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( 1 )巻頭言:重点領域研究の役割

平成10年度から、重点領域研究は特定領域研究と名称を変

え、従来の大型のグループ研究を減らして、少人数のグルー

プ研究を加えることになった。この二、 三年、文部省と学術

審議会は科学研究費補助金の中で基盤研究を重視する立場を

打ち出している。これは、研究費について、研究者を対象に

アンケートを行うと、科研費システムの一本化が常に上位に

ランクされることに応えているのであろう。

米国では、研究者のほとんどが、一つないし二つの3""'5年

継続のグランドで研究を行っている。これだと、通るかどう

かわからない研究費を毎年いくつも応募したり、あれこれの

班会議に参加する時間のロスを省くことができる。それでは、

科研費を基盤研究(一般〉に一本化すれば、問題は解決する

かというと、けっしてそうではない。わが国には、審査シス

テムが確立していなし、からである。

さて、既存のシステムの弊害を確実に減らすためには、新し

いシステムを古いシステムに並べて走らせることが非常に有

効であり、かっ現実的である。この方法は、既存のシステム

を壊すのに巨大な労力が要求されるときに次善の策として特

に有効である。文部省は大学の講座制を解体する代わりに、

科研費によって研究費の不平等配分、つまり 「優秀な」研究

者により多くの研究費を配分する方法をとった。このやり方は、
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ある程度の成果をあげた。しかし、科研費でも一般研究は講座

制にそのまま対応する部・分科・細目内で審査されるとし寸、

新しいシステムとしての欠陥をもっている。この欠点を補う

ものとして、かつての特定研究があったし、今の重点領域研

究があると考えられる。ここでも旧体制の一般研究に対し第

二のシステムとして重点領域研究 (特定研究)は非常に効果

を発揮した。

基盤研究 (一般)でも第二のシステムを平行させる方法がと

られなかった訳ではない。複合領域の設定によって分子生物

学や細胞生物学などという新しい分科細目をつくったことな

どが、それに当たる。 しかし、次善の策の限界として、旧来

の部・分科・細目は温存した。私は、現在の部・分科・細目

を完全に壊してしまわなし、かぎり、重点領域をなくして基盤

研究一本にするのには反対で、ある。基盤研究一本にするのであ

れば、現在の審査システムを、ピアレビュー方式(これにも

欠点があることは、欧米では常に指摘されているが)に近い

ものに改変しなければならなL、。それができるまで、重点

(特定〉領域研究は次善の策としての役目をはたさねばなら

ない。

平成9年10月

重点領域研究 「細胞内蛋自分解」総括班メンバ一

矢原 一郎 (財)東京都臨床医学総合研究所
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( 2 )平成9年度重点研究班会議日程

1 第2回公開シンポジウム: rプロテアーゼ、とアポトーシス」
主催:文部省科学研究費重点領域研究「細胞内蛋自分解(略称)J総括班

領域代表者:鈴木紘一(東大・分生研〉

日時:平成9年12月1日(月〉午後1時--5時
会場:東京ガーデンパレス・雅 (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 三浦 正幸(阪大・医) rカスパーゼ、の活性化とプログ
ラム細胞死」

1:35 杭田 慶介(都臨床研) rノックアウトマウスを用いた
ωspaseの機能解析」

2:05 鎌田 真司(阪大・医) rカスパーゼ、ファミリープロテ
アーゼによるアポトーシスの制御J

2:35 川島 誠一 (都臨床研) rプロテアソームの限害=細胞
死 or分化?J

3:05 中島 琢磨(東理大 ・基礎工) rタンパク質ユビキチン
化機構によるアポトーシスの制御」

3:35 休憩20分

3:55 “特別講演"長田 重一(阪大 ・医) rPasを介した

アポトーシス」

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 (JI憤天堂大・医〉

2 第2回班会議

日時:平成9年 12月2日 (火)，_， 3日(水〉

場所:東京ガーデンパレス
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3 平成9年度:第 2回総括班会議

日時:平成9年 12月l日(月) 11: 00---12: 30 
場所:東京ガーデ、ンパレス

議題: 1. 経過報告

2. 本年度の研究組織と活動計画，総務，研究・企画など

3. 来年度の活動計画

4. 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
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( 3 )活動および関連事業

1班員名簿(平成9年度〉発行: 平成9年6月作成

2重点ニュース誌“ぷろておりしす"発行

第4号:平成9年6月発行

(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・トピックス

等、蛋自分解に関する最新の情報を満載して年3回発行します。また、班員

以外にも積極的に配布して本重点研究の進捗状況などを宣伝してゆきたいと

考えています。したがって、班員以外の定期配布を希望する研究者にも無料

で送付しますので、送付先を事務局:研究代表者鈴木紘一研究室に連絡する

ようにお薦め下さい〉

3 出版案内: (本重点研究の期間:平成8，.._ 1 1年度に発行された蛋白分解関

連の出版物を毎号記載しますので情報をお寄せ下さい〉

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

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

Troteasomes and Re凶ed白 mplex凶": Mol. Biol. Rep. Special issues (Guest 

edit町S: Schmid， H.-P. and Briand， Y.) ， 24， 1-138 (1997) 

"~1edical Aspects of Proteases and Protease Inhibitors" (eds by Katunuma， N.， Kido， 

H.， Fritz， H.， and Travis， JふIOSPress， (1997) 

"Proteolysis in Cell Functions" (eds by V. K. Hopsu・Havuet al.) IOS Press， (1997) 

"Ubiquitin and the Biology of the Cell" (eds. by J.・M.Peters et al.) Plenum 

Publishing， London， in press (11月発刊， 1997) 

組織培養 特集号“プロテアソーム" 1 996年3月号(編集:田中啓二)

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

田中啓二)

蛋白質核酸酵素“プロテオリシス:蛋白質分解の分子機構とバイオロジー"
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平成9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)

4 学会・集会案内

圏内学会

(1) “選択的タンパク質分解による生理機能の調節"第20回日本分子生物

学会年回シンポジウム・平成9年12月16-1 9日:京都(田代啓)

(2) 公開シンポジウム "AAAファミリ-"ATPaseの多彩な細胞機能と共通分

子基盤。平成10年2月23-24日:岡崎(小椋光，他)

http://sesame.nibb.ac.jp/-aaasympo/index .html 

国際学会

(1) "Vth Intemational Symposium on Proteinase Inhibitors and Biological 

ControlヘOctober4・8，1997， Ljublj叩 a，Slovenia (V. Turk et al.) 

(2) "Intemational Symposium on Dynamic Aspects of Lysosomal!Vacuolar Systemヘ

November 3-6， 1997， Conference Center of Ok也akiNational Research Institute， 

Okazaki， Japan (Y. Ohsumi) 

(3) "百leUK-Japan Cell Cycle Workshop"， November 24-27， 1997， Kyoto 

(M. Yanagida et al.). 

(4) "Intemational Conference on Protease Inhibitors '97 (ICPI '97)ヘDωembrer6， 

1997， Kyoto (Y. Kiso) 

5 第二回「細胞内蛋自分解ワークショップ」開催報告

平成9年7月8日から 10日、 110名余りが参加して、浜名湖三ヶ日天然温

泉「浜名湖レークサイド」にて、重点領域研究「蛋自分解のニューバイオロジー」

の第二回「細胞内蛋自分解」ワークショップが開催されました。今回のワークショッ

プは、班員によるミニシンポジウム「 “構造一機能"相関J (7月8日夜)及び
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「選択的蛋自分解J (7月10日午前)、平成9年度新班員の紹介と研究計画(7 

月9日午前〉、そして班員以外の講演者による特別講演「蛋白分解研究の活性化を

目指してJ(7月9日午後〉、更には8日と9日の夜には自由討論という構成で開

催されました。

8日夜のミニシンポジウム「“構造一機能"相関」では、木曽良明先生(京都

薬科大学〉が「アスパラギン酸プロテアーゼの活性中心構造からデザインされた阻

害剤の開発」という演題で講演されました。 HIVのプロテアーゼは二量体を形成し

ており、その活性中心に結合する阻害弗jを基質であるHIVのgag-pol融合蛋白のアミ

ノ酸配列をもとにして開発していること、 dipeptideで‘阻害は可能で-あるが細胞への

移行も考慮、して設計する必要があること等をお話しくださいました。続いて、芳本

忠先生(長崎大学・薬学部)が「プロリン特異的ペプチダーゼの構造とプロリン特

異性発現機構の解明」という演題でお話してくださいました。様々なプロリン特異

的ペプチダーゼは、活性中心であるSer-His-Aspは保存されているものの、全体を見

渡してのアミノ酸配列の相向性は低いこと、その中で‘先生の教室で-行った結晶化の

成功例を示していただきました。このミニシンポジウムの最後は、このワークショッ

プの開催場所をお世話してくださいました牧正敏先生(名古屋大学・農学部)の

「カルパスタチンの構造とカルパイン阻害機構」の御講演でした。カノレパスタチン

は4回の繰り返し構造を持ち、その中心部分の 27アミノ酸残基だけでカノレパイン

阻害活性をもつこと、さらに、その中心部分がカルパインの活性中心と結合し、ア

ミノ末端側がカjレパイン大サブユニッ トのE-Fhandと、カルボキシル末端側がカル

パイン小サプユニットのE-Fhandとca依存的に結合することを話されました。

9日午前の平成9年度新班員の紹介と研究計画では、中島琢磨先生(東京理科

大学 ・基礎工学部)の「アデノウイルスEIA導入アポトーシスにおけるトポイソメ

ラーゼHαの特異的分解機構」の御講演で始まりました。アデノウイルスEIAを単独

で導入した細胞ではp53の不安定化後アポトーシスが誘導され、その際、トポイソメ

ラーゼEαは選択的にUb-Proteasome系で・分解されるとのお話でした。鎌田真司先生
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(大阪大学・医学部)は「蛋白分解による細胞死制御機構の解析」とし寸演題で講

演されました。酵母のtwo-hybridsystemを用いてCPP32やICEに結合する細胞質蛋白

質の検討を行っておられました。水野恵子先生(横浜市立大・医学部〉は iPKCの

蛋白質分解機構の解明とアポトーシスにおける機能解析」とし寸演題でnPKCの限定

分解ではアポトーシスがおこり、完全分解では細胞分化がおこるというお話をされ

ました。山嶋哲盛先生(金沢大学・医学部)は「カルパインとカテプシンの動態よ

り見た霊長類の虚血性神経細胞死の病態と解析」という演題で講演されました。日

本猿を20分全脳虚血し5日後における神経細胞死においては、 μ-Calpainの活性化

が起こり、 μ-Calp出1のリソゾーム膜への作用によってCathepsinBが遊離してくる事

をお話されました。杭田慶介先生(東京都臨床医学総合研究所)は iCaspaseファミ

リープロテアーゼ遺伝子群のノックアウトマウスの作製と解析」という演題で

CPP32のKOマウスでは神経細胞死の抑制がおこるが胸腺細胞では何も起こらないこ

と、 CMH・1のKOマウスは致死であること、 ICEのKOマウスではIL-lβだけではなく

IL-lαやIL・8も減少することをお話されました。千葉和義先生(お茶の水女子大・理

学部)は「細胞内プロテアーゼ活性のinvivo， real time測定法」としづ演題で講演さ

れました。 AC協を結合した合成基質を細胞内にマイクロインジェクションするこ

とで、生細胞内でのプロテアゾーム活性を経時的に測定する事ができるという内容

でした。稲葉一男先生(東京大学・理学部〉は「精子運動開始におけるプロテアソー

ムの生理機能」としづ演題でLeu・Leu-Val-Ile-MCAがATPで-活性化した精子の鞭毛運

動を抑制する事やプロテアソームが二量体微小管に結合しているというお話をなさ

し1ました。前田正知先生(大阪大学・薬学部)は「転写制御因子GATAのcAMPに応

答する分解のメカニズム」としづ演題で講演されました。転写制御因子GATAは、

二つのznfingersの聞にPKAおよびPKCによってリン酸化を受けることによりその分

解が制御されており、 cAMPによるPKA活性化後のGATAの分解はMG115によって阻

害されることからプロテアソームの関与が考えられるとのお話でした。岩井一宏先

生(京都大学・医学系研究科)は「酸化的修飾がシグナルとなるユビキチン依存性
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蛋白分解の細胞機能制御における役割」という演題で、鉄反応領域結合蛋白-1およ

び・2の鉄結合部位が酸化的修飾によるカルボニル化を引き起こし、 Ub-Proteasome系

によって分解されるという御講演でした。田中弘文先生(東京薬科大学・生命科学

部)は「晴乳類細胞におけるサイクリンB特異的ユビキチン化とその調節機構の解

明」としづ演題で講演されました。晴乳類培養細胞においてサイクリンB特異的

hE2・Cを分離し、その結合蛋白をtwo-hybridsystemで-分離するとのお話でした。大坪

素秋先生(久留米大学・分子生命科学研究所〉は「サイクリンE-p21特異的ユビキチ

ンリガーゼの解析」としづ演題でサイクリンE-p21特異的E3をtwo-hybridsystemを用

いて分離し、この日がサイクリンEの細胞周期特異的分解に関与しているかを検討

するというお話をされました。大海忍先生(東京大学・医科学研究所〉は 「共有結

合型阻害剤に特異的な抗体を用いたプロテアーゼの活性化機構と生理機能の解析」

という演題でE・64・μ-Calpain複合体に対する抗体を用いてU937細胞のFasやτNF-α経

路による細胞死の際のμ-Calapinの活性化やカノレパスタチンの分解について解析をお

こなうというお話でした。黒木和之先生 (金沢大学・がん研究所)は「新規ヒトカ

ルボキシペプチ夕、、ーゼ、gp180の構造と機能」という演題で講演されました。Gp180は

カルボキシペプチダーゼドメインを3回繰り返す構造を持つ膜蛋白質で、 HBVはそ

の三番目のカルボキシペプチダーゼドメイ ンに結合こと、すべての臓器で発現して

いるが、その機能は不明であるとのことでした。田之倉優先生(東京大学・生物生

産工学研究センター〉は「ブロメラインインヒビターの三次元構造の解析とそれに

基づく阻害剤の開発」としづ演題で大腸菌で発現させたブロメラインインヒビター

VIの三次元構造解析からBowman-Birk型住ypsininhibitorに近い構造であることが明ら

かになり、今後は特定のプロテアーゼに特異的に結合する変異ブロメラインインヒ

ビターVIを作製するというお話をされました。

特別講演「蛋自分解研究の活性化を目指して」では、 三原勝芳先生(九州大学・

大学院医学研究科)が「蛋白質のミトコンドリアへのターゲテイングと外膜透過の

機構」としづ演題で講演してくださいました。リボゾーム上で合成された蛋白質は
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細胞質に存在しているHSP70で巻戻され各々に固有の細胞内小器官のなかに移行し

