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( 1 )巻頭言

ご存知のように、本重点/特定領域研究は本年で最終年度

を迎えますが、その問、ニユース誌「ぷろておりしす」をあま

りに順調に発行してきたために、遂に巻頭言が弾切れになり、

なんと私のところへお鉢が回ってきました。いまさら抱負を語っ

ても仕方がないので、これまでに感じた事を断片的に書きましょ

つ。

本研究班が発足した当初は、ブロテオリシスに関するまとまっ

たプロジェクトの必要性は幅広く認識されていました。しかし、

ひとくちに蛋白質分解といっても、そのカバーする範囲はあま

りに広く、まとめ役の鈴木領域代表者は「細胞内蛋自分解」と

いうことで、ひとつの垣根を作りました。その後、これにはこ

だわらずに、面白いなら非細胞内のもの(こと)も取り込んだ

のは、いい刺激になりました。

この 4年聞があっという聞に過ぎた気がするのは、良いこと

なのか悪いことなのか、各々の班員の印象は異なると思います。

毎年、同じような話をする班員もいれば、毎回、フレシュな話

題を提供してくれた班員もいました。これには、研究室を挙げ

てブロテオリシス研究をしている班員と一匹狼的に研究をして

いる班員との余力の差もありましょうが。

当初にもっとも不愉快だったのは、 (どの研究班にでもある

のでしょうが)こじつけ的にプロテオリシス研究者を称した人

達でした。でも、この認識は改まりました。面白いプロテオリ

シス研究が、プロテオリシス道を歩んでいる研究者ではなく、

一見無関係に見える人達から現れることがしばしばあるからで

す。かく申す私は、カルパイ ンというプロテアーゼをしっかと

握り締めて参加したのですが、こだわり過ぎて返って道を見失っ

たような気がします。もっと豊かな、いい加減な気持ちでプロ
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テオリシスと接すればよかったと、今さらながら後悔していま

す。

プロテオリシス研究は奥が深いことも実感しました。カルパ

インのように、 X線解析で高次構造まで、解っても機能の判らな

いものがあったり、アルツハイマ一病pアミロイドを切り出す

セクレターゼのように、存在するはずなのに中々その実体がつ

かめなかったものもあり、各人各様にまだまだ楽しめる研究分

野のようです。一方では、目的とするものを精製したりクロー

ニングしてみたらプロテアーゼや重要な基質だった、というラッ

キーな成果もありました。これは、意外性という要素が強いの

で、その斬新さはひとしおです。しかも、生物的現象に裏付け

されているので、その意義も明確です。本研究班のタイトルで

ある「ニューバイオロジー」的成果はこれらの意外な分野から

出たものも多く、この重点/特定領域研究の存在価値を高めた

と思います。

本研究班の目的であり、かつめでたく結論になった、プロテ

オリシスにより蛋白質が壊されるだけでなく、新たな(性質の)

蛋白質が創成されるという生産的な意義が確立され、プロテオ

リシスは重要な生体反応だという認識と確信が深まりました。

今後も、本研究班のような、 プロテオ リシスの縦糸と横糸を

織りなす場が続くことを願っています。うん。

平成 11年 11月

特定領域研究 (A)I細胞内蛋自分解」総括班メンバー

川島誠一(総括班員・都臨床研)
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( 2 )平成 11年度特定領域研究班・会議日程

1第 4回公開シンポジウム

テーマ: rシグナル伝達とプロテオ リシス」

日 時:平成11年12月20日 (月)13: 00'" 17 : 00 

会 場:東京ガーデンパ レス ・高千穂 (2階)

13:00・13:05 領域代表者挨拶

13:05-13:35 畠山鎮次 (九大・生医研、科技団 ・クレス 卜)

IKBとβ-カテニンの分解を制御するユビキチンリガーゼ複合体

SCFFWD1/β-TrCP 

13:35・14:05 津田玲生 (HHMI， UCLA) 

EGFとNotchシグナルのクロス トークに関与する新規F-box/WD40

蛋白質 (ユビキチン リガーゼサブユニッ ト)

14:05・14:35 岩井一宏 (京大 ・院 ・生命科学)

癌抑制性遺伝子産物pVHLのユビキチン リガーゼサブユニット

としての同定とそのガン化における役割

14:35・14:55 休憩

14:55-15:25 0千葉智樹，田中啓二 (東京都 ・臨床研)

ユビキチン様タンパク質NEDD8によるSCF複合体の制御

15:25-15:55 戸所一雄(理研/ライフサイエンス筑波研)

プロテオリ シスによる細胞分裂制御

15 :55-16:25 吉田裕樹 (九大 ・生医研)

アポ トーシスのシグナル伝達;アダプタ一分子Apaf1の役割

16:25・16:55 西道隆臣 (理研 ・脳科学総合研)

脳実質においてペプチ ドの寿命はどのように決定されるか?

生理的シグナル伝達と病理的シグナル伝達の制御

16:55-17:00 領域副代表者挨拶
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2 平成 11年度:第 1回班会議

日時:平成 L1年 12Jl2111 (火)'"'"' 2 2日(水)

場所:東京ガーデンパレス

3 平成 11年度:第 2回総括班会議

日時:平成 11年 12月20 日(月) (昼)

場所:東京ガーデンパレス

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・企聞なと

3. 来年度の活動計画

4. そのイ也

総括瑳メンバー

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・レヒ、ユー

志村令郎 生物分子工学研究所所長:研究評価，チェック・レヒ、ユー

中西 重忠京都大学大学院医学研究科教授:研究評価チェック ・レヒ‘ユー

村上和雄筑波大学・名誉教授:研究評価チェック・レビュー

矢崎義雄 国立国際医療センター病院長 :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 ・レヒ、ユー

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 東京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

2 特定領域ニユース誌“ぷろておりしす"発行

本二ユース誌は班員聞の連絡事項のみならず、ミニレビュー・トツピクス

等、蛋自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'"1 1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 ProteinQ些必型"(Eds. Suzuki， K. and Bond， J.S.) ， Adv. Exp. 

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

"Biology of出e包笠笠旦皇"(Eds.Lloyd， J.B. and Mason， R.W.) SubαIlular 

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

"Proteasomes and Relat凶 Comple翌~" : Mol. Biol. Rep. Special issues (Guest 

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

"M，ediα1 Aspects of Proteases andProtease Inhibitor~" (Eds. Katunuma， N .， Kido， 

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

?roteolysis in Cell FunctiQ!!" (Eds. HOpSl 

Ki邸 hke久， H.)， IOS Press， 576pp (1997) 

"Ubiquitin and the BiolQgy of the Cel!" (Eds. Peters， J.・M.，Harris， J.R.， and 
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Finley， DふPlenumPublishing， London， 462pp (1998) 

組織培養 特集号“プロテアソーム" 1 9 9 6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" 1996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、問中啓二)

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“_'1.1:::' ::v-乏とは組盟坦盟主担塑土玄:三之と~~貴分解EÞ_~五

も見た細胞周期" 1999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" 1999年5月号 (編集:横沢英良 ・田中啓二)

実験医学 特集“Z旦三アニセいによる生体機能制御と法皇"

1 999年 10月号発行(編集企画:木南英紀)

Molecular Medicine特集号 “ユビキチンシステムと癌"2000年2月号発行

(コーディネーター:田中啓二)

シュプリンガー ・フェアラーク社発行 「童皇室金墜=金王機喧主主目胆機鰭」

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「芝とJ~Jy質2

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
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4 学会・集会案内

国内学会

(1)日本免疫学会 (平成 11年 12月 1'"'-'3日)京都

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

演者 P.Cresswell， G.， Hammerling， P.K.srivastava， K.Tanaka 

(座長・田中啓二 ・宕井一宏)

(2) 日本分子生物学会 (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、 r~1 LII敬一)

国際学会

(1) "The 2nd International Conference on Protease Inhibitors" 

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

(Ben M. Dunn) 

(2) "Proteinase Inhibitors and Activators: Strategic Targets for 

Therapeutic Intervention" University of Oxford， England， UK， 

April17-20， 2000， Brian Austen， John Deadman， Roger Epton， 

Robin Leatherbarrow， Chris Southan 

(3) E恥moWorkshop "Ubiquitin-Protessome Pathway and Celluar 

Regulation" (G.Strous and A. Ciechanover) May 14-18， 2000， Driebergen， 

The Netherlands 

(4) "Proteolytic Enzymes & Their Inhibitors" Gordon Research Conference 

Colby-Sawyer College， New Hampshire， USA， July 9・14，2000

Organizer: Wolfram Bode 
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( 4 )学会・集会報告

1. 第6回日本生化学会春季シンポジウム (6thCGGH Symposium 1999) 

「蛋自分解酵素による生物活性の制御とその医学的応用」

“Biological Roles of Proteolysis in Health and Disease" 

5月t9日から21日にかけて，第61lIJ日本生化学会春季シンポジウム 「蛋自分解酵

素による生物活性の制御とその医学的応用」が徳島県鳴門市ルネッサンスナルトリ

ゾートにおいて，日本生化学会CGGHフォーラム主催， (財)国際協力医学研究振

興財団共催，特定研究(A)i蛋自分解のニューバイオロジーJ，日本細胞生物学会，

日本分子生物学会協賛で開催されました .今回はプロテアーゼを主題として行われ

る初めての日本生化学会春季シンポジウムで，参加者は約160名で2題の基調講演，

24題の口頭発表(外国人12人含む )， 85題のポスター発表がありました.春季

(CGGH)シンポジウムは，新しいフロンティアを開き我が国から情報を発信する

こと，外国人も若く実践的な人々を優先的に招待し，参加者とゲストスピーカーで

濃密な情報交換ができることを意図した国際シンポジウムであります.また今回は，

特に日本生化学会学術集会企画委員会の要請で，参加者，招待講演者間のより親密

な交流を促進するため泊まり込み方式で参加者全員が発表するゴードンカンファレ

ンス形式で行われました.初めての企画で，また朝は8時から夜は10時までと今まで

の日本の学会にはないタイトなスケジュールであったため，主催者側としては不安

でありましたが，講演会場，ポスター会場ともいつも満員であり盛況で，時間いっ

ぱい大変活発な討論が続けられました.また多くのこの特定研究の班員の先生方に

も参加していただきました.幸い天候にも恵まれ，風光明。眉な鳴門の景色を楽しみ

ながら，非常にリラックスした雰囲気の中で， X線構造解析からノックアウトマウ

スまで広い領域で有意義な情報交換が行われました.特に，計6回ヒ‘ユツフェ形式で

毎回違う方と食事をとることができたので，親交を深めると同時に，新たな共同研
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究の話も進んだようで，この点も非常に良かったと思います.

シンポジウムの構成は3日間の日程で， 4つのセッシヨンでの招待講演，ポスター

発表が行われました.5月19日は， 夕食後セッション1i生理活性ペプチドとレセプ

ターの活性化機構」について， 6題の口頭発表が行われました.Gary Thomas， Oaniel 

Constam，辻明彦らにより，最近，発生生物学，内分泌学の分野で注目されているサ

チライシン様プロプロテインコンベルターゼ (sPC)について，特異聞害斉1]，ノツ

クアウトマウスによる機能解析，遺伝子発現調節機構等が発表されました.芳本fS，

Lloyd Fricker，深水昭吉はそれぞれ， プロリン特異ペプチダーゼ，カルボキシペプチ

ダーゼE，レニンアンジオテンシン系について，最近の研究成果を発表しました.

サチライシン様プロプロテインコンベルターゼは，日本では私共も含めて研究者人

数が少なくプロテアーゼ領域ではマイナーな領域でありますが，特にOanielConstam 

の発表はノックアウトマウスを用いてsPCのうちFurinとPACFAの発生過程における

役割を解析したもので，参加者の大きな関心を集めました. Furinのノックアウトマ

ウスは胎生10日付近で死亡しますが，その原因は心臓の形態形成異常で、あり， B恥1p

等のmorphogeneticfactorの活性化にFurinが寄与していることを示しました.また

PACFAのノ ックアウトマウスは単眼症を呈し， Nodalのシグナリング異常マウスと似

たフェノタイプであることを示しました.ウイルス・バクテリアは，宿主細胞のプ

ロテアーゼを利用して融合タンパクやトキシンの活性化を行いますが， Gary Thomas 

は， Furinに阻害作用を有するアンチトリプシン変異体 (PDX) を作製し，これを用

いて，シユードモナストキシンのFurinによる活性化及びPDXの治療薬としての可能

性を発表しました.特にFurinはゴルジ膜と細胞膜の聞をサイクリングしている酵素

であるので，外側からPDXを加えるだけでFurinの活性の阻害が可能で，多くの感染

症の治療への応用が期待されました.

5月20日は，まず基調講演として勝沼信彦博士がシステインプロテアーゼ(カテ

プシンB.H.L，S)の特異聞害剤による機能解析，特に抗原提示機構，アポトーシス

における役割について，最近のデータを発表しました.勝沼信彦博士はここ十年来，
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X線結品構造解析を積極的に導入し，ドラッグデザインによる新規カテプシン阻害

剤を開発され，今まで不可能と考えられてきたWholeanimalの系で‘も特定のカテプシ

ンのみ阻害する系を確立し ，抗原提示とインバリアントチェーン分解におけるカテ

プシンの役割，アポトーシスにおけるカテプシンとカスパーゼ、の関係，骨代謝にお

けるカテプシンL，Kの役割等，未発表の結果も含めて最新の研究成果を発表され，

参加者に大きなインパクトを与えられました.続いて午前中はセッション2i蛋自分

解酵素の活性制御とその新しい医学応用」について，特にトリプターゼ，キYーゼ

に焦点をあて， Bradley A Ka弘AndreasBergner， L.B. Schwartz，木戸博，松森[1百，

宮崎端夫らにより ，阻害剤の設計，構造，活性化機構，ウイルス感染，心疾患との

かかわりについて発表が行われました.午後は2時30分から5時30分まで85題のポス

タ一発表と活発な質疑応答が行われました.招待講演者の方々も積極的に討論に参

加し，互いに細かい情報交換ができました.夕食後は，セッシヨン3i新しい蛋白分

解系とその生理機能」において， Guy Salvesen， Vito Turk，大隅良典，瀬原・藤沢淳

子，反町洋之，A. Mollaらにより， アポ トーシス，カテプシンによる抗原提示機構，

オートファージイー，メルトリンの構造と機能，新HIVプロテアーゼ間害剤の開発

について，それぞれ最新の研究成果が発表されました.

5月21日は， 午前中セッション4iユビキチン/プロテアソーム研究の新展開」

について，登回隆，Y. Ben-Neriah，岩井一宏，Keith D. Wilkinson，小出武比古，田

中啓二らにより，ユビキチン/プロテアゾームが関与する細胞周期の調節，NF-/CB 

活性化， IRP2の鉄依存性分解，及び脱ユビキチン酵素の機能，小胞体における蛋白

質の品質管理機構，抗原提示機構について発表が行われました.Y. Ben-Neriahは，

NF-/CBの阻害タンパクであるI/CBを特異的にユビキチン化するリガーゼを分離し，

その作用機構，ユビキチンを介した分解系による調節機構について講演し，参加者

の注目を集めました.続いて岩永貞昭博士により基調講演「組織因子によるFVIIの

活性化調節」が話されました.会議終了後公式にアルコールが解禁となり，大きな

マグロの作りを楽しみながら会話が弾みました.
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このように，今回の日本生化学会春季シンポジウムは国内・海外より最先端の

プロテアーゼ領域の研究者が集まり，プロテアーゼの構造，反応機構，特異阻害斉11

のデザイン，形態形成，免疫反応における役割，病態とのかかわり等について濃厚

な情報交換，共同研究の展開が行われ，新しい創造的研究の場とな った画期的な国

際シンポジウムになったと思われます.特に，参加者全員が発表し，泊まり込みで

行うという形式が非常に功を奏したと忠われました.海外の招待講演者の方々から

も，最近参加した会の中でも最も非常に実り多きミーディングであったと，お餐め

の言葉をいただきました.

最後に，各セッションの企画をお願いした木戸博(セッション2) ，鈴木紘一

(セッション3)，田中啓二 (セッシヨン4)，座長をお願いした伊藤明夫，鈴木宏

二，川島誠一，山本健二，木南英紀の各先生方に，この場をお借りして深く感謝の

意を表したい.また，財政的に支援いただいた国際協力医学研究振興財団，文部省，

徳島大学にも深く御礼を申し上げたい.

