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( 1 )巻頭言

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:

細胞内蛋白分解)は平成8年度に開始されてから早くも4年が経

過し、平成12年3月で終了する事になりました。班員相互の連

絡だけでなく、プロテオリシス関連研究者聞の連絡・意思の

疎通を目的として発行されてきたこの機関誌は、最先端のト

ピックスや情報を集めた記事を満載し、号を重ねるごとに熱

烈な読者・ファンを獲得してきましたが、残念ながら本号が

最終号になります。発刊からこの機関誌の編集・発行を担当 し

てくださった都臨床研の田中啓二博士、川島誠一博士には心

から御礼申し上げます。お二人の強力なリーダーシップと人

脈なしには極めてホットな題材を扱った素晴らしい原稿を毎

号集め、立派な機関誌を発行する事は到底不可能だったと思

しぜす。

4年前、本特定領域研究が始まった頃は、フロテオリシスが

一つの研究領域として認知されはじめた繁明期でした。 しか

し、この4年間、プロテオリシス研究の進歩は実に目覚しく、

全ての生物現象でプロテオリシスが主要な役割を果たす事実

が次々と明らかにされ、プロテオリシスとバイオロジーの不
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可分の関係が実証されてきました。システインプロテアーゼ

とセリンプロテアーゼが関係する生物現象に的を絞ってスター

卜したと思った本特定研究も、その後の発展から、そのよう

な枠組みでは到底まとめられない実に幅広い複雑な現象が含

まれる事が明らかになってきました。次ぎの特定研究はメタ

ロプロテアーゼと酸性プロテアーゼを中心に組織すると単純

に考えていた時期もありましたが、様々な生物現象の中でお

こるプロテオリシスの多様性・複雑性が解明されるにつれ、

プロテオリシスを大きくまとめるのが非常に困難になってき

ました。この様なわけで、本研究に続くものとして比較的広い

領域のプロテオリシスをカバーする特定領域研究は残念なが

ら企画できませんでした。これはプロテオリシスが次の段階

に進んだ事を示しています。すなわち、フロテオリシスの研

究が現象の発見、枚挙の時代から、次ぎの詳細な解析、すな

わち、生物現象の中にプロテオリシスが如何にintegrateされて

いるかの個々のケースの解析に移っているからです。プロテオ

リシス研究がもう少し進展し、解析された個々のケースを統

合する段階がくれば、再度、本研究のような広い範囲をカバー

する特定領域研究が必ず必要になるものと思います。
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振り返って見れば、プロテオリシスの研究が著しく進展した

時期とこの特定領域研究の研究期間は完全に一致しています。

その意味で、この特定領域研究は実に時宜をえた企画であっ

たと言えます。この特定領域研究がこの問、日本のプロテオ

リシス研究の発展に多大な寄与を した事を信じ、これを土台

に、日本のプロテオリシス研究がさらに大きく飛躍し、世界

の研究をリードする事を期待したいと思います。

最後になりましたが、本特定領域研究に直接・間接かかわり

多大な御支援下さった日本のプロテオリシス研究者の方々に

心から御礼を申し上げると共に、フロテオリシス研究発展の

為に益々研究を進められる事を期待しています。

平成12年2月

領域代表者鈴木紘一

(東京大学分子細胞生物学研究所)
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( 2 )平成 11年度特定領域研究班・会議日程

1 平成 11年度:第 3回総括斑会議

日時:期日未定

議題 : 1. 経過報告

2. 来年度の活動計画

3. その他

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 JI慎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:研究評佃)，チェック ・レビ、ュー

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・レビ、ュー

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、蛋自分解に関する最新の情報を満載して年3回発行してきましたが、本

号が最終号となります。

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白分解関

連の出版物を毎号記載〉

百 tracellularProtein Catabolism" (Eds. Suzuki， K. and Bond， J.S.) ， Adv. Exp. 

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

"Biology of出eLysosome" (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 (199η 

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

H.， Fritz， H.， and Travis， JふIOSPress， 205pp (199η 

"Proteolysis in Cell Fu凶 ion"(Eds. Hopsu・Havu，V.K.， Jarvinen， M.， e'nd 

Kirschke， H.)， IOS Press， 576pp (1997) 

"Ubiquitin and the Biology of出eCe11" (Eds. Peters， J.-M.， Harris， J.R.，如d

Fin1ey， 0.)， P1enum Pub1ishing， 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:
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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“ユビキチンは細胞周期を制御する:タンパク質分解から

も見た細胞周期" 1 999年5月号(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"

199 9年 10月号(編集企画 :木南英紀〉

Molecular Medicine特集号“ユビキチンシステムと癌" 2 000年2月号

(コーディネーター:田中啓二〉

実験医学特集“拡大するユビキチンの世界:癌・神経疾患の中枢へ(仮題)" 

2 0 0 0年7月発行予定 (編集 :問中啓二)

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

国際学会

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

Therapeutic Intervention" University of Oxford， England， UK， 

April17-20， 2000， Brian Austen， John Deadman， Roger Epton， 
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Robin Leatherbarrow， Chris Southan 

(2) EMBO Workshop on "Ubiquitin-Proteasome Pathway and Celluar 

Regulation" (Organ包ers:G.Strous and A. Ciechanover) May 14-18， 2000， 

Driebergen (The Netherlands) 

(3) Fifth Cold Spring Harbor Meeting on "The Cell Cycle" (Organizers: S. 

Elledge， J. W. Harper， and J. Roberts) May 17・21，2000，Cold Spring Harbor 

Laboratory (USA) 

(4) Gordon Research Conference on "Lysosomes" (Organizer: J. S. Bonifacino) 

June 25-30， 2000， Colby-Sawyer College， New Hampshire (USA) 

(5) Gordon Research Conference on "Proteolytic Enzymes & Their 

Inhibitors" (Organizer: Wolfram Bode) July 9-14，2000， 

Colby-Sawyer College， New Hampshire (USA) 

(6) "International Conference on Cysteine Proteinases and their 

Inhibitors: The new Millenium" (Organizer: V. Turk) September 9・13，

2000， Portoroz (Slovenia) 
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(4 )学会・集会報告

1.分子生物学会ワークショップ見聞録

手間二にある研究社刊「新英和中辞典(第 4版)Jで rubiquitinJの語源となって

いる rubiuitous Jをヲ|し 1てみると

u-biq-ui-tous [ju(:)bikwatas， -kwi-] a，至る所にある、遍在する (omnipresent; [戯言]

至る所に姿を表す ~勾adv.""""-ness n. 

と解説されている。ユビキチン分子の発見から機能が明らかになるまでは、ユビキ

チンはこの辞書の説明する通り「至る所にある」ペプチドと認識されていた。その

後、ユビキチン経路が細胞周期などをはじめ様々な生命現象において重要な役割を

果たしていることが明らかにされ、注目を集めるとともに、多くの研究報告がなさ

れてきた。今回の分子生物学会のワークショップ「新しい細胞機能制御系"ユビキ

チンワールド"Jの内容を見ても、細胞周期の制御から発生に至る多岐に渡る生命

現象に関わるユビキチン経路についての研究報告がなされた。これらのことを考え

てみると、 ubiquitinの語源は前出の辞書の解説の「至る所にある」という意味よりも、

むしろ[戯言]の「至る所に姿を表す」としづ解釈のほうが妥当なように思われる。

さて、話を本題に移して発表について触れてみようと思う。昨年 12月7日か

ら12月10日にかけて日本一の記憶も新しい福岡ダイエーホークスの本拠地であ

る福岡ドームと隣接するシーホークホテルで行われた第22回日本分子生物学会年

会において、ワークショップのーっとして 3日目に 「新しい細胞機能制御系"ユビ

キチンワールド"Jと題してユビキチン関連の 10題の口頭発表が行われた (以下、

敬称略〉。中山(九大・医〉によりSCFの機能についての報告がなされた。 Skp2に

よって構成されるSCFがサイクリンF、p27を特異的に認識し、酵母からの知見と異
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なりサイクリンFの認識にはリン酸化が必須ではないとういことであった。また、

skp2ノックアウトマウスではサイクリンFの蓄積が見られ、 DNA含量、中心体の複

製、細胞死に異常が見られ、 Skp2がこれらの多面的な機能を担っていることを示唆

するものであった。千葉(都臨床研〉の発表はI-KBαを認識するSCFの構成成分で

ある βTrCP1/2を過剰発現するとI-KBαのポリユビキチン化が促進され、それはI-KB

αと結合したCullin1のNedd8化により促進されるというものであった。また、 Hel.a

細胞のS100画分にI-KBαのポリユビキチン化を促進する因子があることを報告した。

津田(加大ロス校〉はショウジョウバエの発生におけるEGFレセプターの解析から

その下流でWDリピート、 F-boxを持つEbi蛋白質が機能し、細胞増殖に関わるDelta蛋

白質の制御因子であるSu(H)蛋白質の機能抑制をしていることを明らかにし、ユビキ

チン経路が発生過程におけるシグナル伝達においても機能していることを示唆する

報告をした。発生過程に関わるユビキチン経路のひとつであり非常に興味深いもの

であった。戸所(理研・筑波セ〉はM期の進行に重要なAPC(anaphasepromo出g

complex)の制御について、 Aキナーゼ、 poloキナーゼ、あるいはスピンドルチェック

ポイントのシグナルがどのようにAPCを制御しているかについて話した。 APCのな

かのどの因子がこれらのシグナルの標的になっていてどのような作用機作でAPCの

活性を制御しているかを明らかにするこ とが今後の課題であろう。岩井(京大 ・院

生命)の報告はp四 Lを構成成分とするVBC-CUL，こついてUbcH5をE2とするユビキ

チンリガーゼ活性を有することを示し、腫蕩を多発する変異として同定されたナン

センス変異を有するpHVLを含むVBC-CUL，まリガーゼ活性を持たないことから、

四 Lが変異することにより標的蛋白質をユビキチン化できないことにより腫蕩を形

成することが示唆されるというものであった。太田(聖マリ大・外〉はSCFの構成

成分のRoc1/2を単離し、 Roc-Cul1がSCFの機能に必須で、あることを示した。また、全

てのRoc-Culの組み合わせはユビキチン転移酵素Ubc5cの存在下で‘ライゲースとして

機能したのに対してUbc3(Cdc34)の存在下では一部のRoc-Culの組み合わせで・しかラ

イゲースとして機能しないことを示し、 SCFの組み合わせによりユビキチン転移酵
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素の選択性が異なることを示した。嘉村 (HHMI)はVHL複合体を精製し18kdの蛋

白質Rbxlを単離した。出芽酵母において相同遺伝子を破壊するとSic1、 Clnの蓄積が

見られ吋c34変異株などと同様の表現型を示したことから RbxlはSCFの必須因子で

あり、 Cdc53のRubl化を促進することを報告した。安田(東京薬大)はSUMOlにつ

いて解析し、癌抑制造伝子産物p53もSUMOl修飾を受け、 SUMOl化される領域はア

セチル化によりp53が機能制御を受ける領域と一致することを報告した。また、

SUMOl化の再構成系を解析して、この反応にはユビキチン リガーゼが必要ないこと

を報告した。友田(奈良先端大 ・バイオ〉はp27のC末と相互作用する新規蛋白質

Jabl遺伝子を単離し、 細胞内で‘のJablの大量発現によりp27の減少および細胞質への

局在化がみられ、細胞増殖の増殖因子依存性を低下させたと報告した。このことは

細胞内局在によっても蛋白質分解が制御されていることを示唆し、非常に興味深い

ものであっ た。最後に小南(九大 ・医〉は、分裂酵母のSCFについてPoplおよび

Pop2を含む構成成分の異なるものが存在し、基質特異性が異なる可能↑劫くあること、

接合不全の変異株を単離した結果、原因逃伝子はAPC10と相同な遺伝子であったこ

となどを報告した。

なお、 1日目のワークショップ iDNA複製に連携した染色体ダイナ ミクス」に

おいてHieter(HH恥但〉は、 SkplがSicl、Clnの分解のみでなくcentromereに存在する

CBF3複合体の制御にも関わっているとしづ報告をした。また、 ポスターセッション

においても数々の興味深い発表がなされ、日本においてもユビキチンワールドが広

がりつつあることを印象付ける学会であった。 清野浩明(国立遺伝研〉

2. 第4回特定班主催公開シンポジウム「シグナル伝達とプロテオ

リシス」

平成 11年 12月20日に文部省科学研究費特定領域研究「蛋自分解のニュー

バイオロジー」の会議に先立ち、第4回シンポジウム「シグナル伝達とプロテオリ
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シス」が開催された。発表メンバーとしては、特定研究領域の班員や、海外や日本

で活躍されいる(タンパク分解に関係する)トピックス性の高い情報を提供する先

生方が選ばれていた。特に、今回はシグナル伝達ということから、 EGF受容体シグ

ナルでショウジョウバエを使った遺伝学的研究をなさっている津田先生 (UCLA)

と細胞死シグナルのキ一分子であるApaf1の遺伝子破壊マウスを解析されている吉田

先生(九州大学)の講演をうかがい、様々な生物学分野で蛋自分解システムが重要

であることが、再確認された。

まず最初に研究班の班長である鈴木紘一先生が、この班が行ってきたシンポジ

ウムの御感想を述べられ、班員である我々も今度、蛋自分解の分野の研究を発展さ

せ、 日本の独創的な研究で世界に通じるようにならなければならないと自覚させら

れた。

九州大学の畠山は、最近、高等動物での重要な働きをしているSCFについての発

表を行った。特に、免疫反応上重要なシグナルであるNF-KBの抑制因子で、あるIKB、

及び、癌化や初期発生上、重要なs-カテニンのユビキチン化に、酵素複合体である

S CFFWD1/s -TrCPが関与することを報告した。昨年の班会議での発表後、さらに他

のIKBファミリーであるIKBsとIKBEの発現調節にもSCFFWDl!s-TrCPが作用するこ

とと、 FWD1/s-TrCPとIKBαもしくはSkplとの分子論的相互関係を明らかにした。ま

た、最近の研究報告として、 Skp2という F-ボックス蛋白を基質受容体とする

SCFSkp2が細胞周期のS期進行に関与するサイクリンであるサイクリンEと結合し、

ユビキチン化を遂行させるということを発表した。 SCFSkp2によるサイクリンEのユ

ビキチン化はcdk2と結合していないサイクリンEに起こるというもので、以前報告さ

れていたcdk2と結合したままリン酸化を受けたサイクリンEがユビキチン化されるメ

カニズムとは分解経路としては機序が異なるものである。

津田先生 (UCLA)は昨年の分子生物学会での発表にさらなる研究結果を加えた

ものであった。内容としては、 EGFとNotchシク、ナルの両方に関与するebi(このミュー

タントではショウジョウパエのさなぎの形が海老型、実は逆海老でしたか?)とい
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うF-ボックス蛋白を報告した。まず、 ebiが神経分化に関与するTram回 ck88発現を抑

制させる機能を有し、この分子がEGFシグナルの重要な部分を占めることを示した。

さらに、ショウジョウバエの遺伝学的及び形態学的方法により、 ebiが神経分化上の

側方抑制にかかわるNotchシグナルにも作用するとしづ実験結果を述べた。実際には、

cbiが、 Notchからのシグナルを転写レベルの作用を促すSu(H)/RBP-Jkに結合するとい

うもので、 ebiがSu(H)IRBP-Jkもしくはその周辺分子の発現調節を行っている可能性

を示唆するものであった。

岩井先生(京都大学〉は、 IRPのユビキチン化機序の解明ではなく、今回は岩井

先生の留学先のボスの最近の主要テーマで‘あるVHLのユビキチン化の講演でしたの

で、先生の研究の幅に広さに感動したしだいでした。内容は、 von-HippelLindau病と

しづ多発性の痛を発症する疾患の|臨床及び統計医学的な事柄から、 そのために必要

と考えられるユビキチン化の関与という基礎医学的領域までの総括的な発表であっ

た。実際にVHLをおそらく基質受容体とするCBC複合体がユビキチンリガーゼ複合

体と して作用し、 p100とp220という分子がユビキチン化される基質である可能性を

述べた。今後、この両分子の分子レベルで同定し、 VHLの基質 (HIF1の可能性?) 

の蓄積と癌発症機序の関係を明らかにしていただきけることを期待します。

千葉先生は(東京都臨床研〉はIKBαのユビキチン化に関与する SCFs・Trαのinvitro 

のユビキチン化再構成系による解析及び、 Cullini活性調節系で-あるNedd・8コンジュ

ケーションに関与する酵素系の同定を発表した。ヒトにおいてはトTrCPに造伝子が

2つあるこ とを同定し、両遺伝子産物ともIKBαのユビキチン化に関与する ことを明

らかにした。また、 Nedd-8カラムによる生化学的手法により、チオエステル結合す

る分子の同定により、 E1様、及びE2様分子をクローニングし、 Nedd-8イヒの分子論的

生化学反応系を明らかにした。さらに、 Nedd・8は、これまで同定されているすべて

のCullin分子に共有結合することと、酵母を使用した遺伝学的解析により Nedd-8化

がCullinの機能調節に関与していることを示した。

戸所先生(理化研〉は、細胞分裂のなかでユビキチン介在性蛋自分解が関与する
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APCの活性化制御によるCut2lPds1及ひeサイクリンB分解のかなり複雑な総括的な講

演を行った。 M期における主要イベントの一つであるCut2lPds1の分解にはCdc20が，

もう一つのイベントであるサイクリンBの分解にはCdh1がAPCの活性化に重要な分

子であることがわかった。さらに、 APC自体の活性化機序としては、 Cdc20/Cdh1を

含み、 MadlBabファ ミリ一、 Plkファミリー (Poloキナーゼ〉が時期特異的に複雑な

メカニズムを遂行していることが発表された。実際に、 PlkがAPCの成分のうち、

APC1， APC3， APC6をリン酸化し、サイクリンBのユビキチン化を活性化することの

発見が、最近の戸所ラボの業績のひとつである。

吉田先生(九州大学)は、最近のトピックス性の高いことから班員外から選出さ

れ、アポトーシスシグナルを担う分子であるApaf1のノックアウトマウスの解析を発

表された。このマウスは、胎生期に神経細胞の蓄積により、頭部に蹄留が形成され、

Apaf1が神経細胞の生死の選択'性に重要な役割を果たしていることがわかった。また、

Apaf1のノックアウトマウス解析により、細胞レベルで、カスパーゼ、に対する反応は

低下しているが、 Fasのアポトーシスシグナルには関係ないことが明らかにされた。

西道先生(理化研〉は、アルツハイマー病アミロイド戸ペプチド (As)を標識し、

動物脳内に投与し、その代謝を追跡する実験システムを報告した。この方法は、実

際にinvivoでのAsの分子としての挙動、中間代謝産物の同定、その切断点の同定、

及び修飾に関与する酵素の候補の同定など、多くの具体的な情報を得ることのでき

る重要な研究手段といえる。今度、他の分子に対しても十分応用できる有用な方法

といえる。

以上 7名の先生方の御講演の一部を紹介させていただいたのですが、質問、討論

も含め積極的な議論が展開され、シグナル伝達以外の分野の研究者の先生方にも影

響を与えたものと期待している。また、場所が東京であったことにより、近辺の研

究施設の先生方もみえられていたようで、今後も蛋白分解の研究領域がさまざまな

領域の先生に影響を与えたり、異なる領域の研究者間で共同研究が進むことを期待

したい。 畠山鎮次(九州大学生体防御医学研究所細胞学部門)
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( 5 )ミニレビュー

1.オートファジーとは何か

Proteolysisを日本語で適切に表現する言葉がなく、蛋白(質)分解も用いられるが

カタカナで-プロテオリシスと表現されることが多い。同様に、 Autophagyも自食作

用、自己食食と訳されることもあるが、現在はオートファジーというカタカナが定

着してきた。オー トファジーに関する総説を書くつもりでいたが、ど‘っと別なる仕

事が押し寄せ、ゆっくりと書く時聞がなくなってしまった。結局は 「オートファジー

とは何か」としづ雑文的なものになった。オートファジーに興味をもっていただけ

れば、この稿の目的は達している。 Iぷろておりしす」の読者には 「オー トファジー」

って何だという人はし 1ないとは思うが、念のため定義だけ最初に簡単に触れておく。

リソソーム/液胞系が細胞内の細胞質成分、細胞質蛋白質やオルガネラの一部を取

り込んで分解する過程をしづ。

「オー トファジー」としづ現象の最初の記載とその後の研究の推移

オー トファジーの研究の歴史は長い。そこから始めることにする。オー トファ

ジーの動物における研究は現在でも肝臓を用いて行われることが多し治人最初にオー

トファジーが観察されたのも肝臓であった。グルカゴンを投与したラット肝臓に、

細胞質やミトコンドリアなどのオルガネラを二重膜で囲んだ小胞が出現することが

電子顕微鏡下で観察された。 1962年のことで J.Cell. Biol.に報告されている(1)0De 

Duveによるリソソームの発見が1949年であるから、 10数年後ということになる。

1960年代には、オートファジーとリソソームの関係を形態学的に解析した論文は多

数みられる。なかでも、グノレカゴンを投与した肝臓におけるオー トファゴソーム、

オート リソソームの形成過程をきめ細かく解析したArstillaとShebumeの論文(1968)

は特筆に値する(2)。彼らは、 discussionで、すでに今後の課題3つを指摘している。
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1 )オートリソソームに存在する加水分解酵素はどのようにして獲得されるか?

