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平成 8年度重点研究班会議日程

1 第一回公開シンポジウム
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活動および関連事業

班員名簿・"ぷろておりしす"誌第一号

2 出版案内

3 学会・集会案内

4 第一回総括班会議:報告

学会・集会報告

1 12th Intemational Symposium of FAOBMB (Federation of Asian and 

0αanian Biochemists and Molecular Biologists) : Biological Functions of 

Proteases， July 29-31， 1996， Tokushima 

2 Gordon Conferen∞: Hormonal and Neural Peptide Biosynthesis， 

July 28-Aug 2， 1996， New Hampshire， USA 

3 第69回日本生化学会・第19回日本分子生物学会合同大会

(Aug 26-30， 1996、札幌)から:

aシンポジウム“プロテアーゼバイオロジー研究の新展開"

bイブニングセミナー“AMスーパーファミリー蛋白:新しい

ATPaseファミリーの構造類似性とその多様な細胞機能"

cイフ、、ニングセミナー“タンパク質の分泌障害とその小胞体内分解"

4 11th ICOP Meeting : Proteolysis and Protein Tumover， Sept. 8・11，1996，

Turku， Finland 

a ICOP 96報告“学会印象記"

b ICOP 96報告“リソソームプロテアーゼの機能"

c ICOP 96報告“オートファジ一分野に関連して"

d ICOP 96報告“ユビキチンとプロテアソーム"

e ICOP 96報告“プロテアーゼと病態"
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( 5 ) ミニレビュー

1 液胞への道は何通り?

2 カルパインとカルパインファミリーの構造と生理機能、そして、

カルパインの遺伝学の可能性について

3 田Vレセプター研究の最新動向とプロテアーゼ

4 アルツハイマー病アミロイド前駆体蛋白質の代謝

5 アポトーシスとプロテアーゼ

( 6 ) トピックス

1 酵母のプロテアーゼ:酵母ゲノムプロジェクト完結によるプロテアー

ゼ情報の解析

2 HsIV-HsIUプロテアーゼの発見

3 MHCはクラス I抗原提示装置か?

( 7 ) 掲示板コーナー

伝言板:インターネットで探るプロテアーゼ情報

Proteolysisの「訳語」募集と応募

その他:インフォメーション

( 8 ) 編集後記

(9 ) 発表論文の概要紹介:巻末添付
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( 1 )はじめに

平成8年度から始まりました重点領域研究「蛋自分解のニュー

バイオロジーJ (略称「細胞内蛋白分解J)は発足から約半年

が過ぎました。本重点領域研究では「選択的な蛋白分解の分子

機構」と「蛋白分解のバイオモジュレータ一作用」を研究目標

の二本の柱とし、その発展としての蛋白分解の異常に基づく病

態および蛋白分解の研究手法の開発を副研究課題として「細胞

内蛋自分解の分子機構の解明」および「蛋自分解の新しし、意義」

を目指しております。

最近、バイオロジー・病態におけるproteolysisの関与・役割

の解析は、この「ぷろておりしす」誌2号にも掲載されており

ますように、益々盛んにおこなわれつつあります。例えば、ま

だまだ、新しいプロテアーゼの発見があり、重要なプロテアー

ゼの高次構造の解析、ノックアウト動物による機能解析、病態

への関与の解析が進んで、おります。細胞周期における蛋白分解

の役割の進展は勿論、やや解析が遅れていた小胞体やミトコン

ドリアの蛋白分解にも大きな発展がありました。本重点領域研

究もこの研究の促進に大いに貢献してし、かなければならないと

思います。

今年は初年度ということで、平成8年7月に行われましたワー

クショップでは班員全員に、短時間ではございましたが、研究

計画についてお話しをしていただきました。しかし、次年度以

降は年度末の班員会議で全員の班員の皆様に成果報告をしてい

ただき、夏のワークショップでは国内外の講師を迎えて演題数

を制限し、充分な討論時聞を設けた会にして本研究班のさらな
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る活性化を目指すことを考えております。

今年度のシンポジウム 「蛋白分解の分子機構一生理機能と病

態を巡って」は12月 18日 〈水〉、東京ガーデンパレスで行

われます。班員のみならず、できるだけ多くの方に参加してい

ただき、活発な討論をお願いしたいと思います。来年度以降の

シンポジウムではメーンテーマを決め、その年のトピックスを

取り上げることも検討いたしており、ご意見を頂きたいと存じ

ます。

シンポジウム、ワークショップとは別に、若手だけのシンポ

ジウムの企画を進めております。毎日遅くまで実験に携わり、

悩み、奮闘している若手研究者が身近な情報交換の場を、また

発表の場をもちたいという希望が強く、シンポジウムを具体化

すべく動き出しております。企画が固まり次第、 「ぷろており

しす」誌などを通じて発表する予定です。さらに、 「ぷろてお

りしす」誌 1号で提案されましたプロジェクト研究など、その

他の企画についても、具体案がまとまり次第、お知らせいたし

ます。

1 2月の班員会議では、班員の先生方の素晴らしい研究の成

果のご報告があり、本研究領域全体が大きく飛躍することを期

待いたしております。

平成8年 10月

重点領域研究 「細胞内蛋白分解」副領域代表者

木南英紀 (順天堂大学医学部生化学第一講座〉
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( 2 )平成 8年度重点研究班会議日程

1 第一回公開シンポジウム:蛋白質分解の分子機構一生理機能と病態を

巡って

主催:文部省科学研究費重点領域研究「細胞内蚕自分解(略称)J総括班

領域代表者:鈴木紘一(東大・分生研)

日時:平成8年 12月18日(水)午後 l時，.._， 5時

会場:東京ガーデンパレス・錦 (2階)

干113東京都文京区湯島1・7・5 電話:03-3813・6211

JRお茶の水駅下車徒歩5分

プログラム

1:00領域代表者挨拶

1:05菊池淑子(東大・院理) Iユビキチンシステムと細胞増殖J
1:35佐方功幸(九大・理) IMosの発現制御と機能をめぐる蛋

自分解の問題」

2:05西村いくこ(基生研) I液胞の機能分化を担う液胞プロセ

シング酵素」

2:35榎森康文(東大・院理) Iカルパインの生理的な基質は何

か、その機能は何か、という課題の解明に向けて」

3:05休憩20分
3:25内山安男(阪大・医) Iアポトーシスの実体 :プロテアー

ゼ、とBcl-2の関与の仕方J
3:55西道隆臣 (都臨床研) I痴呆に至る神経変性疾患における

プロテアーゼの役割」

4:25木戸 博(徳島大・酵素研) Iウイルス感染を制御するプ

ロテアーゼ群とインヒビター」

4:55副領域代表者閉会の辞

5:00終了予定

問い合わせ先:木南英紀(順天堂大・医〉

2 第一回班会議

平成 8年 12月19日(木)'""20日 (金)

東京ガーデンパレス
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3 第二回総括班会議

平成8年 12月18日(水) 1 8時--20時、東京ガーデンパレス

総括班メンバー

鈴木紘一 東京大学分子細胞生物学研究所教授:領域代表・第一班班長

木南英紀 順天堂大学医学部教授 :領域副代表・第二班班長

岩永貞昭 九州大学名誉教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

大島泰郎 東京薬科大学生命科学部教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

勝沼 信彦 徳島文理大学健康科学研究所教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

志村令郎 生物分子工学研究所所長:研究評価，チェック・レビ、ュー

中西重忠 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 筑波大学応用生物化学系教授:研究評価，チェック ・レビ、ュー

矢崎義雄 東京大学医学部教授:研究評価，チェック ・レビ、ュー

矢原一郎 東京都臨床医学総合研究所副所長:研究評価，チェック・レビ、ュー

川島誠一 東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

田中 啓二 東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

石浦章一 東京大学分子細胞生物学研究所助教授: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

議案

1 経過報告。

2 本年度の活動報告、総務、研究・企画など。

3 来年度の活動計画。

4 その他。
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( 3 )活動および関連事業

1 班員名簿:平成8年6月作成

重点、ニュース“ぷろておりしす"誌第 1号 :平成8年6月発行

2 出版案内

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

Med. Biol. vol. 389， 1996， Plenum Press， New York， 306pp. 

組織培養 特集号“プロテアソーム" 1 996年3月号(編集 :田中啓二)

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

田中啓二〉

蛋白質核酸酵素:臨時増刊号(平成9年夏頃発行予定) “プロテオリシス:

蛋白質分解の分子機構とバイオロジー" (編集:鈴木紘一、木南英紀、田

中啓二〉

"Proteolytic Enzymes: Se出leand Cysteine Peptidases" (Ed by Barrett， A.J.) 

Methods Enzymol 244; 1994， Academic Press， Inc; 765pp. 

"Proteolytic Enzymes: Aspartic and Metallo Peptidases" (Ed by Barrett， A.J.) Methods 

Enzymo1248; 1995， Academic Press， Inc; 813pp. 

"Aspartic Proteinases: Structure， Function， Biology and Biomedical Implications" (Eds 

by Tanahashi， K.) 1995， Plenum Press; 644pp. 

"Aspartic Proteinases: Physiology and Pathology" (Eds by Fusek， M. and Vetvicka， 

V.) 1995， CRC Press， Inc; 320pp. 
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3 学会・集会案内

国際学会

(1) 2nd Workshop on Proteasomes and Related Complexes， March 19 -21， 1997， 

Clenmont-Ferrand， France. (Y. Briand et al.). 

(2) Calpain Symposium， April14 -15，1997， Oxford， England. (D . Bozycko) 

(3) FASEB Summer Research Conference "Ubiquitin and Protein Degradation" 

Tentative schedule， June 28 -July 3， 1997， Saxtons River， Vermont， USA 

(A.L. Haas) 

4 第一回 総括班会議の報告(領域代表者:鈴木紘一〉

日時: 平成8年 7月 8日(月〉 、 1 6時---1 7時30分

場 所 : 富士ビ、ューホテル

議題: 1.重点領域発足までの経過報告

2.本年度(平成8年度〉の研究組織と活動計画、総務、研究企画など

について

3.来年度(平成9年度〉の活動計画

4. その他

上記の議題について報告ならびに討議をし、 平成8年度の活動計画について

合意した。しかし、平成9年度の活動計画については、総括班員の出席があまり良

くなかったので、改めて次回に討論することにし、事務局側の案を披露しただけで

終了した。なお、 平成8年 12月 18日(水)---2 0日(金)、東京ガーデンパレ

スで公開シンポジウムと班会議を行う予定であるが、その際 12月 18日(水)

1 8時---20時、同所で第 2回の総括班会議を行うこ とにした。
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( 4 )学会・集会報告

1. 12th International Symposium of FAOBMB : Biological Functions of 

Proteases 

1996年7月29'"31日、 FAOBMB (Federation of Asi組 組dO白釦ianBiochemists and 

Molecular Biologists)， IUBMB，日本生化学会，日本分子生物学会，日本ビタミン学会の

後援のもとに、徳島文理大学健康科学研究所長の勝沼信彦教授を大会会長として第

12回FAOBMB国際シンポジウムが徳島で開催された。 この会は1972年よりこれまで

アジアオセアニアの生化学者と分子生物学者の研究成果の発表と交流の場として、 2

年に1回の大会と、大会のない年に開催されるシンポジウム形式で運営されてきた。

今回の第12回の国際シンポジウムは日本における2回目の開催であった。

今回のシンポジウムの主題は "GeneRegulation of Biological Functions"で3つのト

ピックス 1)Age-related Dis蹴 es，2) Signal Transduction and Molωl紅 Recognition，3) 

Biological Functions ofProteasesが取り上げられ66題のシンポジウムと137題のポスター

発表が行われ、約500人の参加者による活発な討議が行われた。 "Biologi回 1Functions 

of Protease"のセッションでは欧米から8名、日本から9名、アジアから6名のシンポ

ジストが招待され、 58題のポスター発表があり、普段アジアの研究者に接すること

の少ない我々にとって、アジアの国のプロテアーゼ研究の現状を知る絶好の機会で

あったと思う。この紹介の項では、今回のシンポジウムに発表された日本以外のア

ジアのプロテアーゼの研究の動向と、プロテアーゼの生理作用と病態との関係につ

いての研究の中で-印象に残った発表について紹介したい。

アジアの国々の発表は、それぞれの国の経済や地域の事情を色濃く反影してい

る発表が多かったように思えた。中国からの発表は、 ShanghaiInstitute of 

BiochemistryのC.-W.Chi博士の発表に代表されるように、食物、中でも豆類の貯蔵

蛋白として多くの割合をしめるセリン性プロテアーゼインヒビターの遺伝子ク ロー

ニング、様々な種類の豆からの遺伝子クローニング、この遺伝子を用いた変異体の

作成、さらに遺伝子導入によるトランスジェニックプラントの作成と品種改良に関
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する発表が印象的であった。プロテアーゼインヒビターを遺伝子導入して害虫被害

の少ない作物を作る試みは、日本では東京大学農学部の荒井綜一博士のオリザスタ

チンの例があるが、国際的にも様々な試みが行われており、今後の発展に期待のも

てる実用的分野である。胃癌を材料にしたカテプシンBの発現と癌転移との関係を

詳細に調べたL.Yi博士の発表も印象的であった。多数の韓国研究者の発表の中で、

Seoul National Universityの C.H.Chung博士の発表は本誌の別の項で取り上げられる

のでその他のグループの発表を紹介する。 YunseiUniversityのD.S.Kim博士やKorea

Advanced Institute of Sci. and Tech.のS.MByn博士， K.W.K釦 g博士，UlsanUniversi守の

グループ等に代表されるように、植物やヘビ毒、ヒルなど様々な生物材料に由来す

る新規の線溶プロテアーゼやインヒビターの同定と遺伝子クローニング、変異体の

作成に関する仕事が多く、今後薬物としての医学的応用を考えている。研究テーマ

としてのプラスミノーゲンアクチベーターや線溶系酵素、あるいはエラスターゼは、

血栓症、癌転移、炎症への重要性から世界各国の製薬会社が特に注目している領域

で、競争が激しくこれら新規物質の応用が期待された。

癌転移に関しては、我が国の清木博士が、膜結合型メタロプロテアーゼ

(Mf・MMP)の発見から、Mf-MMPによるPro-gelatinaseAの活性化機構、さらに胃癌、

肺癌、脳腫蕩、大腸癌を材料にしたMf-l¥仏1pの発現と癌細胞の転移と浸潤の相関関

係を詳細に解析して発表した。またMf・:MMPを遺伝子導入した癌細胞の浸潤性の変

化をinvi位。と動物実験系で見事に証明していた。ノックアウトマウス作成の試みが

進行しており、今後癌転移の機序の解明が大いに進展することが期待された。プロ

テアーゼインヒビターの医学的応用に関する研究分野では、勝沼博士がカテプシン

Bの三次元構造解析とカテプシンLの推定三次元構造から、それぞれに特異的なイン

ヒビターをドラックデザインし、それぞれの特異的インヒビターを得ている。カテ

プシンLインヒビターでは破骨細胞による骨破壊の阻止を、カテプシンBインヒビター

では抗原提示の阻止とIgGl，IgEの産生限止を指標にその阻害効果の判定を行ってい

た。なお、カテプシンBインヒビターによる抗原プロセシングの阻止は CD4+百1細
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胞の分化にも影響を及ぼし、Thト型I細胞が優位に誘導されることを見出しており注

目された。破骨細胞のカテプシン群についてはCiba-Geigyと名海大学のグループが

カテプシンK，L， SをRT-PCRを用いて定量し、破骨細胞ではカテプシンKが極めて優

位に発現していることを証明し、 今後この方面の論議を活発にするものと思われた。

その他、数多くの欧米および日本の研究者の優れた発表があり、シンポジウム

は大変情報量に富むもので-あったが、 ICOPや日本生化学会での発表と重複するため、

それらの紹介は、別の項にゆず.った。今回のシンポジウムは、全体としてアジアの

研究者、特に若い研究者の熱意と勢いがとても印象に残った会であった。

(木戸博::徳島大・酵素科学センター〉

2. Gordon Conference: Hormonal and Neural Peptide Biosynthesis"に参加

して

この夏(1 9 9 6年 7月28日一 8月 2日)米国・ニューハンプシャー州の山

深い緑豊かな環境で 11Hormonal and Neural Peptide Biosyn出国iS"という Gordon

Conferenceのーセクションが、インスリン研究で有名な D.F.Steinerらを中心として

催された。 GordonConference ~こは "ProteolyticEnzymes組 d百le註Inhibitors11 と言うセ

クションがあるので、 「ぷろておりしす」の読者諸氏は「何故このようなセクショ

ンを紹介するのか?Jとお思し、かもしれない。しかし、このセクションも実はプロ

テアーゼ研究者のためのセクションと言ってもいいようなセクションで、 実際この

ミーテイングでの発表演題の半分以上がプロテアーゼについてのものであった。

ペプチドホルモンやニューロペプチドの多くは、最初から生理活性を持ったか

たちで合成されるのではなく、まず不活性な高分子前駆体として生合成される。こ

れらの不活性前駆体が生理活性を持つようになるためには、細胞から分泌される途

中での様々な翻訳後修飾過程(プロセシング)が必須である。この生体制御に重要

な問題が本ミーテイングの主題であるが、その中でもプロイ ンスリンやプロオピオメ

ラノコルチン (POMC)などの活性化において見られる様な、高分子前駆体の塩基性
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アミノ酸対部位 (Lys-Arg、Arg-Arg)でのエンドペプチダーゼによる限定分解や、

その後のカルボキシペプチダーゼによる塩基性アミノ酸の除去はペプチド、ホルモン

活性化の主要な過程であり、多くの生理活性ペプチドで共通に見られる現象である。

この様に生理活性ペプチドを活性化するためには各種のプロテアーゼがクリテイカル

な役割を果たしているわけであるが、その生化学的実態はあまり明らかにされてこ

なかった。

今回で2回目を迎えた本ミ ーテイングでのプロテアーゼの発表の中でも特に発

表が集中したのは、前述の塩基性アミノ酸対部位を認識するプロテアーゼ(し、わゆ

るプロセシング酵素〉についてであった。この様な活性を持つプロテアーゼには様々

な種類のものが報告されているが、最近特に関心を集めているのは、 Kexinfar凶ly

proteaseと呼ばれる subtilisin様の触媒領域を持つ一連のカルシウム依存性セリンプ

ロテアーゼ群で、筆者らもこのプロテアーゼの研究に携わっている。このプロテアー

ゼファミリーは、現在までに晴乳類で7種類が同定されている他、ショウジョウパ

エや線虫など種々の動物からも同定されおり、前駆体タンパク質のプロセシングに

おいて中心的役割を果たしていると予想されている。今回のミーテイングでもノック

アウトマウスの作成など最新の成果が報告された。又その一方で、同様の活性を持

つ他の種類のプロテアーゼについての発表も活発になされ、これら多くのプロテアー

ゼと Kexinfamily proteaseが協調して複雑な生理活性ペプチドの生成機構を調節して

いる可能性が示唆された。

その他に、カルボキシペプチダーゼもペプチドの生理活性調節にとって重要な

プロテアーゼであり、今回も新しいタイプのカルボキシペプチダーゼについての報

告などがなされた。 又このミーテイングのもう一つの大きな特徴として、ペプチドホ

ルモンの生合成に必要な酵素そのものについての研究の他に、これらの酵素や基質

である前駆体タンパク質のJ細胞内輸送、特に分泌穎粒の形成や、頼粒へのタンパク

質の選別輸送のメカニズムに大きな比重を置いた研究が多いことが挙げられる。生

理活性ペプチドの翻訳後修飾と細胞内輸送とには密接な関係があり、生理活性ぺプ

-12-



チドの生合成機構を十分に解明するためには両方からの研究が大切であるという考

えによるのであろう。

このミーテイングの良い点は、比較的限定された領域の研究者が一堂に会し、

寝食を共にし(食事はまあ普通だが、宿泊施設は学校の寮なのでかなりひどい)共

通の興味について語り合うということで、各発表の際の質疑応答、デイスカッション

も非常に自由な雰囲気の中で活発に行われることであろう。夜のセッシヨンが 10 

時頃に終わった後も、多くの人がパーに集まり夜な夜なビールを酌み交わし、夜中

まで語り合う(丁度オリンピックの時だったので話題は仕事の事だけに留まらなしウ。

この様な機会は日本においても設けられるべきだと思うが、残念な点は、この領域

の研究者が日本では若干すくないことである。本カンファレンスでも、参加者95 

名のうち日本からの参加(アメリカ在住のポスドクを除く)は私たちのグループ一

つであった。多くの方々がこの領域に関心を持っていただければと思う。

(長浜正巳.徳島大学・工・生物工〉

3.第69回日本生化学会・第19回日本分子生物学会合同大会から

本年は生化学大会と分子生物学会年固との合同であったこともあり、プログラ

ムの編成も従来の年次会議とは大きく異なった形式で組織されたので、 3つの 「蛋

自分解」関連会議への“観客の入り具合"が多少とも危慎されたが、何れの会議も

盛会であったと風間している(自慢する訳ではないが、私は全ての会議に参加して

いた。但しイブニングセミナーではサッポロ生ビールを欽んでいたために不覚にも

ぐっすりと眠っていたとの批判もあったが)。これは「蛋自分解」の世界がかつて

経験したことのないような“時代の波"に乗っている ことを意味しているのかもし

れない。オーガナイザーの全てが本重点領域研究のメンバーで-あったので、会議の

内容について記事にして頂いた(編集部〉。

-13-



a. シンポジウム “プロテアーゼバイオロジー研究の新展開"