松田佳子(徳島大学工学部生物工学科)

2. FASEB夏季研究会議 "TheCalpain System in Health and Disease"印象記

米国コロラド州CopperMountainで、本年6月20日一 25日に上記テーマで国

際会議が開催された。カルパインのみを特定のテーマにした国際.会議は、不思議に

過去にあまり聞かれておらず、 2年前に英国臼fordで関かれたものが最初であった。

Goll (Univ Arizona)がchairpersonで、 Mellgren(Med College Ohio)とWang(Parke-Davis)が

Co-chairとして企画した。 Wangは仇fordで、もCo-chairとして参画しており、やはり製

薬会社のスポンサー(? )がないと国際会議を開くのは難しいのかも知れない。参

加者は 100名余りで、日本からは基調講演をされた鈴木紘一先生(以下、敬称略、

東大)グループに佐々木(名市大)、中尾(熊本大)、牧(名大)と東ら千寿製薬
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グループが参加した。デンバーから卓で 2時間もかけてやっと到着した所は、 [11肌

に残雪があちこちに見られる標高2，900メートルもの高地にあるリゾートであった。

20日は夜の基調講演のみで、 2 1日からは午前中と夜が口頭発表、午後がポスター

となっており、全体的に時間的には余俗があった。午後は登山をしたり、乗馬、 川

下り、スポーツジムでテニスなどをして過ごす人もいたようだ。予め員った案内に

は、慣れるまでアルコールや激しい運動は陀えた方がよいと注意書きがしてあった

が、時差と低酸素のタブルパンチのためか、日本やヨーロツパからの参加者の中l二

は2、3日頭痛で悩まされた人が多かった。

口頭発表者は、要旨も提出せずに会議に臨むということで、話を聞いてみるま

では演者が何を話すのかタイ トルからしか推察がつかず、内容を正確に理解するに

はやはり要旨が欲しい。というか、印象記をまとめるに際して、いかに自分のメモ

が役に立たないか恥じ入る次第で、記憶も薄れた現在、強く残った印象のみを紹介

させて頂くことにする。今回の会議を一言で表現するとなれば、カルパインもつい

にここまで来たか、ということになる。結品解析やトランスジェニツク、ノックア

ウトなどの成果がつぎつぎと披露された。

最大のトピックスは、カナダQueen's大学グルーフ。のJiaによるm-calpainの3次元

構造の発表であろう。噂には聞いていたが、実際にきれいなスライ ドを見せつけら

れると衝撃とともに、 何とラッキーだろ うと思わざるを得なかった。結晶化は他の

グループもやっていたのに一一一一。彼らは大腸菌発現による組換え体を使って、

カルシウム非存在下で、のX線結晶解析を行った。小サブユニットのGlyおよび‘疎水性

残基に富む領域(ドメインV)を欠いているが(これが良かったのかも知れない力主)、

明らかにされた構造は、カルシウム非存在下ではなぜ不活性なのかを説明するに十

分であり、 言い換えれば、カルシウムによるカルパインの活性化機構を高次構造レ

ベルで推測させるとともに、意外なことも明らかになった。

高次構造に基づく ドメイン構造から、彼ら はプロテアーゼ ドメイ ン (従来は
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domain II)をdomain1 (Cysを含む)とdomainIl (His、Asnを含む)に分けることを

提唱した。活性中心のCysとHisがカルパイ ンの場合にはlO.5Aも離れ、パパインの

ように3.5A以下とはなっていないため、活性中心を形成で、きない。カルシウム存在

下では構造変化によりこの距離が短くなり、触媒反応が可能になると考えられる。

domain IIIとdomainIV (5つのEF・handをもっカルシウム結合領域)の聞のリンカー

を通じて精造変化の情報がdomainIlに伝えられると考えられる。意外なことの一つ

は、大サプユニットのN末f齢頁域 (従来のdomain1、彼らは単にprodomainと称した)

が小サブユニットと接触していることである。活性化に伴ってprodomainが自己消化

すること、そして自己消化産物はカルシウム感受性が高くなることが分かつていた

が、両者の接触は、小サブユニットがprodomainを通じてカルパイン活性を抑制して

いることの説明となる。また、 domain111は、Synaptotagminのリン脂質結合性カルシ

ウム結合領域と高次構造が類似しており(一次構造は似ておらず)、 PKCなどの

C2ドメイン相同領域であることが報告された。この領域に実際にカルシウムやリ

ン脂質が結合するかどうかは今後の課題となるが、生理的な活性化場所であるとさ

れる細胞膜上でのカルパイン作用を考える点で重要な知見である。

彼らは、高次構造に基づいて各種変異体の解析を行い、また、カルシウム存在

下での結晶化、カルパスタチンとの複合体の解析などを進める予定であり、やっと

カルパインも構造生物学の先頭グループに仲間入りをしたかと感慨深く聞いた。と

ともに、生化学では長らく日本がリードして来たのに、ここに至って先を越され、

日本人の貢献がなかったのは残念であるとの思いを深くしたのも事実である。前述

のGollは、組織より精製したカルパイ ンは6カ所で̂Tyr、Ser、百uがリン酸化されて

いると報告したが、パキュロウイルス系を使った昆虫細胞での発現は、翻訳後修飾

が不均ーとなりいい結晶ができないのだろうか、とふと思った(嬉しいことに、そ

の後、東大グループとドイツのBodeらのグループとの共同研究により、昆虫細胞で

発現させたヒトm・カルパイ ンの結晶構造も解明された。翻訳後修飾の問題はなさそ

うでさる)。一方、 Narayana(Alabama大学)は、小サブユニットのカルシウム結合
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ドメイン (S-CaMLD)の結品構造は2年前にカナダグループと同時期に発表できたが、

大サブユニットのそれはいい結品が取れず、まだ成功していない。今回は、カルパ

スタチン C領域ペプチドが、 S-CaMLDとの複合体の結品構造解析によって、 α-helix

を形成しているとの報告に終わった。微妙な構造の違いで、結晶の良し悪しが決まる

とすれば、運に任せるしかない。

Queen's大学グループのElceは、カルパイ ン小サブユニッ ト遺伝子のノ ックアウ

トマウスについて報告したが、胎生期の9.5日以降で致死になる。それ以前では見か

け上は正常であり、循環器系の異常があるのではとの質問があった。彼らは対立遺

伝子がともに欠損したES細胞を樹立したが、カゼインザイモグラフィーによる活性

測定では、 μーカルパイ ン、 rn-カルパインともに検出できなかった。 Westernでμ-カ

ルパイン大サブユニットのバンドは検出で、きたが、 rn-カルパインのそれは欠損株で

検出できなかった。小サブユニットがないため、翻訳後のフオールディングがうま

く行かず、分解し易くなっているのかも知れない。変異ES細胞は、増殖速度、細胞

接着、移動性に顕著な変化が認められず、カルパインが細胞周期の進行(Mellgren， 

Ohio医科大)、内皮細胞の接着 (Fox、ClevelandClinic)、iso-7クチン再構成による

伸展 (Herrnan、Tufts大)に関わ っているという報告と一致しない。用いた細胞の違

いか、あるいは変異ES細胞で、は検出感度以下の極微量のカルパイン活性が残ってい

るためか、また、カゼインザイモグラフィーの測定方法は、 大サブユニットのみで

も本来は活性をもつが電気泳動中に失活したのではないか、など疑問が尽きない。

いずれにせよ、カルパインは生命に必須であることが分かつて幸せだ、と演者は締

めくくった。また、 Zirnrnerrnanら(Pennsylvania大)も小サブユニットのKOマウスを

作成中で、ヘテロは健康であるとのポスター発表をしていた。

反町・鈴木ら(東大)が発見した骨格筋に特異的なカルパインp94は、肢体型筋

ジストロフィー症2Aの責任遺伝子としてBeckrnannら (Genethon仏)に同定されて
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以来、注目を浴びて来たが、今回もいくつか興味深い報告がなされた。反町は、構

造機能相関について膨大な変異体の解析結果やカルパスタチン、 fodrin、転写凶子

ル1EF2が基質となること、さらに、優性阻害変異型のp94のトランスジエニックマウ

スが、筋形成に異常があることを報告した (PowerPointを使った液品プロジェクター

による発表は、聴衆を魅了した)0 p94はその活性発現にカルシウムを要求しないが、

Carafoli (Padova:* 、伊、今年スイスより転勤)は、 p94の組換体がカルシウム依存

性であると報告した。反町らの変異体の一部にはカルシウム要求性を示すものがあ

り、討論の場で、 CarafoliらのcDNAの配列には変異が入っている可能性が暗に指摘

された。興味深いことに、 Shearer(Oregon健康科学大)の報告によれば、 Lp82はp94

のsplicevariantであり、かつ異なるプロモータをもっレンズ特異的カルパインである

が、やはりカルシウム要求性があり、カルパスタチンによって弱く限害される。 3・D

構造からカルシウム要求性に関する解答が得られるのも、そう遠い将来のことでは

なさそうだ。 Lp82は、ヒトではmRNAは存在するもののexon1に終止コドンが存在

し蛋白としては合成されないとのこと。他の動物では蛋白質として存在しているが、

その生理的機能が関われる。少なくと、もヒトの白内障とは無縁のようだ。

Beckmannらはwholebody in si加 hybridizationで、Lp82がマウスのレンズおよび網膜に

発現していることを示した。 p94のKOマウスは予想通り筋形成に異常を示したが、

外見上、眼には異常が認められなかった。 Welm(Baylor医科大)はポスターで、

CCAA T/enhancer結合蛋白質C厄BPβのプロセシングにp94またはisoform (実体は不

明)が関わっていることを示唆した。 p94isoformは、新生マウス肝で検出されるが、

C厄BPα欠損マウスでは検出されず、 C厄BPβのプロセシングも起こらない。

普遍型 (μーおよび:m-)カルパインのカルシウム要求濃度は、試験管内では生理

的濃度の 1""3桁も高く、 invivoで、は生体膜以外に活性化蛋白質の存在が注目され

ていた。 Pontremoli(イタリアGenoa大)のグループは、過去そのような因子の精製

に関する論文を幾編も発表していたが、他のラボでは追試困難で疑問視されていた。
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今回、同グループのMelloniは、 μの活性佑閃子(一次構造発表済み、腫蕩抗原

UKI14と同一でシヤぺ口ン様蛋白と類似)の抗体を使って局在性を調べると、絞周

辺部の膜に存花すること、 mの活性化因子は一次構造からAcyl-CoA結合蛋白質であ

ると阪告した。そして、カルパスタチンが絞周辺部の 2点で凝集し、 TPA添加で肱

散することを示した。カルパスタチンは主に細胞質にあると相場が決まっていたの

で、にわかには信じ難い。

カルパスタチンについては、そのN末領域と発現が話題になった。昨年の本研

究班会議で川島(臨床研)がラットカルパスタチンで報告したように、従来のN末

よりは上流に翻訳開始コ ドンが存在する。最初にウシ (Antin，アリゾナ大)で、そ

してマウスおよびヒ 卜(牧、 名大)で明らかになり、また、ブタ(Bardsley，英

Nottingham大)でもありそうだ。ウシ、ブタとマウス、ヒトで、はexon1に相当する配

列が異なり、プロモータが異なると思われる。前者で、はcA民1pで、誘導がかかるが、後

者では恒常的な発現か、誘導がかかるのか今後の解析を待たねばならない。従来の

N末のすぐ上流にもプロモータが存在することが示唆される。また、 Kosower(イス

ラエル、 TelAviv大)はラット筋芽細胞の融合過程でカルパイン活性発現が必要であ

り、カルパスタチンの一過性の減少がRNAレベルで生じていること、 TGF-βが融合

を阻害すること、そしてOligoadenylatesynthase活性化に伴うlatentRNaseの活性化を示

唆した。 Wang(Parke-Davis)は、アポ トーシスとの関連で、カルパスタチンがωspase

によって分解されることを既に論文で発表して いたが、今度はカルパインが

cぉpase-3を分解し不活性化することによりアポ トーシスに対して抑制的に作用する

ことを示唆した。 Potter(Tu他大)は、阻害中心の合成カルパスタチンオリゴペプチ

ド (24・mer)のN末にk-FGFのシグナルペプチド(16・merの疎水性残基)を付加する

ことにより、細胞透過性を高めたインヒピターを調製し、 血小板凝集やガ‘ラス表面

での伸展反応をIC50が30・50μMで阻害することを示した。

この他、病態との関係では、 脳腫療におけるmerlinのカルパイ ンによる分解促進
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現象(中尾、熊大)、Dystrophin欠損モデ、ルマウスでのカルパイン活性の昂進 (Spen

白人 UCLA)、そして脳虚血(Lee，Virginia大)や脳傷害 (Hayes，Texas健康科学大)、

脱ミエ リン症 (Banik，南Carolina医科大)におけるカルパイン作用と阻害剤による治

療の可能性が話された。さらにC.elegansの性決定に関与する新規カルパインTRA-3

(Kumaba叫 英SangerCenter )や精子形成への関与が示唆される新規カルパイン

(Oear， Max-Planck) など数題の講演があった。

今回の会議では、急逮、故村地孝京都大学名誉教授の功績を讃えて Murachi

Awardが創設され、大学院生やポス トドクのポスター発表の中から 4人が奨励賞と

して受賞することになった。残念ながら日本人は含まれていなかったが、内容もさ

ることながら発表 (当然ながら英語で)の仕方が審査に大きく影響したようだ。会

議の最後に、 Mellgren(Med College Ohio)が中心になって 2年後にもう一度FASEB会

議を開催することが決められた。また、新規カルパインが続々と発見されて名称が

不統ーになっているため、新たに系統的な名称を付けることが提案され、反町(東

大)がま とめ役をすることになった。 2年後にどんな展開が待っているのか楽しみ

であるとともに、当事者として頑張らねばとの思いを強くした。

牧正敏(名大院・生命農学)、佐々木賞(名市立大・医)

カルパイ ンの名称に関する補足

今回の学会でDearなどが発表したように、次から次へと「カルパインのプロテアー

ゼ領域と相向性を持つ分子」が見いだされている。線虫では十数種類あるようなの

で、 ヒトでは20種前後ではないかと予想されている。以下に現在までに同定されて

いる脊椎動物のカルパイン関連分子の情報をGDB(TheGenome Database)が勝手に採

用したCAPN(外人は、 "KPN(ケイピーエヌ )"のように発音 していた)という遺伝

子名の順番にま とめてみた。 CAPNシリーズの難点は、発音しにくい点、遺伝子産物

名と数字がく い違っている点 (例えば、 CAPN5は、 nCL-3、CAPN8は、 nCL-2、

CAPN9はnCL・4)、CAPN4(30K)は「カルパインのプロテアーゼ領域と相同j性」は持
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たない点である。これだけ増えると ωspaseのように番号付けで行かざるを得ないとは

思うが、何かよい案はないだろうか?

なお、データの一部は http://ag.arizona.edu/calpains/nomenclature.htmlを参照した。

反町洋之(東大院・農生科)

GDB 議色体 塩基 アミノ 遺伝子産物 Orthologues CaM 分布 備考

Name 位置 配列η 酸配列吋 in 領域

invertebrates 

CAPNl llq12・ X04366 29664 μ-calpain large いろいろ・2 + 普遍的

q13.1 subunit印CL，μ80K)

CAPN2 1q41 M23254 511637 rsIu1・bcuanlpita(imr1large 
いろいろ・2 + 普通的

CL， m80K) 
CAPN3 15q15.1・ X85030 791040 p94(calpain 3， + 骨格筋、 ヒトでは

q21.1 nCI.rl)， Lp82， 1民生 レンズ Lp82等が無
etc. いらしい。

CAPN4 19q13 X04106 35328 μ-，IuTn1・ict(a3lpOaKir)1small + 普遍的

sub 

CAPN5 llq14 Y10552， 2065171， hTRA-3(calpain 5， TRA・3(線虫) 普遍的 線虫の性決
U94346 2529435 nCL-3) (精巣、脳) 定遺伝子

CAPN6 Xq23 AJ000388 2274962 C(CaAlpNamPXod) ulin TRA-3(線虫) 胎盤、胎 Cysが活性
児骨格筋 中心にない

CAPN7 3p24 AB028639 5102944 PaIBH， 
pCapllB1p((カ酵ビ母))， 

普遍的

CAPN8 1q41 (D14479) (441200) nCL・2，nCL-2' +，ー 胃 mCL， nCL-4 
と遺伝子座
が近い

CAPN9 1q42.1・ AF022799 2502077 nCL-4 + 消化管 全ての臓器
q43 で少量は発

現している
CAPNI0 (予約済) calpain 10? ワ

CAPNll 6p12 AJ242832 5689776 calpain 11 いろいろ・2 + 精巣 μImCLと
57%一致

CAPN12? 16p13.3 U85647 3462351 SOLH SOL(ハエ) 普遍的

CAPN13? ワ (AF126867) (5305702) ワ 普遍的 CAPN8と誤
報されてい !
る

CAPN14 2p22・ 守 ? ヲ pseudogen巴?
p23 

CalpainC ワ (X01415) (63333) μ1m・calpainlarge + 普遍的 ーワトリ筋
? subunit(ulmCL) 肉の主要カ

ルパイン
CAST 5q15- D16217 303599 calpastatin 普遍的

ー
q21 

.IGenBank登録番号はヒトのシークエンスのもの。ただし、ヒ トが登録されていないものは()で示した。

勺例えばショウジョウパエの Dm-calpain(CALP A)や CALPBなどがこれにあたると思われるが、これら

がμCLとmCLのどちらに対応するかは不明である。
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3. fIPS (International Proteolysis Society)・FirstGeneral MeetingJ 

IPS (International Proteolysis Society)が主催する第一回generalmeetingは1999iド9fJ

25日から9月30日までアメリ力合衆国、 ミシガン州、 MacknacIslandで開かれた。

ルlacknacIsland はヒューロン洲に浮かぶ小さな島で、アメリカの代表的なリゾートの

一つであるということだったり 9月末以相当寒く、黄葉が進み、夜は4-5
0Cくらいま

で下がった。日本から行く場合、ともかく速いというのが我々の本音であった。シ

プJゴあるいはデ トロイトからト ラノトー λ ・シティに飛び(約 1時間)、そこからパ

スで 2時間、さ らにフェ リーボー トで島に渡るというコースである。待ち時間を入

れると，行き帰りともまる 2日(時差を抜きにして)かかる行程である。学会の参加

者は240-50名で、学会主催者が期待したよりも下回ったようである。日本人参加者

は20数名で、以前のICOPよりも参加者は少なかった。 IPSとはどういうものか、実

体がつかめなかったのと、開催地が遠いということが災いしたのだろうか?