ていくのであるからそれぞれの小器官に固有の細胞質因子が存在しており、ミトコ

ンドリアにはMSF(MitochondrialImport Stimulation Factor)が存在していること、 更に、

ミトコンドリア蛋白質前駆体-MSF複合体がミトコンドリア外膜に存在する受容体に

結合し、ミトコンドリア内に蛋白質が移行していく時には細胞質のATPを必要とす

ること等を詳しくお話してくださいました。梅園和彦先生 (京都大学 ・ウイルス研

究所〉は「脂搭性低分子ホルモン/ビタミンによるシグナル伝達の機構」という演

題でお話してくださいました。脂溶性低分子リガンドに結合する受容体は少なくと

も50種類以上細胞内に存在しており、ステロイドホルモン受容体の様なホモダイ

マーを形成するものと、甲状腺ホルモンやビタミンDやAの様にヘテロダイマーを形

成するもがあること、中でもRXRはレチノイン酸受容体と相向性のある分子として

クローニングされた受容体で、レチノイン酸受容体やビタミンD受容体とヘテロダ

イマーを形成するがその機能は不明であること、今後は、各々の受容体に結合する

が活性を発現させないような薬剤を用いて、 RXRの機能を解析していくということ

をお話してくださいました。柳田充弘先生 (京都大学・大学院理学研究科〉は「細

胞周期アナフェーズを推進する蛋白質分解」としづ演題で講演されました。細胞周

期はcdc2・cyclin複合体のcyclinが分解されcdc2kinaseの活性が発現するために進行する

が、この時、細胞内にはAPC(AnaphasePromoting Complex)が形成されていること、

このAPCは10個以上のサ7"ユニットで構成された20S以上の巨大分子であること、

このサブユニットにはUb-lig錨 e，cyclin，やCut2蛋白質が存在し、 リン酸化や脱リン酸

化による調節を受けていることなどを話してくださいました。矢原一郎先生(東京

都臨床医学総合研究所)は「細胞と分子シャペロン:Hsp90のはたらきを中心にし

て」としづ演題でご講演してくださいました。 Hsp70やGroEL等の分子シャペロンに

ついて概説した後、 Hsp90の転写因子、プロテインキナーゼや他の分子シャペロン

との相互作用について詳しくお話してくださいました。

7月10日午前のミニシンポジウム「選択的蛋自分解」では反町洋之先生(東
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京大学・分子細胞生物学研究所〉の「カルパイン研究の現状」とし寸講演で始まり

ました。活性中心の相向性からいろんな生物のカルパイン分子を取り上げ概説して

くださいました。沢田 均先生(北海道大学・薬学部)は「プロテアソーム研究の

現状」としづ演題で・プロテアソーム分子が結合する分子によってATP依存的に蛋白

質を分解したり、 ATP非依存的にぺプチダーゼ活性を発揮するようになることや、

調節因子内に少なくとも6種類以上のATPaseが存在していることから、基質や調節

因子サブユニットのリン酸化がプロテアソーム活性に影響を与えているというお話

をされました。村上安子先生(東京慈恵医科大学・医学部)は 「オルニチン脱炭酸

酵素の分解調節機構」としづ演題でオルニチン脱炭酸酵素がアンチザイムと複合体

を形成した後、 26Sプロテアソームでエネルギー依存的に分解されるというお話を

されました。秋山芳展先生(京都大学・ウイルス研究所〉は 「膜結合型プロテア

ーゼ複合体とその多様な機能:大腸菌FtsH複合体の解析」という演題で講演されま

した。大腸菌のFtsH複合体はSecYやF1FO孔τ'Pasesubunit A等の膜蛋白質やCIIやσ32

等の細胞質蛋白質を分解するが、自身のATP描 C活性とその他の細胞質因子が必要で

あることを話されました。小出武比古先生(姫路工業大学・理学部)は「分泌蛋白

質の品質管理機構としての小胞体内蛋自分解メカニズムの解析」としづ演題で、非

会合性TCRや遺伝性の変異蛋白質、環境誘導による蛋白質、糖鎖修飾の異常蛋白質

の小胞体内での分解について概説され、その分解に関与するプロテアーゼの解析を

現在進行中である事をお話されました。

8日と 9日の夜には自由討論「国際学会における最新研究動向」という特別な

催しがあり、大家の先生の若かりし日のお話やこのワークショップで話題にならな

かった分野での研究での興味などのお話をお伺いする機会を持つことが出来ました。

私としましては、別の分野の諸先生方とお話をする機会にもなり大変勉強になった

ワークショ ップであったと思います。ただ、もう少し時間的に余裕のある会であれ

ばもっと気楽にしていられるのですが、私には体力的に少しきついワークショ ップ

でした。 (石堂一巳・順天堂大学・医学部・生化学第一)
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(4 )学会・集会報告

1. EMBO Workshop on Cellular Functions of AAA Proteins 

今回が2回目となるAAA会議 iAAA蛋白質の細胞機能に関するEMBOワークショッ

プ」が、 5月18---20日にドイツのミュンヘン近郊Tutzingで、開催された。会場と

なった場所は対岸の向こうにドイツアルプスを望む閑静な湖畔で‘あった。参加者は

8 0人弱と、前回とほぼ同程度であった。 三日間の日程のうち、プロテアーゼ関連

は、 二日目のメタロプロテアーゼと、 三日目のプロテアソームであった。印象に残っ

たいくつかの発表について感想をまじえて報告する。

小椋(熊本大〉は、大腸菌のF岱Hは主要な膜構成成分(リン脂質・リポ多糖〉

の生合成を制御し、この機能が細胞増殖に必須であることを報告した。FtsHのAAA

モジュール内のSRH(SecondRegion of Homology)領域に変異を導入してATPase活性と

プロテアーゼ活性を調べ、 SRHはATPase活性とプロテアーゼ活性の両方に重要な領

域であることを示した。伊藤(京大)は、 FtsHのprotease、活性の調節、 HflKCの役割

などを報告した。膜蛋白Y∞Aは、 FtsHの基質らしく、そのN末端細胞質領域の内部

欠失変異によってFtsHのSecY，Fo subunit aに対する分解を阻害するが、 CII分解には

影響を与えない。逆にHflKCのミスセンスのあるものはその逆の性質を持つことな

どから、 HflKCによるF俗Hの"仕組smembranemodulation"において、膜蛋白基質、可

溶性基質の聞の基質特異性が制御されている可能性について言及した。Bukau(フ

ライブルク大)は、 σ32の内部のC領域と呼ばれる領域に相当するペプチドが、 ATP

依存的にFtsHにより分解されることを報告したほか、 FtsHの良い基質となるペプチ

ドの特徴が、 一般的にDnaKが結合する配列の特徴に一致することを示した。これに

関連して、Liberek(グダニスク大)は、 σ32のC末端がFtsHによる分解に重要であ

るというinvivo， inviωのデータを示した。 F俗Hによる基質認識は、 重要な問題の一

つであるが、 σ32の認識についてはこのように一見矛盾するデータがあり、なお検
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討を要する。しかし、秋山(京大)によるSecYの分解では、 FtsHによる特異的分解

を起こさせる領域がSecY上には複数存在することが示されているので、 FtsHは必ず‘

しも一箇所の特異的な配列/構造を認識しているのではないのかも知れない。

松沢(東大〉は、 F悩Hの膜結合領域を欠失した可溶性FtsH(F飴Hりを精製して、

Aτ'Pase活性、プロテアーゼ活性を調べた。その結果、 FtsHはσ32をA百依存的に分

解するのに対して、 FωH*はATP非依存的なプロテアーゼ活性を示した。 Walkerモチー

フに変異を持つ可溶性FtsH吋1は、やはりATP非存在下でσ32を分解する・活性を示し、

驚いたことにATP存在下では活性を示さなかった。 Bouloc(南パリ大)は、大腸菌

のHflB(FtsH)がえのCIII蛋白をATP非依存的に分解することを示した。このように、

FtsHによる基質分解について、 ATPを要求する基質と要求しない基質があること、

さらにF俗Hの形状によってもATPの要求性が変わることなどを今後どう整理して行

くかが大きな問題として残った。 Bouloc'ままた、 Hisタクゃを付けたHflBのAAAmodule

を精製し、尿素で変性したクエン酸合成酵素の再生系でシャペロン活性を調べたと

ころ、再生が観察されたが、意外にもその活性はATP非依存的であった。 AAA蛋白

のシャペロン活性という点では、Langer(ミュンヘン大)の酵母ミトコンドリアの

AAAプロテアーゼのシャペロン活性についての発表があった。以前彼らは、

Y胞1Op!Y也12pにはプロテアーゼ、活性以外にF1FoATP槌 Cのアセンブリーなどを助ける

シャペロン活性があると報告していた。この点についてさらに検討し、

Y凶 Op!Yta12pの両サフ。ユニットのプロテアーゼ活性部位に変異を導入した場合には、

予想に反して呼吸能を失うことから、 Y阻10p!Yta12pがシャペロンとして機能すると

いう確かな証拠は無くなった。このように、シャペロン活性についてはそれを支持

するデータと否定的なデータが示され、またATP依存性についても疑問な点が多く、

なお今後の課題として残った。

それ以外のトピックスとしては、 Shotland(ヘフライ大〉が、 F俗Hのリング構造

について報告したほか、 Schumann(バイロイト大)とCutting(ロンドン大)は、枯

草菌のおHが胞子形成に関わると報告した。真核細胞の26Sプロテアソームについて
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は、それに含まれるAAA!¥τ"Paseは6種類で、それぞれのプロテアソームに 6種類の

異なるATPaseが一個ずつ含まれることがほぼ確定した。 Finley(ハーノくード大)は、

酵母の26Sプロテアソームの6種類のAAAATPaseのWalkerモチーフAのLysをArgある

し1はSerに置換して、細胞の生育、プロテアソームのアセンブリ一、基質分解能など

を調べた。その結果、それぞれのATP泊 eは機能的に等価ではないことが分かり、短

いペプチドの分解能を失うものやアセンブリーに異常があるものなどがあった。こ

のことは、 AAAATPas~が単純に基質蛋白を巻き戻すだけではないことを示してしる。

蛋白分解におけるAAAATPaseのATP加水分解によるエネルギーは、基質の認識、巻

き戻し、活性部位への提示などに必要であると考えられてきたが、この問題もそう

単純ではなさそうな気配である。田村(千葉大)は、プロテアソームATPぉeSug1の

ATP描e活性を詳細に検討し、 poly(C)， poly(U)やC、Uの多いある種のmRNAにより活

性化されることを報告し、いまだ未知の機能がこのファミリーのAAA領域内に含ま

れる可能性を示唆した。 AAAATPaseドメインにはヘリカーゼに共通に見られるいく

つかのモチーフも保存されていることより、核酸との関連もさらに検討する必要が

ある。

今回の会議では、 AAAATPaseの共通構造を明かにし、そこから共通の機能を提

唱するとしづ方向を目指す研究がどの程度進んでいるかを期待したが、まだその共

通機能について本格的に討議する段階には至っていなかったというのが正直な感想

である。強いて挙げれば、Lup酪(マックスプランク研)がAAAATPaseドメインの

l次構造をすでに 3次元構造の明らかにされている他のNTPaseの1次構造と比較し、

AAAATPぉeに特徴的なSRH配列の機能を推定し、それがATP凶eの調節的機能を持つ

ことを提唱したことと、小椋らがその領域に部位特異的変異を導入し、実際に

ATP槌 C活性に重要で-あることを実験的に示したことであった。 AAAATPaseの共通配

列が明らかになってすでに数年が経過しているが、そのような観点からの解析は今

回の会議でも他からの発表はなかった。このほか、すでに上に述べたように、 ATP

依存性の問題、基質認識の問題、シャペロン活性の問題などが早急に解明すべき課
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題として挙げられる。次回は、来年12月にアメリカのS担Diegoで-開催されること

が決まったので、それまでにどれだけの問題が解明され、またどのような新しい問

題が出てくるか楽しみである。 (小椋光:熊本大学・医〉

2. FASEB Summer Research Conference “Ubiquitin and Protein 

Degradation" に参加して

「ユビキチンと蛋自分解」に関するFASEB Summer Research Conferenceは， 2年

に1度行われるクローズドな会議で，今回で5回目になる.今後のユビキチンとプ

ロテアソーム研究の方向付けを行う上で非常に参考になる会議である今まで毎回，

米国Vermontj十ISaxtonsRiverのVermontAIωdemyとしづ学校を借りて夏休み中に行われ

ている.今回のCha註personはA巾 urHaas (Medical College of Wisconsin) ， Vi∞ 

ChairpersonはCecilePickart(JohnsHopkinsUniv.)で，米国 (109名(日本人2名を含む)) 

， 日本 (12名)，イスラエル(12名)， ドイツ(10名)，英国 (10名)，カナダ (4

名)，フランス (3名)，オーストラリア (3名)，その他の国 (6名)から，合計

169名の参加者(参加者リスト掲載者のみ)があった 本来この会議はクローズ、ド

な会議で，その内容を発表したり引用することは禁止されている.従って，本見聞

録でもあまり内容の詳，細については触れられないが，出席できなかった班員のため

に，筆者が理解できる範囲で発表内容について概説し，その総括を行いたい.今回

の発表演題は，口頭発表が48題，ポスター発表が83題あった口頭発表に関しては

以下の通りである.なお，口頭発表は午前と夕食後の2つのセッションに分かれて

行われ，昼食後は自由時間(夕方からポスター討論)になっている.

6月29日(日)

Session 1: F'unctions of the Ubiquitin System (Chair: A. Haas) 

A. Varshavsky: Recent studies of the N-end rule pathway. 

A. L. Goldberg: Activation of the ubiquitin-proteasome pathway in atrophying skeletal 

muscle: A role for the "N-end rule pathway" 
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P. Kloetzel:百四regulationof proteasomal品位ICclass 1 antigen processing activity. 

A. Hershko: Mechanisms and regulation of cyclin degradation. 

M. Kirshner: Proteolysis and the cell cycle. 

本セッションではユビキチンシステムについての発表があった.まず，

Varshavskyが酵母のジ(またはトリ〉ペプチド、の細胞内への輸送に， Ubr1 (E3a)が必

須であり，実際に細胞内では，その トランスポーター(Ptr2p)のレプレッサー(Cup9)

がUbr1によってUb化されて分解されることを報告した次いで， Goldbergが筋萎縮

において，ユビキチンープロテアソーム経路が活性化され，それがN末端則に従って

分解されることを，ジペプチド (Lys-AlaとAla-Lys)の阻害効果の差を利用して示し

た悶oeほ lは，阻CL1の20Sプロテアソームへの取り込みには，LMP2の発現が必須

であることと， PA28を常に過剰発現させると，抗原提示能が増強されることを示し

たまた， LMP2の活性中心のThr~こ部位特異的に変異を導入すると，逆に抗原提示

が増強されることから，必ずしも全ての活性部位が抗原提示に関わっているわけで

はない，との報告がなされた H訂shkoは，サイクリンBのUb化にかかわるE3(サ

イクロソーム，APC)が吋c2によってリン酸化されるとp13suc1に結合するようにな

ることを示したこれは， MPFが活性化されるとp13suc1を介して基質であるサ

イクリンB/cdc2複合体にサイクロソームが結合し，サイクリンのUb化と分解

が起こりやするなることを暗示している. Kirshnerは ヒトとカエルのAPC(サイク

ロソーム)が8種類の蛋白質からなり，その内の6種類は酵母にそのホモログがあ

ることを報告した.また， DNA複製阻害蛋白質p25(この蛋白質がGl期に分解さ

れることが次のDNA複製に必要〉もAPCの生理的基質の候補になりうることを示し

た.本セッションでの発表を聞いて， APCの構造と機能に関する蛋白質レベルでの

解析と，各種目に特異的な阻害剤の開発が今後の大きな課題であると感じた

Session 2: Ubiquitin-Dependent Cellular regulatio!! (Chair: C. Pick訂t)

A. Weissman: Proteasome-dependent degradation of a T∞11 re∞ptor subunit from出e
endoplasmic reticulum. 

A. Ciechanover: Inhibition of NF-KB cellular function via specific targeting of出eIKBα 
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ubiquitin ligase. 

R. Haguenauer-Tsapis: Npi1IRsp5 ubiquitin-ligase dependent endocytosis of血eyeast 

uracil permease. 

L.回cke:Ubiquitin-dependent endocytosis of出eG protein-∞upledα-factor receptor. 
S. Mori: Identification of an ubiquitin-ligation for re印 ptortyrosine kinases: Herbimycin A 

induces in vitro ubiquitination of epidermal grow出factorreceptor in rabbit 

retiωlocytes lysates. 