2)オートファゴソームの二重膜構造の起源は?

3)オートファジーの制御機構と代謝的要求は?

1 )は現在では、大筋は解決されているが、 2)オートファゴソームの二重膜構

造の起源や形成機構、 3)オートファジーの制御機構は現在でも、この分野の研究

の中心的課題である。オートファジーはグルカゴン投与よりも、絶食動物の方がす、っ

と誘導率は高いのだが、この当時はなぜか非常に高価なグルカゴンが使われていた。

アメリカでないと出来ない実験だったと思う。

1970年代に入ると、 Mortimoreのグループが還流肝を用いて、少し遅れてSeglen達

が培養肝細胞を用いて、オートファジーの制御機構を生化学的あるいは細胞生物学

的手法で研究した。オートファジーの簡便な定量化が今日でも最も緊急な課題であ

るが、彼らは肝細胞切片を電子顕微鏡で観察し、オー トファゴソーム、オートリソ

ソームの数を数えて定量化した。酵母におけるオートファジーの簡便な定量化は、

すでに大隅らのグループによって開発されている。液胞酵素であるアルカリホスファ

ターゼのN末端の細胞質と膜ドメインを欠き、 C末端の成熟領域とプロ領域のみをも

っ変異酵素を酵母に発現させ、窒素飢餓状態、におくと、オー トファジー経路で変異

酵素は液胞に運ばれ、そこで活性化される。酵素活性の測定だけでオートファジー

をモニターできるわけである。筆者らは同じ手法で動物の系でも試みたが、まだ成

功していない。さて、 Mortirnoreらは、アミノ酸除去と添加によるオートファゴソー

ムの形成と退縮のキネティックスを測定し、オートファゴソーム形成の半減期は約

8分と極めて速いことを明らかにした。オー トファゴソーム形成には蛋白合成が不

必要か、あるいは極めて代謝回転の速い蛋白質が関与することが議論された。1990

年代に入っても動物レベルでのオートファジー研究が大きな進展がみられたとはし 1

えない。その中で、 Dunnが種々のオルガネラマーカーを用いて、もう一度形態学的
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な手法でオートファゴソームの二重膜構造の起源を丹念に調べた。オートフ ァゴソー

ムの二重膜は滑面小胞体由来であるというのが彼の結論で、我々の生化学的な研究

の結論ともよく一致した。オートファジーの形態学的研究というとDunnの論文(3)が

引用されることが多い。しかし、後述するように酵母の研究から、新生のオー トファ

ゴソームは蛋白質をほとんどもたず、主として脂質からなる小胞が集合してオート

ファゴソームが形成されるという説が提唱されている(8)。高等動物でも酵母の説が

当てはまるのかは今後の検討-謀題である。

二つのオートファジーの経路

今まで述べてきたオートファジーはマクロオート ファジーとしづ経路で、これ

とは別にミクロオートファジーとし寸分解経路もある。リソソーム膜がくびれて陥

入した結果、細胞質やがオルガネラがリソソームへと入り込み、ついで=くびれた部

分が閉じて、内部の細胞成分が分解される機構である。このミクロオートファジー

の機構も酵母では少しづつわかりだしてきた。高等動物では、まだ形態学的な研究

のレベルにとどまっている。

オートファジーの生理的役割

現代では、町にゴミがあふれ、人や動物の死体がごろごろと放置されていると

しづ場面に遭遇しないので、清潔な町であることが当然のように思われているが、

かつてはそうではなかった。町を整然と保つためには大がかりなシステムと絶え間

ざる労力が必要である。細胞内環境を整然と保つための装置として、個々の蛋白質

を選択的に分解するユビキチン/プロテアソーム系と大規模な蛋白質分解やオルガ

ネラ分解を行うオートファジー/ リソソーム系がある。これらの系を作動させるに

は非常に多くの分子の関与が必要であり、エネルギーを要求する。

飢餓状態や発生の段階における組織の再構築では、大規模な蛋白質の分解を必

要とする。酵母では栄養状態が悪くなれば胞子を形成して対応する。飢餓への適応
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現象は、不要な蛋白質やオルガネラの分解という大規模な細胞内処理から始まり、

得られたアミノ酸とエネルギーを利用して、栄養供給のない環境下で生存するため

に必須な蛋白質を合成するとしづ過程で行われる。オートファジーはこのように飢

餓時に生き延びるための生存戦略であり、非常に長い進化の過程で獲得したシステ

ムであろう。そんなに厳しい飢餓状態でなくとも個体レベルでは、空腹と満腹のサ

イクルによってオー トファジーはコントロールされている。空腹時、血中アミノ酸

レベルが下がるのと並行して、血糖値を上げる作用を持つアドレナリンやグルカゴ

ンの濃度が上昇する。これらのホルモンはオートファジーを促進し、結果的にタン

パクの分解は充進する。逆に満腹になって血中アミノ酸濃度が高まり、血糖値を下

げるインスリンが分泌されているときは、オー トファジーは抑制される。生存戦略

として獲得されたオー トファジーは、定常状態でも代謝の変化に応答して細胞内処

理を行い、恒常性を維持している。

選択的オート ファジー

これもオートファジーの生理的機能の一つである。品質管理といえば、まず.小

胞体でのタンパク質の生合成の過程で生じた異常な蛋白質のトランスロコンを介す

る逆行性輸送とユビキチン/プロテアソーム系による分解をイメ ージする。 一方、

オルガネラの品質管理はオートファジー/リソソーム系が行っており、それらにつ

いての形態学的な観察は十分に蓄積されている。ミトコンドリア内膜の酵素複合体

の配列にわずかの欠陥があり、その結果、内膜のswelling、脂質二重j撲の損傷、膜の

一部破裂、そしてオルガネラ内容物の細胞質への放出(アポトーシスを引き起こす

ほどの放出ではなしつなどがおこるようになると、ユビキチン/プロテアソーム系

あるいはオートファジー/リソソーム系が処理する。さらに、ミ トコンドリアが機

能を失い、エネルギー産生を制御できなくなったような異常なミ トコンドリアはオー

トファジーによって選択的に除去される。しかし、正常と異常ミ トコン ドリアをオー

トファジー/リソソーム系がどのようにして識別しているかという最も重要な点は
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まったくわかっていない。

ペルオキシゾームは生理的条件で、オルガネラがそのままの形で分解されるこ

とが知られている。ペルオキシゾームというオルガネラを完全に保つためには、機

能も完全に維持しなければならないらしい。酵母やさらに肝細胞でも、メタノール

や長鎖脂肪酸が培地にあるとこのオルガネラを維持できるが、細胞内の長鎖脂肪酸

の量を減少させるとペルオキシゾームの分解は促進される。さらには、メタノール

があってもアルコール酸化酵素をシアン化合物で阻害するとペルオキシゾームは分

解される。酵母では、メタノールを唯一の炭素源として培養するとペルオキシゾー

ムのカタラーゼやアルコール酸化酵素は誘導される。そこで、酵母の炭素源をエタ

ノールあるいはグルコースに変えると、広範なペルオキシゾーム分解がおこる。分

解の機構は酵母の種類によって異なり、 S.cerevisiaeやH.polymorphaで・は、 グルコー

ス培地に移すと機能していないペルオキシゾームはマクロオートファジーによって

分解されるが、エタノ ール培地に移されたPichiapastorisのペルオキシゾームはミク

ロオートファジーによる分解を受ける。つまり、ペルオキシゾームの選択的分解は

マクロオー卜ファジーで行われる場合とミクロオートファジーで行われる場合があ

るということである(8)。ミクロオー トファジーによる分解はペルオキシゾーム膜の

変化を認識するというよりも、酵母における代謝の変化がペルオキシゾームの取り

込みを制御する遺伝子群、たとえばP.pastorisでは、 PAG(peroxisome-autophagy)遺伝

子群を誘導する結果と考えられている。 一方、酵母の代謝応答によるペルオキシゾー

ム膜の構造と組成の変化がマクロオートファジーを誘導するらしい。形態的には、

ペルオキシゾーム牒に近接した形で・オートファゴソーム膜がペルオキシゾームを取

り囲んでし 1く様子が観察される。高等動物でも、マクロオートファジーによるペル

オキシゾームの選択的オートファジーは認められる。典型的な例はクロフィプレー

トを動物に投与すると肝臓内のペルオキシゾームは著しく増加するが、投与を中止

すると、ペルオキシゾームを取り込んだオートファゴソームが多数出現する。この

場合もペルオキシゾーム膜表面の荷電と疎水的な性質が変化することが知られてい
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る。

マクロオートファジーとミクロオートファジーは膜動態としては全く異なる素

過程からなるが、ミクロオートファジーにもApg蛋白結合システムの活性化酵素、

Apg7が必要で・あることが明きらになっており、 二つの分解系は少なくとも一部は分

子装置を共有している可能性がある。選択的オートファジーは、生理的条件のみな

らず、種々の病態で障害を受けたオルガネラの処理機構としても重要であり、選択

性の分子機構の解明は今後の大きな課題の一つである。

オートファジーによる細胞死

この課題もオルガネラの品質管理と密接な関係がある。細胞死はアポートシス

とネクローシスに分けられる。種々のアボートシスのシグナル経路はカスパーゼを

活性化し、最終的にアボートシスとしての典型的な特徴を示す細胞死に至る。ここ

数年カスパーゼに非依存性の細胞死の報告が蓄積しつつあり、昨年だけでも100報以

上の報告がある。カスパ一ゼ

えられるが、オートファジ一関与の細胞死もその一つである。形態学的にネクロー

シス様の細胞死が正常の発生過程で認められることは古くから知られている。核変

化が之しく、細胞質における早期のオートフ ァジー・ 空胞形成を特徴とする細胞死

で、 autophagicdegenerationとしづ言葉で表現されている。生理的な細胞死の一つの型

であり、厳密な制御(生存シグナルによってコントロールされる?)を受ける点で

ネクローシスと区別される。実験的にも、カスパーゼ、を阻害するとアポトーシスの

形態的な特徴は抑制されるが、細胞死そのものは抑制されないという結果が最初

Baxによる細胞死で認められ(4)、その後同様の報告が相次いでいる。カスパーゼを

阻害しなくても、 TNFα による細胞死はネクローシス様の形態を示し、カスパーゼ7

が関与しないことが示されている。最近、国立がんセンターの口野ら(5)は活性型

Ras発現によるグリオーマの細胞死がautophagicdegeneration型であることを実証した。

活性型R舗では著明な空胞出現を伴う細胞死が誘導されるが、野生型R描では誘導効
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率は悪く、優性抑制型Rasでは，細胞死が誘導されなかった。このRasによる細胞死で

みられる空胞はリソソーム膜マーカー・ 19p120陽性で-あり、オートリソソーム由来

であることを認めている。このRasシクゃナル伝達に基づ、く細胞死では、カスパーゼ、は

活性化されていない。残念なことに、オートファジーが直接Ras誘導性細胞死に関与

するかどうか調べられていない。

Xueら(6)は頚部神経根由来の交感神経ニューロンの初代培養細胞を用いて、

NGF除去によるアポトーシスを解析した結果、カスパーゼの活性化、 DNA断片化に

先立ってオートファジー小体の数が30倍増加することを認めている。 3・メチルアデ

ニンによってオートファジーを抑制するとアポトーシスを遅延させ、カスパーゼ、の

活性化、 DNA断片化を抑制し、ミトコンドリアからのシトクローム cの遊離も|塩害

するとしづ。カスパーゼ阻害剤はアポトーシスの形態学的な特徴は抑制するが、細

胞死そのものは抑制しない。著者らはアポトーシスのシグナルはミトコンドリアの

機能不全とオートフ ァジーの活性化の両方を刺激し、活性化されたオート ファジー

はカスパーゼ非依存性の細胞死に導くと結論している。オートファジーがニューロ

ンの細胞死をもたらす機構については全く触れていない。

細胞死とオートファジーの関連についての分子機構を示唆する論文が、 Natureに

最近報告された(7)0Levineらのグループは、すでにBeclin1という Bcl-2と相互作用す

る晴乳類の新しいコイルドコイルタンパク質を指令する遺伝子を単離していた。今

回は、 beclin1がagp6/vps30を破壊したオートファジー欠損酵母へのbeclin1遺伝子導入

によってオートファジーが促進することから、 b民 1in1がヒトagp6のホモログである

ことを示した。さらに、 beclin1の発現レベルが非常に低いヒトMCF7乳癌細胞でも、

beclin1の遺伝子導入によってオートファジーが促進することを明らかにした。しか

も、このMCF7細胞で、のbeclin1の自食作用促進活性は、 MCF7細胞の増殖の阻害や培

養下でのク ロー ン形成性、ヌードマウスでの腫蕩形成の阻害と結びついていた。組

織レベルでみても、ヒトの乳癌の上皮細胞株や組織では、内在性のBeclin1蛋白質の

発現が低レベルになっていることが多いのに対し、正常な乳腺上皮細胞では普遍的
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に高いレベルで発現されていた。このように、 beclin1の発現の抑制がヒトの乳癌や

その他の癌の発生や進行にかかわっていることが示唆される。 Bcト2と相互作用する

遺伝子として単離されたapg6!beclin1が細胞死の抑制を介して癌の発生や進行を抑制

するかどうかは興味深いところである。今後、オー トファジーを介する細胞死の経

路と分子メカニズムは、注目を集めることになろう。

オートファジーの分子機構

オートファジーという膜現象で最も重要なステップであるオートファゴソーム

の形成までの機構にAPG遺伝子群は関与しており、それらの機能解析は酵母の系で

猛烈な勢いで進みつつある。それらの現時点での成果はすでにKlionskyとOhsumiが、

総説としてまとめている(8)。大きく分けると外部情報の認知に続くシグナル伝達に

関わるもの (APG1，APG13など〉、 二つのApg結合システムの構成要素 (APG12，

APG5， APG7，APG10， APG16とAPG8，APG4， APG3)およびまだ機能が明確でないも

の (APG6とAPG14，APG9)に分けられる。それぞれのApg群のつながりは未だよくわ

からないが、モディファイア-APpg12のアクセプターであるApg5は直接オートファ

ゴソームの形成に関与することが示唆されており、そうだとするとオートファゴソー

ム上にApg結合システムの標的分子があることになる。窒素飢餓におくと、 Apg8は

オートファゴソームの外膜に結合し、時間が進むにつれ、遊離してくる像が観察さ

れており、オー トファゴソームの形成にApg8の結合と脱着が必要なことを示唆して

し1る(9)0Apg8がオー トファゴソーム膜上のどんな分子に結合しているかは興味ある

ところである。Apgの中で唯一の内在性膜タンパクである (6-8回膜貫通ドメインを

もっ)Apg9は液胞周辺の小胞に局在する(10)。しかし、オー トファゴソームを含む

細胞内のどの小胞とも異なるコンパートメントに局在しているようであり、 Apg9局

在コンパー トメントはオートフ ァゴソームのdonner小胞の可能性、あるいはオート

ファゴソーム形成の最終段階に関与する付属小胞などが考えられる。いずれにして

も、Apg%吉合、ンステムやApg9を含む多数のApgタンパク群が協調的にオートファゴソー
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ム形成に関与するようである。

一方、高等動物のApgタンパク群の機能解析も、テンポは遅いが進行している。

Apg6 (beckinl)に関しては上述した。我々はApg7(El様酵素)を介したApg12・Apg5

結合がみられることを観察できた。微小管結合LC3はApg8と構造上よく似ており、

酵母のApg8と同じくオートファゴソーム膜に局在するかどうか調べられている。情

報は今のところ少ないが、高等動物でも基本的には、酵母Apgタンパク群と類似の

分子装置をオートファゴソーム形成に使っていると思われる。しかし、高等動物に

特有なApgがある可能性も否定はできない。

オートファゴソーム形成後、リソソーム/液胞と融合するが、融合マシーナリー

に関しても酵母の系では、系統的とはし 1えないが解析が加えられている。液胞の

t・SNAREであるVam3、クラスCのVPSなどの変異でオートファジー小体が蓄積する

ことが知られている。高等動物では、まだ全く手が着けられていない。

ホスファイノシトールキナーゼのホモロクマTorがオートファジーの調節に関与

しており、 Torを阻害するラパマイシンによってオー トファジーは誘導される。高等

動物でも、ラパマイシンによってオートファジーは誘導される(11)(全くインスリ

ンのない状態では、誘導効果がないらしし勺門脇、新潟大学)0 Torの下・流で;Apgタ

ンパク群は働くと想定されているが、外部情報の認知からTorまでのシグナル伝達系

は高等動物と酵母では大きく異なると思われる。臓器や組織・細胞における生理機

能の多様性に応じたオートファジーの制御機構があるに違いない。神経細胞は大き

な細胞表面をもち、膜の処理にオートファジー /リソソーム系はフル活動している

と思われるが、この細胞におけるオートファジーの制御機構の究明は老化や神経変

性疾患の病態解明につながる。勿論、個体レベルでの発生・分化のおける役割の解

析も重要である。

(追加) 酵母でのオートファジー研究では、液胞酵素・アミノペプチダーゼ

I(API)のプロセシングが常に同時に検討される。 APIは、 生合成後、細胞質にプロ型
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として存在し、栄養の良い状態ではcvr小胞に包まれた後、液胞に運ばれ、液胞内

で‘プロペプチドが切断されて活性化する。窒素飢餓状態では、オートファジー経路

で液胞に運ばれ、活性化する 。二つの経路すなわち、 Cvt(cytoplasm-to・vacuolar

targeting)経路とオートファジー経路に関わる遺伝子群には共通したものが多く 、二

つの研究の流れが合流して研究が進められてきた。しかし、高等動物には、 今まで

調べた限り、 APIと同じような経路でリソソームへ輸送されるリソソーム酵素はな

いので、今回は説明を省いた、勿論、 今後この経路が発見される可能性は否定でき

ない。
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木南英紀(順天堂大学医学部・生化学第一講座)

2.ユビキチンとプロテアソーム:最新の研究動向

( 1 )はじめに

細胞内の全ての蛋白質は不均一に代謝回転しており、この過程に代謝エネルギー

が必要であることは約半世紀前から知られていたが、その分子メカニズムは長い間

不明であった。ユビキチンとプロテアソームは、このエネルギー依存性の蛋白質分

解反応を触媒する酵素系として発見された(図 1)。その後の飛躍的な研究の進展

から、ユビキチンとプロテアソームは生物学的に多様な働きをもっていることが相

次いで判明し、現在その選択的な蛋白質分解系の生理的重要性に関する報告は増加

の一途を辿っている。このユビキチン/プロテアソーム依存性の蛋白質分解システム

は、 多数の標的分子に自在に対処できるように非常に大きな多機性を獲得している

ことが大きな特徴となっている。現在、ユビキチンとプロテアソームに関する報告

は、指数関数的に上昇しているが、その最大の理由は、この蛋白質分解系が一方向

の生体反応を厳格に実行することができる有用性をもっているからであろう。実際、

ユビキチン/プロテアソーム系が様々な生命現象の局面で大規模に利用 されているこ

とを示唆する例は、未曾有の勢いで集積しつつある。
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( 2 )ユビキチンシステム

ユビキチンは当初ヒストンに共有結合している普遍的な修飾分子と報告された

が、その後間もなく ATP依存性蛋白質分解系の因子として再発見された。現在、ユ

ビキチンはポリ化して蛋白質分解の目印として作用することが判明しているが、膜

蛋白質の場合には単独分子の結合でエンドサイトーシスの指標となることも判明し

ている。しかし、モノユビキチン化の意味は依然として不明なことが多い。

ユビキチンとN-末端則

ユビキチンは76個のアミノ酸から構成された8.6kDaの小さなタンパク質である。

ユビキチンは、活性化酵素 (El)にチオエステル結合した後、結合酵素 (E2)を経

由してリガーゼ (E3)の作用で標的蛋白質にイソペプチド結合し、さらにこの共有

結合反応を繰り返して、複数のユビキチン分子が枝状に重鎖結合する(図 1)。生

じたポリ・ユビキチン鎖は“分解シグナル"となってプロテアソームにより捕捉され

た後、標的蛋白質は速やかに分解される。このユビキチン修飾反応の開始反応を触

媒する酵素Elの作用にATPの加水分解が必要であることから、代謝エネルギーは標

的識別のために消費されると考えられる。

Hershkoらはユビキチン化反応のメカニズムを生化学手法で明らかにしたが、同

時期Varshavskyらは酵母の遺伝学的手法によりユビキチンシステムがinvivoで作動し

ていることを証明した。その研究の過程で、彼らは蛋白質のN-末端のアミノ酸がユ

ビキチン化の速度即ち蛋白質の不安定性の決定に寄与していることを偶然に見出し、

このルールを iN-末端則」と命名した。N-末端則を中心としたユビキチン研究は、

蛋白質の寿命の不均一性を説明することが可能な魅力ある仮説として一世を風鹿島し

たD しかし、当初の期待に反して iN-末端則」は大きく発展せず、蛋白質分解系の

一翼を占めるに過ぎなくなってしまった。

ユビキチンリガーゼ研究の動向
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華々しく登場した iN-末端則」の意外な没落の原因は、この経路を触媒する日