学会は 9月25日夜、鈴木紘一教授(東京大学分子細胞生物学研究所)の基調

講演 1"Structure and function of superfamily members of calpainJを皮切り に翌朝から 一

般講演が始まった。口頭発表は、 "Pathogensand Parasitesぺ"Inflammationand 

Degenerationヘ"Homeostasis"，"Late-brcaking Topicsヘ"Plantsand Viruses"， 

" Development"， "Cancer"， "Protein Processing"という 8つのSessionsが設けられ、合

計54題の講演が行われた。ポスター発表は、口頭発表が終わった夜8時半から 2

時間アルコールを飲みながら行われ、合計 68題の発表があった。詳しい内容は省

略するが、概していうと非常に興味ある新しい発表がある一方、あまりインパクト

のないおざなりの発表が混っていたのは残念であった。目に付いたのは、構造生物

学的研究、とくにプロテアーゼやインヒビターの立体構造解析の発表が極めて多い

ことで、この領域における日本の研究の立ち後れを痛感した。

会議に出席した人の一部の関心は、 IPSの実体と運営方法であった。第一回の今
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闘の学会は立ち上げに参画したデトロイト大学のBonnieSloan教授を会長とする組織

委員会が運営を行ったが、会議の中日で開かれる総会 (Businessmeeting)で、新し

いcouncilmembersを選出し、選ばれたmcmbersが今後の学会を運営していくことこと

になっていた。とはいっても、大部分の参加者は、どういう手順と方法で選挙する

のか知らされていなかった。細かい成り行きは省くが、情定的組織委員会の提案し

た投票方法は、北アメリカ (USAとカナダ)地区、ヨ一日ツパ地区、その他の国々

という 3つの地区に分け、予めノミネー卜した人々から地区ごとに 3名連記で投票

するというものだった。参加者全員(当川配布されたIPS規約に賛成した人)の全員

投票によって民主的に行うという原則であった。参加者の8割がアメリカ人である

ことは、ここでは不問にされた。プロテアーゼ、プロテオリシスの領域で活躍され

ている研究者が多い日本が「その他の国々」に入れられたことは不本意だと思われ

た方も多いと思うが、投票の結果、 1 2人のcouncilmembersに入った日本人はただ

一人(徳島大学分子酵素学研究センター ・木戸 博先生)となった(鈴木紘一先生

は辞退)0 IPSは学会であるので、年会費をどれくらいに設定するか、 Journalを出す

のか(総会での挙手の反応ではむしろ否定的で、持ち越しとなった)、プロテアソー

ムのグループなども取り込み学会の規模を大きくするかなどは、今後議論されてい

くと思われる。会員数を増やし、若い研究者が積極的参加する魅力的な学会にして

いく努力が必要となるであろう。

次回は2001年にミュンへンで、 Bode博士 (Max-Plank-Insti加te，Germany)が、日本

流に言えば会頭で行われる予定である。

最後に、 ICOPはどうなったのか気がかりの先生もおられると思うので、私なり

の解釈を申し上げると、 ICOPがIPSに変わったのではなくて、 IPSを新たに立ち上げ、

ICOPは自動的に消滅することになると思われる。

木南英紀(順天堂大学医学部生化学第一講座)
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4. The 8th International Aspartic Proteinase Conference 

第8回アスパラギン酸プロテアーゼ国際会議が 1999年9月7日から 9月 12 

日までポルトガル、マデイラ島フンシャルで開催された。マデイラ島はポルトガル

の首都リスボンから南西約 10 0 0 kmの大同洋に浮かぶ島で、その中心のフ ンシャ

ルは人口約 10万の山の斜面に横に広がった形の美しい町である。平均気祖が 16 

~ 2 50Cと年間を通して温暖なため、夏冬間わずヨーロッパからの観光客が大変多

いり日本からの観光客はまだそれ位多くないようだが、われわれが泊ったホテルで

日本からのグループに 2，3出合ったので、今後は次第に増えることが予想された。

日本から行く場合、直行便がないため乗り継ぎをせねばならず、行程的にはかなり

ハードなものであった。しかし、マデイラ島の素晴らしい景色と底抜けに明るい人々

に出合って、長旅の疲れはとこかへ吹き飛んでしまったようだった。学会の参加者

は 120~130 名で、今までのアスパラギン酸プロテアーゼ国際会議に比べて参

加者は幾分少なかった。日本人参加者も約 15名とこれも以前よりも少なかった。

開催地が遠隔地であったことが影響したのかも知れない。

会議は、 9月7日夜のJordanTang教授(Universityof Oklahoma)の基調講演 fA

pre-millennium reflection on aspartic proteinascs in human diseasesJを皮切りに、翌朝9時

から一般講演が始まった。口頭発表は、唱xpression，biosynthesis and processing"， 

"Structure and mechanismヘ"Asparticproteinases in disease-I: microbial and parasite 

proteinases"， "Aspartic proteinases in disease-II: retroviral and mammalian proteinases"， 

"Aspartic proteinase inhibitors and new drug design"， "Plant aspartic proteinases"，中unctional

genomics and gene manipulation"という7つのセッションに分けられ、合計42題の講

演が行われた。ポスター発表は昼食が終わった 2時頃から 3時半ぐらいまでの聞に

行われ、合計68題の発表があった。口頭発表のうち、 内容的にはかなりインパク

トのある新しい発表がある一方で、何故このような演題が選ばれたのか首を傾げた
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くなるような発表があったのは残念であった。

発表内容についてはすべてを詳細に報符することは能力的にも物理的にも(個

人的に興味をもてない発表には会場に居なかった)できないが、私自身が興味をもっ

た発表についてのみ幾つか紹介を主せて頂きたい。 "Expression，biosynthesis and 

prucessing"のセッシヨンで、はyapsinsについての発表が興味をひいた。yapsinsは塩基

性アミノ酸に対してユニークな特異性を示す新しいタイプのアスパラギン酸プロテ

アーゼファ ミリーである。これまでyeastとmamrnalに同定されている。S.cerevisiaeで、

はyapsin1， 2および3があり、 rnammalではyapsinAが知られている。 yeastyapsinsにつ

いて活発な研究を行っているY.P.Loh (NIH)はyapsins1， 2， 3についての基質切断特異

性や生合成およびプロセシングについて報告した。また、彼女はヒトにおける

yapsin Aのpro-opiomelanocortinのプロセシング酵素としての重要性についても言及し

た。 J.Jean (Institute for Animal Health， UK)はGPIアンカーのアスパラギン酸プロテアー

ゼである寄生虫Eimeriaaspartic pro飽inase(EAP)の生合成と病原性機能について報告し、

他のアスパラギン酸プ口テアーゼとは異なるユニークな生合成系について報告 した。

"Structure and mechanism"のセッ シヨンでは、新しいアスパラギン酸プロテアーゼで

あるplasmepsin(N .K. Bernstein， University of Alberta， Canada)、phytepsin(A. Zdanov， 

ABL， USA)等々のX腺結晶解析データが治された。残念ながら、この分野における

日本の立ち遅れは如何ともしがたいと、痛切に感じた。セッション 3と4では、寄

生虫や病原微生物および晴乳動物が保有するアスパラギン酸プロテアーゼについて、

古典的なものから新規なものまでが多種報告され、それらの病原性機能とともに構

造解析データが示され、これらを標的としたドラッグデザインの可能性について報

告された。とくにK.Mik:i (Toho University， Japan)が報告した胃ガンの診断マーカーと

しての血中pepsinogenの有用性については、多くの患者のスクリーニングデータを基

にしたもので大変興味深く感じた。 "Plantaspartic proteinases"セッションは圧倒的に

ヨーロッパのグループからの発表が多く(主催者のC.Faroの分野ということもある

が)、日本からはT.Asakura (Atomi Junior College)がoryzasin1のC末端領域にある1

-24-



o 0アミノ椴残基から成るpolypeptidcinsert の怠義について極々の変異体を用いた実

験結架を報告し、それがautolysis制御に!日jらかの機能を果していることを示唆した。

会議期間中は南国のまぶしいばかりの太陽と澄みきった海にかこまれて、実に

快適な毎日を過ごすことができた。日本を発つ前はアフリカに近い島だということ

で多少の不安もあったが、美しく整った観光設備やひとなっごい地元の人達にふれ

て、今までにない楽しい経験をすることができた。できればもう一度、日本人の観

光得に荒らされる前にここを訪れてみたいど思った次第である。

次凹は 2年後、東アジア (日本になる可能性は大)で行われる予定であるが、詳

細についてはまだ決まっていない。

山本健二(九州大学歯学部歯科薬理学教室)

S.第 29回米国神経科学会に参加して

今年の米国神経科学会は 10月 23日から 28日にかけマイアミビーチのコン

ペンションセンターで行われた。前回、 1 994年にマイアミで行われた時は、ハ

リケーン(ゴード ン)が大会期間中ずっと居座り大変荒れ模様の大会であったが、

今回は天候にも恵まれ、気分良く参加することができた。演題数は約 1500 0、

参加人員は約 20000人と、相変わらずのマンモス学会であった。ポスター会場

のパネルの数が 1000以上あり、ポスター発表は午前と午後の 2回行われたので

1日2000 演題を越える数の発表がなされた。

演題数の多いテーマは、アルツハイマー病と多岐に渡ってとりあげられる細胞

死であった。後者に関しては、カスパーゼと神経細胞死に話題が集中していた。ア

ルツハイマー病関連では、 amyloidprecursor protein (APP)のプロセ ッシング酵素につ

いて新たな展開がみられた。これまでに、 SelkoeらはPresenilin-l(PSl)がγ-secretase

である可能性を、 PSlの膜貫通 ドメインTM6とTM7に保存されているAsp257と
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A'ip385がamyloidβ-peptide(Aβ)産生に必須であることを提示した。この事実は

Notch-lの細胞内ドメインの切断にも適合することも示されてきた。この仮説に関連

して注目を引いたのはHaassらの演題で、ヒ卜の脳および白血f)j(で;PS1のexon8を欠

損したsplicedtranscriptカヰ食出されているが、このvariantはpointmutationがかかりA

sp257A1aとなる。 HEK-l細胞にこのムexon8cDNAを発現させ、さらに βAPPと

Notch-lを発現させたところ、 γ-secretaseによ るAβの産生には異常はなか った。し

かし、 Notch-1の切断は抑制された円これらの結果は、 Aβの産~Ijこは他のAsp残基が

関与する可能性もあり、 PS-lのγ-secretaseとしての位置ずけを完全には否定しきれ

ないが、その可能性は低いとの結論であった。

もう 一つのトピックスはβ-secretaseの同定である。AmgenのCitronのグループ

はAPPのβ-secretase活性を持つ膜貫通型のアスパラギン酸プロテアーゼのクロー

ニングに成功した (Vassaret al.， Science 286:735・741，1999)。本大会で彼らからの報

告はなかったが、他のグループから同織の報告がなされ、この発表にはたくさんの

報道関係者がつめかけた。周知のごとく、 APPのプロセッシングには α，β，γ

-secretasesが関与している。 α-secretasdこよってN端の大分子(APPsα)の切断と10kD

の膜結合型のC83に切断される。この候補としてはmetalloproteinasesのADAMI0ある

いはTACEが知られている。 β-secretase活性‘では、 N端の100kDのAPPsβ と膜結合型

のC90に切断され、 C83とC90はさらに γ-secretaseによって切断されAβ(As40と

As42)と病原性のないP3peptideが産生される。AβのN端はAsp(APPのP1positionで、

MetとAspの間で切断される)が主であるが、マイナーなものとしてGluがある(こ

の2型がβ-secretaseによる切断と考えれている) 0 Citronらは、ヒト胎児腎由来で β

.および γ-secretaseを発現しており、 APPをプロセッシングしてAβ を産生すること

が知られている293細胞を用いて、 β-secretase活性を持つ酵素の同定を行った。この

細胞のcDNAライブラリーをサイトメガロウイルスのプロモーターを持った発現ベク

ターに組み込み、これらcDNAフ。ールをAPPを過剰発現した293細胞に一過性に発現

させて、 Aβ産生を上昇させるcDNAクローンを同定した。これによって同定された
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酵素はペプシンファミリーに属するアスパラギン酸プロテアーゼであることが明ら

かとなり、 BACE(β-siteAPP cleaving enzyme)と命名された。 BACEcDNAは2526bpか

らなり、 ORFは501個のアミノ酸をコードしている。 BACE蛋白はN端側21アミノ酸

からなるシグナル配列を有し、 22・45需口のアミノ酸配列がプロペプチドの配列で、

C端側に膜貫通部位を有している。活性を持つ本体は46-460番目までのアミノ酸配列

からなる糖蛋白(4ヵ所の糖結合部位を持つ)で、 C端側24アミノ酸残基が細胞質

ドメイ ンを構成している。本酵素は 2ヵ所の活性部位を有し、膜貫通型のアスパラ

ギン酸プ口テアーゼとしては初めての酵素である。興味あることに、 BACE蛋白は

カテプシンEに37%の相向性を示す。ラットとマウス型も同定され、ヒト型と高

い相向性を有していいることが分かった。 BACEmRNAの発現は、解臓に高く、脳

を含む多くの組織で認められ、脳ではほとんどの領域で発現がみられる。 insi加

hybridizationの結果、グリア細胞ではなく神経細胞に発現することが確かめられてい

る。蛋白の分子量は約70kDであり、細胞内局在はゴルジとエンドソームに認められ

ている。活性特性の解析から、 Plpositionで、切断すること、および多少ではあるが

TyrとGluの闘で切断することが明らかにされている。至適pHは4.5と低い。これらの

事実は、 BACEがβ-secretaseであることを強く示唆している。今後、アルツハイマー

病患者の脳におけるBACEの存在形式の解析が待たれる。

アルツハイマー病ではAβの蓄積が問題であり、これに関わる酵素の同定は重要

な課題である。今回のBACEの発見は、酵素学的には非常に興味深いものである。

しかし、アルツハイマー病の病理を考えると、やはり真に重要な酵素は最後に残さ

れたγ-secretaseで、ある。

内山 安男(大阪大学大学院医学系研究科情報伝達医学専攻機能形態学講座)

6.第72回日本生化学会大会シンポジウム

「プロテオリシスによる細胞機能のモジュレーションJ
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平成11 年10月7日木曜日、神奈川県のパシフィコ償浜で行われたこのシンポジウ

ムでは約2時間半にわたってプロテオ リシスが線々な局面で細胞機能を調節じている

というごとを改めて実感する、多岐にわたる最新の講演を聴くことができた。早朝!