セッション2では， レセプターやトランスポーターといった膜結合性蛋白質と

転写因子のUb依存的な制御機構について発表が行われたまず， Weissmanは， T 

細胞レセプターに組み込まれなかった過剰のT細胞レセプターサブユニットが，糖

鎖のトリミング (Nグリコシド型糖鎖のマンノース残基の除去〉の後にUb化され，

プロテアソームによって分解されることを示した.次いで， CiechanoverはIKBαの

Ser32/Ser36のリン酸化ペプチドがUb化を阻害すること，またこのペプチドを細胞に

注入すると，τNFαによるNF-KBを介したE-selectInの発現が抑制されることを示し

た一方， Haguenauer-Tsapisは， uracil perme槌 e(トランスポーター〉のPEST配列内

のSerのリン酸化がUb化のシグナルとなってエンドサイトーシスされること，また，

このUb化はLys63を介したマルチユビキチン鎖がエンドサイトーシスのシグナルと

なることを示したそれに対して， Hickeは，酵母のG蛋白共役型α因子(一種の性

フェロモン〉レセプターがモノユビキチン化され，それがインターナリゼーション

のシグナルとなっているこ と，またそれはプロテアソームによる分解とは無関係で

あることをユビキチン変異体 (Lys-参Arg)とDoa4の変異体を使って示した Moriは

乃rキナーゼであるEGFレセプターをキナーゼ、阻害剤Herb加ycinAで処理するとウサ

ギ網状赤血球ライゼート中の酵素によりinvitroで;Ub化されるようになることを示し

た.

本セッションでは，レセプターやトランスポーターのインターナリゼーションの

シグナルとなるUb化がモノなのかマルチなのか，またそれがど、のLysを介したマル

チユビキチン鎖なのかが焦点となったしかし， 実験結果を見る限りは個々の場合
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によって異なっていて，例えば「インターナリゼーションのシクゃナルはすべてLys63

を介したUb化がかかわる」といったような一般則はないようである.

6月30日(月)

Session 3: EIlZ)'mology of the Ubiquitin・DependentPathway (Chair: D. Finley) 

A. Haas: Protein-protein interactions within the pathways of ubiquitin ligation. 

C. Pickart: Structure and re∞伊itionof polyubiquitin chains. 

P. Howley: Identification of regulators and E6・independentsubs仕atesof出eE6AP

ubiquitin protein ligase. 

R. Vierstra: Characterization of recognition elements within the ubiquitin proteolytic 

pathway in Arabidopsis. 

S. Jentsch: Novel ∞mponents of出eubiquitin pathway. 

セッション3では，ユビキチン依存的経路の酵素学と題して， 5人の演者が話

題提供した最初の演者であるHaasは， E2ファミリーのぬn値がおよそ 10-7........， 10_8 

Mで，Ubc9以外のE2はUbとチオエステル結合を形成することを述べた.また，

E214KC88AやE214KC88SはE1とE3の阻害剤となることを示したさらに， E214Kの

C末端の 10残基がE3αとの結合に関わること，それぞれのE2を用いてアフィニティ

クロマトをすれば，特異的なE3を精製できることを示した次に，話はE3の基質認

識機構におよび，E3の阻害剤として用いられてきたジペプチド (N-endrule subs回 te

vs. non-N-end rule substrate)のE3に対する阻害様式を調べたところ，それはぬn'こ対

する効果(つまり競合阻害)ではなく， Vmaxに対する効果 (非競合阻害)であるこ

とを発表したさらに，E3αはN-endrule substrateとnon-N-endrule subs回 teのいず

れに対しても親和性は等じいという速度論的データを示した Haasの発表は，従来

の考え方に一つの問題提起をし，多くの議論を呼んだ. しかし， Hershkoらの今まで

の報告結果と矛盾する点もあるので，慎重に解釈する必要があると思われる.ただ，

特定のE3を介したUb化の阻害方法として， E214KC88AやE214KC88Sを用いるとい

う考えや，それをE3の精製に利用するという考えは，今後E3の精製や生理機能の解
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析を試みようとしている読者にとって，参考になるのではないだろうか. Haasの発

表に続いて， Pickartが26 SプロテアソームS5aのマルチユビキチン鎖認識機構につ

いてふれ，マルチユビキチン鎖内の疎水性残基に富むS5a結合部位を推定した

Howleyは， E6がないときに細胞内でE6APと相互作用する蛋白質を探索し，新しし1

E2(UbcH8)と標的基質HHR23A(RAD23のホモログで，極体のduplicationに関与する

新規基質蛋白質〉を同定した Viers回は，シロイヌナズナからHECfドメインを有

する 2種類のE3(AtUbl1，AtUb12)を同定した.また， 2 6 Sプロテアソーム中のS5a

サプユニット(Mcb1)は生育に必須で・はないが，アミノ酸アナログに対する抵抗性発

現には必要であり， U時歪路のあるセットの分解にMぬ1が関わっていることを示した.

さらに，欠失変異体を用いた解析から， c末端の半分には， Ub鎖認識部位があるこ

とがわかったが，その部分を欠損してもアミノ酸アナログに対する抵抗性を示すの

で， Ub鎖認識部位以外の機能ドメインの存在が考えられる.

Session 4: Ubiquitin Carboxyl Terminal Hydrolase and Isopeptidasesにhair:G. DeMart血0)

K. Wilkinson: Human UCH-L3: Specificity， substrate binding and crystal struc旬間ofa 

deubiquitinating enzyme. 

R. Cohen: Specificity of血eubiquitin isopeptidase白血eP A 700 regulatory complex of血e

26S proteasome. 

M. Hochstrasser: Mechanism and regulation of MATα2 degradation by the 

ubiquitin-proteasome pathway. 

J. Fis心herVize:百leubiquitin pathway and Drosophila eye development. 

A. D'Andrea:百leDUB family: A novel family of cytokine-inducible deubiquitinating 

e回 ymes.

セッション4では，ユビキチンC末端ヒドロラーゼとイソぺプチダーゼに関す

る報告がなされた Wilkinsonは，ヒトのUCH-L3の結晶構造を示した.触媒3つ組

(Cys・95，H包・169，Asp184)やオキシアニオンホール (Gln・89)の構造はノマパイン様

酵素(カテプシンB)と類似性があるが，鎖の連結様式等に相違があることが示さ

れた. Cohen は26Sプロテアソーム中にイソペプチダーゼ活性があることを示し，そ

れがユビキチンコンジュゲートの分解にかかわること， Ub鎖が短いときはむしろ，
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校正機能によって除去されること，末端のUbから順次切断すること， K6， Kllを介

するUb鎖も基質になることが示された Hochstrasserは出芽酵母のMATα2レプレッ

サーの分解に関わるDoa変異を単離し，その内のあるものは， 20Sプロテアソームの

サブユニット変異を持つものがわかり， 26Sプロテアソームの構造と機能について

考察された V国はショウジョウバエの伽 fa∞t(fat)遺伝子によってコードされてい

るUbpがユビキチン経路を介して個眼の光レセプターの数を 8個に限定することに

関与することを報告した D'Andrea'まサイトカインで誘導される脱ユビキチン化酵

素DUB-lやDUB-2が未知の生長制御因子のユビキチン化状態や分解を制御し，サイ

トカイン特異的生長応答をもたらす可能性を指摘したまた， DUBは誘導後にユビ

キチン化されてプロテアソームにより迅速に分解される，との報告もなされた.

ユビキチン特異的ヒドロラーゼや脱ユビキチン化酵素が多数明らかにされ，その

重要性が指摘されつつある.ユビキチンプロテアソーム経路の “校正"的制御とい

う観点から，この酵素の機能研究の展開が望まれる.

7月1日(火)

Session 5: Structures釦 dE回 ymo1ogyof the Proteasome (Chair: K. Wilkinson) 

C.旧 1:S加はureof the proteωme regu1ator REGα(PA28α) 

W. Baumeister: Structure of出e20S and 26S proteasomes. 

D. Finley: ATPases of the yeast 26S proteasome. 

G. DeMartino: Regu1atory proteins of出e26S proteasome. 

K. Tanaka: Functiona1 ana1ysis of 26S proteasοma1 subunits. 

本セッションでは，プロテアソームとその制御因子の構造と機能に関する発表

がなされた.まず， Hill (Utah Univ.)はプロテアソームアクティベーターPA28のα

サブユニットのリコンビナントを大量発現させ，結晶化して2.8Aの解像度でX線結

晶構造解析を行った.PA28は実際にはαとβサブユニットからなるヘテロ 6量体で

あると考えられているが，少なくともαサブユニットのみを発現するとホモ7量体

を形成する.この構造を見ると，当初20Sとの結合にかかわると考えられたKE氾モ
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チーフは20Sとの接触面にはないことがわかる.しかし， 20Sプロテアソームとの複

合体として結晶化されていないために 20Sとの詳細な結合様式については今後の

課題として残された. Baumeisterは電子顕微鏡解析を駆使した26Sプロテアソームの

高次構造解析について発表したが，やはり解析はかなり困難であるという印象を与

えた Finely は酵母を用い，26Sプロテアソーム中の6種類のA胃ぉeのATPの結合に

かかわるLysをArgまたはSer'こ変換した変異体を作成し，その表現型を調べるともに，

その変異体から26Sプロテアソームを精製して酵素的性質を調べた.Arg変異体では

Y凶(S4)変異体だけが致死で他は生育可能であるが， Ser変異体ではCim5(MSS1)と

Y凶以外は致死であったArg変異体のYta5Rは致死だが、その近接残基を変換した

Yta5RF"では生育可能で、そのプロテアソームを精製すると、ユビキチンコンジュゲー

ト水解ばかりでなく，ペプチド水解活性も低下することが示された.従って，

ATPぉcは基質のunfoldingにかかわるという単純なモデルでは必ずしも説明できない

ことになる.大変興味深い研究で，今後の展開が期待される. DeM訂tinoはPA28のC

末端側が20Sの活性化 (20Sとの結合)にかかわること，活性発現にはαサブユニッ

トが重要だが， βサブユニットはその活性を制御することを発表した田中 (都臨

床研)は， two-hybrid systemでSun1と相互作用するSoil(Sun one interacting protein 1) 

の変異株において細胞周期のG1/S期で分裂が停止し，ユビキチン化蛋白の蓄積が起

こること，またSoi1は26Sプロテアソームの構成因子である可能性があることを報

告した

Session 6: New Frontiers of Ubiquitin Research， P訂t1(Chair: J. F. Dice) 

K. Breitschopf:百leubiquitin・mediatedproteolytic system叩 dregulation of sodium 

channel activity: Degradation of the plasma membrane protein ENαc. 
R. Verma: Phosphorylation of Sic 1p by G1 cyclin/Cdk凶ggersits destruction at血eG1/S 

transition. 

P. Kaiser: Cyclin dependent kinase and Cks 1 interact with the prote槌omein yeast. 

D. A. Loveys:回A回nscriptionfactors ∞ntain a portable， phosphorylation-sensitive 
destruction box. 

A. Mathew: The ubiquitin-proteasome pathway regulates heat shock factor 2 and 
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expression of molecular chaperones. 

L. E. Huang: HIF-1 mediated hypoxic response is∞ntrolled by oxygen-modulated 
degradation of HIF・1alpha subunit through the ubiquitin-proteasome pathway. 

K. Iwai: Oxidative rnodification is出esignal of the iron-dependent degradation of iron 

regulatory protein 2 (IRP2) via ubiquitination-proteasome pathway. 

本セッションは，ポスタ一発表の中から，すぐれた内容のものを選び，口頭発表

に選ばれたものである (詳細は省略) • 

7月2日(水〉

Session 7: Protein degradation in Organelles (Chair: S. Go悦 sm釦)

D. Wolf: ER-degradation of a lumenal prot怠泊民quiresretrograde回 nsportand出c

ubiquitin-proteasome pathway. 

J. F. Dice: A selective pathway for the degradation of cytosolic proteins in 1 ysosomes. 

S. Bar-Nun: Characterization組 d1I1 vi加 reconstitutionof ER叩 dpost -ER degradation of 

IgM in B lymphocytes. 

R. Kopito: Degrョdationof integral rnembrane proteins by出eubiquitin-proteasome 

pathway. 

R. Hampton: Protein degradation and cholesterol regulation. 

セッション7では，オルガネラにおける蛋自分解に焦点が当てられた.Wolfは

酵母のカルボキシペプチダーゼY(CPY)の分解において， Sec 61， Sec 63が関与して

一度ER中の蛋白質が細胞質側に逆輸送され，次いでER膜結合性のUb化酵素(Ubc6，

Ubc7)によりUb化された後に26Sプロテアソームによって分解されることを示した.

Di∞は， 1 2残基の細胞質テールをもっリソゾームの96kDa糖蛋白質(lgp96)の分解に

はATPのエネルギーが必要なこと，またのその分解にはリソゾーム中のLy-hsc73が

必要であることが示され，基質分子がhsc・73によって細胞質側に引きだされてから

プロテアソームによって分解される可能性が示された.Hamptonは，HMG-CoA 

reductaseのうち拍ng1pは安定だが，日ng2pは不安定で，その分解にはUBC7によるUb

化が関与することが，突然変異株を用いた解析から示された

Session 8: New Frontiers in Ubiquitin Research， Part 2. (Chair: R. Viestra) 
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H. P. Roest: Role of出eubiquitin-conjugating e皿;ymemHR6B in spermatogenesis組 d

DNArepair. 

J. Huibregtse:官lelarge subunit of RNA pol;ymerase II is a substrate of出eRSP5

ubiquitin-protein ligase. 

H. Saitoh: p18Ubc9 associates specificall;y with p340RanBP2， p88RanGAP1 and a 

17kDa ubiquitin-like protein， UBL1. 

M. Estelle: Function of a novel fami砂ofubiquit血-activatinge田 yme(E1)・likeproteins in 

∞11 cycle regulation and response to出eplant hormone auxin 
D. F. Lindsey: A Deubiquitina白19enzyme is required for development but not growth in 

Dictyostelium 

T. Sommer: A functional link between re仕ograde仕組sportduring ER degradation and出e

∞mponents of出eubiquitin/proteasome pathway on出ecytosolic surface of the ER 
membrane. 

M. Rohrwild: S仕uctureand mode of action of the ATP-dependent HSIVU protease， a 

proteasome-related particle in E.ωlli. 

本セッションでは，ポスターの中から選抜された研究で， どれも興味深い内容

であったが，特に注目を集めたのは， Saitohの発表で、はないだろうか.サイクリンの

ユビキチン化にUbc9が関わる可能性に関してJentschらがかつて報告しているが，実

はこのUbc9はし、わゆるE2(ユビキチンコンジュゲーティング酵素〉として機能する

のではなく，ユビキチン様蛋白質(UBL1あるいはSUMO-1，ただし， K48はなし，)の

RanGAP1(Gτ'Pase圃activatingprotein for Ran)への結合に関与すること，また，その結合

はRanGAP1のp340Ran2への結合に必要で-あることを報告した.Ubc9は細胞周期に

関わることは確かであるにしても，機能的にはE2として機能するのではなく，また，

核移行に関わることが示唆された.その一方で，ポスターセッションでは，サイク

リンのユビキチン化に関わるE2CのX線結晶解析結果が報告された細胞周期の停

止やサイクリンの蓄積だけでサイクリンのユビキチン化を論じることの危険性をあ

らためて認識させられた.