であるUbrl(E3α〉の遺伝子破壊が酵母の表現型に大きな影響を与えなかったこと

による。その後、ユビキチンシステムによって分解される標的蛋白質が洪水のよう

に出現したにもかかわらず、それらの大部分が iN-末端則」に従わないことが判明

した。そこで改めて、ユビキチンリガーゼの研究が蛋白質分解を理解するキーワー

ドとして浮上し、その研究推進に拍車がかかってきた。その突破口になったのは、

代謝的に不安定であることが生理的に意味のある個別の蛋白質の分解メカニズムの

研究であった。その結果、 ユビキチンリガーゼに新しい概念が誕生した。

【Hect型ユビキチンリガーゼ】

最も重要な癌抑制遺伝子であるp53は、DNAの損傷をモニターする転写因子であ

るとともに、アポトーシスや細胞周期を制御するキ一分子としても作用することが

知られている。興味深いことに、 p53は細胞内で非常に不安定であり、ユビキチンシ

ステムがその分解を担っていることが判明した。そして、 p53のユビキチンリガーゼ

はパピローマウイルスの発癌研究の過程で偶然に発見された。子宮頚癌の多くは

high risk型のパピローマウイルスHPV16/18の感染に起因しており、発癌の一因はウ

イルスの遺伝子にコードされたE6がp53に結合してp53のユビキチン依存的な分解を

促進する作用にあることが判明した。そして、 p53のユビキチン化に関与する酵素と

して同定されたE6-AP(E6・associatedprotein)は、 E2からユビキチンを受け取って標

的蛋白質に結合させる反応を触媒するE3であった。E6・APはユビキチンとチオエス

テル結合する活性システイン残基をc-末端領域に有する新規なユビキチンリガーゼ

であり、ユビキチンがEl-E2-E3のカスケード反応で転移されることが判明した最初

の例であった。しかも、このユビキチン結合部位を含む約350アミノ酸の領域は、種

を超えて多数の蛋白質に高く保存されていることが判明した。その触媒部位は Hect

ドメイン (homologousto E6-APαrboxyl terminus)と命名され、このHectドメインを

もつ多数の蛋白質がユビキチンリガーゼとして機能する仮説が提唱された。実際、

E6・APの他にNedd4，Rsp5， Toml， Ufd4， Publなど多数の分子群がHect型ユ ビキチンリ

-27-



ガーゼとして作用することが判明している。ごく動丘発見されたSmuf1も、 TGF-sファ

ミリ ー蛋白質であるBMPの細胞内シグPナノレ因子Smad1のユビキチン化を触媒する

Hect型E3であった。今後、 Hect型E3の発見は増加の一途を辿ることが予想されてい

る。筆者らは、このE1・E2・E3のカスケード反応に関与するE3を2型ユビキチンリガー

ゼと定義することを提案している(図 l参照)

【Ring-Box型ユビキチンリガーゼ】

さて、もう一つの型の新しいユビキチンリガーゼは、細胞周期の研究、ことに

細胞周期進行のエンジンとして働く MPF(M期促進因子)とSPF(S期促進因子)の

研究から発見された。これらのエンジン分子はサイクリンを/{ートナーとする蛋白

質キナーゼCDK(サイクリン依存性キナーゼ〉であり、細胞周期の進行に伴って活

性化・不活性化を繰り返しているが、この不活性化のステップでサイクリンが周期

的に分解することがCDKの活性制御に必須であることが判明した。そして、サイク

リンはユビキチンープロテアソーム経路で迅速かっ時期特異的に分解されることが見

出されたのである。とくにB型サイクリンのユビキチン化を触媒するE3として発見

されたのが、 APC/C (anaphおかpromotingcomplex 有糸分裂の後期促進因子

/cyclosome)である。このAPC/Cは、 B型サイクリンの分解のほか、 Cut2IPds1(アナ

フェーズインヒビター)やAse1(紡錘体結合蛋白質)等のM期の進行を司る多数の

因子群の選択的なユビキチン化を触媒する。これらの分子には「サイクリンボック

ス」と名付けられたユビキチン化修飾に必須なドメインが存在するが、 APC/Cによ

る直接の認識部位であるか否かは不明である。いずれにしてもAPC/Cは細胞周期の

恥焼日のチェックポイント制御において中心的な働きをしていることが判明している。

APC/qま十数個のサブユニットから構成された大きな複合体で、時期特異的なユビ

キチン化に関わるアダプタ一因子 (Cdc20/F包zy，Hct1/Cぬ1)の可逆的な会合や複数

のリン酸化修飾によってその活性が調節されている。しかし、 APC/CのE3としての

作用機構は当初全く不明であった。

一方、 APC/Cが発見されて間もなく、 G1/S期の進行に作用するユビキチンリガー

-28-



ゼはSCF(Skp1/Cdc53 or Cullin-ljF-box protein)と呼ばれる複合体であることが判明

した。 SCFはCOKインヒビターであるp40SiC1のユビキチン化に関与するE3として見出

されたが、その後、 p27阻 1、サイクリン01、E2FなどG1β期の進行に直接 ・間接的

に関与する様々な因子群や転写因子NF-KBの負の調節因子IKBあるいはWint/Wingless

シグナル系のや1I介因子である βーカテニンなどの代謝的安定性の決定に関与している

ことが明らかになった。 SCFは当初、上記の異型三量体と考えられていたが、その

後、 SCFに会合する第4の因子としてRING-box蛋白質 (Rocl!Rbx1/Hrt1)が発見さ

れた。 SCFリガーゼで興味深いことは、基質蛋白質と相互作用するために標的識別

に関与していると考えられているF-box proteinは数百の分子多様性を擁しており、ま

たCullinやSkpにも複数の分子種が同定されていることである。これらの事実から、

細胞内には、理論的に数百~数干のSCFが存在すると考えられている。さらに最近、

SCFと相互作用してその活性を調節する新しい分子群の存在も示唆されている。こ

のように、SCFは巨大な複合体であるAPCとは異なってサブユニットの置換と言う

新しい仕組みで標的識別の多様性を確保しているのである。

興味深いことは、 APCICのサブユニットの中にCullin-1やRoc1と相向性を示す分

子APCllやAPC2が存在することであった。Cullin-1はE2と会合することから、 E3に

ユビキチンをリ クルートする役割を担っていると推定されている。そして、 Roc1の

分子内に存在するRING-boxと名付けられたモジュール構造がE3としての触媒部位を

構成することが示唆された。そこで、これらはRING-box型ユビキチンリガーゼと類

別することが提案されている。筆者らは、このRING-box型E3を 1型リガーゼとして

頒別している(図 1)。最近の研究から、N-末端則のE3であるUbr1やp53のもう一

つのE3である癌逃伝子産物Mdm2もこのグループに入ることも示唆されている。ま

た、 EGFやPOGFのリセプターのユビキチン化を触媒するc・Cbl、仕釧仕ackやOCCのユ

ビキチン化を触媒するSi油-1もRING-box型E3で-ある。さらにごく最近、乳癌などで

高頻度で遺伝子変異が見出されている癌抑制遺伝子BRC1(breast cancer gene 1)や若

年性ノfーキンソン症状群の責任遺伝子Parkinもユビキチンリガーゼ活性(筆者らの
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ラボで解明〉を持つことが発見され、世界的に注目の的になっている。このように、

ユビキチンリガーゼは、その作用機構からHect型E3とRING-box型E3の2種のグルー

プに大別できることが一般化されつつある。これらのE3群には、特定のE2との組み

合わせで機能する場合と複数のE2を利用する場合がある。しかし、 E2とE3が提携す

る分子機構は、依然として謎である。

3 )プロテアソームシステム

1970年頃、細胞質にリソソーム阻害剤に非感受性のプロテアーゼ系が存在する

ことが判明し、その研究の過程でプロテアソームは発見された。従って、初期のプ

ロテアソーム研究は酵素学が中心であり、 1980年後期にユビキチン系との連携が判

明してから、その生物学的重要性が広く認識されるようになり、今日の興隆を迎え

ている。

2OSプロテアソーム

約20年頃前、細胞質に非常に大きな中性プロテアーゼが存在することに多く

の研究者が気付いていた。その酵素は基質特異性が広いことから、多機能性プロテ

アーゼ複合体と呼ばれていた。筆者らはこの酵素を安定に精製する方法を確立して

その物理学的性質を詳細に調べた結果、沈降係数が20Sで円筒型の分子形状を有す

ることが判明したことから、 1988年にプロテアソームと命名した。 20Sプロテアソー

ムは多成分複合体であり、筆者らは20・30kDaから構成されたほとんど全てのサブユ

ニット群を分離しそれらの一次構造をcDNAクリーニングによって決定した。他方、

HuberらはX線結晶構造解析に成功して、 20Sプロテアソームの分子的実体を明らか

にした。その結果、本酵素はαリングと βリング(各々 7種のサブユニットから構

成)が αββαの順で会合した分子量約 75万の多成分複合体であることが判明し

た。そしてプロテアソームは触媒活性部位にスレオニン残基を有する新型のプロテ

アーゼであることが判明し、スレオニンプロテアーゼとして作用する 3種の触媒サ
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ブユニット (X，Y， Z)はβリングの内表面に存在していることが明らかにされた。

26Sプロテアソーム

20Sプロテアソームは細胞内で不活性型として存在し、調節因子と会合して活性

型酵素に転換されることから、当初発見された酵素は触媒ユニットとして作用して

いることが判明した。高次構造の解析から、 20Sプロテアソームの外側のαリング

がほぼ完全に閉じているために基質の往来に障害をきたし、結果として不活性型に

なっていることが明らかとなった。

その後、 PA700あるいは19S複合体と名付けられた活性化因子が発見された。

PA700は20Sプロテアソームの両端にATP依存的に会合して、分子量2000----2500 kDa 

の巨大な分子集合体を形成することが判明した。この20SプロテアソームとPA700か

ら構成された複合体、すなわち26Sプロテアソームが真核生物のATP依存性プロテアー

ゼである。 PA700は25-110kDaの異型サブユニット群から構成されており、ごく最近、

そのPA700がlid(蓋部)とbase(基底部〉の複合体であることが判明した。 lidはユビ

キチン化蛋白質を捕捉するため必要であることから、標的選別に関与すると考えら

れている。他方、 b部 Cは6種のATPアーゼを含む複合体であり、基質蛋白質のアン

フォールディングに寄与していると推定されている。

26Sプロテアソームは触媒部位が20Sプロテアソームの内表面にあるために、基

質を分解するためには分子内に取り込むことが必要である。逆に言うと、触媒部位

と基質の自在な接触を妨げることによって、無秩序な細胞タンパク質の破壊から免

れていることになる。 Baumeisterらは、このように触媒部位を基質との接触から隔離

するために複合体の内部に閉じこめているプロテアーゼをself-compartmentarizing 

proteaseと呼ぶことを提唱している。

オルニチン脱炭酸酵素 (ODC)の分解機構

26Sプロテアソームはユビキチン化された蛋白質を選択的に分解する酵素として
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発見されたが、ユビキチンを付加された蛋白質のみを標的とする訳ではない。実際、

オルニチン脱炭酸酵素 (ODC)は26SプロテアソームでATP依存的に分解されるが、

この分解反応にユビキチンシステムは関与しない。現在、 ODCはユビキチン化修飾

を経由しないで生理的に分解される唯一の蛋白質であることから、きわめて特殊な

例であると考えられている。 ODCはオルニチンからポリアミンを生合成する代謝経

路の律速反応を触媒する酵素で、様々な外環境に敏速に応答して激しく変動するこ

とが知られている。 ODCは代謝的にきわめて不安定であり、その半減期は10・60分で

ある。このように、 ODCは最も短い寿命の酵素である。これは、 ODCが関与する代

謝経路の最終産物であるポリアミンが細胞増殖に必須であると共に、その過度な蓄

積が細胞に毒性を与えるためにその回避戦略としてODCレベルでの制御が要求され

るためである。すなわち、生物は細胞内のポリアミンレベルを厳格に維持しかっ迅

速に変動させるために、 ODCをターゲットとした巧妙なフィ ード、パック制御機構を

進化的に獲得したのである(図 2)。

このODC調節のキ一分子はアンチザイム (AZ)と呼ばれるODCの阻害蛋白質で

ある。 AZのmRNAは調べた限り全ての組織細胞でかなり豊富に存在するにもかかわ

らず、その蛋白質は非常に少ない。それは、通常AZのmRNAは翻訳開始後、間もな

く停止コドンで終結し機能的なAあ子子が生合成されないためである。興味深いこと

に、ポ リアミンが増えるとリボソームでの翻訳機構にフレームシフ トが誘発され、

通常は翻訳されないフレームから活性型の完全鎖AZが合成されるようになる。すな

わち、 ODCが誘導されると蓄積したポリアミン依存的なフレームシフト機構が作動

し、 AZが遺伝子の転写を介することなく急速に合成されるのである。その結果、

ODC活性は瞬時に抑制され、ポリアミン合成は低下するのである。

さて興味深~\ことは、 AZの作用機序である。 AZはODCの阻害蛋白質と して発見

されたが、実は活性型であるこ量体のODCとは相互作用せず、 単童体のODC分子に

強固に結合することが判明した。したがって、結果的に二量体から単量体に平衡を

移動させることになってODC活性は阻害されることになる。さらに面白いことに、
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細胞内にはAZインヒビターという蛋白質が存在し、この分子はAZ-ODC複合体から

AZを強制的に取り除きODCを再度活性型に変換させる作用をもっている。 AZインヒ

ビターはODCと構造的に類似しているがODC活性は示さず、 AZに対してODCよりも

遥かに高い親和性を有しているためAZ-ODC複合体からAZを横取りするのである。

その結果、解離したODCは二量体を形成して元の活性を示すことができるのである。

このように、ポリアミン依存的なAZのフ レームシフト制御に加えてAZインヒビター

が存在することは、細胞がいかに厳格にODCを制御することに腐心しているかが読

みとれるようである。このような巧妙なフィードバック代謝調節機構が高等動物で

存在することは、きわめて稀であるように思われる。

しかし、最も興味深いのは、 AZの作用機構である。 AZは実は、 ODCの活性を阻

害するのみならず、その分解を促進する作用を有することが判明したのである。そ

して筆者らは、その分解に代謝エネルギーが必要であることを明らかにすると共に、

最終的に26SプロテアソームがAZ依存的にODC分解を触媒することを証明した。勿

論、この分解はATP依存的に進行するが、ユビキチンを要求しないことが最大の特

徴である。興味深いことに、少数のAZが多数のODCを分解できること、またAZは

ODCと一緒には分解されず繰り返し再利用されることなどの性質は、 AZの作用が一

見ユビキチンの作用に類似しているように見える。しかし、AZはユビキチンとの構

造的な相向性はなく、またユビキチンと異なり蛋白質の共有的な修飾分子ではない。

決定的な違いは、ユビキチンがそれ自体が分解シグナルとなるのに反して、 AZは

26Sプロテアソームによる識別の直接のターゲットにはならないことである。した

がって、両者は同じように標的分子に不安定性を付与することができるが、その作

用機構は全く異なっているのである。では、 AZがどのようにしてODCの不安定性を

誘発するのかは大変に興味深い。この間いを解く鍵は、 ODCの分子構造の中に隠さ

れていたので、ある。

不思議なことに、下等生物ではポリアミンが過剰に存在しても毒性を誘発しな

いので、 高等生物に見られるようなポリアミンによる負のフィードバック機構は存
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在しない。そのような生物のODCを高等生物の細胞内に発現させても安定であり、

ポリアミンによる、すなわちAZによる負の調節を受けない。その違いをキメラODC

を作成して解析すると、 ODCのC-末端側に秘密があり、 C-末端側が高等生物由来の

ODCである場合のみ迅速な分解が観察された。 C-末端の欠失やこの領域にアミノ酸

変異をもっ高等動物のODCは、 AZと結合できるにも関わらず、細胞内で安定性を獲

得したのである。そして、 最終的に26Sプロテアソームにターゲ ットされないこと

が判明した。したがって、 ODCにAZが結合すると分子内に内包されていたC-末端の

分解シグナルが露出して26Sプロテアソームによって補足されると推定された(図

2)。

最近、本特定研究班班員の村上らは、筆者らと共同して26Sプロテアソームが

ODCを分解する分子機構を明らかにした。 26SプロテアソームはAZによって露出し

たODCのC-末端の分解シグナルを識別して補足することが示唆された。このとき、

20Sプロテアソームが結合していない遊離のPA700はその識別能力を持たないと思わ

れる。そして、この補足と同時にODC分子の取り込みが始まり、このプロセスに連

動してエネルギー依存的な不活性化、すなわちODC分子のアンフォールデ、ィングが

誘導される。その後、触媒活性部位のある20Sプロテアソームの内腔へ運搬され、

最終的に分解される。この分子内輸送にも、 ATPの加水分解が必要と推定されてい

る。したがって、代謝エネルギーは標的分子の変性と分子内輸送のために消費され

ると考えられる。このODCの分解機構の中で大きな問題は、 26Sプロテアソームが

どのようにしてAZ依存的に露出したODCの分解シグナルを識別するかが未解明なこ

とである。ユビキチンの場合には、 PA700を構成するサブユニットにポリユビキチ

ン鎖を結合する分子が同定されているが、 ODCの場合にはその分子機構が未だ解き

明かされていないのである。この解明は26Sプロテアソームの分子識別を考察する

ためにも重要である。

4)プロテアソームの分子多様性
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プロテアソームは、細胞周期等の基本的な生命活動に関係しているために、酵

母からヒトに至る全ての真核生物に普遍的に存在し、本複合体を構成する遺伝子群

は、触媒ユニット (20Sプロテアソーム〉および調節ユニット (PA700)とも進化的

に高く保存されている。そして、これの構成因子のほとんどが必須遺伝子から構築

されている。しかしながら、研究が進んでくると、この概念に変容を迫る事実が、

高等生物で相次いで発見されている。その代表例は、免疫プロテアソームである D

1991年にプロテアソームが、長い間不明であった内在性抗原のプロセッシング酵素

であるという画期的な発見があり、プロテアソームは分子のレベルでの自己と非自

己の識別としづ免疫の根源に関わる分子であることが判明した。筆者らは、ガンマ

型インターフェロン (IFN-γ)で誘導されるサブユニット (LMP7，LMP2，阻CL1)