9:00からという時間と、東横線が事故で遅れていたにもかかわらず、席はほぼ満席

の盛況であった。

まず、 「オート ファジーの分子機構の解明をめざして」と題して大隅良典先牛

(基礎生物学研究所・エネルギ一変換機構研究部門)の講演でシンポジウムが始まっ

た。大隅グループの独値場であるオートファジー (自食作用)の分子機構に関して、

最新のデータも交えたレビューで、あった。オートファジーは分解基質を膜で隔離し

分解コンパー トメ ントへと送り込むシステムであり、プロテオリシスそれ自体に加

えてダイナミックな膜形態の変化を伴う細胞生物学的現象である。大隅グループは

酵母のオートファジー不能変異株を包括的に分離し、これまでに13の遺伝子をクロー

ニングしてきた。本講演は、これらの産物が蛋白質リン酸化・非ユビキチン性蛋白

質結合システム・蛋白質プロセシング・局在調節などの分子機構を介して複雑な制

御系を構成していることを示して圧巻であった。

続いて、 「大腸菌膜結合AAAATPase/フ。ロテアーゼFtsHの機能」と題して、秋

山芳展先生(京大・ウイルス研)が講演された。 AAAATPaseに属する膜結合型亜

鉛メタロプロテアーゼである大腸菌FtsHによる内在性膜蛋白質の分解機構について、

遺伝学的手法と生化学的手法を有効に組み合わせた研究についてお話しいただいた。

特異的基質であるYccAを用いて、内在性膜蛋白質の分解がN末端側からprocesslveに

行われ、さらにその際に基質蛋白質の細胞質側へのdislocationが必要であることを見

事に示した実験であった。さらにFtsHの自己切断を手がかりに、その基質特異性に

ついてもデータを示された。また変異蛋白質を用いた詳細な構造機能連関の解析か

ら、触媒部位を提唱された。

次に、 fNotchシグナル活性化におけるプロテオ リシスの重要性」と題して、 黒

岡尚徳先生(京大院・医学研究科)にお話し頂いた。 Notch受容体は細胞膜表面に発
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現し、 Deltaなとの リガンドとの結合により活』性化されて幹細胞の分化を抑制する働

きを持つ蛋山質である。 Notchシグナル活性化の分子機構について、最近プロテオリ

シスが重要な働きをしていることが明らかになり脚光を浴びている。本講演ではこ

のホットな分野の最新の進展をお話しいただいた。リガンド依存的にプロセシング

され核に移行すると考えられているNotch細胞内ドメインがそれ自身で転写活性化因

子としての機能を持つこと、この細胞内ド メインが転写因子Su(H)/RBP-Jと結合する

ことを示された.後、 リガンド非依存的切断とリガン ド依存的切断に関して阻害剤を

用いた解析についても言及された。

後半に入って、森和俊先生(京大院・生命科学)が晴乳類の小胞体ストレス応

答にプロテオリシスがどのような制御をしているかについて、醇母のUPR(unfolded

protein response)の研究をふまえて最新のデータをまじえてお話しいただいた。晴乳

類のUPRに関与すると考えられるシス配列に結合する因子として、ベーシック・ロ

イシンジッパー型蛋白質、 ATF6を同定し、翻訳産物である90kDaのタイプ11小胞体

膜貫通型糖蛋白質が、 UPRによってプロテオリシスにより50kDaの可溶性核蛋白質

に変換され小胞体シヤペ口ンの転写を活性化することを明らかとした。プロテアー

ゼの同定に関しては今後の課題であるが、そのプロテアーゼがどのようにシグナル

を受容して90kDa→50kDaの切断を行っているのかが興味深い。

続いて、中尾光善先生(熊本大・医・腫蕩医学)が、神経繊維腫症2型(NF2)の責

任遺伝子産物であるマーリンのカルパインによる分解過剰が腫蕩発生に関与するこ

と、そして変異型p53が長寿命化することはユビキチン系が関与していること、の2

点についてプロテオリシスが生命維持に必須である例としてお話し下さった。筋ジ

ストロフィーもそうであるが、カルパインが活性化するとろくなことにならないよ

うである。もちろん、それだけ普段は厳密に活性を制御しながら生命に必須な細胞

機能を果たしていることの裏返しではあるのだが。今後はカルパインが活性化して

しまうメカニズムについてさらなる研究が待たれるところであろう。

最後に、本特定領域代表の鈴木紘一先生(東大・分生研)がカルパインの構造機
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能相関について、つい最近解かれたカルパインの三次元構造を参照しながら熱のこ

もった講演をした。裏話ではあるが、実際にX線のデータを解析したドイツのボー

デ教俊の研究室では、 他のグループと競合しといることもあったと思われるが、 X

線データを撮ってから三次元構造の構築までlヶ月かからないという驚異的なスピー

ドで終わらせたそうである。その結果、 他の紹介記事にもあるかもしれないが、 IPS

ミーテイングの会頭のplenary講演で、カルパインの3次λ構造を発表できたわけで

あるの内容については他稿を参照してほしい。

さて、今回のシンポジウムは、何人かの先生方から「フ。口テオリシスの多面性

が実感できる話題が多くて良かった」というお言葉も頂きましたが、主催者の側か

らはいくつもの反省点があります。まず、我々と生化学会大会本部との連絡が悪く

(実際には本部からの一方通行に近かった)、シンポジウムの公募に関して多くの先

生方にご迷惑をおかけした点であります。我々は締め切りの時期や募集の方法を一

切知らされることなく本部の指示する締め切りまでに到着した演題とご依頼した演

題で構成したわけですが、締め切り後に続々 と申し込みがあり、泣く泣くお断りし

た次第であります。お聞きすると、 「本部にも問い合わせたが明確な返事を頂けな

かった」とおっしゃる先生もいらっしゃいまして、我々ももっと本部と辿絡を密に

して事務連絡を明確にすべきであったと深く反省しております。

また、講演 ・質疑応答の時間共に、非常に不十分であったことも深くお詫び‘い

たします。当初は多少延びても良いだろうとたかをくくって、少し窮屈なのを承知

の上でなるべく多くの演題を入れようと考え、 2時間半に6題という構成にしたので

す。しかし、シンポジウムの会場が最終的に決められた結果 (もちろんプログラム

の後です)、我々の会場だけはそのあとランチオンセミナーがあるため「準備の都

合上l分違わずきっちり終わってくださし¥J と本部の方から半分脅しのような警告を

再三にわたって頂き、延長しないことに全精力を傾けざるをえなかったわけです。

しかしながら、講演してくださった先生方は皆様時間どおりに終えていただき、全
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体としてもまさにl分も延長せずに終了することができて、心から御礼を申し仁げさ

せていただきます。実は、最後に今ことで述べているようなことをお話ししたかっ

たのですが、あれよあれよという聞に、 会場係の人に占拠とぎれやむなく 撤返したわ

けです。

また、朝早くからの開催にも関わらず、最初jからほぼ満席の盛況を頂き、心か

ら感謝いたしておりますと共に、プロテオリシスへの関心の盛り上がりを嬉しさ半

分、おちおちしてはいられないぞという厳しさ半分の気持ちで受け止めております。

プロテアーゼの生化学から入った研究者にとっては、ある意味で 「緩い」 実験の多

く見えるのが、生理機能からプロテアーゼにたどり着いた研究かもしれません。実

際に、生理機能に主眼をおいて研究している研究者にとっては、作用しているのが

何のプロテアーゼであっても関係なし1かもしれません。また、プロテアーゼ命の研

究者にとってはそのプロテアーゼが実際にどんな生理機能をしているかよりも、ど

のくらいの濃度のインヒビターで阻害されるかの方が重要かもしれません(すみま

せん)。しかしながら、そこで反目し合うよりはお互いに間口を広げて共同研究が

できれば新たな視野が開けてくるかもしれないなぁと、徒然に思いました。

(前回達哉:東大・分生研、反町洋之:東大院・農生科)
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( 5 )ミニレビュー

1.脳虚血とプロテアーゼ

脳卒中は日本国民の死亡原因の第 2位を占め、中でも脳使主(脳虚J(lLによる 神

経系III胞死)は食生活の欧米化に伴い増加傾向にありその 2/3にも及び、悶民衛:1そ，--

重要な疾患となっている。脳梗塞は生命が助かった忠、者にも運動マヒや失語症など

の後遺症をもたらし、日常生活に大きな制約を引き起こす(かの旧中角栄氏も、こ

れで政治生命を絶たれた)。このようなはっきりとした神経症状を出さなくとも、

小さな脳便塞が大脳に多発すると健忘、見当識障害、性格変化なとが現れ、 ついに

は痴呆症に陥る。日本での老人性痴呆の患者数は 12 6万人といわれ、その 40%

は脳血管性痴呆で、アルツハイマー病によるものを上回る。この脳虚血による神経

細胞障害のメカニズムは虚血の程度 (=強さ:脳血流が完全に途絶し Oになるもの

から、蛋白合成の障害を起こす軽度の脳血流低下まで)とその持続時間(栄養動脈

の永久閉塞なのか、 一時的閉塞の後再開通するのか)によって異なってくる(1)。脳

血流が正常の 1/7以下になり永久に血流が再開通しなければ、神経細胞はごく短時

間のうちにネクローシスに陥って しまう 。我々医学の臨床にたずさわる人間にと っ

て、これは治療のできない病態となってしまう。 これに対処できるのは、神経移植

などの再生医療になってくるo 現在、幹細胞を使った治療が動物実験で試みられて

いる。脳血流が正常の 1/7以下でも、数分以内に正常に回復すれば神経細胞は生存

し、ネクローシスにならない。この中間の条件で、神経細胞は虚血中または後に産

生される細胞障害物質により損傷され、長い経過では数日後に細胞死にいたる。こ

の細胞障害物質中最も影響が大きいと考えられているのが、興奮性神経伝達物質の

グルタミン酸である(2)。グルタミン酸は生理的状態で神経シナプス前終末のシナプ

ス小胞に貯蔵されて いる。虚血によりATPが減少しシナプス前神経細胞に脱分極が
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起こると、シナプス小胞からグルタミン酸がシナプス間隙に放出される。生理的状

況下では、このグルタミン酸はすぐに神経細胞内にATP依存性にi呼吸収される。 と

ころが、虚血下ではATPの減少によりこれが再吸収されず細胞外(シナプス間隙)

に留まり、シナプス後部のグルタ ミン酸受容体(特にその|人]のNMDA受容体)に結

合、これを活性化し、シナプス後部神経細胞内ヘCa2+を大量に流入させる。この

cl+が細胞内に存在するCa2+依存性のプロテアーゼ、タンパク質キナーゼなどを活

性化し、線々なシグナル伝達を介して神経細胞死

を引き起こすと考えられている。同じ条件の虚血を加えても脳組織内で障害程度

が部位により異なるのは、各部位間でNお1DA受容体の分布密度が異なるからと考え

られている(密度が高ければ障害も強い:例えば海馬CAl領域の錐体細胞) 0 Ca2+ 

依存性プロテアーゼであるカルパインが虚血後活性化され神経細胞骨格のフォド

リンを分解すること、カルパイン阻害剤が神経細胞死を予防することが証明され

ている(3)。また、カルパインはさらにリソソーム膜を破壊し、貯蔵されたカテプシ

ンを放出させ細胞分解を起こすともいわれる (4)。この他、グルタミン酸ーCa2+から

少し離れるが、弱い脳虚血後、数日かかって神経細胞死に至ることがあり、これに

はアポトーシスが関与しているといわれる。実際、カスペースし 3の阻害剤また

はそのノックアウト・マウスで神経細胞死が減弱すると報告されている(5)。プロ

テアソームに関しての報告は少なく、わずかに、脳虚血後p1l2の発現が虚血神経細

胞内で増加するという報告があるくらいである(6)。以上、虚血による神経細胞障

害のメカニズムのメイン・ストリームとその中でのプロテアーゼの役割について

現時点での概要を述べた。もちろん、これ以外に細胞障害物質はフリーラジカル、

エイコサノイドなどたくさんあり、単独物質が原因とはいえない。これが各細胞

障害物質の阻害剤またはノックアウト ・マウスで虚血性神経細胞障害を 100%

ブロックできない理由でもあろう。みなさんの身近を見ていただければ、誰かしら

脳梗塞を患った方がおられると思う。

このように、脳虚血は非常にポピュラーかっその人の人間性をも奪いかねない
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怖い疾患である。基礎医学、生物学を専攻される方々に少しでもその病態について

の知識を提供しかっ興味を持っていただければ、このコラムを書いた窓義もでてく

る。読者の寸lからどなたか、この病態解明もしくは治療法開発に参加もしくはアド

バイスしていただければ幸いである。文献は代表的なものに限局しておいた。さら

に詳しい情報を希望される方は、 yoko・ns-@hyo-med.ac.jpまでご連絡ください。
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2.脳cdc2様キナーゼ、 CDK5の活性化サブユニットp35のプロテア

ソームとカルパインによる分解

サイクリン依存性キナーゼ (CDK) は、増殖サイクルのエンジンとして、真核

細胞の細胞周期の進行を促進してい ることはよく 知られている (1)。近年、この

CDKのグループの中に、増殖をしない神経細胞で発現し、神経機能の制御、あるい

は脳形成に重要な働きをするものがあることが明らかになってきているo ここでは、
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そんな神経細胞で活性をもっユニークな CDKとして注目されているCDK5について、

最近分かつてきたその活性制御へのプロテアソーム、カルパインの関与について紹

介したい。

CDK5は神経細胞でのみ活性が検出 されているCDKである (2、3)。これは

CDK5の活性化サブユニットであるp35の発現が神経細胞に限定されているからであ

る。 CDK5は微小管結合蛋白質タウやニューロフィラメントHサブユニットなどの神

経刺l索内の細胞骨格蛋白質をinvitroでリン酸化する。それ以外にも、シナプシンIや

Munc18なと.の小胞のエキソサイトーシスに関係した蛋白質や、低分子量G蛋(1質Rac

のエフェクターであるPaklをinvitroでリン酸化することが知られている。培養神経

細胞でCDK5の発現をアンチセンス DNAによ って抑える、あ るし1は ドミナントネガ

ティブなCDK5を過剰発現させると、神経突起の伸展がみられないことから、 CDK5

は軸索内の細胞骨格系の蛋白質のリン酸化を介して、神経細胞の突起伸展を制御し

ていると考えられている。一方、 CDK5のノックアウトマウスでは、脳の形成に異

常が見られている。脳の層構造は、神経細胞が脳の内側から外側へと移動し、後か

ら移動するものが外に配置される (イ ンサイ ドアウト )ことで形成されるo CDK5 

のノックアウ トマウスでは、大脳と小脳の層構造に内と外の逆転が見られることか

ら、CDK5は脳形成時の神経細胞の移動に関係しているのではないかと考えられて

いる。

増殖細胞でのCDKの活性制御のメカニズムは、よく研究されている。細胞周期特異

的なサイクリンの合成やCDKのリン酸化 ・脱リン酸化に加えて、ユビキチン・プロ

テアソーム系によるサイ クリン、 CDKインヒビターの分解も、増殖細胞でのCDKの

活性制御に重要な役割をしている。サイク リン、 CDKインヒビターの分解は、ユビ

キチン ・プロテアソーム系によって制御される細胞機能のなかでも最も関心を集め

ているものの一つであろう。すでにサイク リン、 CDKインヒビターのもつユビキチ

ン化のシグナルとなるア ミノ酸の配列や リン酸化部位、及び、、ユビキチン化反応を

担うE3なども特定されてきている。これに対して、神経細胞でのCDK5の活性制御
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機構はよく分かっていなし」増殖細胞でのCDKが、活性化にCAK(CDK-Activating 

Kinase)によるリン酸化が必要であるのに対して、 CDK5で:Ij:必要とされていない。

CDK5は活性化サブユニットであるp35との結合により活性化することが分かつてい

るのみであり、これまで、p35の蛋白量がCDK5の活性を決定していると考えられてい

た。 p35はサイクリンとはアミノ酸配列J:の相同性をもっていないが、 p35もプ口テ

アソームによって分解されていることを、昨年、ハーバード大学のグループと伐々

が相次いで報告した (4、5)。階建神経細胞の蛋白合成をシクロヘキシミドで|十.め

ると、蛋白量の変イ七しないCDK5に対してp35はすみやかに消失し(下減期"'"3h)、

同時にCDK5の活性は失なわれた。このp35の消失はラクタシスチンによって抑lえら

れた。培養神経細胞内では、プロテインホスファターゼ阻害剤であるオカダ酸によっ

てp35の分解が促進され、同時にp35のリン酸化が見られた。このことから、 p35の分

解にはp35自身のリン酸化がトリガーとなることが示唆されている。 p35のプロテア

ソームによる分解がどのような神経機能と関係しているのかは興味のあるところで

あるが、 p35のユビキチン化の機構など全く分かつていない状況である。

一方、 n甫乳動物の脳から活性をもったCDK5を精製してくると、活性化サブユ二ッ

トはp35で、はなくてp25になっていた。 CDK5/p35複合体として精製されたという報告

はまだない。 P25はp35のN末約100アミノ酸が除かれたC末側の分解産物である。脳

内ではp35が大部分であり、 p25はわずかにしか見られないことから、このp25への限

定分解は精製の過程で起こるものであると考えられていた。これまで、この限定分

解がどのようなプロテアーゼによるものか、また生理的に意味のあることなのかは

全く分かっていなかった。最近、我々はこの限定分解はカルパインによることを明

らかにしている (6)。この限定分解はCDK5の活性には影響を与えなかった。しか

し、ラット脳抽出液で10万gの遠心により沈澱に回収されるCDK5/p35複合体が、 p25

への限定分解により上清にくるようになった。したがって、カルパインによるp35の

限定分解は、 CDK5の細胞内の局在を変え ることでCDK5の基質特異性を制御してい

るのではないかと考えている。また、この限定分解が神経細胞内でも神経細胞死誘
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導時に起こることも分かった。力ルパインが細胞死に関係することは前々から言わ