Session 9: Protein Degradation in Procaryotes(Chair: P.阻oetzel)

S. Gottesman: Substrate specificity in bacterial protein degradation. 

J. Flanagan: The strucωre of ClpP， the proteolytic∞mponent of山 ClpATP-dependent 
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protease企omE.∞lli.
M. Maurizi: Structural and functional relationsrups in E.ωi]j ClpAP and OpYQ proteases 

T. Baker: Analysis of ClpX chaperone function and regulation. 

最終セッションでは，大腸菌における蛋自分解の機構について議論された.ま

ず， Gottesmanが大腸菌におけるエネルギー依存性プロテアーゼの構造と機能につい

て総括し，それぞれの生理的基質が異なる事を示したまた， tail-specific proteaseの

機能についてもふれた次いで， Flanaganは解像度2.3AClpPのX線結晶解析のデー

タを示した MauritziはClpAP複合体は，蛋自分解とリホールディングの両方を行う

ことが示し，またBakerはClpAのシャペロンとしての機能と制御機構について報告し

た.

全体として，ユビキチンープロテアソームシステムの基質探索がかなり広範囲に

行われてきた.しかしその一方で，各蛋白質に特異的なユビキチンリガーゼの同

定は遅れている.ユ ビキチンープロテアソームシステムに関わる酵素とその制御機

構が今後ますます明らかにされると思われる.ユビキチン特異的ヒドロラーゼの機

能解析も興味深い.また，ここ 2年間の大きな進歩としては， X線結晶構造解析が

進んだことも挙げられる_20Sプロテアソーム， PA28， UCH， E2C， ClpPなどの蛋白

質高次構造の情報は，その機能を考える上で非常に有用である. 26Sプロテアソー

ムやサイクロソームのX線結晶構造解析も時間の問題かもしれない.ユビキチン様

蛋白質やEl様酵素など，本来のユビキチン化とは異なる別のシステムの研究も， 今

後の一つの課題となるであろう. 2年後のFASEB Summer Research Conferenceが楽し

みである. (沢田 均 :北海道大学薬学部〉

3. 病態と治療におけるプロテアーゼとインヒビター研究会

本研究会は、臨床と基礎、そして製薬業界のコミュニケーションを図る目的で

昨年発足したばかりである。名古屋大学産婦人科学講座の友田豊教授が本年も代表

世話人として準備され、暑さがぶり返した8月20日(午後)ー21日 (午前)の
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2日間にわたって、名古屋国際会議場で行われた。昨年は、愛知県医師会館での1

日だけの集会であったが、今年は、基調講演(1題)、ワークショップ(5題)、

シンポジウム (4題〉、一般講演 (9題〉、ポスター (40題)の発表があり、規

模が大きくなって出席者の数も 20 0人近かったと思われる。以下、口頭発表を中

心に、おおざっぱな内容を紹介します。

開会の辞のあと、まず、東大医学部2内の豊岡照彦博士により、基調講演「循

環器疾患とプロテアーゼ/インヒビター:その発症、進展から診断と治療まで」が行

われた。その要旨は、 ( 1 )臨床現場で、 ACE(Angiotensin Converting EnzymeWlI.害

薬が代表的な降圧剤として用いられ、昇圧因子の生成を阻止するとともに、その薬

理作用として、降圧因子ブラジキニンを失活させる加水分解酵素をも阻害し、複合

的に降圧作用がみられること、 ( 2 )アンジオテンシンIIなど血管収縮因子のCキ

ナーゼ活性化による血管内膜肥厚作用、 MMP• TIMP系も関与した動脈硬化の進展、

(3 )狭心症から心筋梗塞への進展で、治療として線溶系充進薬、血小板凝集抑制

薬の使用、 (4)心筋梗塞の定量診断と治療では、カルパインによる虚血部心筋タ

ンパク質の分解と微量定量による予後推定の可能性、カルパイン阻害剤の治療への

可能性、 (5 )心不全の進展と治療では、 ACE阻害薬が心不全末期の1NFα誘導に

よるアポトーシスを抑制し、心筋を保護する役割があることなど、プロテーゼをター

ゲットとした治療法の新展開について幅広く講演された。

ワークショップのテーマは「アルツハイマーとプロテアーゼ」で、石浦章一博

士(東大分生研)がオーバービ、ューをされ、種々の，細胞内外プロテアーゼがAPP(β 

アミロイド前駆体タンパク質)のプロセシング酵素 (α、β、γの各secret槌e)として

候補に挙がっているが、その実体が未だに解明されていない現状を述べられた。続

いて5人の演者によってそれぞれ最新の知見が披露された。駒野宏人博士(国立長

寿医療研究センター〉は、家族性アルツハイマー病の主要原因遺伝子の一つで-ある

presenilinlのミスセンス変異が、変異遺伝子導入神経細胞株を樹立することにより、

As42およびAβx-42産生を上昇させ、 APP代謝に影響を及ぼすことを示された。 西
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道隆臣博士(割瀦床研〉は、種々のβアミロイド代謝産物に特異的な抗体を調製し、

βアミロイドの生成・代謝過程の定量的な解析結果について、浜崎秀明博士は(北

里大学医学部)、 AβはカテプシンDによって代謝除去され、その分解低下がアミ

ロイド形成の原因である可能性を話された。丸山敬博士(国立生理研〉は、各種変

異APPを培養細胞で発現させ、 APPの仮想的分泌プロセシング酵素であるαセクレ

ターゼは、特定配列を認識するのではなく、膜貫通領域から一定の長さの所で切断

する酵素であることを示された。宮崎香博士(横浜市立大学木原研〉は、 APP分子

内にgelatinaseA阻害領域をもつこと、またその一方で、 gelatinaseAはαsecretase様活'性

をもち、 Aβ領域を分解するとともに、さらにAβ領域のN末端側上流でも切断して

APP遊離作用をもつことを示された。このあと、ポスター発表が2会場に分かれて

行われ、癌転移、 MMPやaminopeptidase，こ関する発表が目立った。動物実験や組織、

病理標本解析が多いのもこの研究会の特徴と思われる。夜には、開会議場の中空フ

ロアで夜景を眺めながら懇親会が聞かれ、名古屋大学病院・医学部の和太鼓グルー

プや軽音楽グループのアトラクションもあった。

2日目のシンポジウムでは、 「癌転移とプロテアーゼ」がテーマに取り上げら

れ、小川道雄博士(熊本大医2外)が序論および、臨床医の立場から、血行性遠隔

転移の現状と阻止策について講演された。加藤紘博士(山口大医産婦人)が、扇平

上皮癌の腫療マーカーとして発見されたscc抗原の分子構造・遺伝子構造と、セ

リンプロテアーゼおよびシステインプロテアーゼの両方を阻害することなどの生化

学的特徴、アポトーシス抑制能について発表された。清木元治博士(東大医科研)

は、膜型MMP(MT-MMP)のgelatinasei活性化にはモル比1: 1以下のTIMP2の介在が

必要であり、プロテアーゼのヘモペキシンドメインも関与して、 MTl・MMP/

TIMP2/gela出蹴Aの3分子が複合体を形成し、遊離のpro-gelatinaseAを細胞表面にリ

クルー トすることにより基質濃縮を行っていること、そして、複合体を形成してい

ない過剰のMT-加仏.fPがpro領域の分解除去を行っていることをmVl切で‘証明された。

また、変異体のトランスフェクション実験を行って、活性化には細胞内 ドメイ ンを

-27・



介したMTl-l¥仏11'のクラスター形成が重要であることを示された。中島元夫博士(ノ

パルティスファーマ〉は、各製薬会社が競って開発したプロテアーゼインヒビター

の臨床応用面、特に悪性腫蕩の治療に関して現状を話された。シンポジウムの後は、

一般講演が引き続き行われ、癌の増殖・転移抑制に関して臨床的立場からの研究成

果、 MMPの活性化・制御機構や新規プロテアーゼ阻害剤の癌細胞増殖・転移の抑制

効果などが発表された。大幅な時間を延長しての熱心な質疑応答があり、終了した

のは午後1時30分を過ぎ、血糖値がかなり低下した頃であった。

ポスターを含めた発表演題に、今もっとも話題となっているcasp泊 Cやproteasome

が殆ど見当たらなかったのは意外ではあったが、今後、この研究会はもっと規模が

大きくなり、より広い分野の研究者が集まると予想される。日頃、臨床系の研究成

果の発表を聞く機会のなかった小生にとっては、本研究会への参加は、視野を広く

するのには絶好のチャンスであり、有意義に残暑きびしい2日間を過ごせたと思う。

なお、来年度は、微生物化学研究所の青柳高明先生が代表世話役となり、今年と同

様、名古屋国際会議場で8月21 (金)、 22日 (土)の2日間にわたって聞かれ

る予定です。(牧正敏:名古屋大学農学部)

4.プロテアーゼと病態:病因解析がら創薬治療を目指して

酵素はプロテアーゼの発見から始まり、その医学的応用も古くから行われてい

た。初期の医学的応用は、消化酵素剤として消化器疾患への適応であったが、医学

のほぼ全領域にわたるさまざまな疾患でプロテアーゼが重要な働きを示しているこ

とが明らかにされるにつれ、プロテアーゼとそのインヒビターを標的とした病因解

析の試みと、創薬、治療への応用が多くの研究者の興味をとらえ、今や爆発的ない

きおいで発展しつつある。現在研究の進んでいる主な項目について、病気の疾患別

分類を指標にプロテアーゼとの関係を表にまとめる。現代医学のかかえる、 主要な

疾患のほとんど、がプロテアーゼに関係していることがわかる。このような研究の中
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で、先駆的成功例に回V-lプロテアーゼ阻害剤のAIDS患者への応用があげられる。

この場合、 ReverseTranscriptaseの阻害剤と併用することによりHIV患者でのプロテアー

ゼ阻害剤は劇的な治療効果を発揮し、驚くべき死亡率の低下と、病状の改善が報告

されている。この成功に続く第2，第3の試みが医学、生物学者の多くの期待を集め

ている時期に、 「プロテアーゼと病態」と題したシンポジウムが第70回日本生化学

大会プログラム委員会で計画された。

シンポジストとしては、心臓血管系疾患の中で、動脈硬化や心筋肥大、高血圧

の研究領域で注目を集めているChymaseにつき島根医科大学薬理学教窒と大阪医科

大学薬理学教室のグループから奥西秀樹先生が代表で‘発表を行った。Angiotensin1 

からEへの変換が、ヒトではAngiotensin1 Converting Enzymeによる変換が30・40%、

残りがChymaseで・行われ、 ChymaseによるAngiotensinIIの産生が主要であることを明

らかにした。また動脈硬化巣、冠動脈硬化のバルーンによる治療後の再狭窄部位、

高血圧による心肥大における平滑筋の増殖にChymase，こよる加giotensinIIの形成が

関与していることを具体的に示した。これまで;Chymaseの特異的阻害剤の報告はな

いが、奥西等は独自に開発したChymase阻害剤の構造を明かにして、今後の展望を

述べた。

一方、多くのウイルス疾患の中でウイルス自身の持つプロテアーゼはウイルス

蛋白の細胞内プロセシングに必須であり、その阻害剤がいかに有効であるかは、

HIV-lプロテアーゼで証明済みである。同じ手法に基づくC型肝炎ウイルスのNS3プ

ロテアーゼ阻害剤の開発が世界の多くの研究者によって行われているが、このテー

マに関しては他のシンポジウムで取り上げられているため、今回は取り上げられな

かった。 一方ウイルスが細胞に感染するさいの感染細胞性トロピズムを決定してい

る因子の lつにプロテアーゼが挙げられる。この点からウイルスの感染機序の解明

と、ウイルス感染を抑制するプロテアーゼインヒビターにつき徳島大学分子酵素学

研究所の木戸博が発表した。主にインフルエンザ、センダイウイルスの感染細胞性

トロピズムを決定しているtryptaseClaraと、その阻害物質としてのhumanmucus 
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prote錨einhibitorと肺サーファクタントの有効性、ならびにHIV・1感染時にその外膜糖

蛋白質gp120と結合した後にこれを切断する句ptase1L2の報告があった。仕yp凶 C

Tl2はプロテアーゼ作用の他に、 Nucleosidediphosphate kin錨 C様の作用を持ち、同じ

く木戸等のグループによって最近報告されたHSP70の新しい機能としてのNucleoside

diphosphate kinaseと、ほとんど同ーの性質を持つことからシャペロン機能を持ったプ

ロテアーゼとしてウイルス侵入機序での役割が提案された。このことは、 最近成人

型τ吉田胞白血病のレセプターとしてのHSP70様蛋白が発見されたことと関連して今後

この方面での研究の進展が期待される。

癌の治療は、今や癌そのものを標的とする化学治療法の開発の困難さから、転

移をおさえ癌組織そのものを手術ないし、放射線治療法で取り除いたほうが現実的

であるという最近の研究の流れから、癌転移を制御する因子の解析が進んでいる。

すなわち、癌細胞の周囲の結合組織破壊、つづいて血管への侵入、そして転移臓器

で‘の組織への接着と浸潤という一連の過程の中で、プロテアーゼが注目されている。

結合組織や血管基底膜を構成している各種コラーゲンの分解にはGelatinaseAが関与

しており、この酵素を活性化する膜結合型マトリックスメタロプロテアーゼの活性

化が癌転移の初期過程の中で重要とされている。 MTl・MMPの発見者でその活性化機

序の研究をリードしている東大、医科研の清木元治先生が最近の成果を報告した。

特にProgelatinaseAの活性化機構に、メタロプロテアーゼインヒビターのTIMP・2が逆

説的に必要な理由を見事に証明した。すなわちプロセシングカスケードにTIMP-2が

必要なのはMTl・MMPとTIMP-2の結合によってさらにProgela出制Aの結合も可能に

なり 3者の複合体が形成される。このようにして膜に結合したprogelatinaseAが

百MP-2の結合していないMT1・MMPによって切断され活性化のカスケードが始まる

という説である。このようなマトリックスの分解をつかさどるプロテアーゼ群は血

管新生にも深くかかわっており、血管新生のメカニズムにおけるMTl・MMPの役割に

ついても、今後の問題としてふれられた。

米国アグロン社のKrzyztof博士は、 X線結晶解析の第一人者である。博士は、こ
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れまでに解析した陥仕ixMetalloprotease群のX線結晶解析データーを基にデザインし

た、インヒビタ-AG3340のデザインから癌転移モデル動物実験までのデータを順

を追って詳細に紹介し、標的プロテアーゼから創薬までの道筋を明確に示した。

都臨床研の西道隆臣博士は、脳虚血とアjレツハイマー病に伴う神経変性に焦点を

絞り、神経変性疾患へのプロテアーゼの関与と、プロテアーゼインヒビターによる

治療の可能性を示した。そのlつは、脳虚血性神経変性に伴うカルパインの活性化

が、時間的空間的に異なる 2つの相(初期相と後期相)から成り立っていることを

見い出している。初期相でのカルパインの活性化による何らかのシグナルが周囲の

組織に伝達され、細胞死とリンクした後期相を誘くとの仮設を立てた。後期相での

カルパインの活性化を阻害剤を投与することで抑制し、ひいては脳虚血による神経

細胞死を抑制できると報告している。一方、アルツハイマー病の老人斑形成の主要

な物質はβアミロイドとされているが、このN末端構造がきわめて多様でしかも修

飾されていることを明らかにして、アミロイド蛋白のアミノペプチダーゼによる分

解の低下がβアミロイドの蓄積の原因になるとしづ仮設を提唱している。この仮設

が正しし、か否かは今後の検討をまたねばならないが、発病に至るまでの時間の長さ

から考えてアルツハイマー病の予防と治療を考える 1つの標的を明確に提示した。

今回、Leif.R. Lund 博士によるPlasminogenのノ ックアウトと創傷治癒に関する講

演が予定されていたが、急性肺炎による入院というアクシデントがあり、博士の研

究の最近の進展を聞くことが出来なかった点が心残りであった。 Plasminogenは、線

液系のプロテアーゼとして最初に報告されたが、細胞増殖、血管新生、組織修復で

中心的役割を果たしていることが明かになってきている。博士のさらなる研究の進

展は、またの機会に聞けるものと思う。シンポジウムの印象としては、全体として

活発に討論され時間が大幅に延長してしまったが、幅広い領域から研究者が集まり、

1つの疾患を中心に専門的知識や情報を交換できて有益な場であったと考える。 こ

のような研究の中から世界に先駆ける独創的研究が生まれることを期待してやまな

(木戸博::徳島大学分子酵素学研究所〉
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1: Medical Aspects of Proteases and Protease Inhibitors 

Disease Protease Inhibitor 

一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
1. INFECTIOUS DlSEASE 

Virus 

Adeno virus 

Sindbis virus 

Yellow fever virus 

HCV 

Poliovirus 

Rhinovirus 

HAV 
EMC virus 

FMD virus 

HIV-l 

HIV-2 
HTl V_l 

Influenza virus a n d 

Sendai virus 

HIV-I 

(Viral protease) 

Adeno 23K (Serine) 

Sindbis nsP2 (Serine) 

Yellow fever NS3 (Serine) 

Hepatitis C NS3 (Serine) 

Polio 2A. 3C (Cysteine) 

Rhino 2A. 3C (Cysteine) 

HA 3C (Cysteine) 

EMCVL protein (Cysteine) 

FMDVL protein (Cysteine) 

HlV-1 PR (Aspartic) 

HIV-2 PR (Aspartic) 

HTLV-l PR(A~partic) 

(Cdlular proteasヒ)

Tryptase Clara. Factor Xa (?) 