本シンポジウムは私と鈴木紘一領域代表者で組織させて頂いた。これまでプロ

テアーゼに関するシンポジウムは本大会でも幾度となく催されたが、 「プロテアー

ゼバイオロジー」の用語(造語?)使用は初めてと思われる。趣旨はプロテアーゼ

の研究ではなくバイオロジーの研究が大事との認識を喚起することである。この視

点を強調する意図をもって「プロテアーゼバイオロジー」と言う用語をあえて造成

した。この趣旨を述べたのち、以下の講演が多くの聴衆の前で発表された(比較的

大きな会場であったにも拘わらず、 “立ち見"の聴衆もかなりいたようである〉。

講演者の大半が本重点領域の班員であったので、個々の発表については、演題と発

表者(敬称略)を列記するに止めその詳細には触れない(抄録参照のこと〉。最初

に「リソソーム系の蛋自分解」として木南英紀(順天堂大・医)が“オートファジー

およびヘテロファジーの機序と蛋白分解"について、また大隅良典(基礎生物学研

究所〉が“酵母の液胞におけるタンパク質分解"の演題で発表した。次いで鈴木紘

一 (東大 ・分生研〉が“カルパイン:構造とバイオロジー"の演題、田中啓二 (都

臨床研)が“プロテアソーム:構造とバイオロジー"の演題で代表的な二つの細胞

内プロテアーゼ、研究の最近の話題について講演した。このように、リソソーム・カ

ルパイン・プロテアソームの古くて新しいプロテアーゼ系の話の後に、藤沢淳子

(国立精神神経センター ・遺伝子工学部〉が“膜貫通型メタロプロテーゼーディスイ

ンテグリンMELTRIN"のタイトルで新しい話題を提供した。この講演は研究の糸口・

展開とも意外性があり、また切り口が新鮮で多く聴衆を魅了した。後半の話題は

「ユビキチン化と細胞周期」に関するトピックスについて日本における最先端の研

究成果が発表された。最初に山尾文明(国立遺伝研)が“ユビキチン結合酵素の細

胞周期制御における特異性"の演題、ついで宇津木孝彦 (東大・理)が“出芽酵母

のE3.ユビキチンリガーゼの機能と制御"の演題で、最後に熊田和貴 (京大・理〉

が“染色体分配に必須なCut1， Cu包を含む複合体と20Sサイクロソームの機能的関連"

について講演した。これらはユビキチンシステムを構成する結合酵素E2とリガーゼ
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E3の細胞周期制御における役割についての最新の話題であり、伝統的なプロテアー

ゼの世界を大きく変貌させる可能性を秘めた話題の提供であった。とくに宇津木孝

彦と熊田和貴はそれぞれ、菊池淑子研究室および柳田充弘研究室の博士課程大学院

生であり、現場の若手研究者の最先端の話題が熱く語られた。このような講演は

「蛋自分解」の世界では稀であり、今後も定着してゆけば頼もしい限りで、 「蛋自

分解」の将来も明るくなるとの印象を持った。おわりにオーガナイザーの鈴木紘一

が演者と参加者に謝辞を述べるとともにこの比較的長時間のシンポジウムを総括し

て、 「蛋白分解研究Jの世界がもはや「プロテアーゼ」の研究から ρくイオロジー」

の研究の時代には入ったとの認識を示し、この観点から本シンポジウムは従来のこ

の分野の内容とは大きく異なることの感慨を述べ、さらに今後の「蛋自分解」領域

の研究進展に期待感を表明してシンポジウムの幕を閉じた。

(田中啓二:都臨床研〉

b. イブニングセミナー“AAAスーパーファミリー蛋白:新しL、ATPase
ファミリーの構造類似性とその多様な細胞機能"

AAAスーパーファミリーは近年発見され、急速にその数が増している新しい

ATP蹴ファミリーである。そのメンバーは共通のA買掛C構造を持つにもかかわらず、

一見共通性の無い多彩な細胞機能に関わることから、その名称がAAA(ATPお凶

associated wi血diverse白 llul訂 activities)と付けられた。現在までに 10 0を越えるメン

ノ〈ーが同定され、 AAAモジュールの相向性から6つのファミリ ーに分類されている。

このうち蛋白質分解系と深く関わるファミリーが2つある。 1つはプロテアソーム

の制御ATPase群で、このファミリーはさらに 6つのサブファミリーに分けられる。

この数は 26Sプロテアソームが 6種類の異なるAAAI¥.τ'Paseを制御ユニット内に含

むことと一致しており、 1分子のプロテアソームがそれぞれ 6種類のATP錨 cを一個

ずつ持つことを示唆しているように思われる。ただし、実際にすべてのプロテアソー

ムが必ずしも 6種類の異なるATPaseを含むかどうかは実証されていない。ちなみに、
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古細菌は原核細胞でありながらプロテアソームを持ち、進化上真核細胞に近い。古

細菌のプロテアソームのサブユニット構成は真核細胞のものに比べて単純で、触媒

ユニットはαとβそれぞれ1種類ずつで、制御ユニットに含まれるAAAATPaseは2

種類だけである。蛋白質分解に関わるもう lつのAAAファミリーは古細菌を除く原

核細胞(真正細菌、マイコプラズマ、ラン藻など〉や進化上細菌由来と考えられる

細胞小器官(ミトコンドリアと葉緑体/色素体)に存在する膜結合型ATP依存性メ

タロプロテアーゼ群である。このうち大腸菌のF包Hと出芽酵母のミトコンドリアの

Yme1p (仇d1pまたはY也IIpとも呼ばれる)、 Yぬ10p(Afg3pとも〉、 Yta12p(Rca1pと

も〉はそれぞれ基質特異的なプロテアーゼであることが証明されている (FtsHにつ

いては「ぷろておりしす」第 l号を参照)。しかもY包10pとYta12pはヘテロオリゴ

マーを形成する。最近、 Y旬10p/Afg3pとYta12p!R伺1pがシャペロンとしても機能する

ことが実験的に示された。これらのAAAモジュールは蛋白質分解において基質蛋白

質の認識/巻き戻しなどシャペロン的な働きを持つことが予想されている。 AAAスー

ノfーファミリ ーの他の4つのファミリーは、膜融合や細胞小器官の形成/再構築な

ど今のところ蛋白質分解とは直接関係がない細胞機能に関わる。AAA蛋白の共通の

機能が何か、そしてそれがプロテアソームやAAAメタロプロテアーゼによる蛋白質

分解においてどのような意味を持つのかは今後の課題として残されている。このイ

ブニングセミナーではこれ らのAAA蛋自のうち代表的な蛋白の構造と機能について

の発表と討論が行なわれた。新しいタイプのファミリー蛋白ということで関心を集

め、特に若い参加者が多く、活発な議論が行われた。 AAAモジュールに共通するが

他のATP泊e/Gτ'Pase~こ存在しないモチーフSRH(second region of homology)の機能を解

明することがAAA蛋白に特有の共通機能を知る有効な方法の一つであり、 FωHにつ

いてSRH領域の保存されたアミノ酸がプロテアーゼ活性に重要であるという結果が

示された。このイブニングセミナーはAAAスーパーファ ミリー蛋白の多様な細胞機

能とその共通分子基盤を探る第一歩と位置づけられる。 (小椋光:熊本大学・医〉
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c. イブニングセミナー“タンパク質の分館、障害とその小胞体内分解"

表記のセミナーを立命館大 ・理工の菊池正和先生と小出が世話人となって開催

した。既に周知の通り、分、泌タンパク質は、リボソーム上でのペプチド鎖合成の後、

小胞体内において適正な高次構造をとるようにfoldingされてその機能を獲得する。

その過程で種々のアミノ酸の翻訳後修飾が行われるほか、 N型糖鎖が付加される糖

タンパク質で-は、グルコースおよびマンノースのトリミングが行われた後、ゴルジ

体に輸送され、そこで複合型糖鎖が形成された後に細胞外へ分泌される。しかし、

何らかの原因によって引き起こされた塩基の置換・挿入・欠失や翻訳後の修飾不良

により生成された異常タンパク質は、細胞内移行が正常に行われずに、多くの場合、

小胞体内で-分解されてしまう。この異常タンパク質の選択的分解は、小胞体におけ

る"品質管理"機構に支配されていると考えられているが、 このような機構の実態は

ごく最近注目され始めたもので、その解明に多くの努力が払われている。本セミナー

では、このような異常タンパク質の分泌障害とその小胞体内分解の細胞生物学的な

研究例として以下の4演題の発表があり、それぞれの品質管理機構において異常分

子を認識する分子シャペロンや分解に関与する小胞体内プロテアーゼについて討論

した。先ず、 「分泌初期過程における品質管理機構(札幌医大・医:和田郁夫、加

納英雄)Jでは、 misfolding状態に発現させたト ランスフェリンに対して、分子シャ

ペロンのカルネキシンが分泌のごく初期の過程で会合し、速やかに解離すると共に、

次にカルレティキュリンが会合するという分泌初期過程におけるグルコーストリミ

ングによる品質管理機構が示された。次の「細胞内に蓄積された異常タンパク質の

識別と分解(立命館大 ・理工:菊池正和、生物分子工学研 :大津美枝子、サントリー

基礎研:大村文彦、関西医大:吉森保、および京大食研:裏出令子、鬼頭誠〉では、

酵母中に発現した人工作製リゾチーム変異体に対して小胞体タンパクであるPDI

(protein disulfide isomerase)が会合し、その後、 AL凶によって阻害を受けるシステイ

ンプロテアーゼによって分解されることが示された。さらに、 invi加で、 変性リゾ

チームがER60プロテアーゼによって分解されることから、その関与が示唆された。
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また、 「家族性LCAT欠損症における分泌障害とその小胞体内分解(福岡大 ・医 :

護山健悟、高見昇、三角佳生、池原征夫、および札幌医大 ・医:和田郁夫)Jでは、

HepG2に安定発現させたLCATのG344S変異体に対してカルネキシンとBiPが会合す

ること、さらに、インヒビターの特異性から変異体の分解にはプロテアソームの関

与が示唆された。最後に、 「クマリン型抗血栓薬(ワルファリン〉投与時にみられ

るビタミンK依存性凝固因子の分泌障害とその小胞体内分解 (姫路工大・理:徳永

文稔、 小出武比古J)では、 ビタミンKの括抗剤であるワルファリン存在下でBHK

細胞に安定発現させた異常プロテインCが、小胞体に滞留し、選択的分解を受ける

ことが示され、その際、 GRP94、BiP、カルネキシン、カルレティキュリン及び未同

定のp43とp45などが会合し、インヒビターの特異性からプロテアソームによって分

解されることが示唆された。 (小出武比古:姫路工大・理〉

4.第 11回細胞内蛋白質分解に関する国際会議 (The11th International 

Conference on Proteolysis and Protein Turnover， ICOP)から

この会議には、本重点領域研究の班員を含め多数の国内研究者が参加した。本

稿では、先ず日本ICOP委員会(JCOP)代表者である鈴木領域代表者(第 10回国

際会議の主催者)に会議の印象記とICOPメンノくー会議の結果を報告して頂くととも

に、本会議に参加した4名の研究者に項目別に発表・討議の内容について簡潔にま

とめてもらった。

a. ICOP 96報告“学会印象記"

日時:平成8年9月7日(土)"-'11日(水)、場所:フィンランド、ツルク

市、ツルクテクノ ロジーセンタ一、バイオシティー。 第 11回ICOP国際会議はツ

ルク大学医学部V泊oHopsu・Havu教授をオーガナイザーとして開催された。ツルク

市はヘルシンキから西へ約20 0 lan， アウラ川に沿うフィンランドの古都で、落

ち着いた風情の古い町であった。学会の会場は中心街から少し離れたところにある
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新しい建物、バイオシティーで行われた。北欧、特にフィンランドはヨーロッパの

中心から少し離れているため、参加者が少ないのではなし、かと心配されていたが、

参加者は約 26 0名で、心配は杷憂に終わり、丁度良い規模のまとまった学会だっ

たと言えよう。前回、第 10回のICOP会議が日本で行われたこと、フィンランドが

日本から飛行機で最も近いヨーロッパの圏であること、等の理由により、参加者の

約 1/5、50名が日本からの参加者で、地元フィンランドの参加者約60名に次ぐ

規模であた。学会はツルク大学教授3人による“プロフェッサーズ・トリオ"の演

奏で開会された。実際の会議は丸4日間で、初日を除き毎日朝8時 30分に開始さ

れ、口頭発表 70題、ポスター演題86題が発表された。日本人の活動も極めて活

発で、 15名が口頭発表を行った。夜の部は、ポスターセッションのほか、ツルク

市美術館でのツルク市主催のレセプション、ツルク城での 18世紀風のパーティー

(お皿の代わりに平らなパンを使い、フォークの代わりに手を使う)、近くの島を

巡るクルーズなどの企画があり、大変楽しませてくれた。 ICOP会議はヨーロッパ、

米国、日本の順にほぼ二年毎に開催する申し合わせがあり、次回 12回の会議は米

国で開くことが承認された。 しかし、開催地とオーガナイザーは未定で、米国の

ICOP国際委員であるJ.BondとB.Sloaneが中心になって計画を煮詰めることが了承さ

れた。現在のところ、 3年後の 1999年7月にボストンで開催される可能性が高

いとのことである。(鈴木紘一:東大・分生研〉

b. ICOP 96報告“リソソームプロテアーゼの機能"

リソソームカテプシンに関する報告の中から二つ話題を取り上げる。

1 ) Brりmmeによる特別講演:新しいカテプシン・組織特異的カテプシンについて。

多くの組織・細胞に広く分布するカテプシン、カテプシンB，H， L (彼の講演は

システインを活性基にもつカテプシンに限られていた)以外に、組織特異的と呼ん

でよい新しいシステインプロテアーゼが次々発見された。いずれもカテプシンLに

構造・酵素学的性質は類似している。Brりmmeのグループが発表、未発表のものを
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整理すると次のようになる。

組織分布:カテプシンK (破骨細胞、骨格筋)、カテプシンS (マクロファージ、

牌臓リンパ球〉、カテプシンW (T-リンパ細胞〉、カテプシンu (胸腺、精巣)

カテプシンK : 1995年に破骨細胞に高発現するカテプシンKをコード、するcDNAクロー

ニングの報告が三つの研究室から出された (Inaokaet al， BBRC， 206， 89・96，1995: Shi， 

G.P.， et al， FEBS Lett.， 357， 129-134， 1995; Bromme， D.組 dOkamoto， K.， Biol. Chem. 

Hoppe-Seyler 376， 379・384，1995)。名前はそれぞれカテプシンK、カテプシンO、

カテプシン02であった。現在はカテプシンKに統一される機運にある。 cDNAレベ

ルの比較では、カテプシンKはカテプシンLの約10倍破骨細胞で発現しているとい

う。このカテプシンKの組織特異的発現は泊 si知 hybridizationや免疫組織学的検査で

も確認されている (Drak久 F.H.etal， 1. Biol. Chem.， 271， 12511・12516，1996)。カテプ

シンKの酵素学的な性質は昆虫細胞で異所性に発現させたリコンビナントタンパク

を使って解析されている (Bossard，M.J.， et al.， J. Biol. Chem.， 271， 12517-12524， 

1996)。最近カテプシンKが骨吸収における主要なプロテアーゼであることを支持す

る報告がなされた (Gerb，B.D. et al.， Science 273， 1236-1238， 1996)。骨の硬化症と

短躯を特徴とするPy∞odysω民osisは常染色体劣性遺伝であるが、その原因はカテプ

シンKの欠損によることが明らかにされた。患者細胞では、カテプシンK遺伝子の

ナンセンス、ミスセンス、停止コドンの変異が見いだされ、停止コドンの変異をも

っcDNAの発現は、mRNAはつくるがタンパクは免疫学的に検出されなかった。今後、

カテプシンKを標的とした骨組影症ゃあるタイプのリウマチ性関節炎のドラッグデ

ザインが検討されることになろう。

カテプシン S:カテプシンSの組織発現 (m悶 A、免疫組織学的検査〉を詳細にみ

ると、マクロファージ、 Bリンパ球にほとんど限局して存在し、インターフエロン

γで誘導されるので、組織特異的カテプシンの範暗に入るというのがBぬmmeの主

張である。また、カテプシンSが外来性抗原提示細胞における不変鎖のフラグメン

テーションに関与することを示した (Riese，R.J. et al， Immunity 4， 357・366，1996)0 
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カテプシンWおよびカテプシンU : cDNAからの塩基配列からみるとカテプシン Lと

の類似性が高いらしいが、まだ未発表データで詳しいことはわからない。

今後、さらに組織特異的カテプシンが見つかり、その組織特異的機能が明らか

になっていくかもしれない。

2)カテプシン遺伝子のノックアウト

Petersがカテプシン群のノックアウトマウスの中間報告をした。カテプシンD以外

はまだ未発表である。

カテプシンD:生後2週間は正常に発育するが、 3週日で成長が止まり、生後26 

日前後で餌を取らなくなり死亡する (Saftig，P. et al， EMBO J.， 14， 3599-3608， 1995)。

生後3週間から回腸粘膜に委縮がみられ、その後腸管全体の壊死をおこす。生後24

日では胸腺および牌臓のリンパ球がアポ トーシスを受け、広範なリンパ組織の破壊

がおこる。ノックアウトマウスでは脳の機能不全もおこるらしい。しかし、リソソー

ムの蛋自分解および阻ICクラスIIの発現は全く影響は受けない。最近、カテプシン

Dがサイトカインによって誘発されるアポトーシスの経路で重要な役割をしており、

カテプシンDアンチセンスRNAの発現やぺプスタチンによってアポ トーシスが抑制

されるという報告がなされたが (Deiss，L.P.， EMBO J.， 15， 3861・3870，1996)、ノック

アウトマウスでの結果と一見矛盾している。カテプシンDの基質が細胞により異な

り、ある場合はアポトーシスに関与する他のプロテアーゼの活性化に関与するので

あろうか?今後の検証を待ちたい。

カテプシンL:生後2日目から毛の生育は遅延し、 19日目からは部分的な無毛と

なるが、その後は発毛と脱毛をくり返すらしい。詳しいメカニズムはわからない。

生育は順調にいくようである。

カテプシンBおよびカテプシンH:カテプシンBやカテプシンHのノックアウトも

行っているとのことだが、報告はなかった。(木南英紀:順天堂大・医〉
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c. ICOP 96報告“オートファジ一分野に関連して"

肝細胞の単離・培養法を全世界に広め、かっ細胞内タンパク質分解の分野の

重鎮の一人である P.o. Seglen教授(ノルウェー)より、今度フィンランドの ICOP

で初めてオートファジーのセッションを企画したからお前も話をしろとの招待を受

けた。初めての海外からのお呼びでもあり、喜んで参加してきた。細胞内タンパク

質分解としづ領域におけるこのオートファジーの分野について、我が班員の方々に

もぜひ知っていただきたく、興奮の冷めやらぬうちにと個人的な印象記をつづる次

第である。

そもそもオートファジー (Autophagy，自食作用)とは、細胞内でのリソソーム

系タンパク質分解経路のうち、エンドサイトーシス (Endocytosis，Heterophagy)を除

いた経路と考えてほほ良い。つまり、これは個々の細胞内タンパク質はもちろんで

あるが、細胞内のオルガネラの量をも決定する機構と考えてよく、細胞内の構成装

置全体のダイナミクスを考える上で絶対に無視することのできない機構である。か

つては Christiande Duveを頂点として華やかな領域を形作っていたが、近頃は新し

い展開が見られず、生化学や細胞生物学の教科書などにもほとんど顔を出さなくなっ

てしまった。けれども、昨年はわが国の細胞生物学会(仙台)で国際シンポジウム、

今年は ICOPでのこのセッションの開催、とにわかに陽が当たりだした感がある。

森と湖の園、シベリウスを生んだ園、フィンランド。中でもスエーデン支配時

代の雰囲気を色濃く残すとしづ古都トウルク (Turku)。この美しい小都市のなか、

トウルク大学に隣接したモダンな BioCity!furkuTechnology Centerという会場で、

1996年9月8日から11日まで第11回ICOPは開かれた。北緯60度を越すというのに、 一

番良い季節だったのか、トウルクは快適そのものだった。 9月に入ったせいか、白夜

ももう見られず、毎朝、ホテルから会場まで30分ほどかけて古く美しい街並を通り

抜けてゆくのが楽しい日課であった。今回の会議への参加者総数は264名、うち日本

からは53名であった。口頭発表は71題、うち日本からは鈴木紘一教授のPlenary

lectureを含め15題であった。ポスター発表は約140題であった。特にポスターの展示
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が期間中ず.っと継続されていたのは非常に良かった。こうした特定の分野の会議で

はゆっくりと何度も見ることができ、またいつで-も討論することができるのは大き

なメリットだ。

オートファジーのセッションは第3日目の朝9時からであった。驚いたことに、

当日会場にはボスの Seglen教授が姿を見せなかった。どうも急病で入院してしまっ

たということであった。急速、最初のスピーカーである W.A臥mn教授 (Univ.