れてきたことではあるが、これはCDK5が神経細胞死に積極的な関与をするごとを

予怨させるものである。

CDK5活性化サブユニッ トであるp35は、 プロテアソームによる全分解とカルパ

インによる限定分解の、 2f重のプロデアーゼによる分解を受けていた。 P35のリ ン般

化がプロテアソームによる分解のトリガーーとなりそうなことは先ほど述べたが、逆

にp35のリン酸化はカルパインによる限定分解を抑制する (大貫ら未発表)ことも分

かっている。したがって、 p35がフ。口テアソーム、 Xはカルパインのどちらによって

分解されるかは、 p35のリン酸化により制御されていると考えられる。
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3. ADAMTSファミリー

しはじめに

ご存じのように、 ADAM(A Disintegrin And Metalloproteinase)は、出血性へビ毒

メタロプロテアーゼおよびディスインテグリンと相向性なドメインを持つ遺伝子群

の総称である。当初、 ADAMファミリーでは、Whi飽らにより受精に関わるファーティ

リンが発見され、また瀬原らにより筋管形成に関わるメルトリンが見い出されて、

AD.品 fの細胞接着因子としての機能についてその先駆的な研究がなされた[1，2]0ま

たBlackらにより、 TNFα-convertingenzyme (T AC町が'AD.刷型の膜型メタロプロテアー

ゼであることが報告されて以後問、サイトカインや増殖因子の膜型前駆体のプロセツ

シング、サイトカイン受容体のsheddingなど、膜蛋白因子のセクレターゼとしての

ADAMファミリーの機能が次々に明らかにされてきている。 r細胞内蛋自分解」の

研究班においても、泉らによりメルトリンyが膜結合型HB-EGFから分泌型を遊離す

ること[4]、また石浦らによりメルトリンyがアミロイド前駆体のαセクレターゼとし

て働くという重要な研究がなされている[5]。

一方、我々 は、 ADAMファミ リーと相同なメタロプロテアーゼドメインと、 トロ

ンボスポンジン(TSP)タイプIモチーフを持つ、分泌型のAD品 4ファミリ一分子を同

定し、その構造的特徴からAD地 打Sl (AD訓 familygene with TSP motifs)と命名し

ていた[6]0その後、我々は、 ADAMTSlが他のAD品 4ファ ミリーと違って細胞外マト

リックス結合性であり [7]、また活性型のメタロプロテアーゼであることを明らかに

してきた[8]。また以前より、 へビ毒メタ ロプロテアーゼに軟骨プロテオグリカンで

あるアグリカンを分解する活性があることが報告され、プロテオグリカンの分解と

AD，馴との関わりが推定されていたが、最近、アグリカ ンのコア蛋白を切断する

Aggrecanase-l、2がクローニングされ、いずれもAD品 灯S-lと同様の基本構造を持つ

遺伝子であることが明らかにされた[9，10]0また I型プロコラーゲンN-プロテアーゼ
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もTSPタイプトモチーフを持つメタロプロテアーゼとして報告されており [llJ、こ

れらの分子を含め、 TSPタイプI・モチーフをもっAD品 4ファミ リー遺伝子群が現在

ADAMTSファミリーと呼ばれている。

2. ADAMTS1の特徴とADAMfSファミリーの基本構造

ADAMTS1は、がん悪液質誘導に関わる遺伝 子群を検索する過程で、マウス結腸

癌コロン26のがん悪液質誘導性腫蕩で高発現する遺伝子として筆者らが同定したも

のである [6]0ADAMTS1遺伝子の発現は、InVIVOでの日S投与により JL.¥臓、腎臓等に

おいて誘導され、また胎生野!においてもその発現が見られることから、炎症や組織

発生におけるADAMTS-1プロテアーゼの関与を推定している。図 1のように、

AD.地11'Slは、アミノ末端側に、へビ毒メタ口プ口テアーゼや他のAD.地 fファミリー

と相同なプロプロテイン、メタロプロテアーゼ、ディスインテグリン様の各ドメイ

ンを持っている。一方、 ADル ITS-1のカルボキシル末端側の構造は、膜型のAD刷

ファミリーとは異なり、 Cysリッチ、 EGF様、膜貫通領域の各ドメインを持たず、そ

のかわりにトロンボスポンジン(TSP)で見出だされたタイフ1モチーフを 3つ有する

分子である。 AD.品灯Sファミリーでは、 TSPモチーフがメンバーによってバラバラ

な位置にあるわけではなく、図 lに示すように、中央部にTSPタイプI・モチーフが

1コピー存在し、スペーサー領域をはさんでカルボキシル末端にTSPタイプI・サブ

モチーフが存在するという基本構造をとっている。しかし、カルボキシル末端の

TSPタイプI・サブモチーフのコピー数は、そのメンバーによりまちまちである。

(a) TSPタイプI・モチーフ

ADM汀Sファ ミリーにみられるTSPタイプトモチーフは、 トロンボスポンジン

ム 2で見い出されたものである。トロンボスポンジンは、血小板の凝集促進作用、

血管新生の抑制、細胞の接着や運動性への関与など多彩な機能を持つ細胞外マトリッ

クス蛋白であり、タイプI、タイプ11，タイプ111モチーフなど各種の細胞外マトリッ

クス等に結合する複数の機能ドメインから成り立っているが、 AD品11'Sファミリー

に存在するTSPモチーフは、このうちのタイプI・モチーフのみである。このタイプト
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モチーフは補体第3成分を活性化するプロペルジンにも存証することから、別名プ

ロペルジン・モチーフとも呼ばれ、へパラ ン硫酸などの硫酸化グリコサミノグリカ

ンに結合するモチーフとし て知られている。 TSPタイ ゾI・モ チーフ中には

W(S/G)xWおよびCS(NV)(T.β)CGという硫駿化グリコサミノグリカンへの結合に重

要な 2つのエレメン卜が存在する。 AD品 ItTSファミリーでは、中央部のタイプ1.モ

チーフでこの 2つのエレメントは良く保存されているが、カルボキシル末端のサゾ

モチーフではW(S/G)xWのエレメン卜が不完全である。しかしADAMfSlの場合、い

ずれのタイプトモチーフも、へパリンへの結合に関しては機能的である[710またタ

イプI・モチーフはトロンボスポンジンの血管新生抑制活性に対応するモチーフとし

て知られているが、 ADル rrS-lにも血管新生抑制活性があることが報告されており、

我々のグループでも同様の結果を得ている。

(b) スペーサー領域i_gc~結合ドメてとよ

ADAMTSlをクローニングした当時、 3つのTSPタイ プI・モチーフの聞に介在す

る領域は、既存の蛋白との相向性がないためにスペーサー領域とよんだ。前述のよ

うにAD.品灯Slは細胞外マトリックス結合性蛋白であるが、 AD品目1のEC附吉合 ド

メインを調べた結果、 3つのTSPタイプトモチーフおよび、スペーサー領域がそれ

ぞれ独自にEC附吉合活性を有することがわかっている[7]。すなわちAD.品汀Slの場

合、このスペーサー領域はEC附吉合ドメインとして機能する。またAD品汀Slをへ

パリン存在下で発現した場合には、 AD品灯SlはECMから培養上清中に遊離される

ことから、 ADAMfSlの結合する相手方はECM中の硫酸化グリコサミノグリカンで

ある。スペーサー領域は、 ADAMTSlと他のADAMfSファミリーで保存された領域で

あることから、他のメンバーでも同様の機能が推定される。

3. 1型プロコラーゲンN・プロテアーゼ、(pNPl)(ADAMTS2)

細胞外に分泌された前駆体プロコ ラーゲンは、プロコラーゲンN・プロテアーゼ

およびC-プロテアーゼにより、 N末端およびC末端のプロペプチドが切断されてコラー

ゲン分子となる。 I型プロコラーゲンN-プロテアーゼ(pNPl)は、 I型および11型プロ
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コラーゲンに作用するN-プロテアーゼ・であるが、同酵素の欠損抗として、 1970年代

にベルギーのウシで見つかった皮附脆弱症 (dermatosparaxisis)がよく知られている。

この皮府脆弱症のウシの皮膚では、 pNPlの活性が欠損 しているために、 N末端プロ

ペプチ ドが残存したpNコラーゲンが蓄積し、このため正常なコラーゲン線維の形成

が阻害されて、皮府の脆弱化が引 き起こされる。 ColigeらはpNPl遺伝子をク口一二

ングし、 pNPlが4つのプ口ベルジン(TSPタイプ 1)モチーフをもっメタロプロテアー

ゼであることを報告したが[11]、図 lのようにpNP1はADAMfSで共通した基本構造

をとっており、現在ADAMTS2'こ割り 11てられている。最近、皮府脆弱症のウシの

pNPI遺伝子には、メタ口プロテアーゼをコー ドする部分に l7bpの欠損変異があり、

フレームシフト変異が生じていることが明らかにされている。また ヒト先天性コラー

ゲン病のうちEhlers-Danlos症候群 (EDS)のVII型Cが、 同じく pNPl活性の欠損により

pNコラーゲンが蓄積するこ とが知 られているが、 EDS-VII型Cの患者でもpNPl遺伝

子にナンセンス変異が見つかり、同疾患がpNPI遺伝子の異常によることが証明され

た。

4. Aggrecanase-1， 2 (ADAMTS4， 5) 

アグリカンは軟骨の主要なプロテオグリカンで、 11型コラーゲンとともに軟骨マ

トリ ックスを構築している。またアグ リカンはN末端の球状ドメインG1を介して リ

ンクプロテインおよびヒアルロ ン酸に結合し、巨大な会合体を形成 している。アグ

リカ ンにはAsn(341)-P he(34 2)および、 Glu(373)-Ala(374)という2つの主な切断部位が

知られており、このうちAsn(341)ーPhe(342)はマ トリ ックスメタ ロプロテアーゼ群

(MMNrZ-L7，・9，-13)により切断される部位であり、一方、Glu(373)仙 (374)を切

断するプロテアーゼがAggrecanaseと呼ばれている。 Arnerらのグループはウシ必軟骨

培養上清よ り Aggrecanaseを精製、 cDNAを ク ロー ニングし 、

Aggreωnase-l(AD.地汀S4)，Aggreωnase-2 (ADAMfS5(11))がAD納 町Slと類似の構造

をもっAD，地 位メタ ロプロテアーゼであることを明らかにした[9，10]0アグリカンに

おけるAggrecanaseの切断部位はヒアル ロン酸結合部位に近接して いるため、
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Aggrecanase tこより切断されたアグリカンは巨大会合体から遊離してしまい、結果と

して軟骨マトリックスが破壊される。また、 Aggrecanaseで切断されたアグリカン断

片が骨関節炎や炎症性関節疾患の患者の関節滑液中に検出されることから、これら

の疾患における軟骨破壊へのAggrecanaseの関与が強く示唆されており、今後関節炎

の治療のターゲッ トとして期待されている。

5. おわりに

TACEのよ うな典型的なAD品 4ファミリ ーは膜蛋白因子のセクレターゼとして働

く膜型メタ口プロテアーゼであるのに対し、 ADAMTSファミリーは細胞外マトリッ

クスに局在して、コラーゲンやプロテオグリカ ンなどのECM構成分子のプロセッシ

ングや分解に関わる一連のメタロプロテアーゼ群であると考えられる。現在

ADAMTSファミリーとしては8つの遺伝子が報告されているが、これらのうちの幾

つかは、データベースに既に登録されていた遺伝子であったため、研究者によって

異なった番号がつけられて多少混乱しているが、現在はHumanGene Nomenclature 

Cornmitteeで決められた番号が推奨されているようである。 ADAMTSファミリ ー遺伝

子は線虫C.elegansにもいくつか存在し、このうちGon-1遺伝子・は生殖巣の形態形成

に必須であることが明らかにされている[12]0 またADAMTSファミリーの面白いと

ころは、 pNP1(ADAMTS2)が皮膚脆弱症の原因遺伝子であり、またAggrecanaseと関節

疾患との関わりからも想定されるように、 AD品汀Sファミリー遺伝子の欠損または

過剰な発現がECMの構築異常や破壊を引き起こし、結果として疾患と密接に関わる

可能性が考えられることである。我々の研究グループでは、遺伝子欠損マウスの解

析からAD品目1の生体における機能を明らかにする方針で進んできたが、

ADAMTS1遺伝子欠損マウスでは腎臓における異常など明らかになってきており、疾

患との関連も期待している。 TSファミリーにも多くの研究者が参入してきていて競

争も激しくなってきているが、なんとか油品目'S1プロテアーゼの生理的な役割を明

らかにし、埋もれてしまわないように頑張りたいと思う。
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4.一酸化窒素 (NO)による蛋白質の化学修飾と機能改変

はじめに

一酸化祭素 (nitricoxide， NO)は循環系、神経系の情報伝達のみならず感染や炎

症の幅広いメディエーターとして機能し、さらには免疫反応の調節、アポ 卜ーシス

の制御、発癒なとの幅広い生命現象に関わっていることが明らかに怠れつつある。

種々のがj態において誘導型NO合成酵素 (induciblenitric oxide synthase， iNOS)の発現

在介して過剰に産生されるNOは、可溶性グアニレー トサイ クラーゼの活性化による

古典的な作用(内皮依存性血管拡張など)に加えて、パーオキシナイトライト

(ONOO)やNび(ニトロソニウムカチオン)、 N02なとのNO由来の反応性窒素酸化

物の生成を統て多彩な病態生理活性を発揮している (1)。近年このような反応性窒

素酸化物が、種々の生理活性蛋白質のシステインやチロシンなどの化学的反応性に

富むアミノ酸残基を、ニ トロ化 (N0
2
あるいはNOJの付加反応)、ニトロソ化 (NO

あるいはNびの付加反応)あるいは酸化で修飾することにより、その生理活性を改

変させることが知られるようになった。そこで本稿では、最近の報告や我々の知見

をもとに、 NOに依存したアミノ酸残基の化学修飾による蛋白質の機能変化について

紹介する。

チオールのニトロ化、ニ トロ ソ化による生理活性分子の機能変化

チオール基は化学的反応性に富み、酸化還元反応やその他の化学修飾を受けや

すい。特に、システイン残基はその化学反応性の高さゆえに多くの生理活性物質の

活性中心を形成する。また、システイン残基どうしの-ss-結合や金属との配位結合

は、蛋白の高次構造形成において重要である。活性中心のチオール基、あるいは構

造維持に関わるチオール基のニ トロ化、ニトロソ化は、その蛋白の生理活性に重大

な影響を及ぼすことが想定される。また、さほど重要でないチオール基でも、ニ z
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トロソ化されることにより、もとの生理活性に加え、ニトロソチオールとしての生

理活性が付加されることも考えられる。そのような例として、カスパーゼのNOによ

る可逆的活性制御 (2-5)、マトリックスメタロプロテアーゼ (MMP)のONOOによ

る活性化 (6・8)、α1-フ。ロテアーゼインヒビター (αlPI)の二ト口 ソ化誘導体であ

るS-NO-αIP1(9)の静菌作用などについて概説する。

1)カスパーゼのNOによる阻害とアポトーシスの制御

Fasリガンドやtumornectrosis factorなどのサイトカイン、そして抗癌剤など、様々

な物質がアポトーシスを誘導することが知られている。アポトーシスの発現に細胞

内蛋自分解酵素が関与していることは初期の研究段階より示唆されていたことであ

るが、今日では細胞内のチオールプロテアーゼである一連のカスパーゼカスケード

が連鎖的に活性化され、細胞内蛋白質の分解が惹起されることにより、アポトーシ

スが誘導されるものと考えられている。このカスパーゼカスケードの活性化には、

アポ卜ーシス誘導の刺激の違いにより、あるいは細胞の種類、の違いによって、複数

の経路が存在していることがわかっているが、それらの最下流にはカスパーゼ 3が

共通して存在し、その活性化に引き続くヌクレアーゼ活性の発現がアポトーシスの

遂行に重要と考えられている。

一昨年、 NOがカスパーゼ3の活性を抑制する報告が相次いで発表され、注目さ

れた。 Oguraらは、 NO放出試薬 (NOR1)がカスパーゼ3の活性を濃度依存的に阻害

し、過剰のチオール(グルタチオン)の存在下にて回復することを報告した (2)。

一般に、ニトロソ化されたチオール基、すなわちニトロソチオール (RS-NO)は、

還元反応により容易にNOを再放出するので、 NOの除去に伴い蛋白の機能も可逆的

に回復する。またMelinoらはFas刺激された細胞に引き起こされるアポトーシスと

P ARP (poly(ADP-ribose)polymerase) の切断がNO(NO+)放出試薬 (S-nitroso-N-

aαtylpenici1lamine， SNAP)により抑制されることを報告している (3)。カスパーゼ

3の触媒ドメインであるp17は5個のシステイン残基を有するが、 Dimmelerらは、その
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うちでCys163のみが遊離のチオールとして存在し、これがNOによりニトロソ化を受