Tryptase TL2 (η 

(+) 

HIV-l PR inhibitors (+) 

MPI， Pleumon :Iy 

Surfactant， Aprotinin (+) 

一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

ACE inhibitor (Captopril) (+) 
2.CARDIOVASCULAR SYSTEM and BLOOD COAGULATION 

Hypertension Renin， Angiotensin Converting 

Enzyme， Chymase 

Atheroscrerosls Chymase (Angiotensin 1， bigETs) 

Infarction and Apoptosls Calpain， Cathepsin(s)， Caspase， Proteasome 

Disorders of the Cardiovascular Kallikrern， Plasmin， Plasminogen UTI， Aprotinin (+) 

system and Collapse activator， Cathepsins， Encaphalinase 

Coagulation and Fibrinolysis Blood cotting factors 

Plasminogen activator， plasminogen， p I as m i n 

3. NEOPLASMA and WOUND HEALING 

Tumor in vasion 

Angiogenesis and 

Wound healing 

4. INFLAMMA TION 

Allergy 

Psoriasis 

Matrix metalloproteases 

(Geletiness A， MTI・MMPetc.) 

Urokinase， Plasmin， Cathepsin B 

Plasminogen acti vator， 

Matrix metalloproteases 

Mast cell proteases 

(Chymase， tryptase) 

Tryptase 

Interstitial inflammation a n d Mase cell proteases a n d 

fibrosis Granulocyte Proteases 

Nephritis， Myositis， 

Liver cirrhosis 

Pneumonia， Emphysema Leukocyte elastase 

Pancreatitis Trypsin， Chymotrypsin 

5. OTIlERS 

Osteoporosis 

Anti gen-presentation 

Cathepsin K 

Cathepsin B， Proteasome 
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(+) 

(+) 

(+) 
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(4 )ミニレビュー

1.植物の液胞と細胞死

植物の細胞死

動物細胞の自殺型細胞死としてすっかり定着してしまったアポトーシスという

言葉は， I植物の枯れ葉が落ちる」という意味のギリシャ語に由来している.植物

の葉の枯死については，例えば，イネの葉が，実の生る時期に一斉に葉を枯らし，

その分解成分を実の方へ転流するということは良く知られている. しかし，こういっ

た植物の葉の細胞死は古くからセネッセンスあるいは老化と呼ばれ，アポトーシス

とは言わない.落葉は実質的には"アポトーシス"であるにも関わらず，アポトー

シスという言葉は使う ことができなくなってしまった.皮肉なことであるが，動物

細胞のアポトーシスで決められた定義が植物細胞の死に当てはまらないことが多い

からである.マクロファージもサイトカインも持たないのであるから死に方が異な

るのも当然かもしれない.

動物細胞でも，アポトーシス以外にプログラムされた細胞死が報告されている

ように，植物細胞でも様々なプログラム細胞死が知られている.詳しくは，良い総

説が出ているのでそちらをご覧いただきたし ¥1) 身近な所では，私たちが主食とし

ているコメの匹乳は，発芽に伴って崩壊して，栄養分を怪へ転流する.花の雄しべ

の先についた蔚は花粉が成熟するとそれを放出するために一部の細胞群が退化する.

根から吸った水分の通り道である道管は，死んだ細胞からできている.また，病原

体の感染に対しては，免疫系を持たない植物は，感染部周辺の細胞を死なせて(過

敏感反応死)，病原体の侵入を防ぐこれらを含む植物の細胞死に関する分子レベ

ルの解析は，今後の研究に待たねばならないが，いわゆる死の実行については，多

くの場合，液胞内の分解系が主役を果たしていると考えられている.
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細胞死に至る過程で誘導されるプロテアーゼと液胞プロセシング酵素

細胞死を予定されている植物組織に発現誘導されてくるプロテアーゼの多くは，

システインプロテアーゼである.タバコの約の一部の細胞勾，カーネーションの花3)，

デイリリーの花4)，エンドウの匪珠 (tpp)5)，イネの怪乳 (oryzain) 6)などの細胞死

の前に誘導されてくる外，乾燥ストレスを受けたアラビドプシ(即21〉7)，や低温

傷害を受けたトマトめ，で誘導されてくることが報告されている.これらのプロテ

アーゼは，奇しくも，線虫のαD3や晴乳動物のCぉpas♂と同様にシステインを活性

中心に持つが，アポトーシス関連のプロテアーゼの活性部位に当たるQACRG配列は

持たない.面白いことは，これらのセネッセンスやストレスで誘導されるシステイ

ンプロテアーゼは互いに相同でノ守パインファミリーに属しているが，それらの前駆

体はC末端側に10kDa程のプロペプチドを持っていることである.このプロペプチ

ドはパパイン自身には存在しない.このタイプのプロテアーゼで最も良く研究され

ているのは，キーウィ果実のActinidin9)であるが，そのアナロジーから，これらのプ

ロテアーゼは， 1)液胞に局在していること， 2) C末端側のプロペプチドの除去

によって活性型に変換すること， 3)プロペプチドの除去がアスパラギン残基のカ

ルボニル基側で起こっていることなどが分かってきた

上記の3点から，液胞内で前駆体タンパク質のアスパラギン残基を認識してその

カルボニル基側のペプチド結合を切断する液胞プロセシング酵素 (Vacuolar

Processing Er町me;VPE)の関与が浮上してきた VPEは，種子の液胞タンパク質の

成熟化に関わる酵素として発見されたものであるがm)，花粉の放出のために急激に

退化するCircularCell Cluster (環状細胞塊)やセネッセンス前の葉の細胞などで発現

する栄養器官型VPEが存在することが最近分かつてきた11，功. このVPEは，セネッ

センス時に働くプロテアーゼの活性発現の制御を担っていると考えられる.

VPEの組織特異的また時期特異的な発現を調べると， VPEがセネッセンスのみでな

く先に述べた病原体の感染や傷害にも応答して誘導されてくることが分かってきた

この時のVPEのターゲットと考えられるのは，感染抵抗性タンパク質Chitin舗 C町や
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傷害で誘導されるProteinase凶由itor14)などである.これらの液胞タンパク質もやは

りアスパラギン残基のカルボニル基側でプロセスされ，活性を持つ分子に変換する

ことが知られている.VPEは細胞が死に至るときあるいは分化転換しようとすると

きなど，非定常状態、にある時の液胞で強く発現し，液胞の機能分化をコントロール

している.

液胞内プロテアーゼ:液胞プロセシング酵素とCathepsinD様プロテアーゼ

VPEは，新規のシステインプロテイナーゼでパパインなど既知のシステイン

プロテイナーゼとは相向性がなく，動物のホモログとしては住血吸虫のSM32と最近

データベースに登録されたヒト由来のものが知られている.動物細胞のVPEホモロ

グの局在性や機能についても解析が待たれるところである.

高等植物のもう一つのプロテアーゼとして， Cathepsin D様の酸性プロテアーゼ

(Aspartic Proteinase: AP)がある.植物のAPは， Cathepsin Dに比べ， 13 kDa程の挿

入領域を持ち， S-S結合で架橋された2本のポリペプチドからなる.種子に多量に発

現していることは知られているが，生理学的な役割は不明である.基質特異性も広

く，種子の液胞タンパク質の成熟化には直接関与せず， VPEの働きによって遊離し

てくるプロペプチドの消化に関わっていることが分かってきたお)動物細胞でも，

ca出epsinDとプログラムされた細胞死との関連が報告されているが問，植物細胞で

もAPが細胞死と関わりがある可能性も生じてくるかもしれない.

以上，植物の細胞死と液胞の分解系との関係を駆け足で述べてきた動物細胞の死

におけるリソソームの分解系の関連がクローズアップされてきているが，今後のリ

ソソームの研究にも期待を寄せている(本誌第2号， p.47) . 

おわりに

高等植物の液胞は，動物細胞のリソソームと対比されてきた以来，動物の培

養細胞を用いた優れた研究は，植物の液胞タンパク質の生合成や小胞輸送の研究に

とって多くの有益な知見を与えてくれたしかしその一方で，動物の研究成果をそ

のまま植物の系に当てはめて考えることによって見逃してしまう現象がし、かに多い
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かということも私達に教えてくれた最近の植物の液胞に関する研究は，少しずつ

ではあるが，そこから脱却しつつあるようで嬉しい(植物細胞生物屋として)• 

高等植物は，どんなに周りの環境が劣悪になってもそこから逃げ出すことができな

い.自分自身をその環境に合わせるように変えていく.この植物細胞のもつ転換能

力を支えるように，液胞も大きく変身する能力を持っている助.この機会に是非，

「植物の液胞は細胞の大部分を占め，ひたすら膨圧の維持に努めているだけの構造

体」というイメージを少しでも良くしていただければ幸いである.現在でも高校の

生物の教科書では，植物の液胞は生命活動に直接関わらない後形質(原形質に対し

て)でありオルガネラではないとしている.この記述が書き換えられる日が近いこ

とを願っている.
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2.がん遺伝子発現に伴うアポトーシスとユビキチン系

なぜカスペースでないのか

アポトーシス制御にユビキチン系が関与していると考えている私たち小田研究

室のメンバーは、現在の「アポトーシス」研究者たちの中では極少数派である。も

ちろん、カスペース (Casp描 e)の活性化カスケードの存在を否定しているわけでは

ないし、それらがユビキチン系により活性化され、またはユビキチン系を活性化す

る可能性も否定していない。しかし、残念ながら(? )、私たちの実験系(アデノ

ウイルスE1Aがん遺伝子産物によるヒト上皮様がん細胞株のアポトーシス誘導)で

は、カスペースの関与がアポトーシス誘導に主要な役割を果たすというデータが得

られていない。

先日コールドスプリンクマハーバー研究所 (CSHL)で‘行われた"ProgrammedCell 

D伺白"のミーティングでは、 F錨汀NF-αの系以外では、カスペースカスケードの活

性化にミトコンドリアに存在するApaf-1(線虫のCed4のホモログ〉とシトクロムC

(Cyt-C)が関与するとしづ考え方をする人が多かったように感じた。口頭発表では、

この「セントラルドグマ」に「自分の系を当てはめる」 ことを主眼にした研究も見

られたが、Apaf-lやCyt-Cの関与が明確に示されていても、 「なにが」それらを活性

化するのかよく分からないことが多いように感じた。多くの系におけるアポトーシ

ス進行にカスペースの関与が認められるものの、現時点ではなにがそれらを活性化

するかについては十分に解明されたわけではない。特にがん遺伝子発現に伴うアポ

トーシスに関しては、アデノウイルスE1Aのみならず、 Myqこ関しても未解明である。

これらについては、ミ トコンドリアの変性を発端とするカスペースカスケードの活
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性化のみでアポトーシス誘導機構を説明することは困難であると感じる。実際、今

回のCSHLミーティングでも、いくつかの発表でカスペースの活性化を認める一方、

それらのアポトーシス進行への関与が認められないとするものがあった。また、 p53

依存的なアポトーシスに関して言えば、アポトーシス誘導に先立つp53の安定化には、

正常な状態においてp53の分解に関わっているユビキチン系、またはカルパインの不

活化が必要なはずである。この機構に関しては放射線と紫外線照射によるp53安定化

に関してC.G. Makiらの報告が提出されているが、カスペースの関与云々は全く不

明である。線虫という単純化された系におけるCed・3とCed-4の遺伝的解析に合致す

る結果として、そのホモログであるカスペムスやApaf・1が高等動物のいくつかのア

ポトーシスに関与することが明確に示されたことは、アポトーシスの機構を解明す

る上で非常に重要なことである。しかし、それで高等動物におけるアポトーシスの

機構が全て説明できる訳ではない。アポトーシスの機構には未だ大きなブラックボッ

クスが残されている。

本稿では私達の研究の経緯と解析結果を記述し、なぜがん遺伝子によるアポトー

シス誘導にユビキチン系が関与すると主張しているか、解説を試みたい。

研究の発端

1992年、L.RaoらがアデノウイルスE1A遺伝子の発現がアポトーシスを誘導し、

E1B19k蛋白がそれを抑制することを報告した(1)。それは、アポトーシスの機構に興

味を持っていた私が実際に研究を開始するに当たり、ボスである小田鈎一郎教授を

説得するのにまたとないチャンスだった。

それまでは、形質転換に伴うフィブロネクチン (FN)遺伝子の転写抑制機構を

調べるため、 E1Aをがん遺伝子のモデルとしてその発現に伴い活性化する因子の結

合モチーフと役割をラットFNプロモーター領域で解析していた。 E1Aは細胞内の種々

の因子と結合することで転写を正または負に制御するが、同時にG1期からS期への

移行を抑制している癌抑制因子Rbやp53の機能を解除し、または乗り越えるよう、

細胞内の制御を修飾することで細胞周期の進行を促進する。 E1Aによる形質転換の
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成立には、 rおやEIB遺伝子の発現が必要とされていた。がん遺伝子としてのEIBの

機能が十分理解できていなかった当時、 DNA合成の促進のみではなく、プロテイン

キナーゼカスケードの活性化等も形質転換には必要で、このことが複数の遺伝子変

異による多段階発がんの概念を支持する実験的根拠のーっと考えていた。多段階発

がんの概念は揺るぎないが、まさかS期進行の促進がアポトーシスを惹起し、アポ

トーシスの抑制が形質転換の成立に必要とは、考えもしなかった。しかし、実際の

がん組織を取り出すと、特に悪性のがん組織内にピクノーシス (Pycnosis、核凝縮)