が、互いに高い相向性を有する 3個の構成型サブユニット (X，Y， Z)と置換するこ

とを発見し、このIFN-γ誘導型サブユニットを含むプロテアソームは悶ICクラスI

ペプチドを造成しやすいように機能変換していることを示した。これらの知見に基

づいて、筆者らはこのIFN-γ誘導型プロテアソームを“免疫プロテアソーム"と命

名した。最近の研究から、免疫プロテアソームの造成は、 IFNγで誘導されるサブ

ユニッ ト群の選択的な分子集合によることが判明し、さらにL悶 7はLMP2や悶CL1

の取り込みに必須であることが判明し、この仕組みによって均質な免疫プロテアソー

ムの造成が可能となっている。適応(獲得)免疫は、高等生物が獲得した生体防御

機構であるので、免疫プロテアソームを構成する逃伝子群は、有顎脊稚動物以降に

出現し、酵母などの下等生物には存在しない。

さらに、 20Sプロテアソームに会合する新しい調節因子として、 PA28(REG)が

発見された。このPA28と名付けられたもう一つの活性化因子は、 PA28α とPA28s 

の二種のサブユニットが交互に会合した 6-7量体として細胞質に存在し、 20Sプ

ロテアソームの両端に会合してフットボール型プロテアソームを形成する。 PA28は、

ユビキチン化蛋白質の分解には直接かかわらず、プロテアソームのぺプチダーゼ活

性を顕著に促進することが判明した。したがって、フットボール型プロテアソーム

-35-



は蛋白質分解の初反応を触媒するエンドプロテアーゼとしては作用できず、 26Sプ

ロテアソームと連携してその産物の中間代謝に関与すると推定されている。興味深

いことは、 PA28もまた高等生物に特異的であり、酵母には存在しない分子であるこ

とである。筆者らはPA28(α とβの二種のサブユニット)のcDNAクローニングに

成功するとともにその発現がIFNγ によって強く誘導されることを見出し、この活

性化因子が免疫応答に関与している可能性を示唆した。しかし、 PA28は20Sプロテ

アソームに結合しても、ユビキチン化の有無に関わらず蛋白質を分解することがで

きないので、この活性化因子の役割は謎であった。ところがごく最近、我々は20S

プロテアソームの両端にPA700とPA28の両調節ユニットを併せ持ったプロテアソー

ム複合体が、細胞内に存在することを突き止め、このPA700・20S-PA28複合体を“ハ

イブリッド型プロテアソーム"と名付けた。ハイブリッド型プロテアソームは26S

プロテアソームと同様にATP依存性プロテアーゼとして作用すること、さらに驚い

たことに、 IFNγ の処理でこのハイブリッド型プロテアソームが大幅に増加するこ

とも併せて見出した。したがって、 IFNγ は、免疫プロテアソームのみならずハイ

ブリッド型プロテアソームも大量に造成して、内在性抗原のプロセシング反応を加

速的に触媒すると推定される。

このように、プロテアソームは進化に符丁して新たな関連遺伝子群を造成し、

機能の多様性を獲得してきたと考えられる。実際、 “免疫プロテアソーム"や“ハ

イブリッド、型プロテアソーム"の造成は、適応免疫と言う多細胞生物が獲得した新

しい生存戦略の構築に必須であったと推定される。他方、免疫とは別の機構におい

てもプロテアソームの分子多様性の存在することが判明している。それは、筆者ら

がごく最近に見出したポリユビキチンレセプター (pUb-R)である。pUb-Rは、 26S

プロテアソームがポリユビキチン化された蛋白質を捕捉するためのサブユニットで、

PA700を構成する一成分であり、 Rpnl0と命名されている。ゲノム解析が完了してい

る酵母では、 pUb-R/Rpnl0は一分子しか存在しない。ところは、 川原らはマウスや

ヒトなどの晴乳動物では、すくなくとも 5種類のpUb-Rをコー|ぐするcDNAの単離に
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成功し、その遺伝子構造の解析から、これらが単一逃伝子からaltemativesplicingによっ

て生じることが判明した。興味深いことに、これらのアイソフォーム分子群は、発

生特異的であったり、脳に特異的であることが判明した。これらの結果は、 高等生

物には、普遍的プロテアソームに加えて、分子種の異なるpUb-Rをもった組織特異

的プロテアソームが存在することを示唆している。

さらに、ごく最近、プロテアソームの骨格構造を形成するサブユニット群に加

えて、プロテアソームに可逆的に会合する分子が多数発見されつつある。 これらに

は、プロテアソームの分子集合に関与する因子、蛋白質分解作用に関係する因子、

様的識別に関与する分子などが存在する。今後は、このようなプロテアソームの構

造・機能を調節する分子群の研究が、プロテアソームの生理的意義の解明に向けて、

より重要に貢献することが予想される。

5 )生理作用と病態

ユビキチンとプロテアソームが様々な生物作用を示すことは今日ではもはや自

明のことになりつつあるが、その解明に大きく貢献したのは、酵母の欠失変異体あ

るいは温度感受性変異株を用いた遺伝学的な機能解析である。しかし、 これらの手

段は高等生物には簡単に適用できない。最近になってプロテアソームの阻害剤が開

発 ・発見されてから、 この酵素の役割の解明が飛躍的に進展した。最初は、種々の

アルデヒド型ペプチド誘導体がプロテアソーム阻害剤として開発された。とくに

Z-Leu・1ρu・Leu-CHO(別名MG-132)は、プロテアソームの強力な阻害剤として頻用さ

れたが、問題はこの阻害剤はカルパインやカテプシンなどシステインプロテアーゼ

群をも強く阻害することから、その効果の解釈に慎重な考察が必要であった。とこ

ろが、微生物の産生する二次代謝産物がであるlactacystin(活性型はcJasω-lactacyst加

。-lactone)やeponemycinがプロテアソームの活性中心であるスレオニン残基に結合す

る特異的な阻害剤であることが判明して以来、細胞におけるプロテアソームの関与

の証明がきわめて簡便になったので-ある。
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最近、細胞周期の制御因子、物質代謝の律速酵素、シグナル伝達因子、転写因

子、癌及び癌抑制遺伝子産物、ポ リペプチドレセプタ一等を含め、プロテアソーム

によって異化代謝される分子群は増加の一途を辿っており、枚挙の暇がない状況が

続いている。また、プロテアソームは、変異・障害蛋白質あるいは正常なフォール

ディング・分子集合に障害をきたしたような異常蛋白質の積極的な除去にも関与し

ている。すなわち、プロテアソームは小胞体や細胞質における蛋白質の品質管理機

構、およびこれに関連したストレス応答にも密接に関係しているのである。このよ

うにプロテアソームは細胞内の短寿命機能蛋白質や変異やストレスによって生じた

異常蛋白質の積極的な分解を司る多機能性の蛋白質分解システムであり、細胞の恒

常性を維持監視する中心的分子であることが判明している。

最近、 ユビキチン/プロテアソームに直接 ・間接に関わる疾患に関する知見が集

積しつつある。とくに、ユビキチンが異常蓄積する神経変性疾患が数多く報告され

ている。代表的な例は、老人性痴呆の主原因となっているアルツハイマー病の神経

細胞内にユビキチン化したリン酸化型タウ蛋白質が異常に蓄積している発見である。

また、トリプレットリピート病であるハンチントン舞踏病の原因遺伝子huntingtinは

ユビキチン化された状態で脳内に異常蓄積している他、脊髄小脳失調症 1型の脳の

核内凝集体にもユビキチンが蓄積している。さらに形態学的な所見からは、パーキ

ンソン病、レビー小体病、筋萎縮性側索硬化症、クロイツフュルト-ヤコブ病等の神

経変性疾患の脳にユビキチンあるいはユビキチン化された蛋白質が多量に蓄積して

し、ることが観察されている。

一方、ユビキチンリガーゼの異常が疾患に結び着いている例が急激に増えてい

る。前述したBRCAlやParkinはその代表例になると思われる。その他、 E6・APユビキ

チンリガーゼをコードする UBE3Aは畑gelman症候群(重度の精神発達遅滞を主症状

とする神経疾患)の原因遺伝子である。遺伝性の高血圧症であるLiddle症候群はアミ

ロイド感受性上皮ナトリウムチャネルが変異のためにNEDD4ユピキチンリガーゼに

よって分解されずチャネル活性が持続的に上昇することが原因であり、護胞性線維

-38-



症の場合には原因遺伝子であるCFfR(クロライドチャネルをコード〉が変異により

プロテアソーム系によって速やかに分解されることが原因となっている。

von-Hippel・Linda病の原因遺伝子pVHLは、ごく最近、ユビキチンリガーゼ複合体の

サブユニットを構成していることが判明した。様々な免疫異常を誘発するマウスの

Itch遺伝子は、 NEDD4に類似したHECTドメインをもっユビキチンリガーゼをコード

している。

このように、ユビキチンリガーゼ以外にもユビキチン修飾系に関連する酵素群に関

連した疾患も確実に増加する傾向にある。このように、ユビキチン・プロテアソー

ムの機能異常に関連した疾患を仮に「ユビキチン病」と定義すると、今後、ユビキ

チン病は大幅に増大してくることが予想される。

6)おわりに

本稿ではユビキチンシステムとプロテアソームの蛋白質分解作用を概説した。

この二種のシステムの発見により、約半世紀前に記載された代謝エネルギーを利用

する蛋白質分解機構の謎が解けた。その結果、この蛋白質分解装置は数百の遺伝子

群を駆使し、蛋白質の生合成装置をも凌ぐ複雑性をもっていることが解ってきた。

すなわち、ユビキチンシステムは蛋白質のリン酸化に匹敵する翻訳後修飾系である

こと、またプロテアソームは生化学史上最も複雑で精巧な分子集合体であることが

判明したのである。そして、この蛋白質分解系が生物学的に実に多様で重要な意義

をもっていることが明瞭になってきた。現在、ユビキチンとプロテアソームは生命

を理解するために不可欠なキーワードとして、その重要度は日毎に増幅しつつある

と言ってよいであろう。しかし、このユビキチン/プロテアソームシステムの全容が

解明されたわけではない。昨今の急速な研究進展にもかかわらず、この蛋白質分解

系は依然として未解決な問題が山積している。それらの解明は、細胞内蛋白質分解

機構にまた新しい概念を誕生させることになるかも知れない。
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図 1:ユビキチンとプロテアソームによって触媒される

エネルギー依存性の蛋白質分解機構モデル

5:標的タンパク質、 Ub:ユビキチ ン、El: Ub活性化酵素， E2:Ub結合酵素，E3: 

Ubリガーゼ。 Elは、単一酵素であるが、 E2(Ubcl "-' Ubc13)とE3には分子多様性が

あり、 E3は 1型と 2型に類別できる。 1型E3は、 RING-boxをもっ酵素で、この ドメ

インはE2のリクルート に関与すると推定されてし唱。 1型E3は、多くの場合、基質

と直接に会合する。また 1型E3は、単量体の場合と複合体の場合がある。 2型E3は、

UbとUb-E2からUbを受け取り(チオエステル結合)、標的分子にUb分子を連結させ

る酵素であり、このUbと結合する領域は、 HECTドメインと呼ばれ、多くの2型E3

に保存されている。すなわち、 2型E3は大きな遺伝子ファミリ ーを形成している。

真核生物のATP依存性プロテアーゼである265プロテアソームは、触媒機能を司る

205プロテアソームの両端にU字型の調節ユニ ット (PA700)が会合した大きなダン

ベル型粒子である(詳細は本文参照)。
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図2:オルニチン脱炭酸酵素の分解調節機構モデル

オルニチン脱炭酸酵素 (ODC)は活性型の二量体と不活性型の単量体との平衡関係

にある。ポリアミン依存的なフレームシフトによ り合成されたアンチザイム (AZ)

は単量体に結合し、 AZ-ODC複合体を形成する。 AZに高い親和性をもっAZインヒビ

ターはAZ-ODC複合体を解離させ、ODCを活性型に再転換させることができる。

ODCはAZと結合すると、 C-末端にマスクされていた“分解シグナル"が露出し、

26Sプロテアソームによって識別される。 ODCはPA700に取り込まれると、 ATP依存

的に不可逆的にアンフォールデイングされるが、このときAZは解離して再利用され

る。 PA700で変性されたODCはATP依存的に20Sプロテアソームの中に分子内輸送さ

れた後、ペプチドに分解される。
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3. ATP依存性プロテアーゼとシャペロン:unfoldase vs chaperone 

ATP依存性プロテアーゼ‘の制御A争fPaseサフ、、ユニット(ドメイン〉は、基質タン

パク質を認識し、 unfoldし、プロテアーゼサブユニット(ドメイン〉にトランスファー

する。したがって、その作用からunfoldaseとも呼ばれる。 一方、分子シャペロンは、

タンパク質の変性を抑制したり、変性タンパク質のrefoldingを行う。ところが、 ATP

依存性プロテアーゼ、の制御ATPぉeがシャペロンとしても機能するという例がし、くつ

か報告されている (1， 2， 3) し、また、シャペロニンGroELの反応には部分的

な基質タンパク質の変性を伴うとしづ報告 (4)もされ、 ATP依存性プロテアーゼ

の制御ATPaseとシャペロン、 言い換えればunfoldaseとchaperoneの区別が難しくなっ

てきている。これらの問題点を整理し、筆者の仮説を述べさせていただく。

まず、 ATP依存性プロテアーゼ (26Sプロテアソーム、 ClpAPIXP、HslVU、Lon、

FtsHなど〉のunfoldasei活性から見ていくことにする。これらのプロテアーゼが基質

に作用するとき、制御ATPaseからプロテアーゼに基質が移行することは間違いなし

実験的にも確かめられている。したがって、その樽型の構造からすれば、基質タン

パク質がunfoldされることが必要で、この考えは一般に受入れられてきたが、直接

それを証明する実験はこれまでなかった。最近、 Horwichのク守ループは、 ClpAにつ

いてSsrAタグのついたGFP (緑色蛍光タンパク質〉をモデル基質にして、基質タン

パク質のunfoldingを証明した(図 1:文献5)。

GFPは、タンパク質のfolding状態を蛍光によってモニターできるので、この目的

に適している。細胞内でストップコドンを持たない不完全なmRNAが翻訳されたと

きにC末端にSsrAと呼ばれる疎水性のタグがつけられた未完成のタンパク質が作ら

れるが、 ClpAPプロテアーゼはSsrAタグタンパク質を分解除去するプロテアーゼと

して機能する。そこで、 GFPに人工的にSsrAタグをつけたタンパク質を構築し、こ

れを基質として実験に用いた。その結果、この基質タンパク質はClpAPプロテアー

ゼによって確かに分解されることが分かった。次に、基質蛋白にClpAだけを作用さ
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せると、わずかな蛍光の低下が観察された。彼らは、この結果を、 ClpAはATP依存

的にSsrA-GFPを変性させるが、 GFPは自己refoldingが効率良く起こるので極端な蛍

光の低下に至らないと考え、変性した基質がrefoldingしない細工を考えた。シャペ

ロニンGroELは、変性タンパク質を取り込んで、そのrefoldingをアシストするシャペ

ロンとしてよく知られているが、そのGroELの変異で、回pとH乎ばれる変異がある。

trap GroELは、基質との結合はできるが、 releaseに欠陥があるため、基質をいつまで

もtrapしてお く(結果としてrefoldingは起こらなしつ 性質を持つ。ClpAによって

SsrA-GFPがunfoldされるのであれば、それは仕apGroEL~こ文字通り仕apされ、変性し

たままに保つことができる。結果は、見事に予想通りであった。 SsrA-GFPの一部が

変性しているのか全体が変性しているのかについて調べたところ、ほぼ全体につい

て変性が起こっているという結果が得られた。つまり、 ClpAは基質タンパク質を完

全に変性する活性を持つことが実証された(5 )。

次に、シャペロンによる変性基質タンパク質のrefoldingについて見てみよう。

Unfoldingとrefoldingは逆の反応で・あるが、変性タンパク質のrefoldingはunfoldingに依

存しているようだ。 GroELが基質タンパク質を捉えてrefolding反応を助けるとき、基

質タンパク質の部分的なunfoldingが起こっていることが示された(図 1;文献4)。

おそらく、変性というのは、完全にほどけた状態ではなく、 nativeなタンパク質とは

異なる折り畳み状態であり、分子内にnativeなタンパク質にはない相互作用が生じて

いると考えられる。この状態からrefoldingするには、いったんそれらの異常な相互

作用を解消してやる必要がある。それが、 GroELの機能のーっと考えられる。そう

だとすれば、基質タンパク質を完全にunfoldすることが、 refoldingにもつながること

が理解しやすい。

最近、吉田のグループ(6 )とBukauのグループ (7)から、 ClpBの興味深い活

性が報告された。いずれのグループもClpBとDnaK/J/GrpEの共同作用で、変性タンパ

ク質の凝集体が解きほぐされ、 refoldingまで起こることを実験的に示した(図 1)。

Bukauのグループは、凝集体へ最初に作用するのは、 ClpBであると述べている。
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ClpBは凝集体を解きほぐす活性があるらしい。どのような作用かについての詳細は

今後の研究を待たねばならないが、これもunfoldingで‘説明で-きるのではなし 1かとい

う気がする。 Bukauのグループの示した、 ClpB単独ではaggregationがさらに進むと思

われるデータは興味深い。

以上の結果を、独断と偏見で解釈してみたい。その前に、 ATP依存性プロテアー

ゼ、の制御ATP笛 eの構造的特徴について簡単に触れておく必要がある。ATP依存性プ

ロテアーゼ (26Sプロテアソーム、 ClpAPIXP、HslVU、Iρn、FtsHなど)の制御

ATP蹴は、構造的によく似てし 1る。26Sプロテアソームの 6種類の制御ATPaseと

FtsHのATPaseは高い相向性を持ち、 AAAファミリ -ATPaseと呼ばれている。また、

これら以外のClpAPIXP、HslVU、IρnのAτ'Paseも予測される二次構造などの類似性

からAAAATPaseと近縁で-あることが明らかで、これらすべてを包含するものとして

AAA+というスーパーファミリーが提唱された (8; rぷろておりしす」第3号の

ミニレ ビ、ュ ー rATP依存性プロテアーゼ群の分子進化」も参照〉。 当然これには

ClpBも含まれる (ClpBは、構造的にはClpAとは兄弟のような関係にあるが、プロテ

アーゼとしては機能しないと考えられており、上に述べたような機能から、シャペ

ロンとして分類されている)0 AAA+ ATP硲eとしては、これらタンパク質基質に作

用するATPaseのみならず、 DNA， RNAに作用してヘリカーゼ活性を示すものもある。

それらについて言及することは別の機会に譲ることにするが、これらのAAA+

ATPaseの構造的共通性は、リング状のオリゴマーを形成することである。

さて、そういう点をふまえて上に述べたようなAAA+1¥官 ase(AAA ATPaseを含

む〉の作用を解釈してみると、 1)基本的に、 ClpA、26Sプロテアソームのbase(こ

れには6種類のAAAATP泊 Cが含まれる)、ClpBの基質への作用はすべて「完全な

unfold血gJと考える(図 2)0 2) Unfoldされた基質がその後どうなるかは、基質

の性質や環境によって異なると考える。 SsrA-GFPのように自己refoldingしやすい基

質は、結果としてもとの状態に戻る。変性タンパク質から出発すれば、結果的には

シャペロン活性として検出される。Aggregateからのrefoldingには、日laKシャペロン
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系が必要であるが、これは使った基質によるかもしれないし、また、周りが変性タ

ンパク質の凝集体だらけの環境では、完全にunfoldされた基質が自己refoldingする前

にそれらの凝集体に回pされてしまうと考えることもできる。 3) Unfoldingは，

ATPaseリングを通過するときに起こるのであろう。 AAAATPaseで、唯一結晶構造が解

かれたNSF-D2の6量体リングの中央の穴の直径は、約15Aである。この穴を通過す

るには、タンパク質がunfoldする必要がある。この点において、入り口の大きい

GroELとは決定的に異なる。おそらく、 unfoldingと回nslocationが共役して起こり、

この反応にATPの加水分解のエネルギーが使われる。 4)Unfoldされたタンパク質

は、リボソームで合成された新生タンパク質と似た状態かもしれない(図 2)。

つまり、 unfoldingとrefoldingは、結果としては逆の反応であるが、 unfoldaseで・あ

るATP依存性プロテアーゼ、のATP描 Cが示すシャペロン活性は、 unfolding反応によっ

てもたらされる別の結果を見ていると考えることが可能で、特別に逆反応などを想

定する必要はないように思われる。この状態からのfoldingは、日laKやGroELシャペ

ロンの助けを必要とする場合もあるし、自分自身で起こる場合もある。 5)AAA 

+リングは、あらゆる状態のタンパク質に作用するポテンシャルがある(図 2)。

上に見たように、 AAA+ATPaseリングは、 native，denatured， aggregatedし1ずれにも作用

できるようである。もちろん今のところ一つのAAA+がすべての状態の基質に作用

することが示されたわけではないが、少なくとも、 26Sプロテアソームのbaseは、

nativeとdenaturedの両方に作用で、きる。この性質は、特筆すべきことのように思われ

る。

DnaKやGroELが表面に疎水性の部分がでている変性基質にのみ作用するのとは、

極めて対照的である。これは、 AAA+は基質のいずれかの末端から反応を始めるこ

とと関係があるのではないかと思われる。結論として、 unfoldasevs chaperoneという

問題提起は、 unfoldaseはchaperoneの一形態で、あると定義し直せば、その問題自体は

あまり意味がないといえる。もちろん、ここに述べた仮説が正しいという保証はな

い。しかし、 ATP依存性プロテアーゼ、のA官邸e、すなわちAAA+ATPaseによるタン
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パク質のリモデリング機構は、今新しい段階を迎えようとしていることは間違いな

い。最近、 ClpAやHsIUVの結晶構造も解かれたという情報もあるので、構造と機能

の関係の解明が加速されるものと期待される。

タンパク質のunfoldingはプロテオリシスのときだけではない。タンパク質が膜を

通過する|療にも、 unfoldingが必要と考えられている。最近、ミトコンドリアにイン

ポートされるモデルタンパク質を使って、これがミ卜コンドリアへ入って行く際に

タンパク質のどこからunfoldingが起こるかを調べた結果が報告された(8 )。この

場合には、 N末端側からunfoldingが起こることが示された。 AAA+ATPaseの基質タン

パク質の中にはN末端側に認識部位を持つものとC末端側に認識部位を持つものがあ

るが、これらはどちらの端から unfoldされるのであろうか? C末端側からの

unfoldingもあるのだろうか?
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に掲載するために、 I AAA+ ATPaseリン夕、、はunfoldaseで・ある!? Jと題して書いた