ける標的残基であることを示した(4)。一方で、ドas刺激などをうけていない性埋

的条件下で、カスパーゼ3は不活性前駆体の状態で存在しているが、 Stamlerらのゲ

ループは、これに加えて、内因性にNOSより産生されるNOがカスパーゼ前駆体を恒

常的にニト口ソ化していることで、その活性を制御しており、さらに、ドas刺激をう

けることにより脱ニト口ソ化と同時に前駆体の切断が起こり、カスパーゼ3は活性化

されアポトーシスが引き起こされるという興味ある知見を報告している (5)。いず

れにしても、 NOの抗アポトーシス作用は、 NOによる機能性蛋白の比較的単純な化

学修飾を介する大変重要な細胞機能制御メカニズムのーっかもしれない。

2)その他のチオールプロテアーゼのNOによる阻害

カスパーゼ以外のチオールプロテアーゼも、同様にニトロソ化によりその活性

が制御されている可能性がある。各種チオールプロテアーゼは、リソゾーム内蛋自

分解の主役を演じていることがわかっている。その中の一つカテプシンKは、特に

破骨細胞による骨吸収において重要な働きを持つチオールプロテアーゼであるが、

やはりこのプロテアーゼもNOにより失活することが報告されている (10)。我々は

これまで、溶血性連鎖球菌の菌体外毒素であり、劇症型溶連菌感染症の主要な病態

発現因子のーっと考えられているS.pyogenes exotoxin B (SPE-B)の病態生理活性に

ついて検討してきた。 SPE-Bもまたチオールプロテアーゼであり、 di出iothreitol

(orr)にてチオール基をフリーにすることで活性化される。精製、活性化した

SPE・BをNO放出試薬 (NONOate)やニトロソチオール(ニトロ ソグルタチオン，

S-NO-αlP1)と反応させることにより、その酵素活性が強く組害された。興味あるこ

とに、それぞれの ICsoは3600，1200， 17μM (NONOate;ニトロ ソグルタチオン;

S-NO-αlP1)であり、 NOよりニトロ ソチオール(特にニ トロソ化蛋白である

S-NO-αlP1)により強い阻害活性が認め られた。一般に、 NOそのものによるチオー

ルのニトロソ化よりもニトロソチオールから遊離のチオール基へのニトロソ転移反
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応 (RS-NO+ R'SH→RS-H + R'S-NO)の方が、二 トlJ、ノ化の効率が良いことが知l

られている。従って、 NOやニトロソチオールは、 SPE-Bなどのチオールプ口テアー

セゃ活性中心のチオール基のニトロソ化を介して触媒活性を失わせているものと山わ

れる (未発表)。

3) M恥自主の活性化

MMPI;-UIU胞外マトリ 、ソクス構成蛋白を分解し、多細胞生物の形態変化や炎痕時

の組織障害、癌の転移浸潤に重要な役割を演ずるメタロプ口テアーゼ併である。

恥酌Fは不治性型前駆体 (pro恥岱1P)とし て細胞外に 分泌される。 pro恥仏1pの

propeptidc (autoinhibitory domain)中にはシステイン残基を含むPRCGV(N)PDという

配列が保存されており、そのチオール基が活性中心の亜鉛イオンに配位結合するこ

とで基質との結合が妨げられ、不活性の前駆体性が維持されており (システインス

イッチ説)、亜鉛イオンに配位したチオール基が何らかの化学修飾を受けることに

より、その配位が切断され本酵素は活性化される。これまで肘島1pを活性化する化学

修飾物質として、チオールと高い反応性を有する有機水銀化合物やN-eth y lmaleimide 

などのアルキル化剤、そして活性酸素種などが知られていたが、我々はこれに加え

て、 proMMPとN02あるいはONOO-を応させるとその活性化が惹起されることを報告

した (7)。この活性化反応はNOやニトロソチオール (GSNOなど)ではみられな

いことから、システインス イッチのニ トロソ化ではなく、ニトロ化あるいは酸化に

よりもたらされるものであると考えられた。さらに興味あることに、我々はこの

proMMPのON∞ による活性化反応が、還元型グルタチオン (GSH)の存在下でよ

り著明に増強することを見出した(8)。この活性化はh仏在Pに対するグルタチオン

の結合(∞njugation)によりもたらされるが、その結合はDTIなどによる還元反応に

より切断できないことから、システインスイッチとグルタチオン聞の単純な-SS-結

合とは異なる結合様式であることが示唆された。 これに関連して、 最近、 ONOO-と

グルタチオンの反応により ニ トロ グルタチオン (GSN02)が生成するこ とが報告さ
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れた(II )。そこで、 化学合成したGSN02とproMMPを反応させてみたところ、

proMMPの著明な活性化が確認された。従って、 ONOOとグルタチオンの反応により

生じるGSN02により、グルタチオンと PRCGVPD配列 ~tl のシステイン残基との問で

通常のジスルブイドとは異なる結合(例えば-S(=O)-S-結合なと)が生じ、不可逆的

なMMPの活性化がもたらされているものと推察された。

4)α，P1の二トロソ化に伴う新たな生理治↑生の発現

αlPIは生体内の主要なセリンプロテアーゼインヒビター (scrpin)であり、好中

球エラスターゼやプラスミンなどを阻害する防御因子である。従来より知られてい

た知見として、酸化的修飾を受けやすく、特にその活性中心のメチオニン残基の酸

化によりプロテ アーゼ阻害活性を失うことが知られている。またαlPIは、その分子

内に一つのCysを有しているが、我々は、 NOとα，P1の反応により、このCys232のチ

オール基が容易にニトロソ化され、 S-NO-u，PIが生ずることを見出した (9)。興味

あることに、このS-NO・α，P1は トリプシンやエラスターゼに対する元来のserpmとし

ての間害活性は保持しながら、血管平滑筋弛緩作用といったニトロソチオールとし

ての生理活性に加え、新たに細菌に対する強い静菌作用 (bacteriostatic activi叩)を獲

得した。我々はその他のニトロソチオール (GSNO，S-NO-albumin)やNO放出試薬

であるNONOateにも静菌作用を認めているが、 S・NO・αlPIの静菌作用の強さ (ICso)

は 0.1-10μMで、 S-NO-albuminの約10倍、そしてGSNOやNONOateの約1000倍強力

であった。静菌スペクトラムはS.aureus， S. pyogenesといったグラム陽性球菌および

E∞li， S. typhi， S. typhimuriumといったグラム陰性梓菌いずれにおいても同程度に認

められた (9)。さらにS-NO-α1PIは、前述のチオールプロテアーゼに対する問害活

性も有しており、 α，P1はニトロソ化に伴ない、従来のserpm活性に加え、チオールプ

ロテアーゼ問害活性と幅広いスペクトラムの静菌活性を獲得し、多様な生理活性を

発揮することがわかった。
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チロシンのニトロ化による生理活性分子の機能変化

チロシン (L-tyrosine) をはじめとする芳香族アミノ酸残基はベンゼン環(フ L

ノール基)のπ電子のため、高い化学的反応性を有する。また、生体内における

ON∞ ーをはじめとする反応性窒素酸化物の産生はニトロチロシン (3-nitro-L-tyrosine)

の産生をもって知ることができる (12)。慢性関節リウマチ、肝移植後、敗血症性

ショック、節j萎縮性側索硬化症などの多くの病態で蛋白のチロシン残基がニ トロ化

され、あるいは遊離のニトロチロシンの濃度が増加することが報告されている (13)。

チロシンのニトロ化の機序として、 a)ONOUによる二 トロ化、b)ミエ口パーオキ

シダーゼ (MPO)によるN0
2
-の酸化反応によるニトロ化、 c)チロシンラジカルと

NOのラジカルカップリング反応、 d)ニ トロイ七脂質によるニ トロ化反応、 e)酸性環

境下での亜硝酸によるニトロ化などが考えられている (13)。これまでニトロチロ

シンの生成は反応性窒素酸化物のマーカーとして用いられてきたが、近年はニトロ

チロシンそのものの生理活性、あるいは生理活性蛋白のチロシン残基のニトロ化に

伴う機能変化が注目されるよ うになってきた。

1)α-tubulinのチロシンニトロ化に伴う微小管形成不全とアポ 卜ーシス

ニトロチロシンの生物活性として、細胞障害、噌殖抑制、そして細胞形態変化

などが知られている。その機序としてEiserichらは、遊離のニトロチロシンが上皮、

内皮、及び線維芽細胞中の細胞骨格蛋白であるα・旬bulinのC末端側にほぼ選択的に取

り込まれ (α-ωbulinligaseを介して)、これが細胞のαー旬bulinの重合を阻害する こと

により微小管形成不全を招き、形態変化、運動能低下、ひいては細胞障害(アポトー

シス)を招くことを見いだし (14)、大変注目されているo

2) EGFレセプターのチロシンニトロ化に伴うシグナル伝達の誘発

EG FR (epidermal growth factor receptor)は上皮細胞の成長分化に関与するレセプ

ター型チロシンキナーゼファミリーに属し、そのリガンドである EGFやTGFα
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(transforming growth factor-α)との結合により2量体となることで、それ以降のシグ

ナル伝達が惹起され、 DNA複製や細胞分裂を促進する。 vander Vlietらは、上皮系の

樹立化細胞株であるA431細胞にON∞を反応させると、 EGFRのチロシン残基がニ.

トロ化され、さらにそれがdityrosinecross-linkを形成す ることにより、不可逆的な、

リガンドの結合を介さないEGFRの2量体化 (dimerization)が誘発され、それ以降の

シグナル伝達が引き起こされることを報告した (15)。このことは、 ONOO・がリガ

ンドを介さないレセプターの活性化により細胞の増殖や分佑の制御異常をもたらし、

その機序としてEGFレセプターのチロシン残基のニト口化が関与している可能性を

示しており、 NO/ONOσ の生理活性を考える上で示唆に富む知見である。

おわりに

以上述べてきたNOによる蛋白質機能改変のメカニズムの概略を図 1にまとめた。

この数年来、チオール基およびチロシンのニ トロ化あ るいはニトロソ化に関する化

学反応論の進歩に加え、ニト ロソチオールやニ トロチロシンの生理活性、あるいは

蛋白質中のシステイン残基やチロシン残基の化学修飾に伴う生理活性の変化 (蛋白

機能の不活性化 ・活性化あるいは新たな機能の付加)が注目を浴びている。また、

本稿においては詳しく述状なかったが、この様なNO/ON∞ ーによる生体分子の化学

修飾は、蛋白質 ・アミノ酸に限らず、さらにそれらの中枢にある遺伝子 (DNA，

RNA塩基)にまで及び、これによる遺伝子変異に伴った生体機能の改変 (分子進化、

発癌)は、21世紀に向けたこの分野における大変重要な研究課題である (16)0 NO 

やON∞ -などの反応性窒素酸化物の生理活性や病態生理活性は、これまでその情報

伝達因子としての機能や細胞毒性を中心に論じられてきたが、今後さらにNOによる

生理活性物質や生体分子の化学修飾とその機能改変の分子メカニズムが解明されて

いくものと期待される。
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図 1. 

NOによる様々な反応性窒素酸化物の生成を介した
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5.細胞増殖因子受容体の細胞内分解の分子機構

くはじめに>

細胞増殖因子がその受容体に結合すると、受容体が活性化してシグナルが下流

へと伝えられます。このシグナルの過剰がおこると、細胞の異常な増殖が起こり、

悪性腫療や動脈硬化など、様々な疾病につながることがわかっています。

生体には 1当然ながら、このような事態伝恒|避するために、いろいろなネガテイ

ブフィードパックの経路が備わっています。特に、地殖因子研究のごく初期から、

リガンド刺激されると受容体の内在化によるダウン レギユレーションがおこり、細

胞をいわゆる「脱感作状態」にすることが観察されていました(1)。実際に、 リガン

ド刺激後も内在化されないような変異型増殖医|子受容体には、リガンド依存的に細

胞をトランスフォームする活性があることも示されています(2)。

リガンド刺激された受容体は細胞内に内在化され、初期エンドソームに局在し、

さらに後期エンドソームからリソゾームへと移行して分解されると、従来は考えら

れて来ました。しかし1992年に、リガンド刺激された増殖因子受容体がユビキチン

化されることが見い出され(3)、これをきっかけに、プロテアソーム系の関与も示唆

されるようになっています(4)。

この総説では、最近の進歩を中心にまとめ、 ついで、私たちがこの問題にどの

ように取り組んでいるかを(スペキュレーシヨンも含めて)紹介させていただきた

いと思います。

く活性化 した受容体はユビキチン化される>

先に述べた増殖因子受容体のユビキチン化は、班員の森聖二郎先生(千葉大学

医学部)がスウェーデ、ンのルードヴイツク癌研究所に留学中にされた発見です。森

先生は、 リガンド刺激後に血小板由来増殖因子 (PDGF)受容体が電気泳動上スメ
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ア化することに注目し、これがユビキチン化によることを明らかにされました(3)。

また、このユじキチン化には受容体のキナーゼ活性が必要であることも示されまし

た。この後、他の増殖因子受容体においてもリガンド刺激依存的にユピキチン化が

おこることがつぎつぎに報告され、 一-部の例外はあるものの、チロシンキナーゼ型

の増殖凶子受容体に広く認められる現象であることがわかっています。

PDGF受容体の場合、細胞内ドメインのc-末端側から98残基を欠失したり、一部

のチロシン残ぷをフェニルアラニンに置換したりすると、ユビキチン化の粍度が非

常に低下することが知られていますが、そのような変異型受容体では、リガンド刺

激後の受容体の分解が有意に抑制されます(5)。したがって、受容体の活性化に依存

したユビキチン化は、確かに受容体分解のシグナルになっているわけです。これは、

活性化した受容体からのシグナルをシャットオフする機構として、合理的なものと

考えられます。

また、 PDGF受容体の細胞内分解はプロテアソーム悶害剤の添加によって有意に

抑制されます(4)。このことはプロテアソーム系が分解過程に関与していることを示

唆しています。ただし、プロテアソームがユピキチン化された受容体を直接分解し

ているのか、何らかのタンパク質がプロテアソーム依存的に分解されることが受容

体の分解経路への移行に必要なのかはっきりしない点もあり、議論の分かれるとこ

ろかもしれません(6)0PDGF受容体の分解はラクタシスチン添加によって有意に遅

延しますが、ぴたりと抑制されるわけではありません。しかし、クロロキンを添加

しでも抑制効果は見られません。上皮成長因子 (EGF)受容体の細胞内分解は、

MG132により部分的に抑制され(7)、クロロキンによりほぼ完全に抑制されます。いっ

ぽう、肝細胞増殖因子(HGF)受容体の場合、ラクタシスチンにより分解はほぼ完全

に抑制されます(8)。

このように見てくると、同じ活性化細胞増殖因子受容体でも、分解のされ方は

一様ではないことが考えられます。しかし、同じように(?)ポリユビキチン化された

受容体が異なった分解をうける仕組は謎のままです。あるいは、ユビキチン化のさ
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れ方が微妙に違うのか、分解経路へと進む際の補助的な閃子の関与のしかたが違う

のか、可能性はいろいろと考えられます。

ごく最近、 EGFやPDGFの受容体をユビキチン化するリガーゼ (E3) としてc-Cbl

が同定されました(9，10)0c-Cblは、受容体からのシグナル在ネガテイブに調節する

ことで、注目を集めていたタンパク質です。 c-Cblはリン酸化チ口シン結合ドメイン

をもっており、自己リン酸化した受容体と結合することがわかっています。ごれは

受容体のユビキチン化には受答体のチロシンギナーゼ活性が必要であること土、よ

く ー致しています。 c-Cblはもともと、レ卜口ウィルスから?詰i遺伝子として単離され

たv-cblの細胞ホモ口グとして見い出されたものです。興味深いことに、 v・cblではリ

ン般化チロシン結合能をもっN末端側だけで、truncateされた形になっており、ひCblの

作用に対してドミナントネガティブ的に抑制することが容易に想像できます。 c-Cbl

の生理的機能、すなわち増殖因子受容体のユビキチン化の抑制が腫蕩形成につなが

ることを示唆しており、増殖因子受容体のダウンレギユレーションが増殖シグナル

の過剰を防ぐ重要な機構になっていることがわかります。

くユビキチン化された受容体の細胞内移行とHrs>

ポリユビキチン化した受容体は細胞内へと内在化されます(ただし、内在化し

てからユビキチンイじされるという考えもあります)。このようにしてとりこまれた

複合体は初期エンドソームに局在し、先に述べたように、ライソゾームあるいはプ

ロテアソームにより分解されていくと考えられています。いっぽう、 一部は分解さ

れずにリサイクルされて細胞表面に戻っていきます。では、内在化された受容体が

分解経路に移行するのか、リサイクルされるのかという選別はどのような分子機構

によるのでしょうか?このプロセスにユビキチン化が関与している可能性は大です。

チロシンキナーゼ型増殖因子受容体の中にはインスリン受容体のようにユビキチン

化されない変わり種もあるのですが、インスリン受容体はリガンド刺激後、内在化

されるものの、分解経路に移行しないで細胞表面へとリサイクルされてしまうので
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す。また、 EGF受容体刺激時にc-Cblの働きを抑制してやると(寸なわち、ユビキチ