を起こした細胞を多く見出すときがあるとしづ。おそらく、がん化にともなう細胞

周期の脱制御がアポトーシスを引き起こすのだろう。L.Raoらの論文は、それまで

「現象としておもしろしリと思っていたアポトーシスの分子機構を、がん化や細胞

周期の機構との関連から本格的に解析する糸口を与えてくれたのである。

さっそくボスの同意を得て実験系の構築を始めた。 E.WhiteやT.Subramanianらの

EIB19k遺伝子変異アデノウイルス株に関する論文(2，3)を元に、 EIAにより最も効率

よく死ぬと推定されたヒト上皮様癌細胞株KBに、ホルモン誘導性のプロモータ一、

マウス乳ガンウイルス作品11V)LTRを負荷したEIA12ScDNAを導入した。樹立した

細胞株はホルモン(デキサメタゾン、 dex)を投与しEIAの発現を誘導すると、効率

よくアポトーシスを起こして死滅した。親株のKBはdex投与により増殖速度がわず

かに落ちる程度でほとんど影響を受けなかったから、 EIAの発現がアポトーシスを

引き起こしたのは明白であった。 EIAを発現する細胞株の中からMAlと命名した細

胞株を選び、構成的に強く発現するヒト β-アクチンプロモーターを付加した

EIB19k遺伝子やBcL-2遺伝子を導入した結果、それらは発現レベル依存的にアポトー

シスを抑制するが、 EIA蛋白の発現レベルや安定化して蓄積されるp53蛋白のレベル

には全く影響しないことが分った。また、 MA1細胞の細胞周期はp53蛋白のレベルが

最大となった後、完全に停止しないもののGl期に蓄積するが、 EIB19k蛋白やBcL-2

蛋白の発現はこの変化にも全く影響しなかった(未発表データ)。これらのことか

ら、 EIB19k蛋白やBcL-2蛋白はアポトーシスにおける細胞変性の開始(execution)を
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抑制していると推定した(4)。

樹立した細胞株を用いてアポトーシスの分子機構を解析するのに際して、共通

の形態変化である細胞核の変性(クロマチンの凝縮やDNA断片化〉に注目した。共

通の形態変化がある以上、その変化を起こすのに必要な限られた数の標的分子、 ま

たは機能の破壊が起こるはずである。様々なアポトーシス誘導シグナルは細胞内で

変換された後、その標的を破壊する経路へ導かれると考えた。共通の標的を特定し、

その破壊機構からアポトーシスの分子機構を探ろうと考えた。

トポイソメラーゼIIαの分解とアポトーシス

クロマチンの構造異常惹起に関わる標的蛋白は、核マトリックスや核ラミナを

構成する蛋白群、 DNA合成や転写の時にDNAトポロジーの維持に関与するトポイソ

メラーゼ群やヘリカーゼ群が推定された。そこでまず崎乳動物細胞で報告されてい

た3種のトポイソメラーゼI、IIa、IIsのレベルの経時変化をdex投与後のMAl;細胞、

およびMA1細胞から樹立したE1B19kまたはBcl-2発現細胞株について調べた。その結

果、トポイソメラーゼIとIIsのレベルは殆ど変化しないこと、トポイソメラーゼIIα

はdex投与36時間後には50%、48時間後には1%近くまでposttranscriptionalに減少 (分

解〉 することが分った(4)。またトポイソメラーゼ~IIα分解は、 p53蛋白が最高レベル

に蓄積されるdex投与24時間以後に起こること、 DNA断片化や単離細胞核のDNaseI感

受性増加がdex投与48時間以後に認められるのに対し12時間以上早く起こること、

E1B19kやBcl-2の発現レベルに応じてアポトーシス同様に抑制されることがわかった

(4)。その後、カスペースの基質と言われるラミンNC、ポリ (ADP-リボース)ポリ

メラーゼ (PARP)の分解も検証したが、 dα投与後もラミンは全く変化せず、 PARP

はトポイソメラーゼ~IIα同様36時間以後一部分解したが、 90%以上の細胞が死滅した

72時間後になっても50%以上が未分解のままであった。これらのことは、トポイソ

メラーゼ11αの分解がそれ以後に起こる細胞核変性過程に先行する重要なイベント

であることを示している。 PARPを基質とするカスペース3の関与については今後の

解析で明らかにしたい。
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ところで、アポトーシスにおけるクロマチンDNAの断片化は、核/染色体マト

リックスへの結合領域 (MAR)での切断が契機となっておこる(5)0MARはトポイソ

メラーゼIIの結合部位で、 DNAトポロジーの維持に必須の領域である。トポイソメ

ラーゼIIの損失はMARを介するク ロマチンDNAの構造維持機構の損失を意味し、ク

ロマチン構造の変性を惹起すると推定される。トポイソメラーゼIIの2種のアイソ

ザイムのうち、トポイソメラーゼIIαは細胞周期による発現制御を受けており、 S後

期からM終期までもっとも高く発現して細胞核(染色体)に局在し、染色分体の形

成と分離を司る(6-9)。トポイソメラーゼIIsは細胞周期を通じて発現している(6)が、

増殖中の細胞ではトポイソメラーゼIIαに比べてその発現レベルは低く (9)、終末分化

して増殖能を失った細胞で強く発現する(9)ため、その主機能は転写や複製に伴う

DNA トポロジーの維持と推定される。 MA1細胞ではトポイソメラーゼ~IIαのレベルは

トポイソメラーゼIIsに比べて10倍以上高く、その分解による急激な損失がク ロマチ

ンDNA断片化の引き金となる可能性は高い。

トポイソメラーゼIIα分解機構

トポイソメラーゼIIαの減少機構を解析する上で、その細胞周期依存的な発現と

消失のパターンは大変示唆的であった。サイクリンBのそれと、分解の時期が僅か

に異なる以外、そっくりだったからである。サイクリンBはM中期/M後期移行期に、

20Sサイクロソームによりユビキチン化された後、プロテアソームで分解される(10，

11)。サイクリンBのユビキチン化は、 N末端側にある分解認識ア ミノ酸配列を介し

て起こる(12)が、トポイソメラーゼ:IIαのN末端側にも類似の配列が存在した。また、

核マ トリックスに含まれるトポイソメラーゼI旬、および免疫沈降法で調製したト

ポイソメラーゼIIαは、アポトーシス誘導後 (42h )のMA1細胞SlO抽出液 (S10・42、

プロテアソームを含む組抽出液)中で、 ATPとユビキチン依存的に強く分解された

(13)。この分解活性はアポトーシスを誘導していないMA1細胞 (0h)のS10抽出液

(S10・0)中では弱いこと、アポトーシス抑制因子の発現レベルに応じて抑制される

ことが分った。一方、トポイソメラーゼIIsはこれらS10抽出液中で全く分解されな
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かった。 S10・42とS10・0からそれぞれプロテアソームを遠心分離によって除去した

S100-42、S100-0を用いて調べた結果、 S100-42ではトポイソメラーゼIIαユビキチン

化活性が増加していた。このことから、 E1A誘導アポトーシスの過程でトポイソメ

ラーゼIIαをユビキチン化する酵素が活性化し、トポイソメラーゼIIα分解が充進す

ることが示唆された(13)。トポイソメラーゼIIαに対するユビキチン化活性をユビキ

チンセフアロースカラム法とR凶 O町民-Qカラムで分画した結果、トポイソメラーゼ

Hαのユビキチン化にはユビキチン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵素(E2)、

ユビキチンリガーゼ(E3)が必要であること、 E1A誘導アポトーシスでは、このう

ちE2(分子量約20kDa)が増加することが分った(14)。遺伝子の転写を正、および負

に制御するが、トポイソメラーゼIIα特異的なE2の発現を活性化することでトポイ

ソメラーゼIIαの分解・損失を充進させ、アポトーシスを誘導すると推定される。ユ

ビキチン系の制御の修飾がアポトーシスに重要な役割を果たしている可能性が高い

のである。

P53分解の抑制

MA1細胞では、 dex投与によってE1Aが発現するとそのレベルの上昇を追うよう

にがん抑制因子p53のレベルが上昇し、 24時間後には最高レベルに達する。この上昇

は、 N末端側のアポトーシス誘導領域を欠失したE1Aの変異体では起こらない。MA1

細胞におけるE1A誘導アポトーシスにおいて、 p53レベルの上昇が必要かどうかは重

要な問題の一つであるが、それを論議しなくてもE1Aの発現に対する最も早い反応

としてp53の分解抑制が起こることは事実である。 p53はユビキチン系(15，16)とカル

パイン(17，18)によって分解されるが、 E1Aに応答して起こるp53レベルの上昇は、ど

ちらの機構が抑制されて起こるのだろうか。この機構を調べるために、 dex未投与の

MA1細胞 (0)と、 dex投与24時間後のMA1細胞 (24)からそれぞれS10抽出液

(S10・0、S10・24)とS100抽出液 (S100・0、S100-24)を調製した。 S10・24とS100・24

には高レベルのp53が含まれるが、 S10・0とS100-0には含まれない。それぞれS10・24

またはS100-24中のp53を基質とし、 S10・0およびS100・0中のp5巧子解活性を解析した。
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その結果、 S10・0とS100-0に含まれるp53ユビキチン化活性が、 SlO・24とS100-24では

認められないこと、カルパインの活性はどちらも変わらないことが分った。このこ

とは、 E1A誘導アポトーシスの極めて早い段階で、ユビキチン系の制御に修飾が起

こっていることを示唆する。

おわりに

p53の安定化からトポイソメラーゼ11α分解までの聞になにが起こっているのか

は、今後の解析を待たねばならない。しかし、前述したようにE1Aは種々の細胞内

因子との会合を介して様々な遺伝子の転写を制御し、細胞周期に影響を与える。転

写制御や細胞周期に影響を与える点では、 MycやFos、Jun、E2F等も同様である。細

胞周期の制御にユビキチン系が深く関与していることは最近の研究により明らかで

ある(10，19-24)から、がん遺伝子による細胞周期の脱制御とそれに連関した転写制

御の異常が起きれば、それに対する応答としてユビキチン系の制御に修飾が起こる

だろうし、その結果トポイソメラーゼ11αの分解によるアポトーシスが起こっても不

思議ではない。

私達の研究結果をみて、 「プロテアソーム阻害剤を投与して見ろ、君の系のア

ポトーシスは抑制できないだろう。だからトポイソメラーゼのユビキチン化充進が

アポトーシスを起こすなんて言うのは、ばかげた考えだ。」と意見する研究者がお

られる。プロテアソームの機能をここで解説したら、墓穴を掘るので(もう充分に

掘ってしまった?)、省略させていただく。が、ユビキチン系は、蛋自分解やプロ

セッシングのための基質特異的修飾機構である。従って例えば、トポイソメラーゼ

11αのユビキチン化のみを阻害できればE1A誘導アポトーシスにおけるクロマチンの

変性を抑制できるかもしれない。今後の研究においては、プロテアソームとセット

で考えるべきではないように思う。
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3. Kex2型蛋自分解酵素 Furinと細胞高次機能

1. Furin研究の歴史的背景

1 967年D.Steinerはイ ンス リンが前駆体プロイ ンスリ ンとして生合成される

ことを報告 し、イ ンス リンはプロイ ンスリンから酵素反応によって切断されると

予測した (1)。その後カテプシンBがこの切断を行うと考えられた時代もあったが、

Steinerらによ って 19 9 0年に正しい酵素 PC2(PC=Prohormone Convertase)が同

定された (2)。しかし、 PC2と相向性をもっ切断酵素はすでに19 8 4年に酵母か

らク ローニングされていた (3)。この酵素は酵母が産生するキラー毒素やα接合因

子の前駆体を切断し、 活性型に転換する。この遺伝子を欠損している酵母は前駆体
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を切断できない変異株 Kex2(killer exp民ssion2) として同定されていた。

1 9 8 9年FullerらはKex2遺伝子と相向性の高い fur遺伝子をDNAデータベー

スから検索した (4)。この遺伝子は、ヒトの fes/fpsprotoon∞geneの遺伝子構造を解

析している際、その遺伝子上流に約4.5kbのmRNAをコードしている転写部分

(仕鎚criptionunit)として同定され、 fur(fes/争sups位eamregion) と名付けられ、そ

の蛋白産物は白rmと命名された (5)。この fu巾と Kex2は約50%の相向性をも

ち、白血は高等動物のプロセシング酵素であろうと推測された (4)。事実 G.

百10mおのグループは、 furin遺伝子と神経成長因子やNGF遺伝子をプロセシング能

がない BSC-40細胞に導入し、 0・NGF前駆体が生理活性型に転換されることを報

告した(6)。

D. Steinerのグループは、先に述べたように Kex2遺伝子の一部をDNAプローブ

としてヒトのインスリノーマライブラリーから Kex2と相向性の高いcDNAをクロ

ーニングし、 Pα と名付けた (2)。その後次々と相向性のある限定切断酵素

PC1/PC3， PC4， P ACE4， PC5/PC6， PC7， PC8がクローニングされている。これらの

Kex2ファミリー酵素はし、ずれも、 N端プロ領域の後に約300アミノ酸残基からな

る触媒領域が続く。触媒領域はセリンプロテアーゼの酵素活性に必須のアスパラ

ギン酸、ヒスチジン、セリンを含み、他の領域に比して相互の相同性が非常に高

い。その後にホモB領域またはP領域と呼ばれる部分が続き、さらに Kex2とfurin

は細胞膜貫通配列をもっ。 fu出1はERから Golgi膜に移行する際にN端プロ領域の

切断が必要である (7)0Kex2とfurinはTGNに存在するが、最近 furinの細胞質領

域約60残基中には fu巾が TGNと細胞膜をリサイク リングするシグナルが含ま

れていることが分かった (8，9)0 fu出とPACE4は-Arg-4-X-X-Arg-1 (RXXR)を切

断するが、 furinの方が PACE4より基質スペクトラムが広い。 RXXR切断配列は

多くの成長因子、循環調節ペプチド、血清蛋白、ウィルス膜蛋白、受容体等に見

られる (Table1参照)。これら RXXR配列をもっ前駆体蛋白の中で、 fu巾の切断

によって活性型に転換されることが証明されたものはTGFs(10)， PTHrP (11)， BNP 
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(12)，ストロームライシンー3(13)，インスリン受容体 (14)，HGF受容体(15)である。

前駆体蛋白が furinによって切断されるかどうかを調べるには、白血遺伝子を欠

損しているヒ卜大腸癌由来LoVo細胞がしばしば用いられる。この細胞で発現させ

たRXXRをもっ前駆体蛋白が切断されずに分泌され、 fu出1を導入したLoVo細胞

で切断されれば、白rinが切断に関与していると考えるのである (15)。このLoVo細

胞は， fu巾を欠損しているがPACE4はもっているので， RXXRをもつ前駆体蛋白

は切断される可能性があるが，これ迄のところ PACE4で特異的に切断をうける前駆

体は報告されていない。

白rmはほとんどの細胞のトランスゴルジネットワーク (TGN)に局在するとさ

れているが、種々の細胞や組織で白巾発現を調べると、その発現は肝細胞では高

く、鮮日細胞ではきわめて低い。ところで，成長因子の中にはPDGF，IGF1のように

増殖をおこすものと、 TGFs，アクチビンのように分化を誘導するものがある。また、

血清蛋白にもアルブミンのように分化した肝細胞から分泌されるものや、補体，プ

ラスミノーゲンアクチベーターのように急性期の反応産物として産生されるもの

がある。循環調節因子のエンドセリンは増殖時の血管内皮で発現が高いが、 CNP

は分化状態の内皮細胞で高発現する。そうすると， furinは細胞が分化状態でも増殖

状態でも発現しているのだろうか。これ迄にKα2ファミリー酵素の構造と酵素学

的研究は大きく発展してきた (16)。しかしその生物学的、生理学的意義について

の研究は最近始まったばかりであり、本稿では高次機能を有する勝目細胞，心筋，

胃粘膜上皮細胞の 3つの細胞系で釦巾の役割について考察する。

2.細胞高次機能と furin発現

i)勝。細胞 インスリンは勝戸細胞で前駆体プロインスリンとして産生され、プ

ロインスリンは PC2と PC3、カルボキシペプチダーゼによってインスリンに転換さ

れる。私の研究室で勝。細胞を用いて fu巾の研究を行うことになったきっかけは、

分化度の高い(別の言葉で云えばインスリン含量が多く、増殖速度が遅い)牌P細

目包株 (MIN6，sHC9など)、分化度の低い (インスリン含量が少なく、増殖が速い)
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勝P細胞株 (RINm5F，HIT-百5など)、その中聞に位置する sTC3でPα，PC3， 