ものを「ぷろておりしす」用に改題して加筆したものである。ホームページには、

そのミニレビ、ューのほかに、いくつか関連するミニレビューや情報も掲載していま

す。たとえば、本ミニレビ、ューでは、 AAAATPaseのリング状のオリゴ‘マー構造は

unfolding機能に適した構造であることを述べましたが、最近私たちはAAAATPaseが

ATPase活性を示すためにはオリゴマー形成が必要であるとし寸結果を報告し、別の

ミニレビ、ュー IAAAATPaseの「分子間触媒モデルJJで解説しております。また、

AAA+ATPaseについての論文(文献 8)を解説したミ ニレビ、ュー IAAA+:シャペロ

ン様ATPaseクラス」も掲載しています。是非、ホームページも併せてご覧ください。

(小椋 光 :熊本大学・医学部・細胞複製)
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図1. AAA+ ATPaseリングの様々な作用

本文で‘述べた最近の知見をまとめて示した。Refoldingにおける26Sプロテアソーム

のbaseやClpBの作用機構は必ずしもunfoldingで‘あることが証明されているわけでは
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図2. Unfoldaseの作用

図 1に示した種々の作用を分類し、基質タンパク質の状態との関係を示した。
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4.記憶学習機構とプロテアーゼ

はじめに

昨年 7月のワークショップ、 12月の班会議では、みなさんに記憶・学習全般

についてお話しすることができませんでした。脳の基本機能である“記憶・学習"

そしてそれを支える“神経可塑性"は高次脳機能を考える上で必須なことですが、

わからないことだらけです。今回は、記憶・学習機構全般について、そして、記憶・

学習を支える神経可塑性に関与するプロテアーゼをいくつかとりあげ、できるだけ

分かりやすく書いてみました。どうかおつきあい下さい。班員のみなさんの知識の

糧となれば幸いです。

1 )記憶と学習の分類

我々が感覚器を通して受容する情報は短期記憶あるいは長期記憶として貯えら

れる。記憶学習機構は、感覚神経細胞のミリ秒以下のチャネル活動を神経の可塑性

(plasticity)を介して何年も貯え、かっ、必要な時に取り出せる形に変換する柔軟か

っ巨大な機構で、ある。記憶学習の過程は外界からの様々な感覚情報を獲得するステッ

プ(記銘、 acquisition)、その情報を保存しておくステップ(保持、 storage)、そし

て、保存されている情報を読み出すステップ(想起、 recall)からなり、いずれのス

テップが欠けても記憶として成立しない。そして、記憶の第一のステップ、記銘の

ステップを“学習"とよぶ。想起は、何の手がかりもなしに思い出す“再生"とい

くつかの中から選びだす“再認"に分けられる。たとえば犯人さがしで、 「犯人は

どんな人で、したか ?Jと尋ねて思い出させるのは再生、 「犯人はこの中にしぜすか ?J

と尋ねて写真の中から選ばせるのは再認である。

記憶の分類
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陳述記憶と非陳述記憶

我々は日常生活の中で、 「富士山は日本で一番高い山である」のような多くの

“事実 (fact)"を覚えてし1く。また、我々は、 「昨日の夕食はカレーライスだった」

のような日々の“出来事 (episode，event) "をも覚えていく。このような事実や出

来事に関する記憶を、言葉で述べることができる記憶、陳述記憶(declarative 

memory)と呼ぶ。 一方、泳ぎ方やヒモの結び方など言葉で述べることができない

“技術"や“行動"についての記憶を非陳述記憶 (non-declarativememory)と呼ぶ。

一般的に、陳述記憶は思い出す努力を必要とし、簡単に形成されるが、簡単に失な

われる。 一方、非陳述記憶はくり返しゃ練習が必要であるが、 -s.形成されるとな

かなか失われない。数年間自転車に乗らなかったり泳がなかったりしても、 “身体

が覚えていて"すぐに自転車に乗れたり、泳げたりするのは非陳述記憶のいい例で

ある。

また、自動車教習の初期には意識して様々な操作をする、たとえば、 「バック

の時のハンドルと方向感覚」や「ローからセコンドに入れるの時の操作」等である。

これらの操作をくり返していると、意識しなくてもできるようになる。はじめは陳

述記憶であるが、徐々に非陳述記憶となって行く例である。このような例は、日常

生活において多く見られる。

長期記憶、短期記憶、ワーキングメモ リー

我々は、外界の変化に対応するために、感覚器から得られた外界の情報を“感

覚貯蔵"にごく短い間保持するが、これらは 1秒以内に消失する。感覚貯蔵の情報

のうち、我々が注意を払った情報は“短期記憶"として保持される。短期記憶は、

電話帳で調べた番号を電話をかけるまで覚えているような記憶である。短期記憶は

一時的で、その容量に限りがあり、そのうえ、保っているにはくり返すこと(リハー

サル〉が必要である。短期記憶の保持に必要なリハーサルは、情報を短期記憶から

消滅させないようにしている“維持リハーサル"と、情報の意味を考えたり、イメー
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ジを浮かべながら行う“精織化リノ¥ーサル"に区別される。後者は新しい情報を既

存の記憶と結び付けて短期記憶から長期記憶へ転送するのに役立つと考えられる。

短期記憶は形成されやすいが簡単に失われてしまう。しかし、何らかの機構により、

くり返し唱えていなければならなかった電話番号を忘れなくなる。情報が “長期記

憶"に組み込まれたのである。長期記憶は永続性、大容量、 リハーサル不要等の性

質を持つ。このように、感覚情報が長期記憶に貯えられる機構を“記憶の強化

(consolidation) "とH子ぶ。長期記憶には新しいタンパク質の合成(遺伝子の転写 ・

翻訳〉が必要であるが、短期記憶にはその必要が無いことでも区別される。脳をコ

ンビューターにたとえると、短期記憶はRAMに、長期記憶はハードデ、イスクに貯え

られていると考えるとわかりやすい。

“何種類もの情報"が同時にかつ一時的に保持されることの一般的な言い方と

して用いられる“ワーキングメモリ ー (workingmemory) "には、 “作業記憶"

“作働記憶"などが訳語として当てられている。ワーキングメモリーに一時的に貯

えられる情報には随時獲得される最新の感党情報だけではなく、過去に獲得された

長期記憶から取り出された情報も含まれる。ワーキングメモリ ーは外界の状況変化

やその流れを保持しておく機構で、文章や会話の理解、暗算など様々な活動を正し

くかっ円滑に行うための記憶で‘ある。ワーキングメモリーは外界の変化に伴って保

持されている情報を能動的に消去したり、置き換えたりする機構も含まれる。この

ように、ワーキングメモ リーは思考、推論、学習、理解など我々の高次の精神機能

の基礎となる重要な記憶であると考えられる。

学習の分類

陳述記憶は比較的簡単に形成され、簡単に失われてしまう。この型の記憶は脳

内のシナプスの小さな修飾によっておこると考えられ、その機構を解明するのは非

常に困難である。一方、非陳述記憶は非常に顕著に形成されることに加えて、知覚

と運動を結ぶ単純な反射経路にも形成される。非陳述型の“学習"は、ある感覚入
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力に反応して運動応答(行動〉を獲得する機構である。この非陳述記憶は大きく

“連合学習 (associativelearning) "と“非連合学習 (nonassociativelearning) "に分

けられ、様々な動物モデルでの研究が進んでいる。

非連合学習

非連合学習はある一つの刺激に対する応答が時間とともに変化する学習で、

“馴化 (habituation)"と“感作 (sensitization)"は非連合学習に属する。恩11化は、

「刺激Aをくり返し与えることにより、 その刺激Aに対する反応が減弱するJとい

う学習で、個体に対する無害な刺激に対する“慣れ"である。たとえば、いきなり

爆竹が爆発するとびっくりする。しかし、その爆発が続くと、その音に馴化して

(慣れて)、最後にはまばたきもしなくなる。すなわち、爆竹の音(刺激A)は危

害のないものとして無意味な反応をしなくなる。

一方、感作は 「強し、刺激Xにより、別の刺激Yに対する応答が強化されるJとい

う学習である。たとえば、思|陥の例で、突然爆竹の中の一本がとんできて足にあたっ

たとしよう。次の爆竹の音からは驚き・身構えることになる。爆竹で痛い目にあう

とし 1う強し 1刺激 (X)により、爆竹の音とし寸刺激(y)に文すする反応が感作(強化〉

されたのである。

思11化は無害な反応に対する過剰な反応・行動を防ぎ、また、感作は外界からの

侵製刺激に対する防御行動の機構として重要である。これら 2つの行動は生物の生

存にとって基本的なもので、脊椎動物を含む高等動物からアメフラシなどの下等動

物まで様々な行動様式の中に保存されている。感作と馴化は海産無脊椎動物アメブ

ラシを用いて行動レベj同1ら分子レベルまで詳細に検討されている (Bailey，1996)。

連合学習

2つあるし 1は2つ以上の出来事(刺激)を関連づける連合学習は、古典的条件

付けとオペラント条件付けに、大きく分類される。連合学習は、脊椎動物だけでは
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なく、アメフラシやウミウシ等の海産無脊椎動物、さらにはDrosophilaやHoneybeeな

どの昆虫を用いて研究されている (Byrne，1987)。

古典的条件付け

ロシアの生理学者イワン ・パブロフ(IvanPavlov)により詳細に研究された古典

的条件付けは、 刺激Aによって引き起こされる応答Rと、通常はその応答Rを引き起

こさない刺激Bとを関連づける学習である。 刺激Aは訓練なしに(条件付け無しに〉

応答を引き起こすので“無条件刺激(unconditional stirnuli、US)"と呼ばれる。パ

ブロフの実験の場合、 USは“肉の粉"であり、引き起こされた応答は犬の“だ液量

の増加"である。刺激Bは訓練により(条件付けに より)応答を引き起こすので

“条件刺激 (conditionalstirnuli， CS) "と呼ばれる。パブロフの実験ではCSは “ベル

の音"であった。

条件付けの訓練は “肉の粉 (US)"と“ベルの音 (CS)"とをく り返し犬に対

提示 (p紅白g)する。しばらくすると、 犬はベルの音 (CS)だけでもだ液を流すよ

うになる。犬は“ベルの音"が“肉の粉"の到来を意味することを学習したのであ

る。CS(ベルの音〉 に対して学習された応答は“条件応答 (conditionedresponse， CR) " 

と呼ばれる

オペラント条件付け

オペラント条件付け (operantconditioning， instrumental conditioning， trial-and-error 

learningとも呼ばれる〉では、動物の自発的行動(反応〉に対してreinforcementか

punishmentが与えられる。reinforcementは反応Aの頻度を増加させる刺激 (えさや砂

糖水など)であり、一方punishmentは反応Aの頻度を減少させる刺激(電気刺激な

ど)である。たとえば、迷路で一つの通路の端に“えさ"を置くと、次の時にその

通路に入る頻度が高まる。 “えさ"という reinforcementによ り、 その通路に入る頻度

が増加したのである。この時、えさのかわりに電気ショックを与えると、その通路
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に入る頻度が減少する。電気ショックはpunishmentで-ある。古典的条件付けではあ

る刺激(肉〉に対する反射反応 (だ液量の増加〉を観察したが、オペラント条件付

けの場合は、 みかけ上刺激のない条件下で自発的な行動 (operantとよばれる)を観

察する。

その他の学習

古典的条件付けやオペラン ト条件付けあるいは非連合学習にあてはま らない学

習も、 たくさん知 られている。代表的な例は、 鳥の鳴き声学習 (birdsongle紅 ning)

やヒトの言語学習で見られる模倣学習 (imitationlearning)である(赤ちゃんは親の

言葉を聞き、まねして覚える)。これらの学習はみかけ上、何の刺激とも対提示さ

れていないので古典的条件付けではな く、ましてや、 赤ちゃんの学習途中にえさを

与えたり電気ショッ クを与えたりしないので、オペラント条件付けではない。

2)健忘症と陳述記憶

病気やケガによる脳の損傷は、健忘症 (arnnesia)と呼ばれる重篤な記憶の喪失

を引き起こす。これらの脳障害が記憶にどのような影響を及ぼすかという研究は、

記憶学習機構を知る上で、はかり知れない貢献をしている。健忘症には、脳傷害の

時点から新しい記憶を形成できなくなる前行性健忘症 (anterogradearnnesia)と脳傷

害の時点から過去への記憶をなくす逆行性健忘症 (rctrogradearnnesia)の2つがある。

前行性健忘は、通常は過去の記憶、たとえば、子供の頃の記憶は正常である。また、

通常、逆行性健忘では脳傷害の時点から過去のある時期までの記憶が障害され、過

去の全ての記憶が失われることは稀である。

1 957年にScovilleとMilner'ま、 各種の精神神経疾患で側頭葉内側部切除を受け

た手術患者 10人の健忘症を報告している。その中で最も有名なH.M.はてんかんの

発作で薬物治療がきかなくなり、最後の手段として 27歳の時に側頭葉内側部の切

除手術(lobectomy )をうけた(lobotomyロボトミーは切り離すだけ、 lobectomyは切

-57-



除である〉。手術後、てんかんの頻度は減少し、 H.M.の感覚、知能、パーソナリティー

その他普段の行動は正常であった。しかし、困ったことに、ひどかったのは前行性

健忘症であった。子供の頃の記憶は極めて正常であったが、 H.Mは5分前に会った

人のことを覚えていられなかった。Milner'まH.M.を40年以上診察しているが、診

察のたびごとにH.M.に自己紹介しなければならないとしづ。

H.M.は子供の頃のことは思い出せたことから、手術以前に形成された記憶及び

その想起の機構は正常である。さらに、短期記憶も正常であり、くり返していれば、

6桁までの数字を覚えることができた(我々はくり返していれば5"-'10桁までを

問題なく記憶することができる。電話番号がこの範囲にあるのは意味がある)。し

かし、 一旦くり返すのをやめたり注意が他に向けられると、その数字を覚えていな

いどころか、 H.M.は何をしていたかさえ覚えていない。すなわち、陳述性の短期記

憶を長期記憶に変換する能力が欠如していた。しかし、彼の運動学習を伴うような

非陳述記憶を形成する能力は正常であった。

H.M.が切除手術で失った部分は、主に扇桃核と海馬を含んでいた。この領域へ

は大脳皮質で高度に処理された感覚情報が供給されることが知られている。さらに、

海馬ではLTP (長期増強、 long-termpotentiation) 、LTD(長期抑圧、 long北 m

depression)が神経可塑性として観察されており、これらの神経可塑性と学習との直

接の関連が注目されている。 H.M.の例から明らかなように、海馬を含む側頭葉内側

部は長期記憶を貯えておく場所ではなく、それを取り出してくる(想起する〉のに

必要な場所でもなかった。その他の健忘症のケースからも、この領域は短期記憶を

長期記憶に変換する機械に重要な役割りをしていると考えられる。

3)小脳と非陳述記憶

各筋肉への運動の命令自体は大脳から発せられるが、その筋肉の協調性や細か

い調節を司るのが小脳である。運動学習は、運動の手順を覚える“手続き学習"と、

運動の手順を滑らかに、素早く、かっ正確に行うような“スキル学習"とに分けら
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れる。手続き学習は大脳基底核や大脳皮質が、スキル学習は主に小脳が担当してい

る(Ito，1989) 0 Gordon Holmes は第一次世界大戦の時に銃弾でソl寸前に損傷を負った

兵士達について報告しており、小脳損傷は随意運動自体が失われる運動麻痔、運動

喪失 (paralysis )を引き起こさないが、眼球の動きの異常や統制のとれない四肢の運

動など各種の運動失調 (ataxia)を引き起こすことを報告している。小脳失調症に近

い症状は、アルコールを飲み過ぎた時に見られる千鳥足の人で容易に観察すること

ができる。

小脳は、非陳述記憶に属する運動学習というヒトの基本的な行動に大切な役割l

を果たすにも関わらず、記憶学習機構においては忘れられがちな存在である。小脳

の神経可塑性は、長期抑圧 (LTD)と呼ばれる神経活動依存的な伝達効率の低下で

ある。小脳LTDは東京大学の伊藤正男により発見された日本オリジナルの神経可塑

性である(Ito，1989)。

さて、小脳の関与する学習の代表的なモデルに、前庭動限反射順応

(Vestibulo-ocular reflax adaptation)がある。前庭動眼反射は簡単に観察することがで

きる。目の前でで.手を左右あるいは上下に振ると、手は

をみながら頭を左右あるいは上下に振ると、目が頭とは反対の方向に振られ、手は

“ぶれない"で見える。これは、内耳にある前庭器官が頭の動きを感知して、反対

)j向に眼球を動かす反射-機構が働くのである。そのため、頭を振っても外界の像が

ぶれずに見える。この前庭動眼反射は非常に順応性(学習性)に富み、上下あるい

は左右が反対に見える逆転プリズムをかけても、次第に慣れて頭の動きと反対に動

いていた眼球が頭と同じ方向に触れるように順応(学習)し、様々な行動を間違え

ずにできるようになる。

4)記憶学習機械とプロテアーゼ

様々な細胞内情報伝達機構に関与する分子群が記憶学習機構に関与することが

示されてきたが、その分子機構においてあまり大きな進展が見られていない領域は
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以下のとおりである。:1.長期記憶に関与する分子機構の解析。 2.神経可塑性

に必須であるCREBなどの転写因子群により活性化あるいは不活性される遺伝子群

の同定。 3.神経細胞外で神経可塑性に関与する分子群の同定。4.神経可塑性に

伴ったシナプスあるいは神経細胞の形態変化に関与する分子群の解析。 5.神経可

塑性に伴う細胞内でのエネルギーあるいはその他の基礎代謝変化に関与する分子群

の解析。いずれも非常に扱いにくい課題ではあるが、少しづっその解決への努力が

始まっている。例えば、 DNAmiαoarrayの利用により短期のあるいは長期の神経可

塑性に伴う数千の遺伝子発現の変化を容易に観察できるようになり、細胞外分子群

の特異的同定のためにsignalsequen印国P(SST)法が考案され (Tぉhiro，1999)、ま

た、神経活動に伴った神経細胞の形態変化についても様々な手法を用いた報告が相

次いでいる (Agnihotri，1998; Engert and Bonhoeffer， 1999; To凶， 1999; Trornmald， 1999)。

さらに、解像度の点ではまだ難はあるが、 fMRI(functional Magnetic Resonance 

Imaging)等の利用により脳の各部位で神経活動に依存した代謝変化を解析すること

が可能となった。筆者らも、 SST法を用いて小脳に存在する細胞外分子群の遺伝子

の同定を終え、神経可塑性に伴うこれらの遺伝子群の挙動をDNAmICroarrayを用い

て解析中である(遠藤、池田、糸原、伊藤、未発表〉。 このような記憶に関与する

様々な分子が同定される中で、少し取り残された感のあるプロテアーゼの神経可塑

性への関与について述べ、この文章の締めくくりとしたい。

a)カノレパインと神経可塑性

神経可塑性への関与が示唆された最初のプロテアーゼは、 19 8 0年代の中頃

にG.Lynchらにより海馬のLTPへの関与が示唆されたカルパインであろう (Lynchand 

Baudry， 1984， )。時あたかもLTPの分子機構が様々な角度から研究されはじめた頃

である。神経可塑性において、 Ca
2
+は神経活動依存性を反映する存在、すなわち、

どのシナプスの神経伝達が制御されるのかという神経可塑性の特異性を決定するた

めの重要な因子であると考えられている。海馬LTPにおけるカルパインの作用は次
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のように考えられている。神経活動依存的にpostsynapseに流入したea2
+はカルパイン

を活性化する。活性化されたカルパインはPKCを限定分解し、 constitutivelyactiveな

PKCを生成する。PKCはLTPの惹起に必須である事が示されており(総説、 Mulleret 

al， 1991; Angenstein and Staak， 1997)、このようにしてPKCが永続的に活性化されるこ

とがLTPに必要であろうと考えられている。実際、 (S凶 soms，et al， 1992)カルパイン

阻害剤がLTPを阻害することや (Dennyet al， 1990; 1ρvinger et al， 1987)、カルパスタ

チンノックアウトマウスにおけるLTPの充進が観察されている (Mulleret al， 1995)。

しかし、カルパイ ン/カルパスタチンのバランスをくずしてカルパインの活性を冗

進させたラットでは空間学習の能力が低下することから (Tothet al， 1996)、恒常的

な高カルパイン活性は神経可塑性に必ずしも有利には働かす、、必要な時に必要なだ

け必要な場所で、カルパインが活性化されることが神経可塑性に必須であると考えら

れる。さらに、カルパインは細胞骨格を構成するタンパク質をも基質とすることか

ら(総説、 Chanand Mattson， 1999)、神経活動に伴い細胞内に流入したCa2+依存性の

シナプスの形態変化とも密接に関わっている可能性が考えられる。

b) tPAと神経可塑性

次に関与が示唆されたプロテアーゼはtPA (tissue-type plasminogen activator)であ

る。海馬LTPには少なくとも 2つの相 (early-ph蹴 LTP(E-LTP)とlate-ph蹴 LTP

(L-LTP) )が存在し、 JL-LTPには新しし、タンパク質の合成、すなわち、遺伝子の

転写翻訳が必要である事が知られている。この特徴は先に述べた長期記憶の性質と

一致していることから、 L-LTPは長期記憶を支える機構のモデルとして考えられて

し1る(総説、 Shuman、1997)。

LTP、se包ure、kindling等の神経活動によって誘導される最初期遺伝子 (immediate

earl y gene， IEG)として同定されたtPAは、脳全体に抱見しているが (Qianet al， 1993)、

その活性は内在性の阻害タンパク質や細胞表面の受容体LRP(low-density lipoprotein 

(LDL)目白ptor-relatedprotein)により巧みに制御されている (Buet al， 1994;白血 etal， 
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1992) 0 tPAの合成はc品1P-PKAを介した経路によって増加し (Baraneset a1" 1998)、