ンイじも抑制される)大部分が細胞表面にリサイクルくされるととも報告されています

(7)。

この、内点化された受容体の細胞内移行をコントロールしている物質の候補と

して私たちが注目しているのが、 Hrs というタ ンパク質です。 Hrs とは HGF-~egulated

tyrosine kinase叩bstrateの略で、あり、 1995年に駒聞雅之博士(関内医科大学・現フレッ

ド・ハッチンソン府研究所)によって同定されたものです(11)。このタンパク質は

HGFをはじめとして様々な増殖因子の刺激により ;子日シンリン酸化されるタンパク

質であり、細胞内では初期エンドソームに局在することが知られています(12)。醇

母ではHrsのホモログとしてVps27というタンパク質が知られていますが、 Vps27変

異株ではエンドソームから液胞へのタンパク質の輸送に支障をきたし、結果として

エンドソームがタンパク質の蓄積をおこして肥大化することがわかっています(13)。

哨乳類のHrsも同様の機能を担うことが想像されますが、実際、ノックアウトマウス

の実験もこの考えを支持するものでした。すなわち、 Hrsノックアウトマウスの細胞

では、初期エンドソームが肥大化したような像が観察されたのです(14)。

HrsはそのN-末端領域にFYVEドメインという特徴的な構造をもっています。こ

のFYVEドメインはZnフィンガーの一種なのですが、昨年になって、 PI3P、いわゆ

るホスファチジルイノシトール3リン酸に特異的に結合することが示され、これが

初期エンドソームへの局在に重要であることが報告されました(15)。また、 Hrsのリ

ン酸化や初期エンドソームへの局在化もホスファチジルイノシトール 3キナーゼ

(PI3K)の阻害剤であるワルトマニン処理によって抑制されることが知られていま

す(14)。どうやら、 Hrsの機能はPI3Kと密接な関係があるようなのです。ところが、

PI3Kそのものも、内在化されたタンパク質の細胞内移行に深く関与していることが

知られています。酵母でのPI3KのホモログはVps34/end12と呼ばれており、エンドサ

イトーシスによりとりこまれたタンパク質が液胞(リソソームに該当)へと輸送さ

れ分解されるのに必要なタンパク質です(16)。また、 PDGF受容体の刺激後の挙動の
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観察から、 PI3Kが活性化されることは受容体内在化には必要ないものの、内在化し

た受容体がリサイクルされすiこ分解経路へ移行するのに必要であることもわかって

います(17，18)。したがって、直接的な証拠が得られるにはい1よっていませんが、

PI3Kがこのプロセスに関与するときの実行分子がHrsである可能性が考えらるので

す。

<Hrs-Hbp複合体の機能>

Hrsの機能を探る目的で、Hrs結合タンパク質をyeasttwo hybrid system'こより検索し、

得られたのがHbp(Hrs binding protein)です(19)0HrsとHbpはお互いのcoiled-coil領域を

介して構成的に複合体を形成しています。 HbpのSH3ドメイン欠失体や∞iled-coil欠

失体を過剰発現した細胞株では、増殖因子や受容体の内在化は影響をうけないのに、

その分解は有意に抑制されることがわかりました。したがって、 HrsとHbpが複合体

を形成して増殖因子/受容体の細胞内分解に関与しているらしいこと、その機能に

はHbpのSH3ドメイン結合タンパク質との相互作用が重要であることがわかりまし

。
た

では、このHbp-SH3結合タンパク質は何か?ということが問題になります。し

かしながら、細胞内での結合タンパク質を探り当てるということは、手法的な発達

はあるものの、それほどやさしいことではありません。私たちは、 HbpのSH3ドメ

イン結合タンパク質として、 Far-Western、法によりUBP-Y (ubiquitin spec百icprotease-y) 

を同定しています。これは1998年に発見されたタンパク質であり (20)、詳しい機能

についてはわかっていませんが、ユビキチン系に結びつくことから、 HbpのSH3結

合タンパク質の候補としてはもっともらしく思えます。ただ、この相互作用がln

vivoで、どのような意味をもっているのかは、今後の検討課題です。

いっぽう、 Hbpの性質について、他にも面白いことがわかってきました。 Hbp結

合タンパク質をFar-Westernスクリーニングしたときに、ポリユビキチン(ユビキチ

ン前駆体)が陽性に出ていたので、 Hbpがユビキチンと相互作用する可能性を考え
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ていましたが、最近になって、 Hbpとユビキチンが相互作用する ことを確認できま

しれ。 Hbpのユビキチン結合領域は、まだ同定できておりませんが、検索した限り

では既知のユビキチン結合タンパク質とはアミノ酸レベルでの有意な相向性はみら

れておりません。このユビキチン結合能が、ユビキチン化して内在化した受容体の

分解経路への選別過将に関与しているのではないかと考えて研究を進めています。

くさいごに>

このようにして見つかってきた、タンパク質相互作用により細胞内で実際に機

能的な複合体が形成されている可能性については、今後、きちんと確認していかな

ければなりません。複雑な制御系であるだけに、解析を進めるにつれ、役者がどん

どん増えていくような気もしています。また、先にも述べたように、分解経路にお

けるプロテアソームの役割が十分に理解されたとはいえないことも、解決すべき問

題のひとつでしよう。

最近では、増殖因子受容体からのシグナルをネガティブに制御する機構の研究

に注目が集まりつつあります。抑制的制御機構の破綻は細胞の異常増殖につながる

ため、疾病との関連にも興味がもたれます。このような流れのなかで、ユビキチン

化が関与したシステムは、その中心的な話題として研究が進んでいくものと思われ

ます。長い間、発展の乏しかったこの領域に、今後の何年間かに大きな進展がある

ものと期待しています。
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( 6 ) トピックス

L.“カテプシンc"ノックアウトマウス

カテプシンCノックアウトマウスはNK細胞、 CTL細胞の機能不全を引き起こす。

力テプシンじ(別名 Dipeptidylpeptidase 1 )はリソゾームに存配するパパイン型シス

テインプロテyーゼである。 一次構造は 1991年、筆者らのグループにより決定

された(1 )。カテプシンCは一次構造上、ほぼ成熟型酵素部分に匹敵する長さの

プ口ペプチドを持っているという点で、他のパパイン型システインプロテアーゼと

異なっていた。また、オリゴマーを形成しており、リソゾーム分画から精製された

にもかかわらず、部分ペプチドとしてプロペプチ ド部分のアミノ酸配列が検出され

たことから、この酵素はリソゾーム中でプロ型酵素と成熟型酵素が共存し、オリゴ

マーを形成していると考えられていた。最近、このオリゴマー形成はゴルジ体に到

達する前に行われていることが、明らかにされた(2 )。この酵素の酵素学的特徴

として、タンパク質からジペプチドを切り出すこと、中性付近でエンドペプチダー

ゼの活性を持つことがあげられる。この性質から、プロテインケミストの聞からは、

アミノ酸配列を決定するのに使用することが模索されていた。

しかしながら、イムノロジス トの白からは全く別の観点で興味がもたれた。カ

テプシンCは、試，験管内でNK細胞やCytotoxicT細胞が他の細胞にアポトーシスを引

き起こさせる実行部隊であるグランザイムAおよびBを活性化する (3、4)。グラ

ンザイムAに関してはその作用点は明らかにされていないが遅発性アポトーシス

(シグナリング後 6時間前後)を引き起こし、グランザイムBはカスパーゼと同様

にアスパラギン酸のC末側を切断することにより早発性アポトーシス(シグナリン

グから 2時間以内)引き起こす。これらの酵素はいずれもセリンプロテアーゼであ

り、NK細胞やCTL細胞の分泌頼粒に存在している。この分泌頼粒は特殊化されたリ
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ソゾームであり、グランザイムAおよびBも他のリソゾーム酵素と同様にマンノース

-G -1)ン酸を糖鎖として持っている。これらの酵素は、標的細胞の細胞膜にパーホ

リンが標的細胞の細胞膜に穴をあけた後、分泌頼粒から放出されて標的細胞の細胞

質に到達し、カスパーゼ併の下流でアポ卜ーシスの引き金を引くと考えられている。

これまでに、パーホリンのKOマウス、グランザイムAのKOマウスおよびグランザイ

ムBのKOマウスが作成され、そのNK細胞やCTL細胞の細胞障害活性が検討されてい

る。パーホリンKOマウス由来のものはほとんど標的細胞にアポ トーシス伝誘導しな

いのに対して、グランザイムAのKOマウスでは早発性アポトーシスのみが誘導され、

グランザイムBのKOマウス由来のものでは遅発性アポトーシスのみが誘導された。

そして、グランザイムAKOマウスとグランザイムBKOマウスを交配させて作成し

たダブルKOマウス由来のものではパーホリンKOマウスと同様に、ほとんど標的細

胞にアポトーシスを誘導する活性をもっていなかった。

1 997年になり、 2つのグループからカテプシンCの遺伝子構造が発表された

( 5、 6)。いずれもシングルコピージーンであったが、驚いたことにヒトとマウ

スで遺伝子の構造が全く異なっていた。ヒトカテプシンC遺伝子はは 2つのエキソ

ン、全長3.5kbpであり、 IL-2により発現が増強される。これに対してマウスの遺伝

子は7つのエキソン、全長20kbpにおよび、 T細胞の活性化によって遺伝子の発現が

増強することはなかった。このことから、後者のグループは生体内でのカテプシン

CによるグランザイムAおよびBの活性化に疑問をいだいていた。 1999年 7月、

後者のグループからカテプシンCのKOマウスの論文が発表された(7 )。カテプシ

ンCKOマウスは正常に生まれ、発育し、妊娠、出産も正常であった。また、血液中

のリンパ球、胸腺や、牌臓内のリンパ球の表面マーカーも正常マウスのものとほぼ

同じであった。予想されたように、 NK細胞中のグランザイムはプロ型のままであっ

た。また、好中球中のカテプシンGやエステラーゼも不活性型のままであった。さ

らに、 NK細胞やCTL細胞の細胞障害活性は、パーホリンKOマウスやグランザイム

のダブルKOマウスと同じ程度にまで低下していた。すなわち、試験管内で見い出さ
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れたカテプシンCのグランザイ ム活性化機矯は生体内でも機能していることが明か

になった。このことは、生体内にカテプシンCの機能を代替するジペプチジルアミ

ノペプチターゼが存在していないことを意味している。カテプシン類では、基質特

異性のオーバーラップのために、 試験管内で認められた活性がKOマウスでも認めら

れることは稀であ る。 カテプシンCはすべての臓器で発現が認められていることか

ら、今後、カテプシンCのKOマウスをより詳細に検討することで、カテプシンCの

他の細胞での機能を明らかにしてほしいと思う。
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( 7 )掲示板コーナー

“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。 このこト・・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、問答コーナーを設け

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ブアミリータ

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、チューピンゲン大学の

Frohlichによって、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と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-u.ac.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、これは恥1ENUの「代表的AAAタンパク質

とその機能」に続きます。["""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o 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
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を得て転F践しております。今後内界につきましては充'夫していきたいと思いますの

(小椋 光:熊本大学・医)

書評

"包tracelllllarP!:.9tein Catabolism" (Eds. by Sllzuki， K. and Bond， J.S. ) Adv. Exp. Med. 

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

鈴木紘一致慢が1994年 10月に東京でIJH催した第 l0回 InternationalConference on 

Intracellular Prutein 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)

"些dicalA~pects of Prote笠 sand Proteas~I~hibitors" (eds. Katunuma， N.， Kido， H.， 

Fri包， H.， and Travis， J.)， 1997， IOS Press. 本書は一昨年徳島で開催されたFAOB恥回会

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"Physiologicaland Pathological Aspects of Proteasesヘ11Physiological and 

Pathological Aspects of Protease Inhibitors"， 11 Protease and Immunology ぺ"Proteasesand 

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・ニユースから」のコーナー案内

本特定領域ニユースでは「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
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は、研究成果が新聞・ニユ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f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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( 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」のニュース誌であり、既

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 11号です。さて、本誌 10月号において IIPS (lnternational 

Proteolysis Society)設立」についての案内と第 1回国際会議が開催予定であるとの

記事を掲載した。その後の、顛末について記しておきたい。ご存知のようプロテオ

リシスに関する国際的な組織としては、 ICOP(Internationalωmmittee on Proteolysis)が

あり、それは主としてACOP，ECOP， JCOPから構成されており、 3年毎に米国 ・欧

州|・日本で国際会議が開催されてきた。 日本でも、勝沼先生および鈴木先生が主催

されたICOP会議は、多くの班員の記憶に深く刻まれており、我が国における「プロ

テオ リシス」研究史の金字塔になっていることは周知の通りである。この組織のも

う一つの活動は、 ICOPNews Letterを発行して、 世界のプロテオリシス研究の動向を

全世界のメンバーに提供してきた。ところが、前回のNewsLetterに突然、 ICOPが

IPSに転換される(発展的解消?)と言う 内容の記事が配布され、併せて最後の

ICOP会議は第 1回のIPS会議に変更して行われることが伝えられた。同時に、この

記事はインターネッ トを通じて全世界に流された。この動向に対して、定山渓の夏

期ワークショップでの総括班会議において、勝沼先生より 「このIPS設立の動きは寝

水の話であり、これまでのICOPにおける日本の活動を全く無視したものであって容

認し難い。本来、 ICOP会議を開催してから、討議すべきものである。 JCOPとして

見解を質すべき」との憤怒のご意見が出されました。この要請を受け、鈴木領域代

表者 (JCOP代表)がJPS組織委員会会長のBonnieSloan教授に対して、かなり厳しい

内容の質問状を送ったが、 「返答無し」という結果であった。 NewsLetter等の情報

から考えると、 IPSの実体については第 1回のIPS会議中に討議するように企画され

ていたと思われ、鈴木先生の質問状に対応すべき回答が準備されていなかった可能

性が高いと思われる。あるいは、予想もしなかった質問であつったために、答えに

窮し意識的に無視したとも考えられる。しかし、そもそもこのIPS設立の話しは本末

転倒と言うべき事態である。本来ICOP会議を開催してから、その場で新しい組織、

即ち IIPS設立」を提案して討議すべきであり、なんの説明もないままにICOP会議

をIPS会議に変更して会議を開催するなど、 全く 常軌を逸していると言っても過言で

ない事柄である。しかも、筆者はその会議に参加していないので側聞するに、その

IPS会議ではIPS変更を前提にして今後の運営について討議するなど、 会議主催派の

独断専横とも 言うべき事態であったらしい。従って、勝沼先生の見解は、 真に正鵠

を得たものであり、これまでにJCOP側代表としてICOPの発展に貢献されてきた先

生のお怒りは全く、妥当と言うべきものである。さて、第 1回IPS会議の内容につい
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ては木南領域副代表者の記事に詳しいので、参照されたい (但し、 会議の頬ぶにつ