で白血の発現を比較したところ、分化度の低い細胞株ではPC2と PC3発現はほと

んど見られなかったが、 fu出発現がきわめて高かったので， fu巾の生物学的役割

に注目したことによる。

分化度の高いMIN6は当然PC2，PC3を高発現しているが、 fu出1をほとんど含

んでいない。そこで MIN6に白rinを発現させると、インスリンの含量の低下、

PC2とPC3の発現減少、グルコース刺激によるインスリン分泌能の減少が見られた

(17)。これらはインスリン非依存型糖尿病のインスリン分泌障害の特徴である。更

に，白rmを発現させた MIN6-F株は親株より速い増殖カーブを示した (18)0fu血は

正常勝島でも増殖期、即ちラットでは胎生期から新生児期にかけて強く免疫染色

されるが、成長した勝島では若干のP細胞が弱い免疫染色を示すだけとなる (19)。

即ち、白血は増殖が盛んな勝。細胞で高く発現し、分化度の高い0細胞で強発現さ

せると勝。細胞の高次機能を減弱させるのである。

主Lヰ箆心筋は終末分化状態、の細胞で、新生児期を過ぎると分裂して増殖する

ことはない。私の研究室で心筋を用いてfu巾発現と心肥大の関係を研究することに

なったきっかけは，ラット胎児期の心臓が高いfurin発現を示したことによる。我々

はまずラット心臓の左冠動脈下行枝を結紫し、心筋梗塞を作成した。梗塞心は心

房性利尿ペプチドANPと脳型利尿ペプチドBNPを分秘することが知られており、

BNP前駆体はTable1に示すように furin切断配列を含んでいる。梗塞後，血中BNP

は3日目と 14日目で二峰性に上昇した。 BNP発現は心房で3日目、心室で;1 4 

日目に高く、 fu巾発現も BNP発現と非常によく 一致したパターンを示した。

fu巾と同族の PACE4は梗塞心でも正常心と同様全く変化せず、一定の発現を示

し続けた (20)。

心筋細胞をシリコン膜上で培養し、シリコン膜を伸展させると心筋細胞は肥大

をおこす、肥大心筋細胞は BNPを高発現し、分泌するが、同時におrm発現も上

昇する。従って、梗塞心で見られた BNPとfu巾の共発現が肥大培養心筋でも観
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察された。更に，白血が BNP前駆体を小さな BNP-45に転換していることを確認

するため， 2種類のfu血型酵素阻害剤(クロロメチルケトン付加ペプチドと阻害活

性部位をArg-X-X-Argにした αfアンチトリプシン)を培養液に加えると， BNP・45

の生成が抑制された。この際興味あることに，阻害剤存在下で心筋細胞を伸展させ

ても、肥大が生じなかった (12)。このことは釦rin切断部位をもっ成長因子前駆体

が活性型に転換されないことを示唆し、 fu巾1発現は心筋肥大に関与していると考

えられる。我々は現在この成長因子前駆体の同定を行っている。

Hi)胃粘膜上皮細胞 胃体部粘膜は無数の胃腺の集合から成り、胃腺はムチン

産生上皮細胞から成る胃小寓と、酸分協壁細胞、ぺプシノーゲン産生主細胞、ヒスタ

ミン産生ECL細胞、ムチン産生副細胞などが混在する腺部に分けられる。このよう

に機能分化した各細胞は、胃小寓と腺部の境界に位置する増殖帯の幹細胞から分

化したものである。我々はラット胃粘膜で furinが増殖帯のやや上部の細胞群に強

く発現していることを見出した。この細胞群は胃粘膜上皮に分化していく細胞な

ので、その培養細胞株 GSM(Gぉ 仕icS urface Mucosa) 06を用いて実験を行った。

GSM06は温度感受性 SV401玩原でトランスフォームした細胞で、 330Cでは増殖

するが39
0

Cでは増殖が止まり、分化した性状、即ち PAS染色陽性となる。 fu巾

は33
0

Cの増殖状態で発現し、 390Cの分化状態で消失した。ところが，白血を強

発現した細胞株では 39
0

Cでも PAS陽性物質を産生せず、また，アンチセンス

Furinを強発現させると 33
0

Cでも GSM細胞はPAS染色陽性となり、増殖が緩慢に

なった (21)。即ち、 fu巾は胃粘膜上皮細胞が増殖する時に発現し、成長因子前駆体

を活性型に転換していることを示唆している。

3.今後の展開

前項で騨P細胞、心筋細胞、 胃粘膜上皮細胞を例にとり、 furII1発現がこれらの

細胞の高次機能を減弱させることを述べた。しかし肝細胞の場合， furII1発現は

TGFs発現と相関し、しかも TGFs刺激で誘導される。従って， fu出1は前項のよう

に細胞増殖に伴って発現し、増殖因子を活性化する場合だけでなく、細胞分化に
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伴って発現し、分化誘導因子を活性化する場合もあり(論文投稿中)、それは細

胞型によって異なるらしい。また，それぞれの細胞型で furinがどのような前駆体基

質を切断して活性型に転換しているかに関しては、心筋における BNP，勝。細胞に

おける PTIlrPなどを除くとまだ基質の同定が不十分である。今後はこの基質ハン

ティングが一つの研究方向になるであろう。更に、本稿では深く触れなかったが，

fu巾はもう一つの機能、即ち TGNと細胞膜聞をリサイクルする機能をもっ。我々

は、白rinが高発現するとこのリサイクリングが盛んになり、成長因子等が大量に

細胞外へ分泌されると考えているが、その確認は今後の研究にかかっている。ま

た， furin発現が高次分化機能を減弱させるなら、そのインヒビターを用いることに

より各細胞系の機能維持をはかることが可能であり、私は白血インヒビターを用

いた細胞の高次機能維持の研究が今後の重要課題のーっと考えている。
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Table 1 

BNPとウィルスを除いて他はヒトのアミノ酸配列を記した。BNPはヒト、ブ夕、

ラットの配列を記した。るから -1聞の RとK は太子にしてある。 Adrenomedullinと

Big endothelinのC端は当然 bioactiveではない。

Proproteins Propeptide 
Bioactive 
peptide 

Growth factors -6 -4 -1 +1 
PDGF-A -KRPL P 1 RRKR S 1 E-
PDGF・8 -ELES LARGRR SLG-
s-NGF -PFNRTHRSKR SSS-
HB-EGF -LGGGRDRKVR DLQ-

IGF・1 -APL KPAKSAR SVR-
TGFs -QHLQSSRHRR ALD-
Activin A -EDHPHRRRRR GLE-
Inhibin -PPSGGERARR STA・

PTHrP -VEGSL RR LKR AVS-
Regulatory peptides 
Human BNP・32 -M V L YT L R APR SPK・
Porcine BNP・32 -SIFQVLRGIR SPK・
Porcine BNP・26 -RG IRSPKTMR DSG-
Rat BNP・45 -T K E L L KR VLR SQD・
CNP・22 -ARKYKGANKK GLS-
CNP・53 -LKGDRSRLLR DLR-
Adrenomedullin (N-terminus) ーDAAARIRVKR YRQ-
Adrenomedullin (C-terminus) -PQGYGRRRRR SLP-

Endothelin (N-terminus) -PPWRLRRSKR CSC-
Big endothelin (C-terminus) -YGLGSPRSKR AL E-
Plasma proteins 
Albumin RGVFRR DAH-

Factor VII -AHGVLHRRRR ANA・
Factor IX -AN K 1 LNRPKR YNS-
Factor X -GKQTLERRKR SVA-
von Willebrand factor -SSP LSHRSKR SLS-
Tissue-type plasminogen activator -1 H A RFRRGAR SVQ-
Prothrombin -ARS LLQRVRR ANT・

Protein C -MEKKRSHLKR DTE-
Matrix metalloproteinases (MMP) 
Stromelysin-3 -G LSARNRQKR FVL・

Membrane-type MMP・1 -E I KAN VRRKR YA卜

Virus envelope 
Envelope 1 Envelope 2 

HIV GP160 -KRRVVQREKR AVG-
HTLV1 -VPTLFSRSRR AVP-
Semliki forest virus -TCRN GTRHRR SVS-
Sindbis virus -RCGSSCRSKR SVト

Adhesion molecules 
E-cadherin -S SPGLRRQKR DWV-
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー

-6 4 -1 +1 
Integ同nα3H-L chains -R PSSPQ RRRR QLD-
Integrinα6 H-L chains -TESHNS RKKR E 1 T-
Complements 
C3 s-αchains -CPQPAA RRRR SVQ・

C4 s-αchains -PKEKTT RKKR NVN-
C4αーγchair可S -FEGRRN RRRR EAP-
Cs s-αchains -PCKEI L RPRR TLQ-
Pro-receptors 
Insulin receptorα.-s chains -FVPR PS RKRR SLG-
HGF receptor (c-Met)α-s chains -C 1 L T E K RKKR STK-
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4.脱ユビキチン化酵素:巨大な遺伝子ファミリーの謎

はじめに

出芽酵母には、脱ユビキチン化酵素 (DUB: DeUBiquitinating enzyme)と推

定されるプロテアーゼ遺伝子が17種存在しており、ヒトでも10種以上見つかってい

る。酵母においては、 E2を上回る数で、ユビキチン代謝に関わる遺伝子としては最

大のグループを形成している。なぜこれほど沢山の遺伝子が存在するのかは、ほと

んどわかっていない。現在、 DUBの機能として考えられるものには(1 )ユビキチ

ン前駆体からのユビキチン分子の切り離し、 ( 2)分解されてはいけない蛋白のユ

ビキチン化解除による戸oofreading、 ( 3 )特異的基質のユビキチン化状態の調節、

(4)プロテアソームによるユビキチン化蛋自分解時の脱ユビキチン化等が考えら

れている。幾つかのDUBについてはその役割が明らかになりつつあるが、大部分は

まだ不明である。このミニレビューでは、 DUBの分類と、幾つかのDUBの紹介、及

び、 DUBスクリーニング法の紹介をする。

DUBの構造と分類

酵母の脱ユビキチン化酵素と推定されている17種は、いずれもシステインプ

ロテアーゼであり、構造上ふたつのグループに分類できる(1， 2， 3)。ひとつは約2

5kDaのUCH(Ubiquitin C北 nninalHydrolase) e回 ymeと呼ばれるもので、出芽酵

母のYuh1、晴乳動物のUCH-L1、UCH-L3、Drosophilaのuch心、アメフラシのAp-uch

等が含まれ、互いに約40%のidentityと非常に良く似ている。最近UCH-L3の結晶構造

解析がなされ、伺thepsinBと非常に良く似た構造をしていることが示された。これ

らの特徴としては、 ユビキチンのC末に小さい分子が結合しているときには活性を

示すが、人工基質であるubiquitin・s-galactωid錨efusion protein (Ub・s-gal)の様な

大きな分子が結合したものは切断しにくい傾向にある。また、多細胞生物で見いだ

されたもののほとんどが、特徴的な組織分布を示している。

もう一つのク。ループはUBP(UBiquitin specific Protease) enzymeと呼ばれるもので、
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そのほとんどは100kDaから150kDaの聞に含まれるが、なかには300kDa，こ及ぶもの

もある(図 1)。酵母ではYUH1以外の16種がここに含まれる。一次構造上の特徴

として、すべてのUBPで‘cysteinebox及びhistidineboxと呼ばれる高度に保存された領

域が存在し、活性中心を形成しているとされる。これらのbox中で完全に保存されて

いるCys残基とHis残基は、知られているすべての例で、プロテアーゼ活性に必須で

ある。このふたつの領域の他にも多少保存されているところがあるが、全体的な共

通性は非常に少ない。特にそれぞれのUBPにおいて、 N末あるいはC末に長い独自の

配列をもっているものが多く、各々の機能の特異性に関与していることが推測され

る。活性自体も蛋白ごとに異なり、ユビキチンのC末ならどんな蛋白がペプチド結

合していようとも切断できるようなものから、後述するisopeptidaseTの様に特徴の

ある脱ユビキチン化活性を持つものもある。

プロテアソームと深く関わるDUB

蛋白分解シグナルとしてのユビキチン化を考えると、分解促進的に働くDUBと

分解抑制的に働く DUBが存在していることが想像できる。実際に、主に蛋白分解促

進的に働く DUBとして、出芽酵母ではDoa4(UBP4)とUbp14が知られている。 DOA4

は、 Hochstrasserらによって、 MATα2の分解に関与する遺伝子 (DegradationOf Alpha) 

のひとつとして単離され、欠損及び変異株ではMATα2の他にもユビキチンープロテ

アソーム経路で分解される様々な蛋白に対して分解が遅れること、 slowgrowth及び

DNA修復の欠損が起きることが見いだされた(4)。当時、E2やE3あるいは既知のプロ

テアソームの成分であればそれほど不思議ではなかったのであるが、推定蛋白の一

次構造がUBPであったため、 「脱ユビキチン化酵素が蛋自分解を促進する」という

事実を示すおそらく最初の例と考えられたのである。実際彼らは、 activesiteを破壊

した蛋白によるdominantnegative効果、 Doa4過剰発現によるMATα2類似蛋白やN末

端則基質の分解促進等から、 Doa4がユビキチン・プロテアソーム経路で分解される様々

な蛋白に対して、分解促進的に働く DUBであることを証明した。doa4mutantでは、

ポリユビキチン化されたままの分解産物のペプチドと考えられる物質が蓄積するこ
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とから(この結果は、プロテアソームによるユビキチン化蛋白の分解時にユビキチ

ンがはずされるタイミングと仕組みを考える上でホットな議論の対象になっている

ようである)、 Doa4はプロテアソームがユビキチン化標識された蛋白質を分解する

ときに協調的に働くと考えられており、実際Hochstrasserらは精製した26Sプロテア

ソームlこDoa4が含まれると言っている。

Doa4の発見と同じ頃、もう一つの蛋白分解促進的に働くと思われるDUBが報告

された。晴乳動物ではisopeptidaseTと呼ばれる蛋白で、出芽酵母のUBP14のhomo

logと考えられる(5，6)。これまでの研究から、この酵素はユビキチン化蛋白からユビ

キチンをはずす活性は殆ど無いのに， unanchored ubiquitin chain (イソペプチ ド結合

で、繋がれたユビキチンだけのオリゴマー)に対して著しく強い活性を持ち、 ubp14

欠損酵母ではこれが蓄積することなどから、 unanchoredubiquitin chainがポリユビキ

チン化されたプロテアソームの基質の分解を競合的に阻害するのを防ぐことによっ

て、ユビキチン経路の蛋自分解を促進すると考えられている。 Doa4とUBP14の特徴

から， HochstrasserとWilkinsonらはユビキチン化蛋自分解におけるそれぞれのUBPの

役割jを図2のような簡単なモデルで‘説明している。ボリユビキチン化された蛋白は

プロテアソームで分解される時、 Doa4と未知のUbpXによってポリユビキチン鎖が

はずされ(図2の下の経路)、はずされたunanchoredubiquitin chainはUbp14によって

個々のユビキチンに分解されるというものである。ところが、最近、ウシの26Sプ

ロテアソームの制御因子複合体に、ユビキチン化蛋白のユビキチンを基質の反対側

からはずすことが出来る活性が存在し(7)(図 2では“出mming"DUB)、この成分

はDoa4で、はないと思われるので、図2の上の経路も新たにつけ加えられている。ユ

ビキチン化された蛋白は、まず、 26Sプロテアソームのユビキチン鎖レセプターに

結合し、 “凶mming"DUBによって基質の反対側からユビキチン鎖が短くされる。

このとき、ユビキチンが完全にはずれた蛋白は分解を免れ、ユビキチンの残ってい

るものがプロテアソームによる分解を受ける。残ったユビキチンは、 “凶mming"