Florida， U .S.A)が司会をかねてセッションを開始した。最初の2題は酵母を用いて

の形態的・遺伝学的解析を紹介したもので、Dunn教授は高等動物で知られている

マクローとミクロ・オートファジーが酵母でも存在し得ることを強調した。この異な

る二種のオー トファジーについては概念上大きな問題をはらんでいるが、詳細は別

の機会に論じたい。 大隅良典教授(基生研〉は酵母で初めてオートファジーの変

異株をとり、その遺伝子14種をクローニングし配列を解析し、そのうちの APGl遺

伝子が新規のProteinkin蹴をコードしていることを発見した。また、大隅教授の電

顕写真はいつ見てもすばらしい。つづく 6題はすべて動物細胞での話題であったが、

P. Codogno博士(INSERM，Fran∞)はヒト大腸ガンHT-29細胞を用い、 hetero住imeric

Gi3 proteinによるオートファジーの開始段階の調節機構の存在を示した。特に

αi3・subunitの変異株を用いた数種のキメラ蛋白質の overexpr凶 sionによりGi3のGDP

結合型が必須であることを証明した。これは、これまで生理的調節論や形態的議論

が支配的であったこの領域にあって、いよいよこの分野にも分子生物学的手法が適

用され始めたなという 印象を深くした。つづく E.Knecht博士 (F.V.I.B.，Sp組1)は、

ふつう非選択的分解といわれるオートファジーにあって、特に単離リソソームで選

択的に蛋白質が取り込まれ分解されることをGAPDHやRN部 eAで証明した。これは

J. F. Diα(Tufts Univ.， USA)のグループとの共同研究である。なお、このオートファ

ジーの選択性については、今回の発表にはなかったが リソソームと ubiqui出ationの

話題も最近大きな注目を集め始めており、従来の考え方について再検討を要する興

味深いテーマである。
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Seglen教授のグループは、教授の代わりに大学院生の P.E. S仕omhaug君が発表

したが、お得意の膨大な数の各種阻害剤を用いて、肝細胞オートファジーの開始段

階には蛋白質リン酸化反応が関与していることを示した。現在、オートファジーの

主たる生理的調節点(ホルモンやアミノ酸による)はその開始段階(autophagosome 

の形成段階)にあると考えられている。つづく木南英紀教授 (JI頂天堂大〉は現段階

で可能な方法としてautophagosomeを含むautolysosomeを単離し、その膜画分中の蛋

白質の分離同定を精力的に試みられていた。また、オートファジーは分泌や小胞輸

送などと同じく細胞内膜の出芽や空胞化、融合などからなる現象ととらえることが

できるが、 A J. Me首位教授 (AMC，N etherlands )は、酵母で解明されつつあるPI

3-kinaseやp70S6 kinaseなどによる調節を想定し、最も生理的な調節と言われるアミ

ノ酸によるオートファジー調節機構もそれとの関連において議論していた。最後に

筆者(新潟大)は、 この分野におけるinvitro系導入の試みとして細胞膜に選択的に

穴をあける溶血毒素a-toxinとstreptolysin0 (S印)を用いたセミインタクト細胞

(perm伺凶包.ed∞l1s)の確立について報告した。オートファジーは、その際立って複

雑な機構のためか、これまで細胞を破壊するとどうしても再現できなかったが、

α-toxin処理により初めてmVl凶系で-の完全なオートファジーが再現され、また、

Slρ処理によりサイトゾルとATPの共存下でその成熟段階のみが再現された。この

二種の異なるセミインタクト肝細胞を用いて、開始・成熟両段階にG百結合蛋白質

が関与することを示した。

この他、ポスター発表においても、オートファジーの分野では14題の発表があっ

たが、肝細胞でのタンパク質分解を調節するアミノ酸レセプターの存在の指摘、

auto-phagosomeの単離・精製の試み、 autophagicvacuolesの電顕観察のための新しい

ロyo・section泊g法の開発、老化におけるオートファジーの関与など、新しい意欲的な

研究成果が続々と発表された。むしろ今回はこちらの方が新鮮でエキサイティング

な刺激が大きかったように思われる。ともするとアメリカの情報ばかり入ってくる

近頃であるが、こうしてヨーロッパの研究者の熱い情熱を直接肌で感じられたこと
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は大変大きな収穫であった。かつては‘生理的タンパク質分解のリソソーム系' と

呼ばれたものの、 一時は消え去ってしまうかに見えたこの分野であるが、新しい装

いで再び人々の注目を集めはじめていることが実感された。確かにタンパク質の分

泌やエンドサイトーシスがこれだけ注目を浴びた現在、これから一旗挙げようとす

るものにとってはこのオートファ ジーが新たな標的と写ったとしてもまったく不思

議ではない。また、個人的になるが、今回、筆者の米国留学時代の恩師GlennE. 

Mortimore博士夫妻に三年ぶりに再会することができたことがなによりの喜びであっ

た。肝臓濯流法の創始者であり、 30年にわたり常にこの分野に君臨されてきた博

士である。この夏とうとう現役を退いてしまわれ、一抹の淋しさも味わっておられ

たようだが、確実に動き始めた新しい潮流と久しぶりの活発な討論を大いに楽しん

でおられた。

以上、 Seglen教授の突然の不参加が大変残念であったが、この分野の新しい胎

動を実感することができ、力の湧いてくる会議であった。次回が楽しみである。

(門脇基二:新潟大.農)

d. ICOP 96報告“ユビキチンとプロテアソーム"

フィンランドのトウルク市において開催された本国際学会では総勢約260人

が集まり 4日間に渡って連日活発な討論カ、繰り広げられた。本稿では、プロテアソー

ムーユビキチン系に関連したトピックスを中心に紹介するが、この分野も新しい未発

表の知見が数多く報告され、大変充実した会合となった。特に今回の特色としては、

従来は非常に唆昧な形で推察されていたのみであったプロテアソームの基質認識・

切断のメカニズムが、構造解析等によりかなり明確に理解され始めたということが

挙げられる。バイオロジカルな機能についても、最近の構造解析の進歩を基盤に新

しい視点で考え直そうとしづ気運が感じられた。以下にそのレポートを簡単にまと

めてお届けする。

まずプロテアソームの基質認識のメカニズムについて、 P.Young (Univ. U凶1，
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USA)は、 26Sプロテアソーム S5aサブユニット中のポリユビキチン鎖結合ドメイン

について最新の解析結果を発表した。彼等は、 S5aのディレーション変異株を作成

してポリユビキチンとの結合能を測定した結果、アミノ酸 196-241番のαーヘリック

ス領域が特異的結合に最も重要であるとの結論に達した。彼等によると、この配列

を有するペプチドは S5aと同等のポリユビキチン結合能を有し、かつ種々のイソペ

プチド結合様式で連結したポリユビキチン鎖を同等に認識できるらしい。興味深い

ことに、 S5a以外にもこの配列と弱し、ながらホモロジーを持つ26Sプロテアソーム

サブユニットが幾つか見つかったということで、 26Sプロテアソームの各サブユ

ニットがどのように機能分担してポリユビキチン鎖を認識しているのかといった機

構に興味が持たれる。 A.Ciechanover (Israellnst. of Technology)は、転写調節因子

NF-KB (P105)のプロセシングとその蛋白性インヒビター I-KBの分解について概説し

た後、 p105の適切なプロセッシングにはアミノ酸370-404番領域にあるグリシンリッ

チドメインが重要であること、このグリシンリッチドメインを欠失させた変異 p105

では、プロセッシンク令されずに完全分解にまで達してしまうことを示した。彼等は、

またリン酸化型 I-KBをビーズに固定化して I-KBの分解を制御するE3の単離を試み

ているそうだ。現在とれているものはAPC/サイク ロソームと同様に高分子量のE3

様複合体であり、リン酸化型の I-KBのみを認識するらしい。シグナル依存的な

I-KBの分解においてこのお複合体が中心的な働きをしていることも十分考えられる。

F. Papa (Univ. of Chicago， USA)は、脱ユビキチン化酵素であるDoa4についての発

表を行った。彼らはDoa4は26Sプロテアソームとゆるいながら物理的に相互作用

していること、Doa4のN末端側領域に特異性を決めるエレメントが存在することな

どを明らかにすると同時に、 Doa4は、 26Sプロテアソームによるユビキチン化基

質の分解過程でもかなり後期に働くという考えを示した。つまり、ユビキチン化基

質は 26 Sプロテアソームによって (ポリユビキチン化されたまま )ペプチ ドにま

で切断されたあとに、Doa4がペプチドから最終的に脱ユビキチン化するというモデ

ルである。発表後、会場のKisselevからポリユビキチン鎖は基質蛋白質と一緒に 26 
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Sプロテアソームの活性中心に入っていくのかという質問が出た。これに対して

Papaはポリユビキチン化蛋白は全体としてプロテアソーム内部に入っていくことは

なく、ユビキチン鎖は 26Sプロテアソーム外側のユビキチン結合部分についたま

ま蛋白部分のみが26Sのホールに入っていくのではなし、かと答えた。 Kisselevは、

7，-...; 11というプロテアソーム切断後のペプチド残基数はプロテアソームのαリン

グから活性サイ トまで届く長さではないと彼自身の結果を引用しつつ反論し、脱ユ

ビキチン化が分解後に起こるという Papaの考えに疑問を呈して、ポリユビキチン化

された基質が最終的に分解される過程についての熱い議論が戦わされた。

ポスターにおいては、プロテアソームの基質切断のメカニズムについて

Baumeister (陥x干l叩 k研)のラボから、古細菌 2OSプロテアソームの再構成系を用

いた実験結果が次々と発表され圧巻であった。その一人であるI.Dolencは、プロ

テアソームの活性中心の数と基質切断能力との関わりについて巧妙な方法を用いて

解析した。彼らは、野性型プロテアソームと活性中心をつぶした変異プロテアソー

ムのサブユニットをpH変化によって各々解離した後、適当な比率で両者をまぜあわ

せることによって活性中心が 1つしかないプロテアソームを再構成した。この変異

プロテアソームと活性中心を7つ有する野性型プロテアソームを用いて基質を水解

する速度を比較し解析した結果、過剰量の基質存在下において、両者の水解速度に

大きな差異がないことを見い出した。このことは野性型プロテアソームにおいて 7

つある活性部位のうちの 1つに基質が結合することによって他の6つの部位は不活

化してしまう (おそらく はサブユニット聞のアロステリックな効果によって)を示

唆している。このことは、プロテアソームの構造解析上のインパクトのみならず、

NF-KB p105や抗原ペプチドのプロセッシングなどプロテアソームのバイオロジカル

な機能を考える上でも大変に興味深い知見であるといえよう。同じく Baumeister研

のF.Zuhlらは、 Rhodococcusプロテアソームの4種のサブユニット蛋白質 α1，α2，

s1， s2を種々の組み合わせで大腸菌中に発現再構成させるシステムを確立した。そ

の結果、どのようなα，sの組み合わせにおいても酵素としで活性を持つプロテアソー
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ムが再構成されるが、単一の α，sの組み合わせから再構成されたプロテアソームは

全て野性型のものに比べてKm値が半分程度であることが明らかになった。この結

果から、プロテアソーム複合体内において異種サブユニットは互いに負の

∞-operativi守を有している可能性を指摘し、間lodo∞∞us2 0 Sプロテアソームのサ

ブユニット配置のトポロジーについて2つの候補を提案した。これらの知見はプロ

テアソームの基質切断機構を考える上で大変刺激的なアイディアを与えるものであ

り、Dolencにしても Zuhlにしても再構成系の確立ということが、プロテアソーム

の分子構造そして作用機構を理解するに上で如何に有用であるかを思い知らされる。

A. Goldbergのラボからただ一人参加したA.Kisselev (Harvard Med. Sch.)は、プロ

テアソームによりモデル基質蛋白質を分解させその産物を解析した結果を報告した。

彼の発表によると、プロテアソームは基質蛋白を 7""11残基のオリゴペプチドに

完全に裁断するまではその(切断中間体の)基質を遊離させることはなく、従って

あるひとつの基質切断を完全に終了する以前に別の基質に取りかかることはない。

彼はこの様式を工程的切断(Processive mechanism)と定義し、プロテアソームによ

る基質切断の分子定規仮説 (Molecul訂 rulerhypothesis) と併せて議論を行った。B.

Dahlmann (Diabetes 1nst. Dusseldorf)は、免疫電顕や化学架橋などの方法を用いて解

析したヒト 20 Sプロテアソームサブユニット配置のトポロジーについてこれまで

の成果をまとめ発表した。真核生物プロテアソームのサブユニット配置については、

ごく最近、 R.Huberのラボで酵母20Sプロテアソームの X線結晶構造が2.2Aでの解

析に成功した結果、全てが判明した (R.Huber教授は平成8年 11月5-7日に開

催された臨床研第 11回国際カンファレンス:構造生物学の最前線で-のPlenary

lectureのために来日、その前日臨床研での非公式セミナーで‘その全貌を語った。論

文は現在執筆中で本年末に投稿する予定とのことである)0 L. Kuehn (Diabetω-

Forschungsinstitut， Germany)らは、プロテアソームそのものではなく、アクティベター

因子PA28α，sの遺伝子を用いてこれを invitroで再構成する系を示した。彼等によ

ると精製 PA28複合体とほぼ同程度のプロテアソーム活性化能を得るためにはPA28
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α，sを同時に発現させることが必要で、 α単独では活性化能は大きく減少、 P単独

では活性化能を持たなかった。 α，sの機能分担は不明であるが、互いに協調的に働

く必要性があるのかもしれない。今回の発表ではユビキチン系の話題は多 くなかっ

たが、 S.Wing (McGill Univ.)らはE2の特異性の問題について興味ある話題を提供

した。ラット精巣 17kDaE2である 2Eと8Aは互いにホモロジーが高いにもかかわ

らず、その基質特異性は大きく異なっている。ところが8Aの4残基を置換してみ

ると 2Eと同等の特異性を持った E2に変換された。これら4残基は活性中心から遠

く離れた E2分子表面上にあるそう で、これらの残基が基質特異的な 日との結合面

である可能性も考えられる。

プロテアソームは、真核生物のみならず好熱菌、好塩菌などの古細菌にも存在

することが近年明らかになっている。 Baumeisterに代わって講演した田村具博

(M砿 -Pl加 k研)は、好熱菌から 2OSプロテアソームに対する活性化因子を探索した

結果について発表した。その結果、好熱菌には真核生物の19Sやl1Sに相当するも

のは見つからなかったが、その過程で、 TricomProtease (TCP)と彼らが命名した全く

新しいプロテアーゼを同定した。これはプロテアソーム同様多成分複合体からなる

高分子量プロテアーゼであるが、 120kDaのサブユニットが Hexametrictroidを形成

しそれがさらに句psid様構造を形成するとしづ特異な構造のプロテアーゼ複合体で

ある。オリゴメリゼーションは高濃度のサブユニット蛋白質存在下で自動的に進行

し、いわゆるATPに対する依存性はないが、 TCPに結合する低分子蛋白質 (F1，F2 

など)も幾っか同定しているそうで、その構造と活性調節に興味が持たれる。小椋

光 (熊本大、医)は、 AAAファミリーに属する大腸菌 ATP依存性プロテアーゼ

FtsHについてこれまでの知見をまとめると同時に、 F飴HはLPSなどのリン脂質合

成を制御していることなど幾つかの興味深い新知見を報告した。 FtsHは短寿命転写

因子の選択的分解を介して膜蛋白質、膜構成成分の両面から膜の動態を総合的に制

御している必須遺伝子であるらしい。 FtsHには幾つかの特徴的なモチーフが存在し

ているが、そのうち、 AAAモデュールに共通して見つかった SRH(三ωndRegion of 
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Homology of AAA)配列の機能を調べるべく、この領域の変異体を作成して解析中と

のことで実験の結果が楽しみである。この AAAモデュールは、 26 Sプロテアソー

ムの ATP錨 eサブユニットを含む広範囲な機能蛋白質に見い出されており、その共

通機能の解明は極めて重要な課題と思われる。

プロテアソームのバイオロジカルな機能という面からは、川島、横沢が基調的

な講演を行ない議論を先導した。川島誠一(都臨床研)は、 MOLT細胞におけるア

ポトーシスの誘導とプロテアソームとの関わりについて発表した。現在最も強力な

プロテアソーム阻害剤として知られるZ-Leu・1訓-Leu-Hを世界に先駆けて発表して

いる彼のグループは、この阻害剤が放射線照射によって誘発されるアポトーシスを

抑制できないばかりか、逆にそれ単独でアポトーシスをひきおこすことを見い出し、

その過程に癌抑制遺伝子産物 p53の蓄積が関与していることを報告した。PC12細胞

などでは、 Z-Leu・Leu-Leu-Hは分化誘導をも引き起こすことを川島らは以前に明ら

かにしている。このような細胞種による反応性の違いを統一して理解するべくアポ

トーシスに至る過程での細胞分化の関与についても議論を行なった。アポトーシス

にはプロテアソーム以外に Iαなど多くのプロテアーゼの関与が示唆されており、

これらプロテアーゼ群の関連・協調性が今後の大きな興味になっていくと思われる。

横沢英良(北大、薬〉は、これまでの研究におけるプロテアソームと細胞周期との

関係を総括した後、ホヤ、ウニ、カエルなど種々の受精卵におけるプロテアソーム

の制御と機能について議論した。細胞周期の制御における蛋自分解の重要性は最近

とみに注目を集めているが、現在の研究の多くは主に基質の修飾(リン酸化、ユビ

キチン化〉に基ずく分解調節であり、それらは基本的にCDKサイクルに依存してい

る。 一方では、セントロソームの複製サイクルや細胞内カルシウムイオンのオシレー

ションは、サイクリンの蓄積サイクルとは独立であることも示されている。横沢ら

はカルシウムイオン濃度の変動に基ずくプロテアソームの活性変化を示し、それが

細胞周期における各選移点において機能しうること、そしてプロテアーゼのレベル

でも制御機構が存在することを指摘した。
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ポスターでは沢田均(北大・薬)らは、 26Sプロテアソームの制御サブユニッ

トに対するモノクローナル抗体の確立に成功し、それらを用いて行った実験結果に

ついて報告した。発表された 2種の抗体のうち、 MR・2はリン酸化型のATP猫 Cサブ

ユニットのみを認識する興味深いものであり、 ATP泊 eサブユニットのリン酸化とプ

ロテアソームの機能調節との関連を調べる目的に極めて有用であると思われる。沢

田らはプロテアソームに内在する自己リン酸化活性と蛋自分解との関係について解

析を続けており、プロテアソームの分解調節機構との関わりが明らかになる日が期

待される。プロテアソームのリン酸化という面からはG.Mason (Univ. Leicester， 

UK)も発表を行った。彼等は、 20 Sプロテアソーム C8，C9サブユニットは細胞内

でリ ン酸化を受けており、その脱リン酸化に伴ってペプチド性基質の水解活性が減

少することを示した。細胞をオカダ酸などのホスファターゼインヒビターで処理す

るとプロテアソームのリン酸化はさらに促進されることから、プロテアソームは細

胞内でフォスファターゼのターゲットになっている可能性も考えられる。 一方リン

酸化の真の機能的意義は相変わらず明らかではなく、機能面では理解が進んでいる

とはし、えないようだ。プロテアソームの分子生物学に関して、鶴身知津子(都臨床

研〉らは、26Sプロテアソーム制御サブユニット p97の遺伝子をクローニングし、

その産物が TNFレセプター結合蛋白質TRAP-2と高い相向性を有していることを示

した。さらに酵母における p97ホモログN部 1遺伝子を破壊し、この産物が酵母の

ユビキチン依存的蛋白質分解系に重要な役割を有していることを明らかにした。酵

母については、その他、急速 Wolfに代わって登壇講演した W.Heinemeyer 

(U凶v.S加仕gart)が、種々の酵母プロテアソームサブユニット変異とプロテアソー

ムの酵素活性との関係についてこれまでの知見を総括した後、小胞体蛋白質Cpyが

ユビキチン・プロテアソーム経路で壊されることを示した。D.Attaix (Cen回 de

Recherche Nutrition Humaine， Fran田)らは、無負荷状態の筋肉において、 26Sプロテ

アソーム制御サブユニットおよびPA28のmRNA量が協調して増加することを郎、

出し、無負荷筋での蛋自分解冗進現象との関連を議論した。佐藤かおり(都臨床研)
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らは、 cAMP合成活性を指標にカルパインによって切断されたGsα は未切断のもの