また、神経活動によりLTPのpostsynapse細胞にあたる海馬の錐体細胞 (pyramida1cell) 

においてtPAのmRNAの発現が増加することが観察されている (αm、1993)0 tPA 

遺伝子欠損マウスではE-LTPはほとんど影響を受けないが、転写-翻訳依存性の

L-LTPのみが著しく減少していることが観察された(Carmeliet et a1.， 1994; Frey et a1， 

1996; Huang et a1.， 1996)。一方、 tPAをoverexpressionさせたマウスでは、 LTPの増強

作用、さらに、空間学習の向上が報告された (Madani，et a1， 1999)。これらの事か

ら、 tPAはしLTPを介して長期記憶の形成に重要な役割を果たすと考えられてしる。

tPAはどのようにL-LTPに寄与しているのだろうか? 現在、少なくとも以下の 2つ

の可能性が考えられている。

1. tPAが神経組織の再構築に関与する。 LTPを引き起こす神経活動依存的にtPA

が分泌されることが示されており (Guarandis，et a1， 1996)、さらに、 tPAがC品 4の細

胞外ドメインにある配列を含むMCA基質を非常によく分解すること、セリンプロテ

アーゼの阻害剤によってしLTPが阻害されることが示されている (Hoffman et a1， 

1998a， 1998b)。細胞外マト リックスの構築を制御するMMP類活性化の第一段階に

各種のセリンプロテアーゼが関与することが示され、 tPAにより活性化される

plasminもその一つである(総説、岡本ら1999)。また、 tPA自身あるいはtPA-p1asmin 

系を介しで活性化されたお仏1p類による細胞接着分子 (C品 1，cell adhesion mo1ecu1e) 

分解や細胞外マトリ ックス分解を含む神経細胞周囲の環境変化は、シナプス形成や

シナプスの形態変化を促進し神経可塑性に大きな影響を与えると考えられる。

2. 細胞表面上に存在する LRP(low-density lipoprotein (LDL) reωptor -re1ated 

protein)の1igandとして働くことで細胞内信号伝達系に関与する。 LRPが中枢神経系

に高度に発現していることが知られていたが、その機能は全く不明であった。LRP

はapoE、lipoprotein、APP、α2・macrog1ob1inなどを含む 10種類ほどのタンパク質

を1igandとする事が明らかにされ (Kriegerand Herts， 1994)、最近、 tPAもLRPの

1igandで-ある事が示された (Zhuoet a1， 2000) 0 LRPの特異的なantagonistで-あるRAP
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(receptor -associated protein、RAPはLRPのfolding時にchaperoneとして働くと考えられ

ている)カセPAの結合を阻害し、さらに、 RAPはL-LTPも阻害した(Zhuoet al.， 2000)。

tPA-LRP系はthrombin-protease-activatedreceptor (P AR)と同様の機構を介している可

能性もあるが詳細は不明である(総説、 Coughlin，1999) 0 tP A投与により PKA

( cAMP -dependent protein kin出 e) が活性化されることから、 tPAはLRP結合後

G-proteinを介した信号伝達系を活性化していると考えられる (Zhouet al， 2000)。

PKA活性化により、さらなるtPAの転写翻訳が増加する可能性も指摘されている

(B訂 aneset札 1998)0 PKAi活性の長期的維持がga出 gの機構としてL-LTPに必須で

あることが示唆されており(Iyenger，1996: Blitzer et al， 1998)、tPAによるPKA活性

化とそのしLTPにおける役割が注目されている。

c)アメフラシの神経可塑性とプロテアーゼ

アメフラシのエラやサイホンの引き込み反射の感作は、数分間持続する短期感

作と数週間持続する長期感作に分けられる(Byrne，1987)。長期感作では、知覚神経

細胞-運動神経細胞間で神経伝達の長期促進 (long-termfacilitation)がおこる (Bailey

et al， 1996)。また、転写・翻訳阻害剤を用いると、短期感作への影響なしに長期感

作のみが影響を受けることから、長期感作には遺伝子の転写翻訳が必要であること

が明らかとなっている (Castellucci，et al， 1989)。

アメフラシの長期感作に伴って、知覚神経細胞の形態が著しく変化する (Bailey

etal， 1983;1988;1993; Cleary， 1998)。知賞神経細胞の神経繊維の枝別れやバリコシティー

( varicosi旬、シナプス様構造〉が増加し、知覚神経細胞の標的細胞である運動神経

細胞への接点が増加する可能性も示唆され、記憶学習の機構に、一般組織細胞の分

化成長と類似の機構が働いていることが考えられる (Marcuset al. 1994)。

長期感作に伴う知覚神経細胞の顕著な形態変化には分化成長に関わる遺伝子の

関与が考えられる (Marcuset al， 1994) 0 apTBL-1 (Liu， et al， 1997)は長期感作に伴

い発現し、金属プロテアーゼドメインを持つ。 apTBL・1と類似の構造を持った分子
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は他の動物でも同定されており、例えば、ショウジョウバエのtolloidは体軸形成に、

l晴乳類のBMP・1(bone mo叩hogeneticprotein-1)は骨の形成や成長に関与している。

さらに、これらの分子は成長因子TGF-β (transforminggrowth factor-β)スーパーファ

ミリーに属するタンパク質を介して、各種遺伝子の転写を制御している (Massague，

1998)。組織中の不活性な前駆体TGF-β類はapTBL-1のようなプロテアーゼにより

活性化されるのかも知れない。 TGF-βはアメフラシの知覚神経細胞-運動神経細胞

間の神経伝達を促進し (Zhang，et al. 1997)、TGF-β投与後数時間以内の伝達効率増

強は引き起こさないが、 24時間、 48時間の促進を引き起こした。さらに、生理

的な神経調節分子として神経伝達を促進するセロトニンにより引き起こされるシナ

プス伝達効率の増強がTGF-βの阻害剤により完全に阻害されることから、セロトニ

ンによるシナプス伝達の長期増強作用はTGF-βを介していることが示唆された

(Zhang， et al. 1997)。これらの結果は、アメフラシのシナプスの長期増強作用には

体細胞の分化成長に類似した機構が関与することを示しており、 TGF-βによる転写

因子SMADを介した遺伝子の穀見制御と知覚神経細胞の形態変化との関連について、

今後の研究が注目される。また、班会議で報告したように、 アメフラシのL品1p活性

がTGF-βやセロトニンにより増加することが観察された。このことは、セロトニン

-TGF-β-SMADの下流で島⑪Eの転写翻訳が制御され、長期感作に伴し巾仏在Pによる

細胞外マトリックスの再構築が重要な役割を果たしている可能性を示唆している。

長期感作には新しい遺伝子の転写・翻訳が必要であることから、アメフラシ感

作に伴いその発現量が増加するようなmRNA分子群の同定も行われた。そのような

mRNA分子がコー ドする蛋白質の中には、細胞内主要タンパク分解系であるユビキ

チンープロテアソーム系に属する脱ユビキチン化酵素 (Ap-Uch)があり、この酵素

が知覚神経細胞，運動神経細胞聞の神経伝達の促進に必須であることが示されてた

(Hegde， et al. 1997) 0 Ap心chに対する抗体やAp-Uchのアンチセンスオリゴヌ クレ

オチドを知覚神経細胞に注入しておくことで、セロトニンによる知覚神経細胞-運動

神経細胞聞の神経伝達の長期促進のみが阻害され、短期促進は影響を受けなかった。
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Ap-Uchはタンパク分解酵素プロテアソームと結合してタンパク質の分解を促進する

が、 Ap-Uchの結合により活性化されるプロテアソームの内在性基質として、 P:Ki生の

;Iiリ御サブユニ ット (regulatorysubunit， R subunit)が考えられる。長期感作に伴い知

党神経細胞内で制御サブユニットが長期的に減少することで (Bergold，et al. 1992) 

PKAが長期的に活性化され、知覚神経細胞ー運動神経細胞聞の神経伝達の促進に寄与

していると考えられる (Chain，et al. 1995)。これらのことから、Ap-Uchの役割はセ

ロトニン依存的にPKA制御サブユニット分解を促進する細胞内機構であると考えら

れる(Hegde，et al.， 1997)。長期促進にはP:Ki斗CREB系が関与しており、 PKAの活性が

持続することで転写翻訳が制御されて、神経可塑性では長期促進が、そして、行動

面では長期感作が引き起こされると考えられる(Milneret al.， 1998)。

おわりに

過去数十年間の記憶学習機構の研究では、心理学や生理学が大きな成果をあげ

てきた。近年の分子生物学の著しい進歩により分子レベルでの記憶学習機構の研究

そして神経可塑性の研究が可能となり、様々な分子の関与が示唆されてきた(総説、

Milner et al， 1999-この数十年間の記憶学習機構研究が要領よくまとめられています。

記憶学習や神経可塑性に少しでも興味のある方に、お勧めいたします)。あまり関わ

りがないと思われてきたプロテアーゼも神経可塑性に関与する事が示唆され、 tPA、

calpain、ubiquitin-proteasome、BMPl・tolloidが神経可塑性に関与するとの報告がなされ

た。これらのプロテアーゼ類は、神経可塑性以外の様々な系でも不可欠な役割を果

たしているものばかりである。他の系で得られているこれらのプロテアーゼの解析

手法が神経可塑性に関与するプロテアーゼの生理的役割の解析に大きく寄与する事

を期待したい。

記憶学習機構の心理学レベルから分子レベルの話まで、長い間おつきあい頂き

ありがとうございます。御質問、御意見等ございましたらぜひお聞かせ下さい。
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遠藤昌吾(理化学研究所脳科学総合研究センター・記憶学習機構研究チーム〉

5.晴乳類RAD23ホモローグの多様な機能

はじめに

追伝情報を担う DNAは化学的反応性に富み、活性酸素に代表される内的因子、

あるいは放射線や化学物質等の外的因子によって絶え間なく傷つけられている。

DNA損傷は、 DNA複製や転写をブロックすることで細胞の死や機能異常をもたらす

可能性があるほか、突然変異を誘発することにより長期的には発がんや老化の原因

ともなりうる。従って、ゲノム中に生じた有害なDNA損傷を見つけだして速やかに

取り除く、いわゆるDNA修復の機構は生物にとって大変重要である。

一日にDNA損傷と言っても、塩基の酸化やアルキル化といった比較的小さな構

造変化から、近隣の塩基聞に生じる架橋やDNA鎖の切断に至るまで、その種類は非

常に多岐にわたっている。このように多様なDNA損傷に対応するため、生物は様々

なDNA修復機構を進化の過程で獲得してきている。なかでもヌクレオチド除去修復

(nucleotide excision repair; NER)は、紫外線によって生じるピリミジン二量体をはじ

めとする広範なDNA損傷を取り除くことができる重要なDNA修復経路の一つである。

特にヒトではNERに欠損を持つ遺伝性疾患がいくつか知られているが、色素性乾皮

症 (xerodermapigmentosum; XP)はその代表的なもので、皮膚の日光に露出した部

分でがんを含む様々な病変が見られる。筆者らの研究室では、 XPの遺伝的相補性群
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のうちC群で欠損しているDNA修復因子について研究を進めてきているが、これは

XP-C群の患者で実際に変異を起こしているXPC遺伝子産物と、出芽酵母RAD23に相

同な崎乳類ホモローグの一つであるHR23B蛋白質 (Homologof RAD23)の複合体で

あるI)。il甫乳類にはもう一つのRAD23相同遺伝子としてHR23Aが発現しているが、

最近の研究から酵母のRAD23、およびその晴乳類ホモローグがユビキチンープロテ

アソームを介した蛋自分解系と相互作用することが明らかになってきた。本稿では

RAD23ホモローグの機能についてこれまでに得られている知見を紹介すると共に、

蛋自分解系との関連を議論してみたい。

1 RAD23ホモローグの構造とNERにおける役割

酵母のRAD23造伝子、および二つの晴乳類RAD23ホモローグのドメイン構造を

図1に示す。いずれもN末端にユビキチンと相向性の高い領域を持つのが特徴で、

この部分のユビキチンとのアミノ酸配列の同一性は25-31%、類似性は55・59%にのぼ

るにただし、ユビキチンのC末端で他の蛋白質とイソペプチド結合を形成する際に

必要なグリシン残基は保存されておらず、 RAD23やそのホモローグのN末端部分が

切断されて他の蛋白質に転移する可能性は低いと考えられる。また、マルチユビキ

チン化の際にイソペプチド結合を形成するユビキチンの48番目のリジン残基は

RAD23およびそのホモローグでもすべて保存されているが(図 2)、この部位で実

際にユビキチンやその類似蛋白質と結合するかどうかは、現時点では明らかになっ

ていない。酵母のRAD23破壊株は紫外線に対して比較的穏やかな感受性を示すが、

N末端のユビキチン相同配列を欠失した変異RAD23遺伝子は紫外線感受性を相補で

きなくなることから、この領域がRAD23の機能に重要な役割を果たしていると考え

られる九 RAD23とその晴乳類ホモローグの一次構造上のもう一つの特徴は、いわゆ

るUBAドメイン (ubiquitin-associateddomain)巧と呼ばれるモチーフが 2コピーずつ

存在することである。 UBAドメインは、 一部のユビキチン結合酵素 (E2)、ユビキ

チンリガーゼ (E3)や脱ユビキチン化酵素に存在することからこの名がつけられて
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おり、ユビキチン代謝と何らかの関係があるものと推測されている。しかしながら、

すべてのE2、E3、脱ユビキチン化酵素にこのモチーフが存在するわけではなく、そ

の具体的な機能は不明である。

損傷を与えたプラスミドDNAを基質としてNER反応を試験管内で再現する無細

胞系が確立されているが、この系でXPC-HR23B複合体は最初のDNA損傷認識と修復

反応の開始を行なう必要不可欠な因子であるの。細胞内においてXPCはHR23Bと定

量的に複合体を形成しているが、 HR23BはXPCに対して大過剰に発現してお り、大

部分はXPCフリ ーの状態で存在している。 HR23Bの種々の欠失変異体を用いた結合

実験から、 XPCとの結合領域が二つのUBAドメインにはさまれた領域にマップされ

ているが、この領域のアミノ酸配列はHR23Aでもよく保存されている(図 1)九

実際、組換え蛋白質を用いた限りではHR23AもHR23Bと同程度の親和性でXPCと結

合できるが、細胞抽出液から精製されたXPC蛋白質画分にはHR23Aはほとんど含ま

れていない。 二つのRAD23ホモローグの蛋白質発現レベルには顕著な差が見られな

いことから、細胞内ではXPCがHR23Bと選択的に結合する何らかのメカニズムが存

在すると考えられる。無細胞NER反応系において組換えXPC蛋白質は単独ではほと

んど不活性で、 HR23Bと複合体を形成することによってはじめて活性を発揮する。

この系でHR23Aも同様にXPC促進活性を示すことから、 二つのRAD23ホモローグ間

で(少なくとも潜在的には〉機能的互換性があるものと考えられた6)。興味深いこと

に、無細胞NER系でのXPC促進活性にはRAD23ホモローグのXPC結合領域が必要か

っ十分で‘ある九このことは、酵母RAD23のユビキチン相同領域が紫外線感受性の相

補に必要であることと一見矛盾するが、ユビキチン相同領域やUBAドメインはNER

反応のコア部分には必要ではなく、無細胞系ではこれらの領域が関与した機能が反

映されていないのかも知れない。

2. RAD23ホモローグとプロテアソームとの相互作用

上述のように、晴乳類のRAD23ホモローグがユビキチンとの関連を示唆するー
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次構造上のモチーフを含むことや、大部分がXPCと結合しない状態で存在すること

から、 NER以外の別の生物機能にも関与している可能性が考えられた。そこで我々

は、酵母の2ハイブリッド系を用いてHR23Bと相互作用する因子のスクリーニング

を行なった。その結果、プロテアソームの19S制御複合体のサブユニットの一つで、

マルチユビキチン鎖結合活性を持つことで知られるS5a蛋白質が同定された九細胞

抽出液をグリセロール密度勾配遠心で分画したり、プロテアソーム・サブユニット

に対する抗体で免疫沈降することにより、 HR23AとHR23Bのいずれも、少なくとも

一部は細胞内で実際にプロテアソームと結合していることが示唆された。そこで、

HR23BとSおそれぞ、れにおける結合領域を決定するために大腸菌で種々の欠失蛋白

質を作成し、試験管内での結合実験を行なった。その結果、 HR23BについてはN末

端のユビキチン相同領域がS5aとの結合に必要かつ十分で-あった。 S5aはマルチユビ

キチン鎖に親和性を示すが、ユビキチンの単量体にはほとんど結合しないことが報

告されている。実際、 HR23BのN末端部分をユビキチンそのもので置き換えたキメ

ラ蛋白質は、 S5a~こ対してほとんど親和性を示さなかった。すなわち、 N末端のユビ

キチン相同領域はユビキチンとは明らかに異なる機能を果たしており、見方を変え

ると単量体で;S5aと結合できるようにユビキチンが変化したものととらえることがで

きる。酵母のRAD23についても、 N末端のユビキチン相同領域が26Sプロテアソーム

と相互作用することが示されておりへこの相互作用が進化の過程で保存されてきた

ことを示している。しかしながら、酵母RAD23はN末端をユビキチンそのもので置

き換えても正常に機能することが報告されている九

一方、 S5a側については、以前に同定されたマルチユビキチン鎖結合領域めと重

複する形で、 HR23B結合領域がマップされた。このことはRAD23ホモローグが、ユ

ビキチン化された分解基質蛋白質とS5aとの結合に対して括抗的に作用する可能性を

示唆する。そこで我々は次に、無細胞蛋自分解反応に対するRAD23ホモローグの効

果について検討した。ウサギ網状赤血球の抽出液にリゾチームなどの基質蛋白質を

加えると、ユビキチン化を介してプロテアソームにより分解されることが知られて
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いるが、この系に組換えS5a蛋白質を添加すると分解反応が阻害される。これは、外