いては、非常に段え自に設かれていますので、本稿と対照して読まれると、全体が

良くお分かり頂けるかも矢I1れなし、)。何よりも、残念であることは、日本が、北米・

欧州!IPSとは別格に第3の「その他の間々」の範院に組み込まれたことは、何とした

ことであろうか!これまでのICOP運営の貢献度から、せめて、アジア ・オセアニア

IPSでも組織して、その中の指導的立場を日本が堅持する程度の優遇性が与えられて

然るべきと思われる。これでは、日本の プ口アオリシス研究の名営が著し くmなわ

れる事態にならないかと危倶される。何といっても、 「その他の国々」とは、アフ

リカ・アジア・南アメリ力 、そして南極 ・北傾等々の一員であることを意味するの

で(この表現の趣旨は、 これらの国々の知的ノk準を肢めることを意図するのではな

く、少なくともこれまでの プロテオリシス研究に大きく貢献してこなかった現状を

比喰的に表現したものであ る)、国際社会の仲間入りをしたと喜ぶ馬鹿もいるまい

というのが、正直な感想であろう。これまで、 ICOPの発展に貢献されてきた日本を

代表する諸先生方の功績を如何に評価すべきかを考えると、 言葉が無いといっても

過言でなし」これでは、良識ある日本のプロテオリシスのメンバーが、積極的なIPS

参加に迭巡するのではと危慎される。次回は、欧州!(ミュンへン)で開催される予

定らしいので、関係者は日本の名誉のためにもに大いに巻き返しを計って頂きたい

ものである。あるいは、そもそも今回のIPS設立は、米国の一部がへゲ.モニーを発揮

しての動向であり、世界からのコンセンサスを得ているとは言い難い現状を踏まえ

ると、 IPSそのものを認めないという動きがあっても然るべきでなかろうか。最も懸

念すべき問題は、このような怒意的な運営体制では、一流の研究者達から疎んじら

れ、かつてのICOPのようなプロテオリシス世界の中心的な役割を担うことに大きな

組踊をきたさないかと言うことである。一一一一一うん。これらの見解は、編集部

に寄せられた参加者の一部の意見を代弁したものであるので、当然ながら反論も大

いにあることが予想される。大事な問題であるので、班員及び関係者のご意見を承

りたい。この問題に関して本誌読者の意見を次号に載せたいので、是非、記事をお

寄せ下さい(本稿への反論を含め、如何なる見解も掲載拒否は致しません)。特に、

今回の会議参加者からの積極的な見解を戴きたいと思っています。活発な、意見の

応酬になることを期待しています。今回の編集後記は、余計な挑発を繰り返したの

で、いつもより長くなりましたが、大事な問題でもありますので、ご了承願いたい

と思います。それでは恒例によか投稿を呼びかけます。次回が最終号ですので、

「末期」を飾るためにも(我が国のプロテオリシス研究が、このような事態に陥ら

ないことを祈念しますが)できる限り立派なニユース誌に仕上げたいと思っていま

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、 e-mail(tanakak@rinshoken.or伊)でなく diskで、お送り頂ければ幸いです。(特定領

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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編集後記に対する付記

「ぷろておりしJ'I先行事務局のmr!1・川島111，j先生が吉かれた「編朱後記 147;Ilaて、

これまでのICOPの委員で指-削IPS会I議にlll附していた者として、ご.参考までに若

干の途中経過と会Ii義の様子をイ、「け加えま 4-円

編集後記にも Ji力、れているように、本年7r!(こ定山渓で行なわれt-，ワークシ τlツ

プの|時に開借!とぎれた総N~f)f.会 ， i義で、 )勝出先 / 1 :.から IPSの'関定委員に質問状弁 H'， I〆た

らどうかとの悦'~~がありました。木市先生 ~fJ\が日本のICOP メンバーにす$;1<.計れ

ていますので、弘が)隣泊先 I~:_の意見在代友し/で形で手紙ふと書き、ノド!宇i先止1-=， ( . : も 1- 1 を

通していただい/:~ものを、 Michigan会議の山任者で、 IPSの曽定的な責任行である

Bonnie Sloane教f，>tに送り去 した(7rI 21日付)円

手紙の内容の世J11は大体次ぎのごとくです。

19月に開催されるMichiganの会議は第一r6]IPS学会と宣伝され、 ICOPがIPSに変

わることが1999イ1':3月に発行された[COPNews Letterにも記載されているが、少

なくとも日本のICOPメンバーにはこれまで正式な連絡は何もない。 rps学会に変え

る理由等をICOPNcws Lettcrで広く一般に知らせるべきだとJudyBond教綬

(News Letter先行責任者)に伝えたが、 IPSに変わる通知が出ただけで、変わる

理由は明らかにされなかった。我々にはJF:式な情報が伝わってこないので、

① ICOPからIPSに変える考えはどうして出てきたのか、

②これまで何故ICOPメンバーの聞でこのことが話し合われなかったのか、

③変えなければならない理由は、

④ ICOPの何処が思いのか、新しい組織の利点はなにか、

⑤ IPSのポリシーは?もし、 IPSがユビキチン/プロテアソームの領域などを含めプ

ロテオリシスのほとんどの領域を取り込んだ大きな学会にするなら、この変化はま

だ不十分ではないか。あまり学会の大きさを問題にしないのなら、変えなければな

らない理由が明確でない、

⑥学会組織は資金を集めるには良いかもしれないが、一方では、非学会買の自由な

参加を制限することにならないか。

これらの点が良く分からないので、 MichiganのIPSのbusinessmeetingの前にま

ずICOPメンバー会議を開いてメンバーの了解を取り付けるべきではないか。 」

この手紙に対し、 9月9日付けで、Sloane教授から概ね次ぎのような手紙がきました。

正式な学会組織にした方が良いというのは主に次ぎの理由です。

①プロテオリシスの領域は学会間の競争が激しく、領域の重複もあり、正式なスポ

ンサーがないと資金集めが厳しい

②プロテオリシスの領域は拡大しつつある

③ ICOP開催のための資金を集めるのが難しし¥(特に米国では)。

④ ICOPはヨーロツパとアジアの会議なので興味が無い人が多い(特に米国では)。

⑤プロテオリシスは重要な広い領域なので、正式な学会組織にし、選挙できちんと

選ばれた役員が一定の任期を勤めるのがよい(これも主に米国では)。
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この手紙と共に、 Michiganの会議で、提示されたIPS学会の規定の原案が同封されて

いました。

ICOPはそもそも東欧で始まったのでヨーロッパ色が強いだけでなく、日本は悔

沢・青柳先生のプロテアーゼインヒビターや勝沼先生のカテプシンなどプロテアー

ゼ全般の研究を通じて多大な寄与をしてきため、 ICOPはヨーロッパとけ本が中心

の学会であるとの印象を与えるのは事実かもしれません。また、 ICOPの運営はlO

人足らずのICOPメンバーが中心で、行なわれ、 ICOPメンバーの選出法や任期が規定

されていないので、米国人から見ると非民主的で雨i白くない点が多かったかも しれ

ません。このような瑚由から米t~1中心の会議に変え、新しい学会組織を作る動青が

米国で起こったとや凶Iしています。

MichiganのIPS会議ではICOPメンバー会議は結局おこなわず、 IPSのhus iness 

m eetingが開かれIPSの役員選挙を行いました。 Business m eetingの前にIPS学会

の暫定委員を中心に何回か話し合いが持たれましたが、結局、選挙では①アメリカ・

カナダ、②ヨーロッパ、③その他の地域(アジア、アフリ力、メキシコ以南の南

アメリカ)の三地域にわけ、各地域から同数の候補者を指名し、出席者は全員、自分の

所属地域だけでなく、他の地域についても投票を行ないました。各地域の上位得票

者3名、他に全体の得票で上位3名の計12名を役員として選出し、初代の会長には

Bonnie Sloane教授が選出されました。日本からは木戸博教授が選出されました。

結果的にはほぼ米国の思惑通りになり、 ICOPに対するこれまでのヨーロッパや日

本の貢献を考えると、はっきり言えば米国に乗っ取られた感じかもしれません。組

織の細かいことを問題にするより、これまで以上に日本の研究の実績を学会で示す

ことで淘汰を図っていくべきでしょう。

この他、 IPSの学会誌の発刊が提案されました。多数の出席者は新しい雑誌の刊

行には反対でしたが、 busincssmeetingでは採決は行なわず、引き続き検討する

ことで会議は終了しました。新しい雑誌を刊行しても会員多数の積極的な賛成がな

いと雑誌の将来は厳しいでしょう。

各国夫々の思惑があったようですが、日本は地理的に離れ、語学の点でもハンデ

があり、大多数をしめる米国の一般参加者にまで日本の宣伝が行き届かない点を痛

感しました。その点、言葉に不自由しないオーストラリア、南アフリカなどは第三

地域の選挙では得をした感があります。選挙は一見、公平ではありますが、自分の

地域以外に対しても選挙権を持つこと、参加者が多い開催国の意向が出やすいこと

など幾つかの間題点が明らかになりました。

次回はw.Bode教授が開催責任者となり、 ドイツのミュンへン近郊で行なわれる

ことも決定されました。 IPSに関しては今後、日本代表の木戸博教授から色々な情

報が発信されると思います。ご期待下さい。

鈴木紘 一
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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杷握する目的で随時発行(巻末添付)。いずれもオフセヅ

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|徐き

原苦論文に限定します。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"に送って下主い。 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

ビュー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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Activation of the Proteasomes of Sand 
Dollar Eggs at Fertilization Depends 
on the Intracellular pH Rise 

kazuyos11i Chiba，*1anet M.AMerton，f MotoI10Ei Hoship宇
and Richard A. Steinhardtt，l 

. Department of Biology， Ochanorηizu University， 2-1-1 Ohtsuka， Tokyo 112-8610， Tapal1; 

TMoltJCUlt1rdI341CEll BIOlogy，Uf11versity of CKIllfornioot BGrkcley，191LSA，Md11cnd63200 
Rl'rkeJey， California 94720-3200; and :tDepartment of Life Scicnじe，Tokyo lnstituw 
γ Technology， Nagatsuta-cyo， Mioori.ku， Yokohama， Kflnagawa 226， lapan 

The mechanism of the activation of intracellular proteasomes at fertilization was measured in living sand dollar eggs using 
the membrane.impermeant fluorogenic substrate， succinyl-Phe-Leu-Arg-coumarylamido-4・methanesulfonicacid. When the 
substrate was microinjected into unfertilized eggs， the initial velocity of hydrolysis of the substrate (V.) was low. V. 
rneasured 5 to 10 min after fertilization was 6ve to nine times the prefertilization level and remained high throughout the 
6rst cell cycle. Hydrolysis of the substrate was inhibited by clasto・lactacystinβ・lactone，a speci6c inhibitor of the 
proteasome. There has been in vitro evidence that calcium may be involvcd in regulation of proteasome activity to either 
inhibit the increase in peptidase activity associated with PA 28 binding to the 20S proteasome or stimulate activity of the 
PA 700-proteasome cornplex. Since both intracellular free Ca2+ concentration ([Ca2+]o) and intracel1ular pH (pHo) increase 
after fertilization， hydrolysis of the proteasome substrate was measured under conditions in which [Ca2+]o and pHo were 
varied independently during activation. When thc pHo of unfertilized eggs was elevated by exposure to 15 mM  amrnoniurn 
chloride in pH 9 seawater， V. increased to a level comparable to that rneasured aftei: fertilization. In contrast， [Ca勺，
elevation without pHo change， induced by calciurn ionophore in sodium-free seawater， had no effect on V. in the unfertilized 
egg. Moreover， when unfertilized eggs were microinjected with buffers modulating pHo， V. increased in a pH・dependent
manner. These results indicate that thc pHo rise at fertilization is thc necessary prcrequisite for activation of the protcasome， 
an essential component in the regulation of the ccll cycle. cl 1999 i¥cadcmic P四時
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FIG. 3. Changes in the initial velocity of hyclrolysis of Suc-Phe-
Leu.Arg.CAMS in unfertilized eggs microin;ected with buffers at 
various pH values. Eggs were microin;ected with the buffer con‘ 

taining 300 mM  H巴pes，300 mM  Pip巴s，and 100 mM  EGT A， pH 
7.1-8.0. EGTA was included in the buffer to prev巴ntpossibl巴
in;ection-induced activation of th巴eggs.One minute after in;ection 
of the buffer， the substrate was in;ected to determine Vo. Symbols 
represent the mean values :': SE川 =3 or 4). Dashed lines indicate 
the mean values of Vo in fertilized or unfertilized eggs without 
in;ection of pH buffer: fertilized， 0.2.3 :': 0.052μM/min; unfertil-
ized，0.033土 0.018μM/min(the mean values :': SE， N = 3) 

FIG. 1. Changes in the Vo of the proteasome substrate Suc-Phe. 
LeuArg，CAMS aKEr krt111zatlOIITo callbrate therate ot hydroly-
sis， the known fluor巴scentproduct of hydrolysis (ACMS) at a 
concentration of 6.3μM was in;ected into each egg， along with the 
exopeptidase inhibitor， bestatin. Next， the fluorogenic substrate 
Suc.Phe-Leu-Arg-CAMS was injected at the indicated time to I!Ct 
valucs of Vo. Bestatin and the substrate were injected to final 
concentrations of 800 and 63μM， respectively 

プロテアソーム測定用基質 (Suc-Phe-L巴u-Arg-ACMS)

TABLE 2 

Treatment 

Unfertilized in natural 
seawater 

15 m M  NH，CIQ 

C]asto-Iactacystin s-lactone 
+ 15 mM  NH.CIQ 

Vo (average of relativ巴
intensity) :': SEM 

4.0:': 1.00 

32 :': 2.29・
9.4 :': 1.21・

N 

3 

10 
7 

Q Eggs were pretreated in pH 7 seawater for 7 h with or without 
100μM clasto.lactacystin s-Iactone. Then the medium was 
changed to 15 mM  NH，CI in pH 9 seawater 15 min befor巴substrate
mlcrolllJectlOn 

• Pく 0.0001，unpair巴dt test for NH，Cl-treated eggs with and 
without clasw.lactacystin s.lactone. 

は、細胞内でプロテアソームによって分解され、発蛍光

性となる。この基質を、タコノマクラ卵 (ウニの仲間:

カシパン類に属する海産不脊椎動物 :卵が非常に透明な

良い実験材料)にマイクロインジェクシヨンし、遡血主

生かしたまま、受精時におけるプロテアソーム活性を定

量した。受精前の基質分解初速度 (vo)に比べ、受精

後3分でVOは約10倍に上昇した。この活性の著しい変化

は、細胞内遊離カルシウム濃度の上昇には依存せず、

受精後にもたらされる細胞内pHの上昇によることが明

らカ、になった。



本研究では、ポリオウイルスの桜製に必

須な 3Cプロテアーゼ(トリゾシン綴シス

テインプロテアーゼ) の特W.的 [!Il'~I'fl[の

探索、開発を1-'1(j{Jに、 3CプUテアーゼの

簡便な梢製法、アッセイ法の!被 ¥Jを行っ

た。大!場以j内で1';桝'1:画分に発現した 3C
プロテγーゼをトliアフィニティーカラム

によりワンステツゾで大量に梢製し、透

析による再生に成功したので、次に 3Cア

ロテアーゼの特~'Uj{J 切断配9"IJ をモチーフ

とした蛍光基質表川い、精製した:lCプロ

テアーゼの簡便かっ向感度のアッ -l~ イ法
を確立した。このアッセイ法による各樋

阻害斉IJの 3Cプ口テアーゼに対する効果を

検討したところ、大部分のシステインプ

ロテアーゼ阻持剤仁[!It害効果は見られず、

一部のセリンプロテアーゼ阻害剤に高い

問書効果が見られた。この結果は、算出

した 3Cプロテアーゼの kineticparameter 

と共に、既報の結果とほぼ一致していた。

以上の結果から、目在、止した 3Cプロテアー

ゼの簡便な桁製法、および鋭敏なアッセ

イ法が、有効であることが明らかとなっ

た。
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A simple purification and fluorescent assay method of the 
poliovirus 3C protease searching for specific inhibitors 
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Picomaviruses such as poliovirus. foot-and-mouth disease virus， and encephalomyocarditis virus produce their 
proteins by translating their genomic RNA， injected within the host cell， into a precursor polyprotein， which is then 
subjected to pre口民 pr目 白sing.The polyprotein is cJeaved into mature proteins predominantly by the viral 3C 

prot回 se.A simple puri自白tionand assay method for poliovirus 3C protease for use for scr目 ningfor inhibitors of the 

3C protease is described. A poliovirus cONA fragment containing the 3C protease coding region was in日目。dinto 

pET22b vector and expressed in Eschtr;chia co/i. T百eHis-tagged protein (3CO・-His)was purified by a Ni-aflinity 

column and the activity of the purified enzyme was measured by a fluorescent a詰 aywith a fluorogenic substrate 

containing the JC-speci自ccJeavage site， M出 Ac・MEALFQGPLQY-Onp.The Idnetic parameters calculated from the 

Lineweaver-Burk plot and the effects of inhibitors showed that E. co/i expression with His tag and the as臼 yu日ng

the fluorogenic substrate are efficient， simple and sensitive methods for purifying the 3C protease. and measuring its 
activity. C 1999 Else同町 ScienceB. V. AII rights r田εrved.
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， Each inhibitor was incubated at thc conccntration shown 
明 Ih1μM enzyr前日lutionin r.3clion buffcr (150 mM 
Tris-HCI (pH 7.5)， 1 mM EOTA， 150 mM NoCl) for JO min. 
Th.n. 1μM OTT ond 5μM subslrale w.r. oddcd， and Ihc 
mixturcs were incubated for 30 min in a 10叫刊lum.of 2∞ 
μ1. To SIOp Ih. reaction， 2∞mM sodium a田 lateandぽ'10

SOS wer. odded. Inhibilion rOlio was calculol.d as described 

in Seclion 2. 
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