に比べ有意に活性が高いことを見い出し、 G蛋白質活性化にカルパインが関与して

いることを明らかにした。さらに、それに引き続く G蛋白質の不活性化がプロテア

ソーム経路によることを阻害実験により示し、一連の G蛋白質の活性調節がカルパ

インとプロテアソームの協調によってなされていることを提示した。 1.Beyette 

(Univ. Leicester， UK)らは、 p53依存的、非依存的なアポトーシスの過程において、

いずれの系でも 26Sプロテアソームの活性が変動すること、沢田美智子(北海試〉

らはヒトデ卵卵成熟におけるプロテアソームの役割について、種々の阻害剤と抗体

を用いて解析した結果を報告した。いずれもプロテアソームがし 1かに細胞制御に関

わっているかを指向したもので、今後も構造的な裏付けを得つつ進展していくもの

と考えられる。川原裕之(都臨床研〉は、細胞周期におけるプロテアソームの機能

について、 S期の終了とM期の開始のいずれにもプロテアソームは不可欠であるこ

とを報告し、プロテアソームの制御と細胞周期における機能について議論した。プ

ロテアソームと遺伝子複製制御との関連は新しいテーマで-あり、今後の細胞周期研

究における興味の一つであろう。現在、ユビキチン化の制御がプロテアソーム系の

蛋自分解制御の中心として脚光を浴びているが、果たしてプロテアソーム自身にも

基質識別の機能が備わっているか否か、そしてその制御がバイオロジカルにどの程

度の意味を持っているかを明らかにすることが今後のプロテアソーム研究の課題の

ーっと考えられよう。プロテアソームの複雑な分子構成の意味、そして個々のサブ

ユニット特異的な役割分担等を高次な生物機能との関係で明らかにしていくことが

重要であり、遺伝学的な解析を含めた幅広いアプローチがこれから行われていくも

のと思われる。このように、今回の ICOPではプロテアソームに関して実に幅広い

視点から発表カ叶子われた。このような討論の場を企画していただいたオーガナイザー

の先生方にこの場をお借りして心からのお礼を申し上げたい。なお文中、敬称は全

て省略させていただしサこ。 011原裕之:割灘床研〉
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d. ICOP 96報告“プロテアーゼと病態"

今回のICOPミーティングでは、プロテアーゼと病態の関係に言及した発表が全

体の約3分の 1近くを占め、プロテアーゼ機能の多様性と活性制御の問題に対して

高い関心が寄せられていた。病態と しては、悪性腫蕩に関するものが最も多く、次

いで阻Vなどの病原微生物による感染症、そしてアルツハイマー病、骨粗怒症など

が取り上げられていた。プロテアーゼ、と病態に関する発表はポスターでも数多く見

られたが、ここではス ピーカーとして招待された講演者の発表について、 筆者なり

の感想を書かせて頂くことにした。筆者の不勉強のため講演内容の把握が不十分で

ある点はご容赦願いたい。

悪性腫蕩に関する発表で、 Sloane(USA)はcathepsinBの発現増大と癌の悪性化と

の相関を示し、癌細胞表面にωthepsinBが結合することが癌細胞の浸潤・転移など

の過程に重要であることを示した。清木(金沢大・がん研)は種々の癌組織に過剰

産生された膜結合型マトリックスメタロプロテアーゼ(MTl・MMP)が、癌細胞表面に

輸送された後、細胞外のプロゼラチナーゼAを活性化し癌細胞の浸潤活性を増強す

ることを示した。この過程でTIMPがMfl-MMPとプロゼ、ラチナーゼを結ぶ仲介役と

して重要な機能を担っていることも示唆した。 Khokha(Canada)はTIMP-lの過剰発現

系やTIMP-lのダウンレグレーションを誘導したトランスジェニックマウスを用いた

研究から、百MP-lが癌化や転移に抑制因子として働いていることを示した。日和佐

(千葉県がんセンター〉はシステインプロテアーゼインヒビターのNIH3τ3細胞のト

ランスフォーメイションに及ぼすを影響を調べ、システインプロテアーゼ活性の抑

制が正常細胞を潜在性，細胞へ変換する可能性を示した。

病原微生物による疾患では、木戸(徳島大・酵素研)はHIVgp120のV3ループ

を特異的に切断する宿主細胞由来町ptase11..2、およびインフルエンザウイルスやセ

ンダイウイルスの外膜蛋白質を分解する宿主ク ララ細胞由来町ptaseCl訂aについて、

それぞれの病態の発現機構における役割を報告し、各プロテアーゼ、をターゲッ卜と

した治療方法の確立の可能性を示した。 Korant(USA)はHIV治療薬として開発した
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HIV proteaseインヒビターについて報告し、患者に投与した際の有用性と問題点を示

した。 Blankenvoorde(N etherlands)は歯周病の主要な病原菌P.gingivalisの増殖が

cystatin Sや卵白句S旬出によって強く阻害されることを示し、作用機序は不明であ

るものの、これらのインヒビターが歯周病の成立に抑制的な効果をもっ可能性を示

した。 Kuuselaは細菌の膜表面レセプターに結合したが錨mrnやplasminogenが内在性イ

ンヒビターによる限害を免れ、細胞外マトリックスを破壊して感染成立に寄与して

いることを示した。

鈴木(東大・分生研〉はplenarylec加reの中で、肢帯型筋ジストロフィー症2A

型の原因遺伝子としての筋肉特異的なcalpain(P94)に言及し、本酵素の存在様式や性

状、および本酵素の点変異による活性抑制が本疾患の病因であることなどを解説し

た。勝沼(徳島文理大・健康科学研)は骨吸収機構における破骨細胞印thepsinLの重

要性について各種プロテアーゼインヒビターやホルモン、サイトカインを用いた実

験から言及し、骨粗緊症治療薬としてのαthepsinLインヒビターの有用性を示した。

Rantakokko (Finland)は骨粗紫症モデルマウスを用いて骨吸収充進時における白血epsin

kおよびMMP・9のメッセージレベルの増大を示し、骨吸収機構における両酵素の重

要性を指摘した。石浦(東大・分生研〉はアミロイドタンパク質前駆体 (APP)のプ

ロセシングとアルツハイマー病で蓄積する戸/A4タンパク質の産生機構について概説

し、正常なプロセシングに関わる酵素の候補として細胞膜結合性cathepsinBやD-Asp

specific peptide hydrolaseを示した。

プロテアーゼ機能と病態の関係の研究は、全体としてはまだまだ発展途上にあ

るという感じで、実験データもまだ断片的なものが多く、各研究者がそれぞれの実

験系に基つeいて仮説を立てているといった段階にあるように思われた。しかし、プ

ロテアーゼ研究が基礎的レベルから応用レベルへ確実に領域を広げており、この領

域の今後の発展が大いに期待される。(山本健二:九州大学・歯〉
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( 5 )ミニレビュー

1 .液胞への道は何通り?

プロテオリシスは細胞にとって重要な役割を担っているが、一方でそれは危険

な作業でもあり、秩序だって行われなくてならない。そのために、細胞はユビキチ

ンープロテアソーム系の様な高度な制御のもとに分解を行うとし寸戦略の他に、分

解のために特化した場をもうけるとしづ戦略も採っている。酵母の液胞は動物細胞

のリソソームに相当するいわば分解の場であり、そこには分解をする物、すなわち

分解酵素、および分解をうける物が送られてくる。それらはどのような経路を通っ

て液胞へと送られてくるのであろうか。

液胞内分解酵素の多くはER，Golgiという分泌経路を経由し、そこから分岐して

液胞へ輸送される(1)。またAminopeptidase1 (API) という液胞酵素は、分泌経路に

欠損を持つse唆異株でも液胞へと輸送されることから、分泌経路を経由しないで液

胞へと輸送される事が知られている(2)。

一方、分解を受けるものに関しては、オートファジーすなわち自らの構成成分

を液胞へと送り込み分解する現象がある。栄養飢餓条件下に細胞は自らの細胞質成

分を非選択的に液胞に送り込む(3)。これは細胞質中にオートファゴソームという膜

構造体が形成され、その形廊畠程に細胞質成分が非選択的にその内部に取り固まれ、

オートファゴソームが液胞と融合することで細胞質成分が液胞内に送られる(4)。ま

た、ある条件下には、 Fructose-1，6-bisphosphataseが選択的に液胞へと送られる(5)。

これは少なくとも一部はミクロオートファジ一、すなわち液胞膜が内部に陥入する

ことにより液胞内に送られるとしサ報告もある(6)。その他に細胞膜の蛋白質は様々

な生理的要求に応じてエンドサイトーシスによって液胞へと送られ分解される(7)。

さてこのように少なくとも 5つの液胞への経路が報告されているが、 最近興味

深いことが明らかになった。大隅等は非選択的なオートファジーを行うことのでき

ないapg変異株を 14種類単離した(8)。一方、 Klionsky等はAPIの液胞への輸送を行
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えないωt変異株を単離した(9)。驚くべき事にこれらの変異株の多くが互いに重複し

ており、しかも全てのapg変異株はAPIの輸送に欠損を持つ事がわかった(10)。また

τbumm等も独立にオートファジー欠損のaut変異株を単離したが、ここでも同じ事が

みられた(11)。オートファジーとAPIの輸送は細胞質成分を液胞へと送るという共通

点があるものの、その他の点では明らかに異なる性質をもっている。例えば、オー

トファジーは栄養飢餓条件下に誘導されるのに対し、 APIの輸送は富栄養条件でも

恒常的になされている(10)。またオートファジーの輸送は4%/hr程度の速さであるの

に対し、 APIの輸送はその何十倍もの速さで起こり、明らかに選択性がある(10)。

分解するものとされるものが同じAPG分子群を用い、しかも別の経路によって液

胞へと輸送される。このことは何を意味しているのだろうか。我々は現在この謎を

解明中である。
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2 .カルパインとカルパインファミリーの構造と生理機能、そして、カルパ

インの遺伝学の可能性について

カルパイン(の触媒サフ。ユニット)の構造が最初に明らかになったのは、今か

らもう 10年以上前のことになる(1)。その後、いくつかの好余曲折はあったが、誰

しもがカルパインと認める分子には、パパイン様のシステインプロテアーゼ領域

(領域II)と、カルモデュリン様のカルシウム結合領域(領域IV)が存在する。そ

して、 N末端側には、活性制御に関すると思われる数十から百数十アミノ酸残基の

領域(領域I)があり、領域IとIVの聞には、機能不明の領域IIIがある。この図式は、

1 0年余変化しておらず、今でも、典型的なカルパインの分子構造と云える。骨格

筋特異的なp94(nCL-1)やショウジョウバエのカルパインには、飾りの領域が付加

されているが、基本構造は変わらない。

1 0年の聞に少し変化したのは、カルパインの一部の領域だけを含む分子や、

これと他の機能領域が融合した分子が存在し、これらは、別の遺伝子から、あるい

は、スプライシングの変化によって作られるのが判ったことである。このように、

カルパインの親類が増えてカルパインファミリーが発展していくことは、カルパイ

ンの分子としての認知が広がることにつながり、喜ばしい限りである。しかし、現

在なお不明であるカルパインの基本的な生理機能を考えたり、解析したりするとき、

何をカjレバインのアイデンティティと考えるかについて、少レ慎重になる必要があ

ると、個人的には考える。そこで、ここでは、 2，.....， 3の基準を設けて考えてみるこ

とを提案したい。まず、 (狭義の)カjレパインは、 4つの領域(IからIV)を含んで

おり、いずれの領域に関しても、ある程度の機能的な、できれば、構造上の相向性

がある分子とする。この理由は、カルパインのような活性調節機構が基質認識を含

めた触媒作用と共に重要と考えられる酵素では、活性領域以外の部分が、他の因子

と相互作用をして重要な生理作用に関連している可能性が高L、からである。特に、

領域IIIに関しては、現在は機能不明であるが、カルパイン分子種聞のアミノ酸配列

の相向性を見ると、分子内 ・間の認識という点で、カルシウム結合領域よりも重要
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であることが予想される。したがって、最近、遺伝学的に捉えられた線虫の回・3遺

伝子産物(2)は、少し微妙な立場となる (領域IIIとIV、特に、領域Wの不完全さを許

すか?)。その結果として、プロテアーゼ領域(パパイン様と最初に述べたが、実

際には、カルパイン様と呼ぶべきシステインプロテアーゼ領域である〉やカルシウ

ム結合領域(これも同様に、カルパイン様カルシウム結合領域と呼んだ方がよい

-この点に関しては、臨床研の川崎さんに示唆を頂いた〉だけを持つ分子、あるい

は、まだ知られていないが領域皿だけを持つ分子や、 別種の機能領域と融合した分

子を、カルパインファミリーの分子と定義してみたい。したがって、脊椎動物のカ

ルパインの小サブユニットは、カルパインにいつも会合しているカルパインファミ

リーのタンパク質(カルシウム結合タンパク質)と定義することができるかもしれ

ない。また、 ‘ぷろておりしす， 1号の、反町さんのレビ、ュー(3)のカルパイン様分

子の多く は、私の個人的なカテゴリーからは当面抜けていただく ことになる。

ここで、さらにもう 1段、カルパインに選別を加えることにする。いくつかの状況

証拠に偏見を加味すると、カルパインの生理機能の中には、少なくとも多細胞動物

細胞にかなり普遍的な細胞機能が複数含まれていることが予想できる。もちろん、

カルパインには特定の細胞の特有の生理過程に関わる機能があってもよく、それが

単独の分子種にまで発展させた形態が nCし1やnCL-2であろうが、これらは、ある

種の機能分散(あるいは機能強化〉の形態であると見なす作業仮設を取る。多くの

細胞に存在して、おそらく複数の機能を持っている狭義のカルパインこそ真のカル

パインであると設定した方が、現在未知のカルパインの基本的機能に関する概念を

得やすし、からである。こうした‘排除の論理'を積み上げていくと、脊椎動物のμ、

m、μ/m-カjレノぞインと、ショウジョウノ〈エの 2種のカノレパイン(Dm-カノレパインーDl

あるいはCalpA遺伝子産物-と、もう 一つ-D2・;未発表)だけが確実に残る(これで、

我田引水の準備ができたことになる〉。何故、 このような排除の論理が必要かと云

えば、これには次のような長い言い訳が理由となっている。長年(私などは、途中

さぼりが多いので、長年とはいいがたいが)カルパインの研究を行っていて最も不
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足に感じるのは、カルパインが実際に生きた細胞の中で正常な生理作用として、何

を行っているかの解答である(つまり、カルパインは、筋ジストロフィー症になる

ためや、虚血によって組織が崩壊するために存在するのではなしゅ。もちろん、様々

な病態でのカルパインやカノレパインファミリーのプロテアーゼの活性の動向や作用

は、医療との関連だけではなく、以上述べた生理機能の解析にヒントを与えるとい

う点からもきわめて重要であり、これらに関わる研究を誹誘中傷しようとするもの

ではない。強調したいのは、カルパインに関しては、 ( 1 )現在、カルパインの

“素顔"が見えていないことと、 ( 2)病態での作用機序がわかり、 ‘真のカルパ

イン'以外の親類分子の生理機能がわかっても、それで‘カルパインの主要な生理機

能を知ったことにはならないこと、をあらかじめ認識しておく必要があることであ

る。そうしないと、カルパインを深く知る立場にない研究者に、誤った概念、つま

り、特殊なカルパインの機能形態がカルパインの代表的作用であるとの認識を与え

てしまうからである。

以上、長い長い前置きで世間を狭くし、自分自身を縛ったときに残される問

いは、 「どうす寸lば、 “カルパインの生理機能"を知ることができるのか」である。

これまでの大風巴敷の割に、私自身は具体的な解答を、現在、持っていない(ある

いは、持っていたら論文を発表している)。しかし、問いに対する概念的な解答は

“遺伝学"であると考えている。この意味で、ショウジョウパエで-の研究はきわめ

て重要である。しかし、ここで云う遺伝学とは、単に欠失変異体を得て、 “カルパ

インはムムに重要"という、答えにならない答え(ここ 2---3年のNature誌は、生

化学的論理や方法論を基にしたときには納得できない、こうした主旨の論文に満ち

ている)を出すことではもちろんない。最近の米国の研究者のゲノムプロジェクト

に関するレビ、ュー(4)と、ショウジョウバエの良質な遺伝学的研究論文(たとえば、

G. Rubinのグ、ループによる複眼のR7細胞の分化に関する研究など)を、非常に注意

深く、行間や方法論も含めて読めばわかるように、細胞にかなり普遍的な複数の作

用を持つ遺伝子(タンパク質〉の生理機能は、単にloss-of-functionの変異体を用いる
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だけでは(もちろん、これだけでも、実験的には非常に大変であるが)、解析の入

り口に立ったにすぎないのである。まだ、その入り口にも立っていない私がさらに

風巴敷を広げるには、紙面も尽きたし時期尚早でもあろう。この続きは、他の

reviewerか次にゆずるとして、本重点領域研究が主催するシンポジウムで発表する過

分の機会が与えられているので、私達の具体的な準備状況をお聞きいただいて、

「まだ、何も進んでいないJrこんなことでは、永久に解決できなし¥Jなどの建設

的な感想と意見をいただければ幸いである。いずれにしても、カルパインの生理機

能の研究は、まだ、ほとんど始まっていないー他の多くのプロテアーゼと同じよう
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3・ HIVレセプター研究の最新動向とプロテアーゼ

外被蛋白質を持つウイルスは、いずれのウイルスも感染細胞の膜上のレセプター

と結合した後、膜融合過程をへて細胞内に侵入する。ウイルスの外被蛋白質は感染

細胞内で膜融合能のない前駆体の型で‘合成されてから融合能を持つ成熟型にプロセ

スされる過程で、細胞内あるいは細胞外のプロテアーゼによる活性化を受ける。こ

のようなプロセシングプロテアーゼとしての役割の他に、コロナウイルスに対する

アミノペプチダーゼNのように、プロテアーゼ自体がウイルス蛋白と結合すること

によってウイルス侵入に関与しているプロテアーゼがあるo HIVの場合、外被蛋白

前駆体のgp160は細胞内で前駆体から膜融合能を持つ成熟型のgp120 とgp41~こ変換さ

れ、 Tリンパ球膜上のレセプターCD4分子と結合するが、このウイルスの場合、 CD4

とウイルス外弘蛋白が結合しただけでは膜融合もそれに続くウイルスの細胞内侵入
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もおきないことが知られている。このような現象観察から、ウイルスの侵入にCD4

以外に複数の細胞側の因子が関与していることが推定され、そのような因子の解明

がこれまでに試みられてきた。

研究の1つの流れは、エイズウイルス感染と膜融合を阻止する中和抗体がいずれ

の場合も、 gp120蛋白のある特定の部位(V3領域)をエピ トープとすることに端を発す

る。我々は、このエピトープのアミノ酸配列ーGPGRAF-がKunitz型・type-IIプロテアー

ゼインヒビターの活性中心構造に類似していることから、このアミノ酸配列を認識

して結合するプロテアーゼが存在するのではなし 1かとしづ仮説を提唱し、プロテアー

ゼ活性を持つτ細胞膜のV3領域結合性蛋白質(句ptase孔 2)を見い出した(1 )。その後

CD4レセプターの発見者の一人、 Weiss，R.Aのグ、ループは、 HIV感染のさいにV3領

域がプロセシング受ける可能性を示唆した。 I細胞以外でHIVが感染するマクロファー

ジにおけるV3領域結合性プロテアーゼとして、 Gauthie.F.のグループは膜結合型

Cathepsin Gを(2)、ノfスツール研のHov組凶sian，AG.のグループは dipeptidylpeptidase 

IV(CD26)を(3)、Bristow，c.L.は膜結合型 el槌 tase様酵素を(4)、ごく最近ではマクロ

ファージのurokinase勾peplasminogen activator ( 5 )が提唱されている。 CD26について

は否定的見解も多いが、このようにV3領域と結合して切断するプロテアーゼの候補

として多くのプロテアーゼがあげられてきたのは、感染する細胞によって特異的な

HIVのタイプがあり、それらのV3領域の一次構造がウイルスのタイプによって異な

ること、この領域が高度可変領域であるためいずれのタイプのHIVにも共通して作

用するプロテアーゼがなし 1からと思われる。一方、この発想、の根底にあるV3領域と

プロテアーゼとの結合、さらにV3領域のプロセシングについては、Levy，J.Aのグルー

プ(6)，N紅色P.L.のク。ループ(7)、さらにMorrison，S. Aのグループ(5)から、 HIVの感

染性とV3領域のプロセシングがほぼ相関することが示され、 この考えは広く認め ら

れつつある。しかし、 V3領域の切断がウイルスの感染性獲得に必要不可欠な因子に

なっているかについてはまだ異論もあり、結論を得ていない。このような議論はあ

るものの、細胞膜表面上で作用する蛋白性、またはペプチド性のプロテアーゼイン
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ヒビターが阻V感染を阻止することも事実で、最近ではヒトの唾液中にある抗日V物

質がAntileukoproteaseで‘あったとの報告(8)もある。

以上に述べたHIVgp120のV3領域を中心とした研究の流れの他に、本年になって

HIV感染に関与するTリンパ球側の膜融合因子がexpressioncloning によって同定され

たo 最初に同定された因子は、これまで別の研究ですでに明らかにされていたT細

胞i一こ局在するω 型の ch刷蜘1お悶悶m叫e町叩倒r百m

し1吋lはまCXCR-4と命名)でで、あつた (9幻)。次いでマクロフア一ジから、同じ く7回膜貫通

構造を持つCC型chemokinereceptor(CC-CKR・R・5とCC-CKR-3)が同定された(10)0さ

らに最近、 CXCR-4のリガンドとして従来白血球の遊走、活性物質として知られた

ふ1(S位… 附wω叫が同定され、 SD山間H附性があることが

報告さ村こ(11 )。このようなch叫出向ω 研究似0の羽領域、 V3領域の

分解との接点はいまのとこ川である。さらに、何らかのプロテアーゼ?