から添加したS5aがマルチユビキチン鎖と結合することによって、 26Sプロテアソー

ム中のS5aとの相互作用をブロックした結果であると解釈される。興味深いことに、

この系にHR23B蛋白質を加えると、やはり同様に蛋自分解の阻害が見られた九こ

の阻害は、 HR23BのN末端のユピキチン相同領域がプロテアソーム中のS5aに結合し

てブロックすることにより、マルチユビキチン化された分解基質がプロテアソーム

に結合できなくなったためであると考えられる(図 3)。これまでマルチユビキチ

ン化の前提となるリン酸化などの修飾段階で蛋自分解が制御を受ける例は数多く知

られているが、 RAD23ホモローグはマルチユビキチン化が起こった後の段階で・分解

そのものを制御できる可能性を持っているわけである。上述の無細胞蛋白分解系は

人工的なものであり、 RAD23ホモローグが実際に細胞内で何らかの蛋白質の分解制

御に関わっているかどうかも現時点ではわかっていないが、ユビキチンープロテア

ソームを介した蛋自分解系における新しいタイプの制御因子である可能性を秘めて

いる。

3n甫乳類RAD23ホモローグの多機能性

HR23AがNERにおいてHR23Bの機能を代替し得るかどうか確かめることを主な

目的として、筆者らはオランダ、エラスムス大学のJan H. J. Hoeijmakers教授らのグ

ループと共同で、それぞれのRAD23ホモローグについて遺伝子ターゲティングによ

るノックアウトマウスの作成を進めてきた(投稿準備中)0 HR23A遺伝子欠損マウ

スは、見かけ上まったく正常で、特に表現型を示さない。それに対して、HR23B造

伝子欠損マウスは胎仔期の後期から出生前後にかけて大部分が死亡し、メンデル則

からの期待値の10%程度の頻度でしか得られなかった。また、生存した個体につい

ても、顕著な成長遅延や口蓋裂などの発生過程の異常が観察された。さらにHR23B

を欠損した雄マウスでは、成長後も精子形成細胞の分化が見られず、完全な不妊と

なることがわかった(因みに、雌マウスは妊娠可能である)。これ以外にも実に様々

ー73-



な異常が見つかっており、その詳細は本稿では省略するが、これらの表現型はXPC

遺伝子欠損マウスやNER機能を完全に欠いたXPA造伝子欠損マウスではほとんど見

られないことから、 HR23BがNER以外にも個体の正常な発生、分化、成長過程に重

要な機能を果たしていることが図らずも明らかになった。さらに両ノックアウトマ

ウスの交配が試みられたが、現在までJこ二重欠損マウスは得られておらず、おそら

く個体と しては致死的であると考えられる。これは酵母のRAD23遺伝子が生存に必

須ではないことと対照的であり、この遺伝子が進化の過程で新たに重要な機能を獲

得してきたことを明確に物語っている。

一方、 HR23B遺伝子欠損マウスから単離した胎仔線維芽細胞は、 HR23A遺伝子

欠損細胞と同様に野生型レベルの紫外線抵抗性を示し、 NERが正常に機能している

ことがわかった。さらに、上述のように二重欠損マウスは個体としては得られてい

ないものの、 8.5日怪から二重欠損線維芽細胞を単離することができた。この二重欠

損細胞ではXPC蛋白質の発現レベルが著しく低下しており、 XPC遺伝子欠損細胞と

同程度の紫外線感受性が見られた。このことは、 RAD23ホモローグがNER機能に必

須であり、この機能に関する限りHR23AとHR23Bの聞に互換性があるという、無細

胞系の実験から得られた知見6)とよく合致している。

おわりに

以上述べてきたように、 RAD23ホモローグは、一見まったく異なる多様な生物

機能に関わっていることが明らかになってきた。しかしながら、その背後にはユビ

キチンープロテアソームを介した蛋自分解系との相互作用が、共通の分子基盤とし

て存在する可能性がある。 NERに関して言えば、蛋自分解系が実際にどのように関

わっているのか、またその場合の分解基質蛋白質は何なのかが今後の重要なテーマ

である。無細脚{ER反応は精製した蛋白質による再構成系が既に樹立されているが、

その中にはユビキチンやプロテアソームに直接関連する因子は含まれていないこと

から、蛋自分解はNER反応のコア部分ではなく、何らかの補助的な役割、あるいは
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NERを取り巻くシグナル伝達経路なと、に関わっているのかも知れない。その一方で、

酵母のNERにはプロテアソームの19S制御複合体が、蛋自分解とは無関係に必要で

あるとし寸報告が最近なされている問。これについてはさらに検討を要すると思う

が、プロテアソーム(あるいはそのサブユニット)が蛋白分解以外の機能を持って

いる可能性も考慮しておく必要があるかも知れない。
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6.生物時計とプロテオリシス

'ぷろておりしす"最終号にして初登場ですので、また、 肩の凝らないエッセ

イ風でもよいとしづ依頼時のお言葉に甘えて、本論に入る前に少し自己紹介をかね

た私とプロテオリシスとの関係?を述べてみたいと思います。

私は医学部学生時代より、基礎医学をやるに何がいし 1かを考えておりました。

出した結論は、 「基礎医学にはいろいろな講座があるけど、研究の基本的技術は大

きくわけで 3つ、すなわち、生化学的、形態学的、電気生理学的各手法である。生

化学は臨床医学で言う 内科みたいなもんやから、とりあえず生化学をやろう Jとい

うことで生化学の大学院生として、特に分子生物学をやることで研究生活をスター
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トしました。"ぷろておりしす"第 10号の編集後記(1)にもありますように、

約十数年前とはし 1え、当時の生化学における「プロテアーゼ」はまさに酵素学のイ

メージが強く、正直なところ私には古い生化学のイメージを強く感じました。実際、

当時徳島大の田中啓二先生(現東京都臨床研部長〉が「プロテアソーム」をとられ

て、そのサブユニッ トの最初のcDNAクローニングのため、京大医学部の中西重忠教

授の所に来られた時ですら、私は大学院の1年生で研究を始めたばかりで、昨今のホッ

トな「プロテオリシス」研究への発展を予想で・きなかったことは言うまでもありま

せん。

生物時計の仕事を始めてからも、勿論最初からプリテオリシスに 「め」をつけ

ていた訳ではなく、まず時計の部品(時計遺伝子)を単離していた所に、特定領域

研究に「蛋自分解Jの班があることを知り、公募研究に応募したという始末で、

"ぷろておりしす"第 11号の巻頭言 (2)の中で、 「こじつけ的にプロテオリシス

1vf究者を称した人達」としづ言葉をみた時、思わず「穴があったら入りたl'J気持

ちになったことは、これまた言うまでもありません。

さて、生物リズム、特に約 24時間周期の概日リズム (cirωdianrhythm)は、ほ

とんどすべての生物にみられる基本的生命現象であります。生命の諸現象は，この

リズムを発振する生物時計(circadian clock)の支配下にあって，互いに一定の時間

関係を保って維持されています。概日リズムは、大きく、 1)入力系(環境因子で

ある光の網膜刺激によるリズム同調〉、 2)ペースメーカー細胞(晴乳類において

は、脳視床下部の視交叉上核 (suprachiasmaticnucleus， SCN)に存在する)、 3)出

力系 (SCNから脳内他の部位、末梢へのシグナル伝達)にわけることができます。

もっとも、最近はこのようにはっきりとわけることができるかどうかあやしくなっ

てきたといえるかもしれません (3)。

概日リズムの表現型は、単に生殖、行動リズムだけではなく、特にヒトを含め

た|晴乳類においては、睡眠 ・覚醒、ホルモン分泌、ひいては摂食リズム等広く 医学
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に関連するものであり、晴乳類生物時計の分子機構を明らかにすることは医学生物

学にとり必要不可欠な基本的事項と言えます。 しかしながら、生物時計の分子レベ

ルの研究はこれまで、分子遺伝学が比較的容易に行えるショウジョウバエ、アカパ

ンカビを用いた研究が中心でした。特にショウジョウパエでは;その研究が比較的よ

く進み、 periodやtimelessといった時計遺伝子の存在が明らかになっていました。よ

うやく約3年前から、我々を含め世界中のグループ (4・6)から、ヒトを含めた崎乳

類にも数種類の時計遺伝子 (Perl，Per2， Per3， Tim)が存在することが明らかになり

ました。生物時計本体(発振機構〉としての時計遺伝子の発現制御機構には、種を

越えた基本的機構があることがわかってきました。すなわち、時計遺伝子の発現は

ポジテイブ因子とネガテイブ因子の相互作用からなるフィ ー ドバッ ク機構で調節さ

れているということです (7)。

しかし、個々の因子の役割に関しては、ショウジョウバエと晴乳類(マウス〉

において相違点も明らかになってきました。まず、ショウジョウパエでは;前述のご、

とく時計造伝子としてper，timが存在し、それぞれの発現には著明な概日リズムがみ

られますが、転写のポジティブ因子としてのbHLH-PAS型転写因子であるdclock，

dbmal1のヘテロダイマーがper，tim上流のE-boxに結合し、転写を活性化し、転写翻訳

されたPER，TIMは結合することにより核内に移行し、自らの転写を抑えるネガティ

ブ因子として働くというものです。

入力系の代表として、光による同調機構が知られていますが、ショウジョウパ

エにおいては、光向調はTIM蛋白の減少により、蛋自分解がフィード、バックを止め

再びRNAレベルを上昇させることになります。このことが、光のあたる時間によっ

て位相を進めたり遅らせたりして時計をリセットすることになる訳です。このTIM

蛋白の分解機構が最近、明らかになってきました (8)。すなわち、プロテアソーム

阻害剤であるALLN，MG115， MG132， lactacystinにより百Mの分解はinvitro， in vivoとも

に阻害されました。また、 τ1Mは光によりユビキチン化されました。さらに、チロ

シンキナーゼ、阻害剤genisteinにより百Mの分解は阻害され、光により官民億白自身が
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チロシンリン酸化されることが明らかにされました。このような明期の状態のみな

らず、通常のフ リーランニングの状態においても、このリン酸化とユビキチン化が

重要なステップと予想されます。すなわち、百Mは夜の聞にどんどんリン酸化され

ますので、さらに朝、光があたってリン酸化がより促進され、ユビキチン化されて

プロテアソーム系に入り壊れていくと考えられます。

一方、晴乳類では、ポジティブ因子としてのCLOCK，BMAL1や時計造伝子Perは

存在します(ちなみに晴乳類には3種類のPERが存在する)。しかしながら、もう一

つの時計遺伝子の本体と目されていたT加の発現は、網膜では概日リズムがみ られ

ますが、晴乳類リズムセンターであるSCNにおいては著明な発現が見られませんで

した。しかも光により、少なくともSCNにおいては百MのmRNAレベルで・の変化は

見られず、むしろPERの転写が活性化され、光に対する反応性も異なることがわか

りました。さらに、最近、植物やショウジョウパエにおいて光受容体と思われてい

たCRY(ロyptochrome)が晴乳類においては時計本体のフィードバック機構に含まれる

ことが明らかになってきました (9)。

これまでわかったすべての時計遺伝子は、 SCNや網膜のみならず、末梢におい

ても発現していますが、培養細胞においても、血清ショックによりこれら時計遺伝

子群が概日 リズムを示す「動き」をとることが報告されました (10)。この系を使

えば、比較的容易に晴乳類時計蛋白の「ふるましリを見ることができます。で、 一

番聞きたい晴乳類の時計蛋白の分解はといいますと、ここまで読んできたのに「ど

うしてくれるんや」とお叱りを受けそうですが、未だなお検討中ですので、その結

果は今少しお待ち下さい。

生物時計とプロテオリ シス関連の仕事としてもう一つ付け加えますと、出力系

のーっとして、一般にもおなじみの松果体からのメラトニン分泌があります。メラ

トニン合成酵素であるセロトニンーN-アセチルトランスフエラーゼの活性並びに蛋

白量には、夜高くなる概日リズムがみられますが、光照射等により酵素活性や蛋白

量が減少します。この蛋自分解もプロテオソーム系の分解であることが報告されて
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います (11)。

生物時計の本体は時計蛋白量の増減であり、その事自体がリズムの「もと」で

あります。ここからは筆者の独断ではありますが、 日甫乳類においても時計蛋白群の

うちのいずれかの蛋白のリン酸化とユビキチン化が蛋白量を決定しているはずだと

思うのです。この蛋白の「リン酸化」と「ユビキチン化」、さらには (分解を逃れ

た〉蛋白の「核移行」がどれくらいの時間でおこるかが周期を決める因子であり、

2 4時間というリズムを形成していると考えております。
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(6)トピックス

m-カルパインの Ca2+非存在下での結晶構造を見て思うこと

<はじめに>

カルパインは、 Ca2+によって活性化される細胞内システインフロテアーゼですが、

in vitroにおけるプロテアーゼ活性の発現には、 μーカルパインで 5"'"'50μM、ffi-カルパ

インで、200"'"'1000μMと、生体内(100"-'300nM)に比べ高濃度の Ca2+を必要とします。

そこで、 invivoにおいてカルパインが活性化するためには、 Ca2+要求性を低下させる

活性化機構が必要であると考えられます。その活性化機構を明らかにすることが、カ

ルパインの生理機能を明らかにする為の最初のステップであり、且つ最も重要な課題

でもあります。

これまで主に生化学的解析が行われ、 invitroにおいて N末端の自己消化したカル

パインやサブユニットに解離したカルパインでは、 Ca2+要求性の低下が観察されてい

ます。また自己消化や解離の Ca2+要求性を低下させる因子として、リン脂質やアクチ

ベータータンパク質が報告されています。しかしこれらを総合しても、生理的 Ca2+

濃度での活性化を完全に説明することはできません。

以上の事実を考え合わせて、 Ca2+要求性を低下させる活性化機構を理解するには、

カルパインが活性化に伴いどのような構造変化を引き起こすかという点に関する、構

造学的解析が不可欠であり、数年来カルパインの結品構造解析が試みられてきました。

そして最近ついに、マックスプランク研究所ボーデ教授と我々との共同研究グループ

と、カナダのエルス教授を中心としたグループが独立にそれぞれ、ヒト及びラットの

ffi-カルパインの Ca2+非存在下で、の結晶構造をほぼ同時に発表しました (EMBOJ. 

(1999) 18， 6880-6889; Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97， 588-592)。
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ここでは、 三次元構造から明らかとなった事実を紹介し、活性化に伴う構造変化に

ついてどのように予想されるか考えてみたいと思います。
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<カルパインは Ca2+非存在下で、活性中心が形成されていない。>

結晶構造から明らかとなった最も重要な事実の一つは、カルパインが Ca2+非存在下

で、活性中心が形成されていないという点です。 Ca2+非存在下でカルパインが活性を

持たない事は、この理由であった事が明らかとなったわけです。構造が明らかになる

以前は、N末端がプロペプチドとして活性中心を覆っているというモデルも予想され

ではいましたが、実際にはプロペプチドはその様な構造をとっていませんでした。

プロテアーゼ ドメインであるドメイン 11は2つのサブドメイン IIaとIIbに分かれ

ており(図 1)、活性中心を形成する Cys105L(以下、 largesubunitの 105番目のシステ

イン残基をこのように表記します)、 Hお262L、Asn286Lの内、 Cys105LはドメインlIa

に、 His262L及び、Asn286Lはドメイン llbに分かれて存在する事が明らかとなりま

した(図 l、図 2)。これまでに結晶構造が明らかとなっているシステインプロテア

ーゼでは、活性中心を形成する Cys側鎖のイオウ原子と、 日s側鎖の窒素原子と距離

が 3.7A以下であるのに対し、 ffi-カルパインでは 10A以上離れている事が明らかとな

りました。
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図2m・カルパインの活性中心の構造〔交差視〕

パパインの構造と比較すると、ドメイン IIaでは余分な α.ヘリックスやs-ヘアピン

を含むストランドがいくつか存在するものの、活性中心形成に重要な Gln99L、Cysl05

や S2・P2の結合に重要な Gly197L-Gly198L付近の構造はよく似ています。また、パパ

インにおいて S2-S3の認識に関与する Asp158、Typ67、Pro68、Va1133は、カルパイ

ンでは Gly261L、Ala199L、Thr200L、Gly239Lに相当し、小さなアミノ酸が多い事か

ら、カルパインの基質シークエンス特異性が低いことが説明できるかもしれません。

またドメイン IIbも、活性中心に存在する Asn286L-Pro287L-Trp288Lループが、パパ

インの Asn-Ser-Trpループとは異なっていますが(後述)、基本的な構造はよく似てい

ます。以上の事から、カルパインのドメイン IIも活性化状態ではパパインと同様の

構造をとる事が予想されますが、この為には、 IIaとIIbの間で角度にして 50
0 、距離

にして 12A動かなくてはなりません。

この様に大きな構造変化が Ca2+により引き起こされると考えられる訳ですが、すべ

てのドメインがこの活性中心形成に影響を及ぼし得る事が予想されるため、ドメイン

ごとに考察していきたいと思います。

<ドメイン Iとドメインwおよびvr>

これら 3つのドメインは、以前からカルパインのプロテアーゼ活性発現に影響を及
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ぼす事が予想されていました。

まず、 ドメイン IV、VIは共に Ca2+結合モチーフである EF・ハンドが 5つ存在する

事から、カルパインの Ca2+依存性を具現化しているドメインであると考えられてきま

した。 以前に小サブユニット (30K)に存在するドメイン VIの構造解析が報告されて

おり、 C末端の EF-ハンドはサブユニッ ト聞の相互作用に必要であり Ca2+を結合しま

せんが、 他の4つの EF-ハンドは Ca2+結合能を有する事が明らかとなっています。し

かしこのドメインは Ca2+が結合しでも大きな構造変化はしない事が明らかとなって

おり、どの様にドメイン IV、VIがカルパインの活性を制御しているのか想像しにく

いものでした。

またドメインIについては、カルパインの活性発現に並行して N末端か ら順に 2カ

所切断される (m-カルパインでは 9残基、 19残基が順に切りとられる)事、また、

切断を受けたカルパインの Ca2+要求性が低下している事から、ドメイ ンIが活性中心

を覆っている様なプロペプチ ドである可能性も考えられており、切断(自己消化)を

受けたカルパインが活性型であるかどうかについて長い問、議論されてきま した。

全体の構造から、 m-カルパインは薄い円盤状の構造をしており、 ドメイン W 、VI

はその円盤上で、プロテアーゼドメインであるドメイン11と対局側に存在します(図

1)。ドメイン IのC末は当然ドメイン 11につながっていきますが、N末側はドメイン

VIの疎水ポケッ トに埋め込まれている事が明らかとなりました。前述のように、こ

の疎水ポケットに埋まっている部分の切断により Ca2+要求性が低下する事から、 ドメ

イン Iとドメイ ンVIが相互作用している事でドメイン IIaをドメイン VIの方向に引

っ張 り、 ドメイン IIbからひき離している事が予想されます。また、サブユニットが

解離したカルパインの Ca2+要求性が、自己消化したカルパインの Ca2+要求性と一致す

る事もこのモデルと一致しています。また、ドメイン Iは30Kと相互作用している事

から、その切断はサブユニットの相互作用自身にも影響を与える事も予想されますが、

我々は実際に、 N末端を削ったカルパインはサブユニットが解離しやすくなるという

結果を得ています。
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ドメイン Iの切断は、活性中心から遠く離れている事を考えると、分子問で起こる

と結論できますが、そうなると活性中心が形成された後でないと起こり得ないため、

切断自身は活性中心形成には必要ではないはずです。また、切断部位はドメイン VI

に埋もれている為、そのままでは切断を受けないはずです。そこで考えられるのが、

Ca2+によりドメイン Iがドメイ ンVIから放出されるというモデルです。それは、ドメ

インVIに埋もれている α咽ヘリ ックス上の Lys7Lがドメイン VIの2番目の EF-ハンド

(EF-2)に存在する Asp154S(以下smallsubunitの残基をこう表します)と塩橋を形成して

おり、 EF-2にCa2+が結合する事でこの相互作用が解消され、ドメイン Iが放出される

というものです。ドメイン Iはα-ヘリックスを形成しており、 αーヘリックスは一般

に切断を受けにくい事が知られていますが、放出される事でヘリックスが N末端から

解けていくと仮定すれば、 N末端から順に自己消化を受ける事も説明がつきます。

しかし、ドメイン Iだけの 2次構造を予測すると、高い確率でα.ヘリックスを形成

すると計算されるため、放出されたドメイン Iのヘリックスが解ける事は少し予想し

難い事です。また、カルパインは最終的に多くのサイトで自己消化を受けますが、こ

れらの分解は、時間的にはドメイン Iの切断よりも後に起こると考えられます。もし

ドメイン Iが放出された時点で、プロテアーゼとして十分な活性を発現できる状態と

なっているのであれば、 ドメイン I以外の部分も同時に切断されるはずですし、 αー

ヘリックスの解け難いドメイン Iの切断はむしろ時間的に後になるはずです。ですか

ら、ドメイン Iの放出→α-ヘリ ックス崩壊→切断→活性化、というモデルだけでは説

明は不十分と考えられます。

そこで考えられるのが、ドメイン Iが切断された後でないと、その他サイトを切断

する(即ち、 1つのカルパイン分子が他のカルパイン分子を基質とする)事ができな

いというモデルです。実際これまでに、ペプチド基質の切断は自己消化の前に起こり

ますが、タンパク性の基質であるカゼインは自己消化の後に切断されることが報告さ

れています。また、ドメイン Iの切断部位に変異を導入したカルパイ ンは、十分なペ

プチ ド基質切断活性を持つが、カゼインやカルパイン自身はほとんど分解できないと
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いう結果を、我々は得ています。つまり、 ドメイン Iが残っていると、タンパク性の

基質(この場合は、 m-カルパイン自身)を分解する活性が極めて低いということです。

そして、 ドメイン Iの切断と共に、更に構造変化を起こして、タンパク性の基質を切

断するようになるというモデルです。

構造変化としては以下の様なモデルが考えられます。まず、 ドメイン VIにCa2+が

結合する事でドメイン Iが埋まっている疎水ポケットが変形し、この変形によりドメ

イン Iのα-ヘリックスが歪められ切断部位がループアウトします。この α.ヘリック

スが壊れた時点でドメイン IIaへの張力は失われ、他のドメインに Ca2+が結合する事

も並行して円盤状のカルパインとして活性中心が形成されます。更に、この活性型円

盤状カルパインが Ca2+存在下で他のカルパイン分子と相互作用すると、ループアウト

したドメイン Iが(双方の?)活性中心に入り切断を受け、円盤状の構造は支点を失

って壊れ、この構造をとって初めて、他の様々な部位を切断できるというモデルです。

ドメイン wは結晶構造から、活性中心形成に大きな影響を及ぼす事は考えにくい

ですが、カルパインの基質としてカルモジュリン結合タンパク質が多く報告されてい

る事、また、ドメイン IVに相互作用する分子がカルパインの基質となる事から、少

なくとも一部のカルパインの基質にとっては、その結合ドメインとなっています。ド

メイン IVは、円盤状の構造では活性中心の対局に存在しますが、円盤状の構造が崩

れれば、活性中心の近くに来ることも可能と考えられます。

また、カルパインの内在性の阻害タンパク質であるカルパスタチンは、カルパイン

のドメイン IVとドメイン VIにCa2+依存的に相互作用する部位と、活性中心付近に作

用し活性を阻害する部位を有しています。即ち、カルパスタチンは Ca2+依存的にカル

パインを阻害する際に、 ドメイン IV、VI及び活性中心付近の 3カ所同時に相互作用

すると考えられています。カルパスタチンは、明確な 3次元構造を持たないランダム

コイル状のタンパク質であると考えられており 、このために円盤状のカルパインでも、

そうでないカルパインでも自在に作用する事ができ、カルパインの自己消化も、自己

消化したカルパインの活性も、効率的に阻害する事が出来るのかもしれません。
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<ドメインm>

