-
tion of autoJysosomes revealed that the 44・kDaand 32-
kDa peptides are present in the lumen， whereas the 
35・kDapeptide is not. ln primary hepatocyte cuJtures， 
the starvation-induced accumuJation of the 32・kDapep-
tide occurs in the presence of E64d， showing that the 
32・kDapeptide is formed from the sequestered 44・kDa
peptide during autophagy. The accumuJation is induced 
by rapamycin but compJeteJy inhibited oy wortmannin， 
3・methyladenine，and bafilomycin. Thus， detection of 
the 32・kDapeptide by immunobJotting can oe used as a 
streamlined assay for monitoring autophagy， 
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FZG. 6. E64d・inducedaccumu1ation of a BHMT仕agment(p32) 
in cultured hepatocytes under starvation conditions as demon-
strated by immunoblots. A， hepatocytes cultured at 37・Cin 6-cm 
dishes with Williams EllO% FCS were washed lwice and incubated 
with 5 ml of KRB buffer containing 0.1% dimethyl sulfoxide (control， 
lanes 1-5) and 10μ匹ImlE64d plus 10μg加 1pepstatin (Ianes 6-10). At 
2 h (/one. 1 and 6)， 4 h (/αnes 2 and 7)， 8 h (/αnes 3 and 8)， 12 h (1αne. 
4 and 9)， and 24 h (Iones 5 and 10) aner the transition， cells were 
harvested and homogeni.ed by sonication for 10 s in 0.5 ml ofice-cold 20 
mM NaH2PO， (pH 7.5) containing 0.15 M NaCI. The homogenates were 
solubili.ed in SDS-PAGE sample buffer and electrophoresed in 10% 
SDS.polyacrylamide gels. The separated proteins were electrophoreti-
cally transferred onto a MilIipore membrane filter (GV， 0.22・μmpore 
size). The membrane filter was incubated with eitherα-p32-10R Cupper 
pone{) orα-p32-5R (/0凶 erpanel) antibody followed by the horseradish 
peroxidase conjugate of anti.rabbit IgG. B， hepatocytes cultured in 6.cm 
dishes with WilI同msEl10% FCS were washed with KRB bufTer and 
incubated at 37・Cfor 4 h with、，VilliamsEl10% FCS (/anes 4-6) or KRB 
buffer (lones 1-3 and 7-9) containing the following reagents: 0.2% 
dimethyl sulfOJode (control， lone. 1 and 4); 10μglml E64d (/one 2); 10 
μglml E64d and 10μglml pepstatin (Ione. 3 and 5); 10μglml E64d. 10 
μ巴Imlpepstatin， and 0.2μI rapamycin (Ione 6); 10μglml E64d， 10 
μglml pepstatin， and 0.1μM wortmannin (lone 7); 10μglml E64d， 10 
μglml pepstatin. 10 mM 3・methyladenine(1αne 8); 10μglml E64d. 10 
μglml pepstatin， and 0.1μM bafilomycin (/αne 9). Aner incubation. the 
hepat凹 yteswere ha円四ted，homogenized by sonication. solubilized， 
and electrophoresed in 10% SDS.polyacrylamide gels. The separated 
proteins were electrophoretically transferred onto a Millipore mem-
brane filtcr (GV， 0.22・μmpore si.e). The membrane filter was incu・
bated with either α・p32-10R(upper po"el) orα-p32-5R (lower ponel) 
antibody， followed by the horserad目hperoxidase conjugate of anti-
rabbit IgG 
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FIG. 3. Immunoblot analysis on BHMT and its partially de-
graded fragments， p35 and p32. Equal amounts of protein (80μg) 
from autolysosomal (AL) and lysosomal (L) membranes were separated 
in 10% SDS-polyacrylamide gels， and the separated proteins were elcc-
trophoretically transferred onto a Millipore membrane filter (GV， 
0.22-μm pore size)， The membrane 日lterstrips were incubated with 
eitherα-p32-10R (A)， o-p35-10R (BI， orα-p44-10R (intact BHMT， C) 
antibody followed by the horseradish peroxidase conjugale of anti. 
rabbit IgG. The positions of molecular size markers (myosin (200 kDal， 
s-galactosidase (116 kDa)， phosphorylase b (97 kDa)目 bovineserum 
albumin (66 kDa)， and tηpsin inhibitor (22 kDa)). as well as p44 (44 
kDa)， p35 (35 kDa)， and p32 (32 kDa)， are shown on the lett 
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