Chemokine reαptorのシステムに関与するかについても、V3領域との接点の解明と宍

に検討しなければならない。

この項ではHIVレセプターとプロテアーゼ、に関する最近の研究の動向を述べて

きたが、このような研究の取り組み以外にも、ウイルスを取り巻くプロテアーゼ、研

究としては、各種のウイルス自体が持つプロテアーゼ、の阻害剤が抗ウイルス剤とし

J有望で、あることが最近注目されており、ウイルス自体のプロテアーゼ、と感染に関

与する宿主側のプロテアーゼについて、一層の研究の発展が期待されている。
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4.アルツハイマー病アミロイド前駆体蛋白質の代謝

痴呆の原因としてアルツハイマー病が注目されている。その病理的な特徴は、

細胞外に出現する老人斑と神経細胞内に蓄積する神経原線維変化である。アルツハ

イマー病における神経変性の原因がこの病理学的変化によるものなのか、あるいは

この病理学的変化は神経変性後のものであるのかについては決着がついていない。

ある高名なアルツハイマー病の分子遺伝学者は(あるセミナー出席者からの間接伝

聞なので名は伏せさせていただく)、老人斑や神経原線維変化を「墓石」と称した

としづ。つまり、土葬が一般的な西洋の墓場には屍体が累々と埋葬され、そのうえ

には墓石が置かれている。だからといって、だれもその墓石が埋葬されたヒトの死

因であるとは思わないであろう。つまり、老人斑にせよ神経原線維変化にせよ、な

んらかの別の原因で神経細胞が変性をむかえた後に形成された結果であるとしづ。

たしかに、老人斑も神経原線維変化も非常に難溶性であり、変性の最終段階である

可能性もある。ただ、神経変性の最初の原因の具体的な要因は、老人斑や神経原線

維変化以外となると、未だ全く不明である。

老人斑の主成分はアミノ酸40個前後のアミロイドβタンパク質 (Aβ〉である。

様々な議論はあるものの、神経毒性を持ったAβ が神経を変性しつつ老人斑を形成

するという仮説(アミロイド仮説)に沿った研究が進められている。 Aβ のクロー

ニンクゃからその前駆体(アミロイドタンパク質前駆体:APP)の存在が明らかになっ

た。その機能は不明であるが、細胞接着などを介して細胞増殖に必須と考えられて

し喝。 APPは短い膜貫通領域を持った膜タンパク質で-あり、 Aβは膜貫通領域と細胞

外領域 (N末端側)の境界に位置する。

APPにはオルタネーティブ ・スプライシングによりいくつかのサブタイプが存

在する。代表的なのが比較的神経細胞に特異的なAPP695、普遍的に分布する

-43-



APP751とAPP770である。数字はアミノ酸数を示す。 APP751/770はAPP695のN末端

側にKunitz型のプロテアーゼ、阻害配列が挿入されている。 APPは正常状態で‘も発現さ

れており、なんらかの異常代謝によってAsが神経を変性させながら蓄積するとい

うのがアミロイド仮説である。 APPの代謝で精力的に研究が進められているのがそ

の分泌系である。最初に報告されたのがAsの配列内で切断してN末端側を分泌す

るα分泌 (α セクレターゼ〉であるo このN末端側の断片は、従来プロテアーゼ阻

害因子として研究されていたNex泊 IIであった。

ところが、病的状態で初めて分泌されると思われたAs自身も、微量ながら正

常でも分泌されることが明らかになった。このAsの分泌は 19 9 3年のイタリア

ムアル川マー病国際会議で発表され、ペニス観光に浮かれていた筆者は博然と

した思い出がある o Asの分泌は3分泌とよばれ、そのN末端側を切る酵素を3セ

クレターゼ、そのC末端側を切る酵素は 7セクレターゼと命名されている。正常状

態でもAβが分泌されているとアミロイド仮説が揺らぐように思われる。しかし、 A

SのC末端側の長さによって、その性質が大きく変わることが報告された。アミノ

酸40個のAs40は可溶性で神経毒性も低い。しかし、アミノ酸42個のAs42は凝集し

やすく神経毒性が高い。しかも、微量のAs42が凝集すると本来可溶性のAs40も巻

き込んで凝集してし、く、つまり老人斑を形成するというseed(種〉仮説が提唱され

た口実際、病理学的にも、まずAs42が沈着してからAs40が溜まるとし 1う。また、

家手性アルYハイマー病で見いだされたVal峨異もAs42の比率を上昇させるし、

新しい原因遺伝子として研究されているpresenilin・1やpresenilin-2の変異もAs42を増

加させることが明らかに成りつつある。つまりAβ42を増やすような異常によって

アルツハイマー病が発症するとしウ説が注目されている。

セクレターゼの性質はAPPを過剰発現する培養系を中心に詳しく調べられてい

るが、いまだ実態は不明である。これらのセクレターゼは、アルツハイマー病の解

明に直結するばかりでなく、プロテアーゼ、としても興味深い。例えば、 αセクレター

ゼで切断される領域のアミノ酸を変異させてもその活性は全く変化しなかった。そ
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のため、 αセクレターゼはアミノ酸配列ではなく APPの立体構造、おそらく膜から

の長さを認識して切断する分泌複合体であることが考えられる。あるいは、 一種類

のプロテアーゼではなく多数のプロテアーゼがAPPの代謝に参加しているのかもし

れない。

従来、プロテアーゼの同定には短いペプチドを基質としてその配列を特異的に

切断する活性を指標として用いられてきた。各セクレターゼやAPPの代謝に関与す

るの候補として数多くのプロテアーゼが、同様な方法でAPPを切断しうる酵素とし

て報告されている。カテプシンB，D，S、ωlpain、gela白lase、プロテアソームなど枚挙

に暇がない。しかし、これらが生体内で実際に機能しているかについてはさらに検

討が必要で-あろう。ある高名なプロテアーゼ研究者(本人の意図を確認していない

ので、やはり名を伏せさせていただく〉は、 「飢えたライオンにペンギンをぶらさ

げればかぶりつくだろう。だからといってライオンの日常の餌がペンギンだと結論

していいのかね」と笑い話を披露してくれた。つまり合成基質を大量に加えたアッ

セイ系での活性が、本来の活性を反映しうるかという問題である。

なんとなく消化酵素の一種で、不要なものを分解するだけというイメージであっ

たプロテアーゼが、生体制御の本質である(少なくとも重要な役割を担っている〉

ことがつぎっき、と明らかになっている。アルツハイマー病に関しても、プロテアー

ゼ研究の専門家が、 APPの代謝を糸口に参加されることが期待される。

(国立生理学研究所神経化学丸山敬)
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As Processing of Amyloid Precursor Protein 
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5 .アポトーシスとプロテアーゼ

アポトーシスに陥る細胞は縮小化し、核クロマチンの濃縮と核を含む細胞の断

裂化によってアポトーシス小体を形成する典型的な形態変化を伴い、細胞や細胞内

小器官が膨化し、細胞膜の破壊を生じるネクローシスと異なることをKerrら(1 ) 

が報告して以来24年を経た。この問、核の形態変化には核の骨格蛋白の分解に加

え、 DNAのnucleosome単位で‘の企agmentationが生じることが明らかにされた。アポトー

シスが様々な分野から注目され飛躍的に研究が進むに至ったきっかけは、線虫で細

胞死が起きる時には∞d・3遺伝子が不可欠であること、さらに、∞d・3ホモログである

ICE (interleukin 1s∞nverting en勾me)がrat-1 fibroblastsに細胞死を惹起することが明か

にされたことによる (2)。その後、数多くのICElCED・3関連遺伝子がクローニン

グされ実際に細胞に発現させることで細胞死を起こすことが示されてきた。現在ま

でに明らかにされたICElCED-3関連遺伝子は、 ICE，Nedd-2!ICH・1L，CPP32とICE関連

の官/1CH -2!I CErelII/R1 C・2，1白 relIII/RIC3，また、 CPP32関連の

Mch3!ICE-LAP3/CMH・1，MCH2の7種類であり、 αD・3を加えれば8種類となる (3)。

これらのプロテアーゼに共通した最も長いアミノ酸配列はシステインプロテアーゼ

の活性部位に相当するQACRG構造である。 ICB'CED-3プロテアーゼは確かにシステ

インプロテアーゼであるが、 E・64に感受性がなくパパイン系のプロテアーゼ、と異な

るユニークな構造をもっと考えられている。ICEは45kDの前駆体として存在し、

句 D・3との相向性は 28%であり、活性化されると20kD(P20)と10kD(P10)のsubunitに

切断され、これらsubunitの各2本づづからなる 4量体として作用する。 ICEに比べ

CPP32はα，0-3との相向性が高く 35%一致する。 CPP32(Yama/Apopain)は、活性化さ

れるとP17とP12のsubunitへと切断される。 1αはproIL1sをAsp必 aの間で切断し活性

化する。一方、 CPP32の基質としてはPARPやSREBPが知られている。 ICEの基質で

あるprolL1sの2箇所の活性化部位におけるP1-P4配列からYVADを、また、 CPP32の

基質であるPARPの切断部位に対応するDEVDをベースにした人工の基質が作られ、

ICE様活性 (YVAD-AMC)やCPP32様活性 (DEVD-AMC)を測定することが可能で
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ある。また、これらを基に、 ICEやCPP32の特異的インヒビターとして

AC・YVAD-α-IOやAC-DEVD-CHOが作製されている。牛痘ウイルスにコードされてい

る口組lA遺伝子産物はICEの特異的インヒビターとして同定されたが、現在では広く

ICEファミリープロテアーゼ活性を阻害することがわかっている。 CramAはセリンプ

ロテアーゼインヒビターとして知られるセルピンスーパーファミリーに属し、 最近

では細胞障害性τ古田胞から放出されアポ卜ーシスカスケードを誘発するグランザイ

ムBを阻害することも報告されている (4) 0 ICEはCPP32の上流に位置し、活性化

されたICEがCPP32を活性化すると考えられている。今日、 ICFJCED-3ファミリープ

ロテアーゼがアポトーシスのカスケードの中で果たす役割が次第に明かにされつつ

ある。しかし、問題となるのは個々の細胞の細胞死で、これらプロテアーゼ、ファミ

リーの中でどのような酵素が関与し、それら酵素間でし、かなる相互関係を有してい

るのか、等解決されねばならない問題が山積している。さらに問題は、最も重要な

核DNAの断裂化を惹起するカスケードにつながるこれら酵素の基質が未だ不明な点

である。最近、 Deissら(5)は、 ICFJCED-3ファミリープロテアーゼとは異なりリ

ソゾームのアスパルギン酸プロテアーゼとして知られるカテプシンDが細胞死を惹

起すると報告している。 antisensecDNA expression librariesをHeLa細胞に遺伝子導入す

ることにより、遺伝子をランダムに不活化した細胞系を作製し、 interferong， Fas， 

τNF-α等のアポトーシスを惹起する条件下で細胞培養し、生存する細胞を解析する

ことによりカテプシンDの作用を明らかにしている。カテプシンDは指の形成過程

において、指間間葉系細胞やapicalect吋ermalridge area，こ特異的に発現し、

cyclophosphamide処理して指間間葉系細胞のアポトーシスを促進するとカテプシンD

の発現も増強されるとの報告もあり、 progr如 uned∞11death においてもカテプシンD

が何らかの形で関与することが考えられる(6 )。今後、リソゾーム系プロテアー

ゼが細胞死にし、かなる形で関与するのかが問題となろう。
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( 6 )トピックス

1 . 酵母のプロテアーゼ:酵母ゲノムプロジェクト完結によるプロテアー

ゼ情報の解析

Sa∞haromyces cerevisiaeのゲ、ノム解析が完了したので¥そのプロテアーゼに関し

て調査しろとのご下命でしたので¥以下の表にまとめさせていただきました。この

表は、 YeastProtein Databaseをもとにしているので、酵母のプロテアーゼのすべてを

網羅していなし 1かもしれないことをお断りしておきます。(データベースには、酵

母のタンパク質はすべて登録されているそうですが、キーワードで、検索している

ためで‘す。) SWISS-PROT Protein Sequen∞Data Bankでは、 peptid笛 efa凶liesをその

触媒活性部位によって、 Ser勾pe，百rr-type(proteasome)， Cys勾pe，Aspartic勾pe，

Metallo勾pe，その他に分類しています。これらのtypeは、さらに、多くのfamilyに分

類されています。表にもこの分類を入れるべきだったのでしょうが、十分な時間が

なく、触媒活性部位による分類のみ、示させていただきました。ここでは、

Cys勾peのプロテアーゼについて、少し詳しく、述べさせていただきます。酵母に

は、 19種のCys句peのプロテアーゼが存在します。その内、 13種はUbiqui出

C-terminal hydrolase f;組rily2 (C19)に分類されています。データベースで見つからない

3種もC19であろうと思われます。刊H1は、 UbiqutinC-tem由lalhydrolase family 1 
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(C12)に分類されています。この2つのfarr討lyは、 ubiquitinのC末端のGlyを認識して、

そのイソペプチド結合(チオエステル結合も)を加水分解します。 Human悦 -2，

mouse Ode-1などがC19に属します。晴乳類のubiquitinC北 nninalhydrolase iso勾rmeL1 

と13はC12に属します。残りの 2つは、 papainfamily (C1)に属するlAP3と臼lp泊

far凶ly(C2)に属するYMR154Cです。lAP3はbleomycinhydrolaseに類似性を持ってし、

ます。 Berti& S torerは、 papainsuperfamily (SWIS-PROTのC1とC2)を活性中心周辺

のアミノ酸配列から 3つのグループ、 papain(伺thepsinB， C， H， L & S)， bleomysin 

hydrolase， calpainに、分類し(J.Mol. Biol 246:273・283，1995)、バクテリア由来の配列

が 2つのグループ、 ωlpain(Porphyromonas gingivaJi瓦 genbank:M84471)とbelomycin

hydrolase (Lactococcus lac出， genbank:M86245)に見L、fごされることを報告しています。

彼らは、 Lacto∞αuslactisの配列は真核生物からのgenetransferによるものだが、

Porphyromonas gingivah旨の配列はeukaryote/prokaryoteの分化以前の祖先配列から由来

したものと推測しています。酵母にはpapaingroupに属する配列は無いようです。

Calp拍19roupの由来は古く、 papaingroupは比較的新しく分化してきたのでしょうか?

(都・臨床研・遺伝情報:川崎博史)
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プロテアーゼ

gene MW  type knockout 
(active site) 

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー司ーー---ーー晶』白ーーーー島田ーーーー-ーーー・ーーーーーーー甲田--ー『ーーーーーーーーーーーーーーーーーー・・・ーー・・ーーー・・ーー・ーーー圃ーーー骨骨膚骨・・・・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー司ー司ーーーーーーーーーーーーーー回申『ー申ーーーーーーーーーー

AAPl 97634 metallo viable Ala/Arg創泊nopeptidぉe
APE2 95294 metallo viable Leu aminopeptidase 

APE3 56867 metallo viable Pro/塩基'性アミノ酸 aminopeptidase，釘凶nopeptidぉeY
LAP4 51681 metallo viable 創出nopeptidase1 

YIL137C 107706 metallo ワ aminopeptidaseと類似
YHR132C 47219 metallo ワ Carboxypeptidase? 
YILI08W 77412 metallo つ ? 

YKL134C 84034 metallo viable thiol dependent metallopeptidase 

AXLl 138208 metallo viable αfactor前駆体をAsn{fyrで切断
CPSl 60129 metallo viable Gly-X carboxypeptidase (Carboxypeptidase S) 
PRDl 78726 metallo viable 針。teinaseYSCD， Saccharolysin 
STE23 113256 metallo viable insulin-degrading e田戸田のホモログ

AFG3 82180 metallo ワ AAA family， ftsHホモログv、
M・・.

' RCAl 88412 metallo viable ATPase， AAA protease， ftsHホモログ
YMEl 81768 metallo viable ATP-dependent neutral zinc-protease? E. co/i ftsHに類似
PIMl 125001 Ser viable ミトコンドリア ATPdependent proteぉe(E. coli Laホモログ)
PRBl 30013 Ser viable Protease B 

YCR045C 53179 Ser ワ prote俗 eB and subtilisinに類似
PRCl 47158 Ser ワ Carboxypeptidase Y 
DAP2 93373 Ser ワ Dipeptydyl aminopeptisae B/proryl oligopeptidぉefarnly 

KEXl 79568 Ser viable Carboxypeptidase，末端のArg/Lys.を切断 αfactorprocessing 

KEX2 76571 Ser viable dibasic sequenceを切断， αfactorprocessing 
YSP3 49772 Ser ? Subtilisin-like protase 111 
IMPl 21432 Ser， Lys viable signal peptidぉe
IMP2 18170 Ser， Lys viable signal 戸ptidぉe
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2. HsIV-HsIUプロテアーゼの発見 (ChinHa Chung博士の講演から〉

平成8年8月 1日、韓国ソウル大学分子生物学研究所のα血 HaChung教授が東

京都臨床医学総合研究所で臨床研セミナーを行った。本稿はChung博士(以下敬称

略〉の講演とその後に討論した話題について整理したものである。 Chungは私の親

友であり、私が約 15年前に米国ハーバード大学医学部生理学部門(現分子細胞生

物学部門)必宜edL. Goldberg教授のラボにポスドク研究員として留学していたとき

の仲間である。爾来、友人としてまた共同研究者としての長い歳月を経て今日に至っ

ている。さて、当時は大腸菌のATP依存性プロテアーゼとして唯一知られていた酵

素がLONプロテアーゼであり、 Goldbergのラボで-の本酵素の研究は当時カルパイン

の酵素学研究者としても知られていたL.WaxmanとChungが互いに反目しながら活発

に進めていた(幸いにも私はこの競合に加わらなかった〉。思い返してみると当時

のGoldberg研はAτ?依存性プロテアーゼの登場で従来のプロテアーゼ学を一変する

息吹に燃えていたことが鮮やかに更生ってくる。その後、 ChungはGoldbergとの共同研

究としてNIHのGottesman(彼女もIβNプロテアーゼの研究者で、 Goldbergとは互い

に意識しているか否かは側聞しないが、私は宿命のライバルのように眺めている:

勿論Goldbergは誰とでも敵対するのが得意であるが〉らと同時期に第二のATP依存

性プロテアーゼであるClp(Caseinolytic Protease :私はこのセンスのなさの命名にい

つも嫌悪すら覚える。皆さん命名はエレガントに行いま しょう 〉を発見し、韓国に

帰国後もこの酵素の研究を行ってきた。 Chungは1992年にScience誌にClpのミニレビ

ューを執筆したほか、毎年、 J.Biol. Chem.に数編の原著論文を発表するなど、韓国

を代表する若手研究者となった。その後の大腸菌のA胃依存性プロテアーゼの研究

史を播けば、 ClpはClpAPとClpXPの触媒サフ。ユニッ ト(ClpP)を共有しATPサブユ

ニット (ClpAとClpX)の異なる二種の酵素として存在することが 1992年頃に見

い出され、さらに第4番目の膜結合型ATP依存性メタロプロテアーゼ下tsHが小椋や

秋山ら日本人のグループによって独立に発見されたのは 1994年のことである

(“ぷろておりしす"第 1号所収:小椋氏のミニレビュー参照)。 そして、大腸菌

-55-



における第5のATP依存性プロテアーゼ“HsIV-HsIUプロテアーゼ"の発見は偶然で-

あった。この酵素の発見に至る道程は、真核生物のA胃依存性プロテアーゼである

26Sプロテアソームの研究を抜きにしては語ることができない。 26Sプロテアソーム

が複数のATPaseサブユニットを含む調節ユニットとスレオニンプロテアーゼとして

の触媒ユニット (20Sプロテアソームとして発見された)の複合体であることは、

もはや周知の事実になっている(1 )が、不思議なことにこれらは、Lon，Clp， FtsH 

なと、の大腸菌ATP依存性プロテアーゼ、群との構造類似性がほとんど存在しなかった

のである。共通点と言えば、 FtsHとプロテアソーム結合ATPaseのATP結合部位が、

AAAファミリ -ATPase(2)に属することのみであった。

さて、話の発端はShuang-Enらによる大腸菌の新しい熱ショックタンパク質の

「掘り起こし」の研究に遡る。彼らは、熱応答で上昇するタンパク質を詳細に研究

し、それらをコードする遺伝子群Hsl(heat shock 10ωs)を26個発見し、 HslAからHslZ

まで名付けた(丁度26個と言うのは胡散臭いのであるが) (3)。そして、 HsIUと

HsIVの遺伝子がオペロンを構成していることが判明し、驚いたことに、 HslUとHsIV

は各々 26SプロテアソームのATP部 eとスレオニンプロテアーゼサブユニットに高い

相向性のあることが判明した。即ち、構造的にプロテアソームの祖先型遺伝子と想

定されたのである。この発見に興味を持った研究者は世界に数多くいた。 Shuang-En

らは勿論のことGoldberg教授もその一人であり、プロテアソーム関係のことなら何

にでも興味を示す私もその中の一人であった。私はHslUとHsIVの酵素学・蛋白化学

解析を一刻も早く進める必要性があると考え、このことをChungに提案した。彼は

このオペロン遺伝子を分離して早々と発現系を作製することに成功し、忽ちにHslU

とHsIVの純粋標品を持つ世界で‘最初の研究者となった。HsIVの精製は他のグループ

も成功していたが、 HsIUの分離は容易で-なかった。 Goldberg教授もChungの成功を

知り、共同研究を求めた。その結果、 HsIUがATP泊 Cで-あり、 HsIVがスレオニンプロ

テアーゼであることが判明し、両者が共存するとATP依存性プロテアーゼとして作

用することが判明した。これらの結果は、本年6月、 Proc.Nat. Acad. Sci. USA (4) 
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とJ.Biol. Chem. (5)に同時に発表された。酵素学的性質の詳細は原著論文を参照

されたい。これら二種の論文は、ほぼ同じ内容であり、しかもGoldberg教授とChung

の名前が両方に入っている。 Chungの話によると、当初はScience，こ投稿することで

議論を進めていて、彼は当然彼の大学院学生が筆頭著者になることを提案したが、

Goldberg教授は彼のポスドク研究者を筆頭著者にと言って譲らないので、両者の筆

頭著者論文を作製するために仕方なく 二誌に別々に投稿したそうである。 Chungは

論文が二つになったから、 「まあいし 1か」と言っていたが、彼の学生の貢献度が圧

倒的に高いのにと少なからず不満げであった。 Chungにとっては、 Goldberg教授は言

わば、かつての，恩師でもあることを鑑み、東洋の謙譲の美徳、精神を発揮して 「一歩

譲った」 と強調していたが、この行為がGoldberg教授に伝わっているか否かは不明

である(と言うのは、 この美徳精神は欧米人から共感を得ることは屡々困難である。

なぜなら、議論から引き下がれば往々にして敗者の熔印を押されるからである)。

しかし、話は片方からしか聞いていないので、次回にはGoldberg教授の言い分も聞

いてみなければと思っている。現在、 Chungの学生が博士後研究者としてGoldberg研

で研究しているので、この件については勘定は合っているように思われる。

さて、これらのことから、大腸菌には少なくとも 5種のATP依存性プロテアー

ゼが存在することになる。それらの構造特性を図に示した(本図は熊本大学・小椋

氏より供与された)。最近、 Chung'まGoldberg教授及ひ。w.Baumeister教授(独マック

スプランク研究所〉との共同研究で、 HsIUとHsIVの電子顕微鏡撮影に成功した。不

思議なことであるが、 HsIUとHsIVとの複合体は、非常に不安定で分離精製できない

そうである(分子筋クロマトグラフイーの操作ですら解離するとのことである)。

従って、 二量体としての分子構造は不明である。興味深いことは、 HslUが7量体で

あるのに反してHsIVが6量体であることである。これは、 ClpAPの場合にはClpAが

6量体で、 ClpPが 7量体であり、 ATP錨 Cユニットと触媒ユニットの分子構成が逆で

ある。また、 真核生物や古細菌プロテアソームの触媒ユニットが7量体のリングを

形成していることと大きく異なる。しかも、真核生物プロテアソームの新しい活性
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化因子として発見されたPA28がαとpの二種のサブユニットが(α(3)3の6量体である

ことも考え合わせると、摩詞不思議であると言わざるを得ない。もしかすると、分

子シャペロンやATP依存性プロテアーゼは、このような大きなリング型構造をとる

ことが大事で、それらが6量体であるか 7量体であるかは大きな問題ではないのか

も知れない (小椋氏:談)。いずれにしてもこれらの酵素の構造と機能相関に関す

る詳細は今後の研究の進展を待たねばならない。また、 HsIUとHsIVの遺伝学的な機

能解析についても早急に行われるべきであろう。このことに関連して言えば、 HsIU

とHsIVが熱ショック蛋白質として同定されたことは、この酵素の運命(生理的役割

の解明も含めて〉を決定的にする予感がする。 言い換えれば、私の念頭から消える

ことのない“プロテアーゼ"と“分子シャペロン"の連携を示唆する新たな分子が

登場したことになる。この視点からも興味の尽きない酵素でもある。
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3. MHCはクラス I抗原提示装置か?

晴乳類の附ICにはクラス I抗原の提示に関与する遺伝子が集結している。クラ

ス1a鎖の遺伝子は言うに及ばず、抗原ペプチドの切り出しに働くプロテアソーム・

サフ守ユニットのLMP2，LMP7、ペプチドの小胞体 (ER)内部への輸送を司る膜トラ

ンスポーターTAP1，TAP2の遺伝子がクラス11領域のわずか40kbの範囲内に存在して

いるのは偶然とは考えにくい。更に、クラス111領域に存在するHSP70も分子シャペ

ロンとして抗原提示過程に関与している可能性が疑われているとなると、開ICは基

本的にクラス I抗原の提示装置の設計図なのではなし 1かと思えてくる。構造上は、

クラス 1a， LMP， TAP， HSP70の聞には際だつた共通性は認められず、 これらは機能

相関、構造無関係遺伝子の複合体といえる。ここではMHCはクラス I抗原の提示の

ために作られた遺伝子複合体であるという仮説を、 LMP2，LMP7の起源と進化につ

いて最近判明した事実に基つeいて検証したい。

LMP2，LMP7がそれぞ、れ対応する構成的サフ*ユニットY，Xから遺伝子重複によっ

て生じた事(1 )に異論はないであろう。問題はその時期であるが、 XJLMP7の系統

発生学的解析は、現存する最も下等な脊椎動物といわれる円口類からはXのみを、

軟骨魚類、両生類からはXとLMP7の両者を検出し、この重複は脊椎動物の進化の

過程で円口類の分岐以後、軟骨魚類の分岐以前に生じた事を示唆した(2)。同様

にY/LMP2のぺアについても、円口類からはYのみが、両生類からはY、LMP2の両者

が確認され、この遺伝子重複も脊椎動物の進化の初期に、円口類の分岐後に生じた

事が判明した (未発表〉。これらの遺伝子重複は、脊椎動物がその出現当初に経験

したとされる二度の四倍体化の際に生じたと考えるのが妥当であろう。興味深いこ

とに、クラス1， 11分子もほぼ同時期に出現したと考えられている。しかしながら、

クラス 1， II分子には直接の祖先は見あたらず、 Y，Xとしづ直接の祖先を有する

LMP2， LMP7とは対照的に、これらの分子は四倍体化では説明できない新たな創造

物と思われる。さて遺伝子重複の時期はほぼ特定されたが、それではLMP2，LMP7 

遺伝子がTAP遺伝子と入れ子になって存在する晴乳類阻ICに見られる様な遺伝子配
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置はどの様にできあがり、ど、の様な意味を持っているのだろうか?これらの疑問に

答える一つの手がかりは、下等脊椎動物に於いてLMP2，LMP7遺伝子座を明らかに

することによって得られるであろう。アフリカツメガエルは下等脊椎動物としては

阻ICの構造解析が進んでおり、これまでにクラスIa、クラスIIb、補体C4，Bf、

HSP70の遺伝子がクラスターを形成している事が判明していたが、 LMP2，LMP7， X， 

Y遺伝子と阻ICとのリンケージを検討したところ、 LMP7のみが阻ICと連鎖してい

た(3 )。この結果はアフリカツメガエルの開IClJ¥未完成の状態であることを示し、

現在の晴乳類に見られる遺伝子配置が構成遺伝子の個別の集合によって出来上がっ

たことを示唆している様に見える。しかしながら、一度は連鎖していたLMP2がアフ

リカツメガエルで-二次的にl¥1HC外へ移動してしまった可能性も否定できず、他の下

等脊椎動物での情報が待たれるところである。硬骨魚メダカでの予備的な結果によ

れば、 LMP2!7とクラス11遺伝子は連鎖していない様である(未発表〉。これらの結

果は、開ICが今日の晴乳類に見られる様な形で突然出現したのではなく、順番に各

遺伝子が集まってきて出来上がったことを示唆している。ここで想像を遣しくする

と、以下の様な悶ICの進化の様子が見えてくる。"LMP， TAP， HSP70はし、ずれも、

細胞の生存にとって必須であったそれぞれの祖先から、脊椎動物の出現直後の四倍

体化によって余剰なコピーとして出現し、その頃創造されたクラスI遺伝子と偶然隣

接することにより、抗原提示という特殊化した機能を獲得していった。その後、ク

ラス11遺伝子や雑多なクラス111遺伝子が加わり晴乳類型阻ICが出来上がった。"そ

れではなぜLMP2/7， TAPl!2遺伝子は晴乳類のクラス11領域に存在するのであろうか?

この疑問にもアフリカツメガエルが答えてくれる。連鎖解析の過程で確認された

阻IC内での組み換え体二個体の解析から、アフリカツメガエル阻ICはサブ領域がク

ラス11-クラス1-クラス111の順に並んでいること、及びLMP7遺伝子はクラス11とクラ

スIの聞に存在するらしいことが示された(未発表〉。従って、クラスI抗原の提示

に関わる遺伝子がクラス11領域に存在するI晴乳類附ICの不自然な配置は、l¥1HC内に

おける二次的な遺伝子再編の結果と理解される。ここに、附ICの原型はクラス I抗
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原の提示装置であり、これは新たに出現したクラスI遺伝子が自分の近くに必要な遺

伝子を一つず‘つ呼び集め、抗原提示に都合の良い様に教育し直す事によって形成さ

れたとする考えを提唱したい。 一方、笠原らは晴乳類ゲノム中には聞にのコピーと

考えられる領域が存在することを示し、これはおそらく四倍体化の名残でありMHC

の重複時には既に複数のプロテアソーム・サプユニット遺伝子とトランスポーター

の遺伝子がクラスターを形成していたと説明した (4)。クラスI遺伝子との出会い

が阻fCの成立に決定的な出来事であったとする点は同じであるが、その成立の過程

はずいぶん異なる事になる。硬骨魚、軟骨魚のMHCの構造解析が、原始阻fCの姿と

その発展の様子を解き明かしてくれるだろう。

文献

(1) Akiyama et al. (1994) Science 265:1231. 

(2) Kandil et al. (1996) J. Immunol. 156:4245. 

(3) Namikawa et al. (1995) 1. Immunol. 155:1964. 

(4) Kasahara et a1. (1996) Proc. N剖1.Acad. Sci. USA 93:9096. 

(名市大・医・野中 勝〉
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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。 このコーナーでは、

技術的な問題への質問コーナーとしても利用して頂くと共に回答コーナーを設け対

処したい。また新しい有用な情報があれば、班員に知らせたい。本号では、年輩の

研究者には頭の痛い“インターネット" (この言葉で吐き気がしませんか!)で

「蛋自分解情報を探るノウハウ」を小椋氏にまとめて頂いた。

インターネットで探るプロテアーゼ情報

インターネットの普及により、生物学に関連する情報を迅速に手に入れること

が可能になってきた。しかし、プロテアーゼの情報に関しては最近までリファレン

スとなるべき良いサイトが無かったが、最近、 iPROLYSIS: a protease and pro低描e

inhibitor Web server jとし1う、プロテアーゼ関係の情報を網羅的に紹介しているサイ

トが立ち上がった。本重点の班員の大部分の研究と密接に関連する iPROLYSYSj

を紹介する。 iPROLYSYSjとはUniversityFrancois RABElAIS， TOURSのMO阻 AU

博士により作成されたウェブページで、プロテアーゼとそのインヒビターに関係す

る情報を網羅的に整理している。しかも、アニメーションを用いるなど非常に興味

深く紹介している。ホームページのURLは http://delphi.phys.u凶v-tours. fr/Prolysis/ 

である。ではその内容をホームページの目次に沿って簡単に紹介する。 What's

N ew at PROLYSIS?:最近二、三ヶ月の聞に追加・変更された情報が掲載されて

いる。In仕oductionto出eproteas回:プロテアーゼ、についての基本的な情報、たとえば、

活性中心による分類とそれぞれの活性中心における基本機構についての図が紹介さ

れている。Nomenclatures:ここでは、 Rawlings & Barre目両博士によるpeptidaseの分

類表とECナンバー表が掲載されている。分類表からはEl¥侶LやSWISS-PROTのエン

トリーを孫引きすることができるようになっており、この表をダウンロードしてお

けば、現在知られているすべてのpeptidaseについて迅速に情報を検索できる。
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Proteases部 biochemicaltools:プロテアーゼ、の実験的手法における利用を紹介している。

まだ未完成。 Structure of the proteasome: ここでは、 Koop博士による

百lermopl槌 maacidophilum， Rat skele旬1muscle由来のプロテアソーム複合体の電子顕微

鏡写真や、Lowe博士による百lermopl描 maacidophilum由来の20Sプロテアソーム複合

体のX線解析による構造イメージ(JPEGファイル)を閲覧、取得できる。 Protease

inhibitors:プロテアーゼインヒビターについての情報が紹介されている。まだ未完

成だが、構造や阻害機構に加えて溶媒や使用濃度についての記述もある。 Synthetic

substrates for proteases:プロテアーゼ活性測定用の合成基質についての情報が提

供されている。これも、構造や検出機構だけでなく、実際の用法にまで言及してい

るので有用である。 Somekinetics:プロテアーゼ、のkineticsを研究するときに必要な

教科書的情報がコンパクトにまとめられている。これを読めば教科書はし、らない?

List of 3D structures: Protein Data Bankに登録されているプロテアーゼの三次元構

造データのコード名の一覧表である。 Imagegallery of proteases and protease 

inhibitors : Protein Data Bankに登録されているX線解析に基づくイメージ (JPEGファ

イル〉を提供している。内容はプロテアーゼの活性中心や基質、インヒビターの結

合状態などである。 Molecularanimations: Kinemageで、作成されたアニメーション

が紹介されている。閲覧にはMAGEと呼ばれるVlewerが必要だが、これもこのページ

から取得できる。 Mailinglists and Newsgroups :プロテアーゼ研究者のmailinglist 

とプロテアーゼの話題を扱うニュースグループの情報。 InterestingInternet links: 

プロテアーゼ関係のリンクを主にした生物情報や雑誌のリンク集。参考までに主な

項目だけ挙げておく。 Howdo cells know which proteins to degrade， and when ?!The HIV 

prote錨 eimages home page/Insight Gallery of Carboxypeptidase NThe protein motions 

database/Guide to Protein and Peptide Cleavage Recipes!The RASMOL home pageo Some 

good references:プロテアーゼ、関係の本やReviewの情報。 Newsroom:動丘のトピッ

クについての簡単な要約とリファレンス。 Feedbackform: PROLYSISについての要

望や感想を入力するためのフォームが用意されている。とにかく、百聞は一見にし
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かず、 一度アクセスしてご覧になっていただきたい。一見の価値は十分にある。な

お、多少アクセスに難があるようなので、ネットワークの状況が良いときに接続さ

れることをお勧めする。また、くれぐれもネットサーフし過ぎて研究をおろそかに

しないように、上手に利用しましょう。 PROLYSISを見ればプロテアーゼに関連す

るほとんどの情報を見ることが可能になったが、 「細胞工学J7月号に 「インター

ネットで情報収集 :AAAスーパーファミリ一、ユビキチン/プロテアソームの情報」

というコラムを書かせていただし、た。この記事を書いた時点ではPROLYSISの存在

を知らなかったので、それ以外のサイトを紹介している。これも役に立つことがあ

るかもしれないので、内容はコラムの記事をご覧頂くことにし、紹介したURLを参

考まで載せておく。

http://yeamob.pci.chemie.uni-旬ebingen.de/

h仕p://www.blocks.血crc.org!

http://protein. toulouse.inra右/prodom.html

Proteolysisの「訳語」募集!

(小椋 光・龍田高志:熊本大学・医〉

英語のProteolysis はなかなか響きがよい言葉ですが、この単語を「蛋自分解Jと訳す

と、どうも負のイメージがあって生命科学研究領域に幅広くインパクトを与える用

語にはなっていません。また、カタカナで「プロテオリシス」と書いてもどうも意

味が十分に把握できない。そこで、適訳を募集します。意訳、あるいは思い切って

造語でも結構です。事務局において合意が得られれば、本重点研究で積極的に浸透

させたいと考えています。採用されれば、その言葉の発明者として日本の生化学史

上に燦然と輝き永遠に記憶されることになるでしょう。名前を売る絶好のチャンス

です!賞金は出ませんが、多くの応募があることを期待しています。締め切りは年

内を目処にします。知恵を絞って下さい。

(重点領域研究「細胞内蛋白分解」事務局)

この募集に対して、これまでに、以下の応募がありま した。
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1 :蛋白切断

Protl∞lysisの「訳語」については私も同感です。 I蛋白分解」では、 nickの入った生

理的に重要な段階の表現としては不適切と思います。したがって、 「蛋白変異」

「蛋白変容」なども考えましたが、やはり直訳の「蛋白切断」が適当と考え提案致

します。そうなると「細胞内蛋白切断」となりますが。(金田信、鹿児島大・理学

部化学科)

2 :プロテオアップ:Proteoup & プロテオアクティス:Proteoactis 

共にタンパク質の潜在的な活性化を意味する造語。(森田隆司、明治薬大学〉

3 :蛋白生分解

I Proteolysis Jの訳語の件ですが「蛋白生分解」と言うのを考えました。あまり変り

映えのしない言葉で恐縮ですが、生合成に対応する概念を表したつもりです。(滋

恵医大・高田耕司〉

4:蛋白変身 & 蛋自分活

蛋白変身:プロテアーゼの作用によって基質のタンパク質は、ある場合には低分子

ペプチドまで分解され(消化酵素〉、あるものは限定分解によって活性化を受ける

など、蛋白質の姿が色々に変わるので「変身」。 蛋自分活:これは全くの造語で、

「分活Jと言う言葉は辞典にも無い。蛋白質がプロテアーゼの作用を受けることに

よって低分子化されたり、活性化を受けたりすることから、 「分解と活性」を合成

して「分活J0 (小出武比古:姫路工業大学理学部生命科学科〉

5 :蛋白改変、蛋白改編、蛋白再編、蛋白編集、蛋白編纂、蛋白更新、蛋白

再新、蛋白質の分子変容、蛋白輪廻

(村上安子:慈恵医大)
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ICOP CInternational Committee on Proteolvsis)について

蛋自分解研究に関する国際的な組織として誕生。日本、米国、欧州に支部があり、

本重点領域研究の代表者である鈴木紘一教授と副代表者であるである木南英紀教授

が日本支部の組織委員である。 主な活動としては 2年毎に"Proteolysisand Protein 

日 rnov町"のICOP国際会議を開催すること(本年度は第 11回会議が9月にフィンラ

ンドで開催された)とICOPNewsletter (J.S. Bond (USA)， editor)を発行することで

ある。 ICOPNewsletterの主 旨は「百lepU甲oseof this newsletter is to increase 

communication among scientis飴 workingon prote部凶 (peptid部凶)組dprotein旬mov町」で

あり、国際会議や出版物の案内のほか、ミニレビューが載っている。日本における

責任者は鈴木紘一教授及び木南英紀教授で、 ICOPNewsletterの配布を希望する場合

は、直接鈴木教授に申し込めばよい。(重点領域研究「細胞内蛋白分解」事務局)

書評

"In位acellularProtein Catabolism" (Eds by Su却 ki，K. and Bond， J.S. ) Adv. Exp. Med. Biol. 