結晶構造から得られたもう一つの重要な点は、これまで機能や構造の全く解ってい

なかったドメイン IIIの機能がその三次元構造から推測できたことです。 ドメイン111

は4本の逆並行鎖からなる s-シートが逆方向に重なったs-サンドイツチ構造をとっ

ており、 トポロジー的には TNF-αに似ており、多少異なりますが、構造的には PKC

やフォスフォリバーゼ Cに存在する Ca2+結合 ドメインである、 C2ドメインと似た構

造をとっている事が明らかとなりました。ドメインIIIにCa2+が結合するかどうかは、

まだ確かめられていませんが、実際に Ca2+結合 ドメインであるならば、カルパインは

1分子に多くの EF-ハンドを持つだけでなく、更にもう一つ Ca2+結合ドメインを持つ

事になり、こちらが EF-ハンドより重要な機能を果たしている可能性も考えられます。

ドメイン 111は、 ドメイン IIaと、 s31I1t s 4II1 (ドメイン IIIの3番目 と4番目の0

.ストランドに挟まれた s-ターンを以下この様に書きます。)ループにおいて α5IIと、

また、s5111において α6IIやs-ヘアピンと、多くの構造において相互作用していま

すが、ドメイン IIbとは、酸性アミノ酸に富んだs2IIIt s 3III ループのみで相互作用し

ています。(図 2参照)

ドメインmが、活性中心形成に影響を与えるモデルは 2つ考えられます。

1つ目は、活性中心形成をネガ、ティブに制御しているモデルです。 Ca2+がない状態

では、ドメイン IIIの酸性ループが ドメイ ンIIbを引っ張っており 、プロテアーゼ活性

中心が形成されないようなテンションを与えています。しかし、酸性ループに Ca2+

が結合することで酸性ループとドメイン IIbとの相互作用が解消され、ドメイン IIb

がドメイン IIaに接近するというものです。酸性ルーフに存在する酸性アミノ酸や、

相互作用しているドメイン IIbの塩基性アミノ酸の数がμーカルパインにおいてm・カル

パインより少ない事から、このモデルでは、μ・カルパインと ffi-カルパインの Ca2+要

求性の違いを説明する事が出来ます。

もう一つは、活性中心形成をポジティブに制御するというモデルです。こちらのモ

-89-



デルは ドメイ ンIIIにCa2+が結合しても酸性ループとドメインIIbの相互作用は解消さ

れず、 Ca2+結合によるドメイン IIIの構造変化により、酸性ループがドメイン IIaに近

寄り 、それに伴いドメインIIbを積極的にドメイン IIaに接近させるというものです。

酸性ループに変異を導入したカルパインでは、比活性自体が非常に低下しているとい

う結果を我々 は得ており、これは後者のモデルを支持しているかも しれません。 即ち、

ドメイン 111がIIbを引っ張らなくては、活性化しないということです。

また、カルパインは Ca2+依存的に生体膜に移行する事が知られていますが、多くの

タンパク質にある C2ドメインは Ca2+存在下で生体膜にアンカリングする事が知られ

ています。これまで、カルパインの膜への移行は Gly-richなドメイン Vが担っている

と考えられて来ましたが、この機能は実はドメイン IIIが担っている事が強く示唆さ

れます。ドメイン IIIが膜と相互作用する事で更に活性中心形成に影響を及ぼす事が

予想され、以前から知られていた生体膜によるカルパインの活性化機構の分子構造的

な理解に一歩近づ、いたと言えます。

<ドメインn>

プロテアーゼドメインであるドメイン IIには、既知の Ca2+結合モチーフは存在しま

せんが、当研究室の秦らによりドメイン IIだけを発現させた場合も、Ca2+依存的な活

性(ただし比活性は低い)を示す結果が得られています。即ち、ドメイン IIだけでも

Ca2+非依存的なプロテアーゼとはなりませんでした。実際以下に述べるように、 ドメ

イン IIの局所構造にも活性中心形成を阻害していると思われる構造が存在します。

まずーっは、上記しました活性中心に存在する Pro287L-Trp288Lループです。 他の

システインプロテアーゼでは Asnδer-Trpとなっており活性中心の AsnにTrpが接近

しており、活性中心の HisとAsnの水素結合を助けていますが、カルパインでは Ser

が Proになっているため、活性中心の HisとAsnの水素結合が十分でないと考えられ

ます。また、Pro287L-Trp288Lループは物理的にもドメイン IIaとIIbの接近の妨げに

なる事が考えられます。
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しかし、 Ca2+非依存的なフ。ロテアーゼ活性を持つカルパイン、 p94においてもこの

付近のアミノ酸配列は保存されているため、このループの移動は必ずしも Ca2+によっ

てではなくても可能であるとも考えられます。 p94は分子内に特異的な挿入配列、 NS、

ISL IS2を持っており、 NSはドメイン Iの代わりに、 ISlはドメイン IIbに挿入され

ており、 IS2はドメイン IIIとIVのリンカ一部位に挿入されています。そして p94が

Ca2+非依存的なプロテアーゼ活性を有するのは、それら NS、ISl、IS2が相互作用し

ドメイン IIaとIIbを接近させていると予想されています。もしそうであれば、ドメイ

ンIIaとIIbが接近する事で Trp288Lを物理的に動かし、Asn286Lに近づけるのかもし

れません。

また、 ドメイン IIbには、シークエンスアラインメントと Ca2+結合実験から、

His319L-Phe331Lに6番目の EF-ハンドが存在するとも予想されていましたが、結晶

構造から EF-ハンド構造をとっていない事が明らかとなりました。しかし、ここに含

まれる Glu320LAsn321Lとその近傍に存在するドメイン IIaのAsp96L、Glu172Lが

共にネガティブチャージしている事から、反発してドメイン IIaとIIbを遠ざけている

事も予想され、Ca2+結合が結合する事により中和される事も考えられます。ただし、

既知の Ca2+結合モチーフが存在しない事から、単純にイオン強度に影響を受けるのか

もしれません。また、ドメイン IIが切り出された場合に His319L-Phe331Lが EF・ハン

ドを形成して、ドメイン IIのプロテアーゼ活性を制御するという可能性もあるかもし

れません。

くおわりに>

以上に述べましたように、カルパインの活性化に伴う構造変化に関しては多くのモ

デルが考えられ、ここに記した以外にも多くの可能性が考えられると思います。今後

は構造解析と生化学的な解析を並行して構造変化の詳細を明らかにする事が 1つの

目標です。また、最終目標は生理機能の解明、特に invivoにおける活性化機構の解

明です。そう言った点から上述のモデルにおいて、特に活性中心形成に影響を与える
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と思われる Ca2+結合部位に焦点を絞って、結合する因子を検索する事、特にこれまで

あまり注目されていなかったドメイン IIIをターゲットにする因子を、生体膜を含め

て早急に解析する事が重要と考えられます。

また、円盤状活性型カルパインや、円盤構造が壊れた活性型カルパインが、実際に

存在するかどうかを明らかにし、それらの性質を解析する事は、カルパインの基質選

別機構の解明につながる可能性もあるので、興味を持っているところです。

以上は、まだ完全に固まっていない考えを、思いつくまま述べてしまったもので、

論拠、論理に不備な点も多々ありますが、カルパインの構造を考える上での一つのた

たき台になれたならとても嬉しく思います。また、我々の考え方に対して、ご意見 ・

ご批判などを頂けましたら幸いです Ce-mailは、それぞれ ss97169及び ahsori

@mail.ecc.u-tokyo.ac.jpです)。

中川和博(東京大学分子細胞生物学研究所)

反町洋之(東京大学大学院農学生命科学研究科)
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( 7 )掲示板コーナー

書評

"1ntracellular Protein Catabolism" (Eds. by Suzuki， 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警に編集

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"Physiologicaland Pathological Aspects of Prot悶 ses"，" Physiological and 

Pathological Aspects of Protease Inhibitorsヘ"Protease and Immunology ヘ"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)
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The crystal structure of calcium-free human m-calpain suggests an 

electrostatic switch mechanism for activation by calcium 
~tefan Strobl噂宇， Carlos Femandez・Catalan噂，Marianne Braun ，Robert Huber ，H司jimeMasumoto~ ， 

K:azuhiro Nakagawa ~， Akihiro Irie~ ， Hiroyuki Sorimachi~" Gleb Bourenkow i， Hans Bartuniki， Koichi Suzuki ~ ， 

md Wolfram Bode 判

Max-Plaock-Insti加teof Biocbemistry， Am Klopferspitz 18a， D 82 152 Planegg-M訂出sried，Germany; Ilnstitute of Molecular a凶CeI1叫arB旧民ieoc臥

Jniversity ofTokyo， 1-1-1 Yayoi， Bunkyo-ku， Tokyo 113心032，Japan; a凶 iArbeitsgruppe Protei凶ynamikMax-Plaock-GesellschaftArbeitsgruppeo位

;trukfurel1e Molekula市iologie，cyo Deu也cbesElektronen S戸)Chro回 n，D-22ω3Hamburg， Germany 
:::Ontributed by Robert Huber， Novernber 16， 1999 PNAS January 1 B， 20∞vol. 97 No. 2 pp.5BB-<i92 

:alpains (calcium-dependent c円oplasmiccysteine proteinases) are implicated in processes such as cρoskelelon remodeling and signal transduction. 

同 2.3・Acrystal structure of fulトlengthhel引 odimeric[80・kDa(dトdlV)1 30・kDa(dV1dVI)] human m・calpaincrystallized in the absence of calcium 

~veals an oval disc-like shape， with Ihe papain-like catalytic domain dll and the two calmodulin-like domains dlV1dVI occupying opposite poles， and 

le tumor necrosis factor a-like b-sandwich domain dlll and the N-terminal segments dl1dV located between. Compared with papain， the two ~ubdomains 

IIa1dllb of the catalytic unil are rotaled againsl one another by 50ぺdisruptingIhe active site and the substrate binding sile， explaining the inactivity of 

alpains in the absence of calcium. Calcium binding to an e刈remelynegatively charged loop of domain dlll (an electroslatic switch) could release the 

djacent barrel-like subdomain dllb 10 move toward the helical subdomain dlla， allowing formation of a functional catalytic center. This switch loop could 

Iso mediate membrane binding， thereby explaining calpains' strongly reduced calcium requirements的vivo.The activity status at Ihe catalytic center 

light be further modu-Ialed by calcium binding to the calmodulin domains via the N-terminallinkers. 

Fig_l.悶bbons町 田tureof human m-<:alpain in由eabseoce of caIcium， sl田wnin refereoce orien阻tio九Tbe80-kDa L-
chain starts in tbe molecular center (green， dl)， folds into the削除eof the dlla su凶omam包old，1311linker)， forms the 
papain-like left-side part of the catalytic domaio dll (gold， dlla) a凶 theright引debarrel-like subdomain dllb (red)， 

de悶 凶stbrough tbe open 1131J1 loop (red)， builds domain dlll (bl田)，四国down(magenta， 11131V)， and fo市首theright-
sidecalmοdulin-like domaio dIV (yel1ow)百 e30-kDa S-<:haio b出。回目 visiblefrom Thr95S oDwards (mageota， dV) 
before forming the lc負-sidecaImodulin domain dVl (orangc)羽1CcataIytic r回idu回 Cys1051.，His2621.， and Asn2B6L 
togc伽 withTrpl061.， Pro287L，副両288L(top) are shown with al1 non-bydrogen ato皿Thetig町 wasmade with 

Fig.S. Riぬbb凶。n吋pl加。刷1。ぱft恥h恥ec凶叫a叫lmodωu叫l伽ir加n距叫1ト叫-1批l

Fig. 3. Superposition oftbe m-<:aIpain ca祖ー

Iy丘cdomain and papain百1epapain-like 
partofthe catalyticdomain (gold， dIla) a凶
the barrel-like sub-dom剖ndllb (red) are 
superimposed with papain (18)φlue) after 
op匝maItitoftbe left-side papain baIfto tbe 
belicaIsu凶omaindlla.Th出血tivesHer回 i-
du田 Cys1051.，}五s2621.，and Asn2B6しand

in ful1 s町 田ture.Tbis “star討ardview" of 
papain-like cysteioe protein回目(l8)isob-
回ined宜omFi岳 1by a 900 rotation around 
ahori田 ntalaxis.百1efi思lTew担 madewith
S訂 OR(34)

Fig. 4. Ribbon plot of domain dlll 
(blue)町対contactingsegments仕om
subdomains dlla (gold) a凶 dIlb(red) 
百le亘decbains of tbe right-side配 idic
l∞pa凶 oftheleft-side basic loop， a凶
田 mepolar a凶 hydrophobicresidues 
forrning tbe polar (c叩出r，len)a凶 hy-

drophobic (center， right) interfacc be-
tween 1珂thcataIytic su凶。mainsand 
doma凶dlIlare givcn. Refcreoce ori-
entation is as in Fig. 1τbe figurewas 
made with SETOR (34) 

c∞。nta回ai凶n血町l山n噌19目削tdVl.<JVll加田mωi問 r(:σ8，9め)(付whit胞ear討泊g出 n吟1).SI加田wna町real凶泊1恥恥2口33ca此Jciωu山mions芯s(ωPがin法k凶s叩phe】児er悶c凶sI 回 Hり
剖討白eacidic residues lOund in tbe homodimer at medium caIcium levels a凶 involvedin calcium bir叫mg，r回p民 tively
(8). Refereoce orientation is as in Fig. 1η耳目gurewas made with S町'OR(34)
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Myopathy phenotype of transgenic mice expressing active site-
mutated， inactive p94， skeletal muscle-specific calpa剖in，the gene 
product responsible for limb-girdle muscular dystrophy type 2A 
Kazuh悩E吋ikoT:司agawaがa

T，司'oyama-Sorimachiド"Yukiko Katsui.， Shoji Hata.， Shoichi Ishiura.，r， Ikuya Nonakad， Yosuke Seyamab， Kiichi Arahatad， Hiromichi 

Yonekawa'， Hiroyuki Sorimachi.，g，・，and Koichi Suzuki. 

・Dcpartmentof Molecular Biology， lnstitute of Molecular and Cellular Biosciences， University of Tokyo， Tokyo， Japan. 
bDepartment of Physiological Chemistry and Metabolism， Gradllate School of Medicine， University of Tokyo， Tokyo， Japan. 
εDepartment of Laboratory Animal Science， Tokyo Metropolitan lnstitute of Medical Science， Tokyo， Japan. 
dNational Institllte of Nellroscience， NCNP， Tokyo， Japan. 
'Department of Immllnology， Tokyo Metropolitan lnstitute of Medical Science， Tokyo， Japan. 
'Department of Lifc Scicnces， Graduatc School of Arts and Scicnccs， Univcrsity of Tokyo， Tokyo， Japan. 
.Prcscnt addrcss: Department of Applied Biological Chemistry， Gradllate School of Agricllltllral and Life Sciences， University of 

Tokyo， Tokyo， Japan. Hum. MQlec. Genel. May 22， 2000 vol. 9 No. 9 in press. 

Abstract 
A defect of the gene for p94 (calpain 3)， a skeletal muscle-specific calpain， is responsible for limb-girdle muscular dystrophy type 2A (LGMD2A) or 

"calpainopathy"， which is an autosomal re偲 ssiveandpr句ressiveneuromuscular disorder. To study the relationships加tweenthe physiologi伺|札mctions

of p94 and the aetiology of LGMD2A， we created transgenic mice that express an inactive mutant of p94， in which the active site Cys・129is repla回 dto 

Ser (p94:C129S). Three lines of加nsgenicmice expressing p94:C129S mRNA at various levels showed significantly decreased grip strength. Sections 

of soleus and extensor digitorum longus (EDL) muscles of the aged transgenic mi偲 showedincreased numbers oflobulated and split有bres，resp配 tivel払

which are often observed in limb-girdle muscular dystrophy muscles. Centrally placed nuclei were also frequenUy found in the EDL muscle of the 

transgenic mice， whereas wild勾pemice of the same age had almost none. There was more p94 protein produωd in aged回nsgenicmice muscles and 

it showed significantly less autolytic degradation ac制tythan that of wild勾pemi叩 Althoughno necrotic-regenerative fibres were observed， the age-

dependent and p94:C 129S expression-dose-dependent phenotypes strongly suggest that a∞umulation of p94:C129S protein causes those myopathy 

phenotypes目 Thep94:C129S transgenic miω∞uld provide us with crucial information on the molecular mechanism of LGMD2A. 
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Figure 5. Increased number oJ 

/obulated fibers in EDL muscle oJ 

106・week-oldS62 mice. 

Arrows indicate a location of lobu-
lated fibres， which is one of the most 
significant characteristics of limb-
girdl巴musculardystrophy typ巴2A.
a: transgenic mouse， b: wild type 
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Figure 6. Fibre splitting observed in 

skeletal muscle oJ 106・week-oldS62 

mlce. 

Frozen sections of EDL muscle of 106・

week-old S62 mice were stained with H&E. 
Closed and open aπowS indicates a loca-
tion of fibre splitting and possible split 
fibres， respectively. Bar: 100μm. 

Figure 7. Detection oJp94 protein in skeletal muscle oJ 106・week-oldS62 and wild-砂'pemice. 

B， The above fractions were incubat巴dat 40C (lanes 2 and 5) or 370C (lanes 3 and 6) for 15 minutes in the presence of E-64 and EGTA. Closed and 
open arrowheads indicate 94-kDa and the degraded 55-kDa p94 bands， respectively. Lanes: 1 and 4， time 0; 1-3， S62; 4-6， wild-type; 7，、、rild-type

p94 protein expressed in SF9-baculovirus system for positive control. 
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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、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きま

した。さて、本特定研究もミレニアム 20 0 0年3月をもって、終了します。従っ

て、本号は、最終(1 2)号となります。 “ぷろておりしす"誌は、班員の皆機お

よび班員以外でもプロテオリシス領域で活躍している若手研究者達のご協力に支え

られ、毎号かなり充実した内容として発行できたのではないかと思っています。ご

協力して頂いた皆様に事務局として心より御礼申し上げます。年3回の編集は、当

初jは班員の意気込みもあって、さほど「背」にはならなかったのですが、後期になっ

てきますと、多少「負担」となってきたのは、正直申して事実であります。しかし

ながら、前号・本号においても話題満載とはゆきませんが、それなりに新しい情報

が提供できているのではなし 1かと思っています。これは、編集事務局の力量という

よりも、 「プロテオリシス」の領域が、正に成長期の科学であることによると言う

べきでしょう。この 4年間に発行した“ぷろておりしす"第 1""12号を縮き、そ

の目次を見てみると、その折々に登場してきた新しい話題が、 「ミニレビュー」

「トピックス」として掲載されていることに驚きます。まさに 「蛋自分解のバイオ

ロジー」そのものを描出していると言っても過言ではないようです。この意味では、

プロテオリシス研究が限りなく発展してきたことを示唆しており、本特定研究班の

存在意義が十分に裏付けられていることの現れと捉えることができるのみならず、

この発展に本“ぷろておりしす"誌も少なからず貢献できたのではなし 1かと自負し

ている次第であります。しかしながら、プロテオリシス研究は、決して終駕した訳

ではありません。否、今後益々その重要性を領域内外に提示してゆく必要であるこ

とに、誰も異論のないことと思われます。従って、時空を超えて、近い将来に、類

似の企画が組織されることを願わずにはし 1られません。そして、このような情報交

換を目的とした非営利的なミニコミ誌の類が再度発行されることを願わずにはし、ら

れません。本特定研究の班員の中から、意欲を持ってこのような企画を現実化させ

る猛者の登場を期待する次第であります。皆さん!長い間のご愛読を有り難う御座

いました。また、原稿執筆や情報提供など様々な暖かいご支援に心より感謝申し上

げます。本誌は、本号にて終了しますが、これは第 1部の完結であり、近未来にお

いて、装いも新たに“ぷろておりしす"誌の発行が第2部・第3部へと継承される

ことを祈念して、お別れ致します。さようなら !! ! 

(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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