vol. 389， 1996， Plenum Press， New York. 本書は本重点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InternationalConferen∞and Protein 

Turnover (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〉

「新聞・ニュースから」のコーナー案内

本重点ニュースでは「新聞・ニュースから」のコーナーを設けますので、新聞・ニュー

ス等において本重点研究班班員の記事が目にとまりましたら、自薦でも他薦でも結

構ですので事務局にお知らせ下さい。ご存知のように研究成果を国民に還元するこ

とは重要であります。研究概要を国民に広く知って頂くためには研究成果が新聞・
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ニュースなどのマスメディアに報じられることは、文部省において強く推奨されて

いるところであり、また研究評価としても高く位置つ。けられています。従って、本

重点班員の活躍の指標ともなりますので積極的に新聞・ニュースに登場することが

期待されます。 (ぷろておりしす事務局)

(8 )編集後記

重点領域研究「細胞内蛋自分解Jニュース“ぷろておりしす"第2号をお届けしま

す。 “ぷろておりしす"第 1号を班員以外の関係者にも配布したところ以外と好評

( ? )で印刷した 300部は品切れとなっています(将来プレミアがつき高騰する

かも知れませんので、大切に保存しておいて下さい。そんなわけなし、か!)。余る

ことを予想していたのですが、引き続いての配布の希望も殺到(? )しています。

そのような訳で、一層の充実を計り本ニュース誌を発行し続けてゆきたいと，思って

います。本誌を良くするも悪くするも班員各位の協力次第です。原稿内容に文句は

つけませんので、積極的な投稿を期待しています。次回の本ニュース誌第3号は平

成9年2月中旬発行を予定しています。原稿締切は 1月末です。原稿が集まらなかっ

た場合には(し、つもです:編集部の涙ぐましい努力を察して下さい。しかし驚いた

ことに第2号では予定外に原稿カ深まりすぎて編集に苦労する羽田になりました !)、

1月最初頃に原稿依頼いたしますので、当たった幸運な(? )班員は宜しくお願い

します(班員の場合一応、拒否できない仕組みになっているとお考え下さしサ。

日本語の原稿は細明朝体、英語の原稿ばT泊lesで‘作成し、 e-mailかdiskで-お送り下さい。

(重点ニュース“ぷろておりしす"事務局:都臨床研 田中・川島〉
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( 9 )発表論文の概要紹介

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

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

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

ろておりしす事務局"に送って下さい。研究成果を班員相互に素早く伝達する必要

性からゲラ刷りの段階でも結構ですので、迅速に作成して頂きたいと考えています。
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J. Bωchem. 120， 360-368 (1996) 

Cellular Basis for Protein C Deficiency Caused by a Single Amino Acid 
Substitution at Arg15 ii1 the ，-Carboxyglutamic Acid Domain 1 

Fuminori Tokunaga， Toshiro Tsukamoto， and Takehiko Koide2 

Departm.ent of Life Science， Facu/り，of Science， Himeji Institute of Technology， Harima Science Parh City， Hyogo 
678・12

Protein C is a zymogen of an anticoagulant vitamin K-dependent serine protease. lnherited 
protein C defi.ciency is often associated with a high risk for venous thromboembolism. It is 
characteristic of protein C defi.ciency that most single amino acid replacements result in 
type 1 (secretion defect) defi.ciency. To determine the molecular and cellular bases of protein 
C defi.ciency， we expressed recombinant human protein C mutants in which Arg15 was 
mutated 句 eitherGly; Trp， Gln， Leu， or Pro by a single base exchange. Arg15 is one of the 
conservative residues in the γ-carboxyglutamic acid (Gla) domains of the vitamin K-
dependent coagulation factors， and is also one ofthe high frequency multiple mutation sites 
in protein C deficiency. ln transient expression studies using human kidney 293 ce11s， the 
relative amounts of Arg15 mutants secreted into the medium and determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) were as fo11ows: Gly， 42%; Trp， 14%; Gln， 54%; Leu， 
22%; and Pro， 13%， the amount of wild-type (Wt) protein C being taken as 100%. Thus， the 
order of the secreted amounts of the recombinant mutants was determined to be Wt > Gln > 
Gly > Leu > Trp， Pro. Pulse-chase experiments using both transiently-transfected and a 
pool of stably-transfected 293 ce11s， and stably-transfected BHK cells showed the same 
order of secretion efficiency. Since this order correlated well with that of the hydropho・
bicity scale of amino acid side chains， a conformational alteration of the Gla domain 
resulting in impaired secretion may be dependent on the hydrophobicity of the replaced 
amino acid. ln transient cells， the relative radioactivities of pulse-labeled bands of a11 
recombinant protein C were almost equal， suggesting that the same translational efficiency 
for Wt and a11 Arg15 mutants. A11 of the Arg15-mutated protein C precursors were shown 
to be located in the same organelle as protein disulfide isomel'ase (PD1)， an endoplasmic 
reticulum-resident protein， and were sensitive to endoglycosidase H digestion. These 
results suggest. that mutations of the highly conserved Arg15 in the Gla domain of protein 
C caused a secretion defect to variable degl'ees depending on replaced amino acid residue. 
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[要約] 遺伝性プロテインC欠乏症は、健常者600人

に l人という高頻度に見られ、そのうち 3万人に l

人の制作でIfll松症を引き起こす=プロテイン C欠乏

症は、 JÛl 'l l抗原id; と活性が-'I~h~て滅少する I型 (分

泌異常?mと、柄引ーのみ減少する11型!(機能不全分子

産生1-~Ü に )-:7JU される = 現在までに、 3 S 0例近くの児常プロテインC泣伝Iの解析が報告されたが、これらのうち

y- カ JレボキシグJレタミン般(Gla) ドメイン'1 1のArg15の多疋変異は興味深い|臨床結栄をンl~す。 つまり、 Arg 15のGlyへの変
異(フ:ロテイヌC米 n はml日をぷし 、 そのTrpへの変異は 5例あるがI~日と JI型、 Glnへの変異はI型となる。これは、

変異するアミノ般の性質Jこより分泌に彩伴があることを示唆している。本研究で我々は、アミノ酸変異と分泌の相闘

を分子細胞生物学的に調べるため、 Arg15の 1.塩基間換によって生じる可能性があるGly、T中、 Gln、Leu、Proへの置

換体を作成 L、293細j胞泡ま た(はまBHK細l胞i抱包をJ川日いて、EしL1SAまたはp仰uls鈴巴-c凶haおse法にてその分泌泌、効率を調べた(仔Fi氾氾g.5参

m(の(り)。その結月米とι、 -過，↑十刊竹t'門門'1生1:先4剥i、，瓦ム:~主とづ先E耳現lの 2 9 3細j胞抱およびび、1壬安五去tk込山iと:発z現J見lのBHK制j胞抱のいずれにおいても分泌泌、効E蔀寺字tは、 正正.?

型(Arg)>Gln>Gly>Leu>Trp、PrOの)IITi とな った。この)1眠}Î';はア ミノ般の~水性j立と逆相関しており、側鎖の疎水性皮の .

差によるGlaドメイ ンの構造破壊が分泌、効'不の低下に|対述するものと考えられる。ま た、全てのプロテインC変異体は

細胞内では小j抱体|人lに同イ1:することから、分泌不全ftqプロテインCの-日1)は、小j抱体内分解を受ける可能性がある。
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Bul1， a New Protein That Binds to the Rsp5 Ubiquitin Ligase 
in Saccharomyces cerevisiae 
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We characterized a temperature-sensitive mutant of Saccharomyces cerevisiae in which a mini-chromosome 
was unstable at a high temperature and cloned a new gene which encodes a basic and hydrophilic protein (110 
kDa). The disruption of this gene caused the same temperature-sensitive growth as the original mutation. By 
using the two-hybrid system， we further isolated RSP5 (reverses SpC phenotype)， which encodes a hect 
(homologous to E6・APC terminus) domain， as a gene encoding a ubiquitin ligase. Thus， we named our gene 
BULl (for a protein that binds to the ubiquitin ligase). BUL1 seems to be involved in the ubiquitination 
pathway， since a high dose of UBI1， encoding a ubiquitin， partially suppressed the temperature sensitivity of 
the bu/1 disruptant as well as that of a rsp5 mutant. Coexpression of RSP5 and BULl on a multicopy plasmid 
was toxic for mitotic growth of the wild-type cells. Pulse-chase experiments revealed that Bull in the wild-type 
cells remained stable， while the bands of Bul1 in the rsp5 cells were hardly detected. Since the steady-state 
levels of the protein were the same in the two strains as determined by immunoblotting analysis， Bul1 might 
be easily degraded during immunoprecipitation in the absence of intact Rsp5. Furthermore， both Bul1 and 
Rsp5 appeared 10 be associated with large complexes which were separated through a sucrose gradient 
centrifugation， and Rsp5 was coimmunoprecipitated川 thBull. We discuss the possibility that Bull functions 
together with Rsp5 in protein ubiquitination. 
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酵母ミニ染色体の安定性に関与する Bu 1 1は分子量 11 0 k dの塩基性蛋白であった。
さらに 2ーハイブリッド法によりユピキチンリガーゼをコードする RSP5を単離した。
ショ糖密度勾配遠心や共沈実験から Bu 1 1とRs p 5は in v i v 0でも大きな複合
体 (40 s) を形成していることが分かったo ユピキチンを大量発現することで bu J 1 
の温度感受性が抑圧されたり、両遺伝子を同時に大量発現すると野生型細胞の増殖を阻害
することなどから Bu 1 1もユピキチ ン経路に働いていると示唆された。また、パルスチ
ェイス実験より Bu 1 1 はRs p 5ユピキチンリガーゼの基質ではなく制御因子と考えら
れた。ユピキチン経路において基質に最も近い因子が大きな複合体を形成することで、よ
り多様で複雑な制御機構が働いていると思われる。
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Involvement of Calpain in Integrin-Mediated Signal Transduction 

Mitsushi Inomata，恥1Masami Hayashi，* Yoshiko Ohno-Iwashita，ド SatoshiTsubuki， t 

Takaomi C. Saido，t and Seiichi Kawashimat 

An antibody speci:fic to the calpain cleavage site in 
talin， a cytoskeletal protein， was produced. This anti-
body selectively recognizes the C-terminal 200・kDa
fragment generated when talin is digested by calpain 
and does not react at all with intact talin or the N-
terminal47・kDafragment. To assess the involvement 
of calpain in the integrin-mediated signaling pathway， 
the effect of limited proteolysis of talin by calpain on 
platelet activation and aggregation was analyzed us・
ing this antibody. It was revealed that thrombin-stimu-
lated platelet aggregation accompanies the autolytic 
activation of μ-calpain and the accumulation of the 
μ-calpain-generated 200・kDafragment of talin.τ'hese 
changes were blocked by RGDS peptide which inhibits 
the binding of :fibrinogen， an adhesive ligand， to the 
major integrin in platelets，αIIbβ3， while RGES pep-
tide， which has no fibrinogen・binding-inhibitoryactiv-
ity， had no effect. Membrane-permeable calpain inhib-
itors calpeptin and E・64dinhibited platelet aggrega・
tion，μ-calpain activation， and the limited proteolysis 
of talin. These results strongly suggest that calpain is 
involved in the integrin-mediated signal transduction 
pathway. 019鉛 Academicpr叩 ，Inc. 

右上図. トロンピン刺激による血小板活性化・凝集

におけるタリンのカルパインによる分解(時間経過)

右下図， RGDSペプチドおよび細胞膜透過性カルパ

イン限害剤によるタリン分解の阻害

いずれも、上段が抗タリン抗体、下段が抗タリン分解

物抗体によるウエスタンプロット
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[要約]血小板の活性化は、細胞内Ca2+の上昇を伴うドラスティックな変化を起こすため、カルパイン研究のよ

い系として用いられてきた。本論文では、カルパインの基質のーっとされ、かつ、細胞骨格とインテグリンをつ

なぐ役割を果たしているタリンに焦点を絞り、そのカルパインによる分解物に特異的な抗体を作成し、タリンの

分解をカルパイン活性化の指標として血小板の活性化・凝集を解析した.

卜ロンピン刺激による血小板の凝集に際し、ぃカルパインの自己消化的活性化とカルパインによるタリンの分解

が起こる.血小板が凝集する際にフィブリノーゲンと結合するインテグリンαIIbs3のアンタゴニストである

RGDSペプチドは、カルパインの活性化とタリンの分解を阻害した。また、細胞膜透過性カルパイン阻害剤は、

カルパインの活性化・タリンの分解と共に血小板の凝集を阻害した。

これら一連の結果から、フィブリノーゲンの結合に引き続くインテグリンを介した情報伝達にカルパインが関与

し血小板の凝集ヘ至ると考えられる。
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proteasome inhibition Apoptosis induction resulting from 
Kunio SHINOHARA'S， Masanori TOMIOKA*t， Hisako NAKANO・， Shigenobu TONE'， Hisashi ITOt and Seiichi KAWASHIMAt 

marked induction of apoptosis in MOL T-4 cells. In contrast， Z-
Leu-leucinal， a specific inhibitor of calpain， did not induce 
apoptosis. When MOL T-4 cells were incubated in the presence of 
ZLLLal， p53 accumulated. in the cells. These results strongly 
suggest that inhibition of proteasome induces p53・dependent
apoptosis and that proteasome can protect cells from apoptosis. 

Proteases are known 10 be involved in Ihe apop【oticpathway. 
We report here that benzyloxycarbonyl(Z)・Leu-Leu-Ieucinal
(ZLLLal)， a leupeptin analogue， can induce apoptosis in MOL T-
4 and L5178Y cells. ZLLLal is a cell-permeant inhibitor of 
proteasome. Among the protease inhibitors tested， only calpain 
inhibitor 1 (acetyl-Leu-Leu-norleucinal) and ZLLLal caused a 
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Table 2 EHects 01 protease inhibitors on the induction 01 apoptosis in 
MOLT-4 cells 

Cells were incubaled lor 6 h in Ihe presence 01 vanous prolease inhibilors at a 100μM 
concenlralion. Conlrols were MOL T -4 cells incubated wllh 1も(vlv)DMSO inslead 01 an 
inhiblior. ApoplOlic cells were scored Irom morphol句icalchanges (nuclear Iragmentalion) as 
reported previously [20J. Resulls are Ihe means土S.E.M.ollhree independenl experiments. The 
effect 01 ZLLLal al 1μM concentralion IS also shown lor comparison. No morphologlcal 
changes olher Ihan apoptosis were delecled in Ihese expenmenls with Ihe concenlrations 01 
inhlbilors used. 
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Accumulation 01 p53 In MOLT-4 cells treated with ZLLLal 
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subjected 10WEStern blot analySIS-MOLT4cells were trealed wlIh ZLLUlorZLLa110fvanωs 
lime inte刊als(h). 

Figure 3 

[要約]アポトーシスにプロテアーゼが関与していることはかなり古くから知られているが、 ICE以外にはその

実体は不明である。多くの場合プロテアーゼ阻害剤がアボトーシスを抑制することから、プロテアーゼはアボト

ーシスに積極的に働いていると考えられてきた。著者らは、放射緯照射によるアポトーシスにカルパイ ンが関与

している可能性を検討するため、細胞膜透過性の高いカルパイン阻害剤Z・Leu-Leu-Leu-al(ZLil.al)の効果を調べた.

すると、本阻害剤はアポトーシスを阻害するどころか、むしろ促進し、放射線照射飯きでも単独でアポトーシス

と誘発した。 ZLLLal はカルパインだけではなくプロテアソームをも強く阻害することから、この結果だけから

では、どちらがアボトーシスに関与しているか結論できない.そこで、カルパインを強く阻害するがプロテアソ

ームに対する阻害活性が極めて低い Z・Leu-Leu-al(ZLLal)の効果を検討したところ、アボトーシス誘発活性はなか

った.このことから、カルパインではなくプロテアソームの阻害がアポトーシスを起こすことが明らかになった.

ブロテアソームの阻害に伴って、通常はプロテアソームにより速やかに分解されているがん抑制遺伝子産物 p53

が蓄積していた。このことから著者らは、 p53の蓄積がアポトーシスを引き起こす要因のーっと考えた。
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Ability of ubiquitin radioimmunoassay to discriminate between 
monoubiquitin and multi-ubiquitin chains 

Koji Takada a・.， Nozomu Hibi b， YutalくaTsukada b， Toshiaki Shibasaki c， Kiyoshi Ohkawa a 

Abstract 

Frce ubiquitin (mainly monoubilluitin) and multi-ubiquitin chains co巴xistin eukaryotc cclls ano scrvc distinct ccllular roles. However， 

any immunoassay syslems establishcd prcviously hav巳 notbeen provcd to be applicablc for measuring lhe formcr without cross-rcaclivc 

responses with thc lallcr. For this pu中osc，wc oevclop巴oa raoioimmunoassay spccific to monoubiquilin by employing antiscrum US-I 

against ubiquitin. In this assay， ubiquitin-prolcin conjugatcs， prepareo by a reliculocyte Iysalc fractIon 11 ano fractionatcd on Moro Q and 
Supcrocx 200 columns， exhibit巴dpraclically no cross-reactivity. Thc cross-r巴activityof fractionated ubiquitin・Iysozymeconjugates 'was 

also analyzcd as a function of lheir multi-ubiquitin chain size. As a result， lhc larger lhe conjugates were found to be， the weaker were Ihe 

cross-reacti vc問 sponsesuley showeo， and thc multi-ubiquitin chains (11 > approx. 20) wcrc subslanlially unrcactive in the radioim・

munoassay. By using thc radioimmunoassay， hcat-shock-induceo oecreasc in thc Icvcl of cellular frce (mono)ubiquitin was dctectcd. In 

addition， Ihe stanoard prcparation of multi-ubiquitin chains was not cross-reactivc in all othcr fivc radioimmunoassays cmploying distincl 

antibodics 10 ubiquitin (four antiscra and a monoじlonalantibooy). Thcse data suggcst thal raoioimmunoassays employing ubiquitin 

antibooies raiscd by the general methods can oiscriminalc betwcen monoubiquitin ano multi-ubiquitin chains ano quantitate cellular frcc 

ubiquitin. 

緒言:生体のユビキチンの一部は、標的蛋白質と結合し、

蛋自分解シグナノレ“マルチユピキチン鎖"を形成してい

る。すなわち、 “遊離型ユピキチン"と“マノレチユビキ

チン鎖"が共存しているが、その機能は別個である。

体内のユビキチン濃度を測定するため、過去に複数の

イムノアッセイ系が開発された。しかし、いずれの系も

特異性の検討が不十分であり、交叉するユビキチンの型

が明確でない。そこで、我々は、新たなラジオイムノア

ッセイ (RIA)を構築し、その特異性を検討した。

結果:ユピキチン抗体us・1を用いたRIAによって、モ

ノユピキチンは検出されたが、網状赤血球ライセー トで

作成した結合型ユビキチンは殆ど認識されなかった(Fig.

2)。この RIAへの交文性は、モノユビキチンで最も高

く、マルチユビキチン鎖の長さに依存して減少した。こ

うした特異性は、 種々の方法で作成した他のユビキチン

抗体による各 RIAに共通して認められた (Fig.6)。
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FiS. 2. Cross-rcactivity tcsts of a fractionated ubiquitination mixture in 
the RIA and the ELlSA.明日 m叫 turehad been prepared in vitro by thc 
rcticul目 ytcIysatc fraction ([. and fractionatcd by Mono Q FPLC. A: 
ubiq山tin(0) and a multi-ubiquitin chuin (in terms of MUCRPI) (・}

levcls in each fraction wcre estimatcd by RIA using US.I and multi-
ubiquitin chain ELlSA. rcspectively. and absorbance at 280 nm of the 
eluate (ーー)was monitored. B: ubiquitin and ubiquitin-immunoreactive 
protcins in each fraction were visualized by immunobloning using ami-
ubiquitin anti切dy[6]. L民 ationsof ubiquitin and diubiquitin are indi-
cutcd as Ub and di-Ub. respectively. 

~o 100 1000 10000 
Monoubiquitln or開削ubiqui百nchain (ng/m) 

Fig. 6. Discriminating ability of various ubiqllitin RlA betwccn 
monoubiquitin and multi-ubiquitin chains. Competitive inhibilion curves 
by monoubiquitin (一一一)and mlllti-ubiquitin chains (MUCRP 1) (ー)
in RIA systcrns using antiscra US-I (...). US・2(t¥). AUb・I(0). 

NBUb-1 (・).NBUb-2 (0) and anti凶dy2Fll (X) against [l2Sl)mono-
ubiquitin. 8/80 is thc ratio between thc amount or t同 cerbound to 
antibody in the prcsence (8) and in the abscnce (80) of unlabeled 
ubiquitin目

考察:交叉実験の結果から、本RIAは実用上、生体の遊

離型ユビキチンに特異的と判断された。この測定系とマ

ノレチユビキチン鎖に特異的な ELISA(Takada et aL， 

1995)を併用することで、生体ユビキチンの詳細な分析

が可能となった。本 RIAの特異性は、抗体の性質よりも、

RIAの原理(競合阻害能)に起因していると恩われる。
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FtsH (Ht1B) Is an ATP-dependent Protease Selectively Acting on 
SecY and Some Other Membrane Proteinse-

(R劇活ivedfor publication， June 12， 19侃，阻din re叫.sedform， September 17， 19鋪)

Yos凶 oriAkiya.maJf Akio Ki.hara， ~凶eToku制， and Kore政 JIto

F干omth.e De.戸 rtmentof Cell Bio句y，Institute for Vi1"U8 Research， Kyoto Uniuersi飢 Kyoω印6・01，Japan and th.e 
~nstitute of MoU!cuJ.ar andωlular B問問町田"Uni四 r宮町ofTokyo，l・1・1Yayoi， Bunわゆku，Toわゆ11乳Japan

The FtsH protein io a membrane.bound ATPase o( 
E.cherichia coli that w副 prop倒 edto be involved in 
membrane protein assembly幽 well剖 degradationo( 
船田eunstable proteins. SecY， a oubUDit o( protein tr祖国・

1侃 ase， is FtsH dependently degraded in vivo when it 
faiIs to associate with its par阻 er(the SecE protein). We 
∞nstruc飴da舵討伺 o(mutants in which mutations 
were introduced into conserved r帽 idu回 inthetwoA'τ?
binding conse回 目 oequenc伺 orthe zinc bind担g腸-

quence o(FtsH. We purified wild-type and mutant FtsH 
proteins by making use o( a polyhistidine tag a悦ached
to thelr carboxyl termini. Complementation analyois 
and~官'Paseactivity a凪 ay冒 invitro indicated that， of the 
two oets of A TP binding oequence motif国，theonel(犯 ated
C-tenninally (Al) i.a僧oentialfor ATPase activity and in 
oivo function1ng of FtoH. Wlld-type FtoH protein dか

graded pur也ledSecY in an ATP hydroIyoio司dependent
manner in vitro. Mutant proteins without ATPase ac“v-
ity were inactive in protωlysio. A zinc binding motif 
mutant showed a decreased proteolytic ac“vity. SecY 
and FtsH were cross・linkablewith each other in the 
membrane， provided that FtsH had an A'τ?回 e・inacti-
vating mutation. Theoe r回 ultsdemonstrate that FtsH 
bindo to and degrades SecY， its Al motif and the zinc 
binding motif being important for the pro胎 olyticactiv-
ity. FtsH-dependent prot伺 lyoiow幽al.oodemo田 trated
for SecY in crude membrane extracts， whereas a m吋or・
ity of other membrane proteins we四 notdegraded， in-
di伺 .tingthat FtsH h剖 high 僻 lecti吋tyin protein 
degradation. 
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FlG. 3. Degradation of purified SecY by FtdI-m.o.-MyιA，about 
19 ll8 of purified sec Y protein were mixed with 3.3 JI1II ATP (ゐn.u1-3)， 
930 Dg of FtaH-Hise-Myc (laMs 7 and 8)， or both (laMS 4-6)岨 d
followed by incubation at 42・Cfor the indica.ted lengths of time. Sam-
ples were mixed with SDS岨 mplebuffer and a且al戸edby 10% SDS-
PAGE followed by immunoblo出且gwith皿 U毛恥:Y.B， purified S民Ywas
incuba飴dwith FtaH-Hise-Myr. in the p開館E帽。ftheindi団飴dnucl怠+
tid伺 (3.3I:U&)回danalyzed .. in A SecY' indi団 t舗回 N・t.eπninal
合時mento( SecY pn坦entin the purified岨血ple.

[要旨]大腸菌FtsHは膜結合型AAAATPaseである。タンパク質の膜透過に中心的役割を果たす膜

タンパク質SecYは同じく膜タンパク質であるSecEと複合体を作ったときは安定に存在しうるが、単

独では迅速に分解される。 ftsH変異株では単独SecYが安定化されることからこの分解にFtsHが関与

する。 FtsHは二つのATP結合コンセンサス配列とZinc結合配列を持つ。それらの変異体を作製し、

野生型と共にc・末端に付けたHis
6
タグを利用して精製した。 invivo相補活'性、 invitro ATPase活性を

調べた結果、 AAA相同領域のATP結合コンセンサス配列がそれらに重要であることが分かつた。精

製したFtsHはATPの加水分解依存的に精製SecYを分解した(Fig.3) 0 ATPase変異体やZinc結合配列の

変異体はSecY分解活性が消失、或いは低下していた。また、可溶化膜を用いた実験から、幾つかの

膜タンパク質が特異的に分解されることが分かつた (Fig.5)。クロスリンク実験からinvivoでFtsHが

SecYに直接結合することが示された。FtsHは特異'性の高いプロテアーゼであり、膜のクオリティー

コントロールに働いていることが推定される。
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A protease complex in the Escherichia coli plasma 
membrane: HflKC (HfIA) forms a complex with FtsH 
(HfIB)， regulating its proteolytic activity against 
SecY 

Akio Kihara， Yoshinori Akiyama and 

Koreaki Ito 1 

Department of Cell Biology， Institute for Virus Research， 
Kyoto University， Kyoto 606・01，Japan 

'Coπesponding author 

Escherichia coli FtsH (HflB)， a membrane-bound 
ATPase is 問 quiredfor proteolytic degradation of 
uncomplexed forms of the protein translocase SecY 
subunit. We have now isolated SecY-stabilizing 
mutations that cause an amino acid substitution in 
the HflK-HflC membrane protein complex. Although 
HflKC protein was believed to have a proteolytic 
activity againstλcII protein， deletion of hftK-hftC did 
not stabilize SecY. Instead， the mutant alleles we陀

partially dominant and overexpression of ftsH sup-
P陀 ssedthe mutational effects， sugg回 tingthat the 
mutant proteins antagonized the degradation of SecY. 
These 陀 sultsraise the possibility that even the wild-
type HflKC protein acts to antagonize FtsH. Consistent 
with this notion， the hftkC null mutation accelerated 
degradation of the SecY24 protein. Furthermore cross-
linking， co-immunoprecipitation， histidine-tagging and 
gel filtration experiments all indicated that FtsH and 
HflKC form a complex in vivo and in vitro. Finally， 
purified HflKC protein inhibited the SecY-degrading 
activity of purified FtsH protein in vitro. These回 sults
indicate that the proteolytic activity of FtsH is modu-
lated negatively by its association with HflKC. 
Keywords: AAA familylFtsHlHflKC/protease/SecY 

[緒言]大腸闘の膜ATPase、FtsHはAAAファミ リー と呼ば
れる一群のATPaseの一つである。 AAAファミリ-ATPaseは
生物界に広く存在し、タンパク質の小胞輸送、分解、細胞内
小器官の生成など広範な細胞内現象に関与することで注目さ
れている。 FtsHは膜における蛋白質分泌装置の中心的サプユ
ニット S巴cYやF，Fn ATPaseのサプユニ ットaの分解に関与す
る、特異性の高いケロテアーゼである。これらの膜蛋白質は
他のサプユニ ットと複合体を形成した状態では安定に存在し
うるが、単独ではFtsHにより速やかに分解される。さらに、
FtsHは熱ショック因子 σ32やラムダファージの溶菌・ i容原化決
定に関わる因子cI1の分解も司り 、遺伝子制御においても重要
な役割を持つ。 FtsHは膜においてプロテアーゼ ・分子シャペ
ロン複合機能を持つクオリティーコントローJレマシーンを形
成している可能性がある。
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Fig. 8. ln vitro effects of HflKC on FtsH-mediated degr百dationof 
Sec Y. The following 5剖npleswere pre・incubatedat 4・Cfor 1 h: lanes 
1-3， FtsH-His6-Myc alone; Ianes 4-6， FtsH-His6-Myc and H日KC;
lanes 7-9， HflKC alone; 1佃 es10-12， bu仔eralone; Ianes 13-15， 

HflKC that had been denatured by incubation at 75・Cfor 15 min and 
FtsH-His6-Myc. Purified SecY wぉ addedto each sample and 
incubated at 370C for 0 (lanes 1，4，7， 10 and 13)，0.5 (1釦es2， 5， 8， 
11 and 14) and 1 (lanes 3， 6， 9， 12釦 d15) h. Reactions we児

lerminated by adding SDS sample buffer， and Sec Y was visuaJized by 
imrnunoblouing following SDS-PAGE. 

[結果と考察1単独のSecYが安定化される変異株を分離し、ftsH変異株とともに hflK、hflC変異株を得た。
HflKC は共に膜タンパク質で複合体を形成し、ラムダファージの溶原 ・溶菌調節に関わるcIIタンパク質の分解
活性を持つと報告されている。しかしながら、hflKC欠失変異はSecYを安定化せず、逆にSecY24変異タンパク質
の分解を促進した。また、変異型HflKCはS配 Y分解阻害に関して優性欠損を示し、それはFtsHの過剰生産によ
り抑制された。これらのことからHflKCはFtsHと直接相互作用をし、 FtsHのプロテアーゼ活性を阻害すると推
定した。クロス リンク、 免疫共沈降、ゲル櫨過クロマトグラフィ ー、 His6・タグをつけたFtsHを用いたアフィニ
ティー分離 (Fig.5)の結果はFtsHとHflKCが複合体を形成すること支持し元。また、この複合体形成はATPによ
り促進された。精製したHflKCはinvitroでのFtsHによるSecY分解を阻害した (Fig.8) 0 HflKCはFtsHと複合体を
形成し、そのタンパク質分解活性を負に制御すると考えられる。
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Fig. S. Co-elUlion of HflKC てilhFtsH-His6-Myc in N卜附Aι一a勾E伊仰釘制叩0ωs氏ca揃f侃自h山町i句tげy伽 om町ma阻削a創t叫 m吋P肉h旬1ザy.Membrnnes prcpared from AD202 (/rsH+; 
lams 14)and AK1 181(itsh-hisrmyc;lanes7-12)werE SOlubiHEed and subjectEd toNi小ITA-agaroscchromatogrnphy (load， lanes 1 and 7; 
~o~~-thr?ugh ， lanc:s 2 ~~~_8)，;_ Pro~ein~ adso:~d I~ Ni-NTA-agarose we陀 washcdIh陀etimes (Ianes 3-5 and 9-11) and eluled wilh 250 mM 
imidazole (lanes 6 and 12)・prOIeinsmEach fmcttop were SEparated by SDS-PAGE and VESualiZEd by irT1mmoblotting using antisera against FtsH 
(upper part) or HnKC (lower part). The aSlerisk indicates a non叩 ccificbackground. FlsH' indicales Ihe C-terminally clcaved produCI of FlsH-His6-
Myc 
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cDNA Cloning of pl12， the Largest Regulatoηr 
5ubunit of the Human 265 Proteasome， and 
Functional Analysis of Its Yeast Homologue， Sen3p 
Kin-ya Yokota， * S~sumu Kagaw~.〆 Yoshihisa Sh加lizu，+ Hiroshi Akioka，十
ChiZ'uko Tsu~mi，+ Chiseko Noda，+ Masal!iro Fujimuro，t _ 
Hideyoshi Yoko~awa，土 Tsutomu Fujiwara，S Ei-ichi Takahashj，S 

Masayuki Ohba，||Moto-o Yamasakijl George N.DeM2訂r“白!
Clive A. Slaughter，料 AkioToh-e，付 andKeiji Tanaka・:n:出

百le265 proteasome is a large multisubunit protease complex， the 1訂 gestregulatory subunit 
of wluch is a component named p112. Molecular cloning of cDNA encoding human p112 
revealed a polypeptide predicted to have 953 aITUnO acid residues and a moleαd訂 rnassof 
105，865. The hurnan p112 gene was rnapped to the q37.1-q37.2 region of chrornosorne 2. 
Cornputer analysis showed that p112 has s仕ongsirnilarity to the Saccharomyces cerevisiae 
Sen3p， wluch has been listed in a gene b訂u<as a factor affecting tRNA splicing endonuc1ease. 
The SEN3 also was identi白edin a synthetic lethal screen with the ninl-l rnut紅lI，a ternper-
ature-sensitive rnutant of NINl. NTNl encodes p31， another regulatory subunit of the 265 
proteasorne，wluchおneces回 ryfor activation of Cdc28p kinase. Disruption of the SEN3 did 
not affect cell viab出ty，but led to ternperah江e-sensitivegrowth. The human p112 cDNA 
suppressed the growth defect at lugh ternperature in a SEN3 disruptant， indicating that pl12 
is a functional hornologue of the yeast Sen3p. Maintenance of SEN3 disruptant cells at the 
restrictive temperah江eresulted in a variety of cellu1ar dysfunctions， including defects in 
proteolysis mediated by the ubiquitin pathway， in the N-end rule system， in the s仕ess
r白 ponseupon cadmiurn exposure， and in nuc1ear protein仕組sportation.The functional 
abnormality induced by SEN3 disruption differs considerably frorn various phenotypes 
shown by the ninl-l mutation， sugg白 tingthat these two regulatory subunits of the 265 
proteasome play distinct roles in the various processes mediated by the 265 proteasome. 
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左図 :酵 母
ninl・1(p31ホモ

ローグ)と酵母
sen3::LEU2 
(p112ホモロー
グ)の温度感受
性変異株を制限
温度下で培養す
ると、野生株と
異なり(上パネ
ノレ)N-末端則に
よる蛋自分解が
ほぼ完全に抑制
された (下パネ
ル)。

分子量200万の巨大なATP依存性プロテアーゼである26Sプロテアソームは円筒型の触媒ユニットの両

端にV字型の調節ユニッ トが会合したダンベル型の多成分複合体である。本研究では調節ユニットを
構成する最大のヒトサブユニットp112の一次構造を明らかした。その結果p112がtRNAのスプライシ

ングに関わる因子として発見されていた出芽酵母SEN3の相同遺伝子であることが判明した。我々は

細胞周期遺伝子NINlのts・変異株ninl-lを用いた合成致死スク リーニングによっても同じSEN3を同定

した。NINl(調節ユニッ トを構成する別のサブユニッ ト)はαc28キナーゼの活性化に不可欠で細胞周

期のG1/S転移、 M期の進行に必須な遺伝子である。sen3破壊株は温度感受性増殖を示し、ヒトの

p1l2・cDNAはこの変異を相補した。sen3破壊株を用いた解析からSen3pの会合した26Sプロテアソーム

がN末端則を含むユビキチン依存性蛋自分解経路に関与していることが判明した。またsen3破壊株は

カドミウム負荷にに高感受性であることやモデル蛋白質の核移行活性に障碍のあることが判明した。

これらのsen3欠損株に見られる表現型はninl・1株とは似て非なる動態を示し、 プロテアソームの細胞

機能における役割が多様であることを示唆した。
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cDNA cloning and functional analysis of the p97 subunit 
of the 26S proteasome， a polypeptide 
identical to the type-l tumor-necrosis-factor-receptor-associated protein-2/55.11 

Chizuko TSURUMI'， Yoshihisa SHIMIZU'， Mihoro SAEKP， Seishi KATO'， George N. DEMARTINO'， Clive A. SLAUGHTER4， 
Masahiro FUl1MURO'， Hideyoshi YOKOSAWA'， Moto-o YAMASAK.l6， Klavs B. HENDlL'， Akio TOH-E8， Nobuyuki TANAHASHI' 
and Keiji TANAKA' 

Molecular cloning of cDNA for a ncw regulatory subunit， designated p97， of the human 26S protβa-
some showed that the polypeptide consists of 908 amino acid residues with a calculated molecular mass 
of 100 184 Da and an isoelectric point of 4.94. Computer analysis showed that p97 is very similar to 
type-l tumor-necrosis-factor(TNF)-receptor-associated protein (TRAP)-2 and 55.11， both of which we問
identified recently as binding proteins of the cytoplasmic domain of type-1 TNF receptor by yeast two-
hybrid scrcening. This finding suggests that the 26S proteasome might serve as a mediator molecule in 
the TNF signaJing pathway in c巴lls.Computer-assisted similarity analysis also revealed the high sequence 
similarity of p97 with a yeast protein whose function is yet unknown， the gene for which is here t巴rmed
NASl (non-ATPase subunit 1). Disruption of NASl resulted in several phenotypes， including 1巴thalityand
temperature-sensitive growth， depending on the genetic background of the cells used. The human pθ7 
cDNA suppressed the growth defect of 1I0S 1 disruptant cells， when expressed from single-copy or multi-
copy vectors， indicating that p97 is functionally equivalent to yeast Nas1 p. Culturing of the temperatu陀 ，

sensitive 1I0s1 cells at the restrictive temperature promoted the accumulation polyubiquitinated cellular 
proteins， implying that出 巴 26Sprot回 somerequires a functional Nasl p subunit for ubiquitin-depend巴nt
prot巴olysis.These results indicate that p97INas1p plays an important regulatory role in the functIon of 
the 26S proteasome. 

p9ヲ 1MEEGGRDKAPべIQPQQSPAAAPGGTDEKPSGKERRDAGDKDKEQELSEEDKQLQDELEMLA
TmM S一一S-G一一一L V-V Actin__一一一一一一一→55-11 R V 

p97 61 ERLGEKDTSLYRPALEELRRQIRSSTTSMTSVPKPLKFLRPHYGKLKEIYENMAPGENKR 
TRAP-2 K・
55-11 E-

p97 121 FAADIISVLAMTMSGERECLKYRLVGSQEELASWGHEYVRHLAGEVAKEWQELDDAEKVQ 
TRAP-2 
55-11 

p97 181 REPLLTLVKEIVP~剖AEHEACDLLMEIEQVD阻.EKDIDENAYAKVCLYLTSCVNYV
TRAP-2 S 
55-11 y. 

p97 241 PEPENSALLRCALGVFRKFSRFPEALRLALMLNDMELVEDIFTSCKDVVVQKQMAFMLGR 
TRAP-2 S N・-ーーー-S-S
55-11 T M------I 

p97 301 HGVFLELSED町EEYEOLTEIMSNVQLNSNFLALARELDIMEPKVPDDIYKTHLENNRFGG
TRAP-2 
55-11 

p97 361 SGSQVOSARMNLASSFVNGFVNAAFGQDKLLTDDGNKWLYKNKDHGMLSAAASLAMILLW 
TRAP-2 N G-ーー四一
55-11 M G- - -

p97 421 DVDGGLTQIDKYLYSSEDYIKSGALLACGIVNSGVRNECDPALALLSDYVLHNSNTMRLG 
TRAP-2 
55-11 

p97 481 SIFGLGLAYAGSNREDVLTLLLPVMGDSKSSMEVAGVTALACGMIAVGSCNGDVTSTILQ 
rRAP-2 
55・11

p97 541 TIMEKSETELKDTYARWLPLGLβLNHLGKGEA工EAlLAALEVVSEPFRSFANTLVOVCAY
fRAP-2 
5S・11

~97 601 AGSGNVLKVQQLLHICSEHFDSKEKEEOKDKKEKKDKDKKEAPADMGAHQGVAVLG工ALI
rRAP岨 2
5S・11

~97 661 AMGEEIGAEMALRTFGHLLRYGEPTLRRAVPLALALISVSNPRLNILDTLSKFSHDADPE 
rRAP-2 
;S・11

~97 721 VSYNSIFA-・MGMVGSGTNNARLAAMLRQLAQYHAKDPNNLFMVRLAQGLTHLGKGTLTL

rRAP-2 一一一一MG
;5-11 

>97 779 CPYHSDRQLMSQVAVAGLLTVLVSFLDVRNIILGKSHYVLYGLVAAMQPRMLVTFDEELR 
rRAP-2 M 
;5-11 H 

>97 839 PLPVSVRVGQAVOVVGQAGKPKTITGFQTHTTPVLLAHGERAELATEEFLPVTPILEGFV 
rRAP-2 F一一
;5-11 p-ー一一ーー一ー一一
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上図 :酵母nasl・1(p97ホモローグ〉の温

度感受性変異株を制限温度下で培養する

と、野生株に比較して大量のユピキチン
化蛋白質が蓄積した。

左図:ヒ トp97とTRAP-2および55-11の一

次構造の比較。ヒト26Sプロテア ソーム

の調節ユニットを構成するサプユニット
の一つであるp97のcDNAをク ローニング

して一次構造を決定すると、驚いたこと
に、 1型τNFレセプターの細胞質側ドメ

イン (但しアポトーシスのシグナルを誘

導するDeathドメインではなく、細胞膜

に近接した領域)と相互作用する因子を
酵母のTwo-hybridシステムで分離した蛋

白質TRAP-2及び55-11に つのグループ

が独立して最近分離)と閉じ分子であっ
た (異なるアミノ酸は多分シークエンス

エラー)。 このことは、 26Sプロテアソー

ムがTNFの情報伝達に関与している可能
性を示唆している。