DUBとDoa4によってはずされると想像される。蛇足かもしれないが、最近アメフラ
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シで神経細胞特異的に発現し、シナプスのlong-termfacilitationに必須のUCH(Ap-uch)

が、プロテアソームと結合し、更に蛋自分解を促進することが示されている(8)が、

発現部位が特異的な為か、あるいは特異的な基質 (PKAのRsubunit等)の分解促進

を想定しているためか、このモデルには、組み込まれていないようである。

種々 のDUB

特異的な基質がユビキチン化されるのを防ぐことによって、その基質の分解を

おさえるように働くことが示唆されているDUBも存在する。 DrosophilaのFAFprotein 

がこの例ではなし1かと思われる(9)。白fmutantは自の細胞の分化とoogenesisに異常を

示すが、他の異常は見られない。この産物は約300ゆ aの巨大な蛋白で、 Ub・0・gal

切断活性を示すUBPである。酵母には存在しないが、ヒトにはhomologと思われるも

のが存在する。 Drosophilaでの変異による自の異常は、プロテアソームのsubunitの発

現を抑えることで強く抑圧されるため、目の分化において、 FAFproteinは特異的蛋

白の分解を抑制しているものと推測されている。

このほかにも、いろいろなDUBが存在している。 proto-oncogeneであるヒトの

Tre-2やマウスのUnp、ヘルペスウイルスの溶菌化に関与すると思われるHAUSP、サ

イトカインで誘導されるマウスDub1、Dub2、サイレンシングの調節に関わる酵母の

Ubp3やDrosophilaのD-Ubp-64・Eといった様々なDUBが存在していることは、 DUBが

細胞内で多様な機能をになっていることを示唆している。しかし、これらのDUBが

実際どの様にして機能しているのかは、ほとんどわかっていない。今後は、遺伝子

しかわかっていない多くのDUBと共に、詳細な機能解析が行われていくものと思わ

れる。

DUBスクリーニング法

C.H.Chungらは、最近、非常にエレガントな方法で、ニワトリ骨格筋から新

規の脱ユビキチン化酵素cDNAをクローニングしているので(10)、その方法を紹介す

る。これは、大腸菌内で発現させることによりDUB活性を示す遺伝子をスクリーニ

ングする方法であり、 VarshavskyらがN末端則の証明にDUBを利用したことを応用
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している。 VarshavskyらがN末端則の証明に用いた基質は、 β-galactosidase (β-gal) 

のN末端のメチオニンを 20種のアミノ酸で置換したX-β-galactosidase(X-β-gal)で

あった。彼らは、 ubiquitin-X-β-galactosid鋪efusion protein (Ub-X-β-gal)を真核細胞

内で合成させると、翻訳直後にDUBの作用をうけて、ユビキチン分子と、ユビキチ

ンと正確に切り離されたX-β-galがで・きることを利用し、 β-galがN末端のアミノ酸

の種類によって半減期を大きく変えることを証明したのである。さらに、大腸菌で

もClpAに依存したN末端則が存在することが証明されたが、 DUBが存在しない大腸

菌でのN末端則の証明には、 Ub-X-β-galを切断するDUBを補う必要があった。これ

らの事実から考え出されたDUBのスクリーニング方法は、次のようなものである。

N末のユビキチンがはずされるとN末端則により分解されるUb-R・s-galを発現して

いる大腸菌と、ユビキチンがはずれても分解されずに活性を失わないUb-M-β-galを

発現している大腸菌に、 cDNAlibraryを発現させてX-galplate上で・コロニーを形成さ

せたときに、 Ub-R-β-gal大腸菌コロニーを白くし、Ub-M-β-gal大腸菌コロニーを

青くするものを「ユビキチンのC末で正確に切断できる酵素」すなわちDUBと判定

するものである。 Varshavskyらは、この方法で酵母遺伝子をスクリーニングし、酵

母のUBP2.._UBP3をクローニングした(11)0C.H.Chungらはニワトリ骨格筋のcDNA

libraryから、 UBP41をクローニングした。多くのUBPがUb-β-gal切断活性を持つこ

とを考えると、今後もこの方法で、未知のUBPが見つかる可能性は十分あると思わ

れる。

まとめ

ここでは蛋自分解シグナルの調節ということに主眼をおいて、脱ユビキチン化

酵素について見てきた。しかし、ユビキチン化は、単に蛋白分解のシグナルとして

だけでなく、多様な機能を持つことが示されてきている。また、ユビキチン類似の

蛋白や、ユビキチン類似のドメインを含む蛋白も存在している。これだけ多くの

DUBが存在しているという事実は、 DUBが蛋自分解シグナルとしてのユビキチン化

以外の出来事にも関与している可能性をも想像させる。 DUBが巨大な遺伝子ファミ
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リーを形成している謎が解けるにつれて、今までと違った方向から、ユビキチンの

役割が明らかになってくるのではなし、かと期待している。

率直主
( 1) Iぷろておりしす」第2号p49

( 2) Wilkinson， K.D. (1995) Annu. Rev. Nutr.， 15， 161・189

( 3) Hochstrasser， M. (1996) Annu. Rev. Genet.， 30， 405-439 

( 4) Feroz， R.叩 dHochstrasser， M. (1993) Nature， 366， 313・319
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( 1 0) Baek， S.H. et al. (1997) J. Biol. Chem.， 272， 25560・25565

(1 1 ) Baker， R.T. et al. (1992) J. Biol. Chem.， 267， 23364-23375 

(鈴木俊顕:浜松医大生化学第一)

図2:ユビキチン依存性蛋自分解におけるUbp14と00叫の役割

(図中のUbcXとUbrXは、それぞれE2、日を表す:参考文献6より)
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図1:種々のUBPの構造(参考文献5より一部改変〉
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5 . in vivoにおける細胞内プロテアーゼ活性の測定法

我々は、細胞を生かしたまま、細胞内のプロテアーゼ活性を測定する手法を開

発してきた。原理はいたって単純で、細胞にプロテアーゼ、用の蛍光基質をマイクロ

インジェクションした後に、増加してくる蛍光量を定量すればよい。ただし、通常

の生化学的手法で用いられている蛍光基質 (peptidyl-MCA基質)は、分解産物であ

るAMCの細胞膜透過性が高いために使用することができない。酵素活性の指標とな

る蛍光物質が細胞外に流出するために、分解速度の定量が困難なのだ。

蛍光物質、 7・aminocoumarin-4・methanesulfonicacid (ACMS)は水に溶けやすく、 7

位のアミノ基にペプチドを結合することによって、プロテアーゼ基質が合成できる

(peptidy l-CAMS基質) (1)。水に溶け易い物は油に溶け難いので、 ACMSも油(ま

たは細胞膜)に溶け難いことが期待できる。実際にACMSを細胞にマイクロインジェ

クションしたところ、細胞から漏れ出ないことが確認できた (2)。そこで、ヒトデ

卵母細胞のプロテアソーム測定用にZ-Phe-Leu-Arg-CAMSを合成したのだが、これが

期待に反して水に溶けず、研究は当初から座礁してしまった。 DMSOにならよく溶

けるのだが、これをマイクロインジェクションするとすぐに析出してダマになって

しまうのだ。さらに100%のDMSOは、細胞の膜構造を破壊するなどの好ましくない

効果を伴った。さて、 peptidyl-MCA基質にも水に溶け難いものが多いので、通常は

1白nM程度になるようにDMSOに溶かしている。これを、アッセイ用の水溶液中に投

入し、時を置かず激しく撹排することで、なんとか水溶液にしている。しかし、相

手が細胞であると、激しく振り回しても細胞が破壊されるだけで、細胞内には拡散

しない。 Z-Phe-Leu-Arg-CAMSも、最終濃度が十分薄ければ水溶液にできるが、これ

をマイクロインジェクションするとさらに薄まり、酵素活性の測定は困難だ。そこ

で保護基をスクシニル基に変えたSuc-Phe-Leu-Arg・CAMSを合成したところ、 5mMの

水溶液を作ることができた(10%のDMSOを含んでいるが、細胞毒性は無かった〉。

これをヒトデ卵母細胞にマイクロインジェクションすると、速やかに細胞内に拡散
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し、蛍光量が増加していった。基質は水に溶けていなければならないという第一関

門は突破できたわけだ。この基質は細胞内のサイトゾル(細胞膜より内側であり、

リソゾーム、小胞体、さらにミトコンドリアの外側の領域)に存在するので、プロ

テアソーム活性を測定しているのではな~'1かと期待できた。

本研究の目的は、生きた細胞の中で、酵素反応の速度論的なパラメータを求め

ることにある。そのためには、細胞内での基質初濃度が求められなくてはならない。

本研究で用いた細胞は卵であり、球形なので体積は容易に求められる。また、マイ

クロインジェクションした基質体積も求められるので、この問題は解決された。し

かし厳密には、オルガネラの体積を求めることができないので、サイトゾルのみの

体積は未知である。よって本研究では、便宜上オルガネラの体積を0としてVo、

Vrn砿、そしてぬnを求めた。なおVoは、蛍光顕微鏡に光電子増倍管を接続して、細

胞一個あたりの蛍光の増加量を定量することで、求めることができた (2)。

さて、次の問題としては、求められた速度論的ノfラメーターが、真にプロテア

ソームのみによるものか否かを明らかにしなくてはならない。特に、本基質はカル

パインによっても分解される可能性があるので、阻害剤を利用して検討した。すな

わち、プロテアソームに対する特異的な阻害剤 (Z-Leu-Leu-Leu-Hなど)で基質分解

は阻害されたが、カルパイン阻害剤 (E・64)では阻害されなかった。本研究ではさら

にエキソペプチダーゼの存在も考慮、して、プロテアソームの速度定数を求めること

ができた。大変興味深いことに、 Voは減数分裂を再開させるホルモン(1・メチルア

デニン〉処理によって上昇することが明らかになった。すなわち卵母細胞が減数分

裂を再開すると同時にVoは上昇し始め、サイクリンがプロテアソームによって分解

される時期 (M期終了時)に最大となった。このことは、プロテアソーム活性の制

御機構が、卵内に存在することを示している。またその時期のVrnaxとぬnは、ホル

モン処理以前の卵よりも大きな値を示した。このことからも、プロテアソームがな

んらかの質的変化を起こしていることが示唆された。

プロテアーゼ活性について、血げvoでVo、Vrnaxまたはぬn値を求めた例は、本研
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究以前には見あたらなかった。 1993年にRosser等は7・amino-4-chloromethyl-coumarinを

用いて、肝細胞のカルパイン活性を求めている (3)。しかし、この蛍光物質を用い

た基質分解には、細胞内のグルタチオンを要求する反応が関与している。また彼等

の手法ではVoは求められない。本手法はこれらの技術的隆路を解決しており、あら

ゆる細胞に適用可能と考えられる。

今後は、班員の皆様にもご教授願い、より多くの細胞や現象に本手法を適用し

ていきたい。また、細胞内の酵素活性の局在を明らかにする手法の開発にとりかか

りfこし1。
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( 6 )トピックス

1. APC (大腸癌遺伝子)はユビキチンリガーゼか?

最近， APCの結合蛋白質であるPカテニンがユビキチン・プロテアソーム系で分

解されるという報告があった(1). これまでPカテニンの安定性がWingl凶s/Wntシグナ

ルによって制御されることは知られていたが，その分解にAPCおよびプロテアソー

ムが関与することが初めて示された APCというと細胞周期研究のフィールドでは

まさにユビキチンリガーゼであるAnaph部 ePromoting Complexを指すが，本稿では多

発性大腸腺腫症(AdenomatousPolyposis Coli)の原因遺伝子である APCを指す.APCは

常染色体優性遺伝する多発性大腸腺腫症の家系から単離された癌抑制遺伝子である

(2). 優性遺伝するがAPC変異はハイポモルフであると考えられ，個々の大腸腺腫に

おいてはもう一方のアリルに somaticmutationがおこっていることから，発症には両

アリルの変異が必要であると考えられている.APC産物は触媒ドメインを有さず、

その生化学的な機能は不明だが，蛋白質と相互作用するドメイン構造を多く有し，

これらのドメイン構造の欠失は各々の結合蛋白質との相互作用を阻害し癌化へ寄与

すると考えられる.現在， APCに結合する蛋白質として戸カテニン， DLG， EB1， tid56 

等が明らかになっている(3). これらの結合蛋白質との相互作用によって様々な生物

現象に関わることが報告されているが， APCの機能は不明である.本稿ではこれま

での知見を紹介し， APCがユビキチンリガーゼとして機能する可能性を考察したい.

APCは組織全般に発現するが，脳で特に強く発現する.細胞内では細胞膜直下

に局在し，上皮細胞の細胞接着装置近傍や神経細胞のシナプスにクラスターを形成

する.また，細胞が運動するときはその先端の細胞膜直下に発現する.ショウジョ

ウパエの癌抑制遺伝子DLGのヒトホモログは，大腸上皮細胞や神経シナプスでAPC

と共存し， PDZドメインを介してAPCのC末端と結合する(4). 0凶は，またバンド

4.1蛋白質のN末30kDa領域とも結合することで¥APCとスペクトリン等の細胞骨格
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蛋白質を連結していると考えられる.また， APCは0カテニンとも結合し， sカテニ

ンが一方でαカテニンと結合することでアクチン系細胞骨格と間接的に結合する.

更に微小管(チュープリン)とも直接結合できる.APCはDLG，。ヵテニン，微小

管等と複合体を形成して，細胞骨格や細胞接着を制御し，細胞の増殖・運動に関与

すると考えられる.中枢神経系のシナプスではDLGはNMDA-R・2やShaker型K-チャ

ンネルと結合し(5)，更に最近 DAP-lとも結合することが明らかとなった(6).DAP-l 

はNMDA-R-D凶複合体だけでなく APC-sカテニン複合体とも結合するため， APC 

はNMDA-Rやイオンチャンネルのクラスター形成に阻害的または協調的に働くこと

が予想される.

APCはまた細胞周期を制御することが示唆されている(7).APCを培養細胞に強

制発現させると Gl期からS期への移行が阻害され，その阻害効果はサイクリン

D/cdk4またはサイクリンElcd胞を共発現させることにより解除される.このことは

ヒトtid56ホモログが APCと結合することと考え合わせると興味深い.ショウジョウ

バエの癌抑制遺伝子であるtid56は肋叫ファ ミリーと高い相向性をもち，出芽酵母の

ホモログであるydjlはCln3に特異的なp34CDC28依存性のリン酸化および分解に必須

である(8).APC -tid56複合体の生理作用は明らかではないが，サイクリンの蛋白質

分解に関与する可能性が推測される.

以上， APCは細胞接着から細胞周期の制御まで幅広い生物現象に関与するが，

APCの果たす共通の機能は何であろうか.最近， APCが9カテニンの分解を制御する

ことが示唆され，蛋白質分解の制御因子である可能性がでてきた.sカテニンは

APCとαカテニンを間接的に結合させるだけでなく，初期発生の軸形成において

Wingless / Wntのシグナル伝達分子として働く.WinglessがそのレセプターFrizzled2に

結合するとアダプター蛋白質 Disheveledのリン酸化，セリン/スレオニンキナーゼ

GSK3sの抑制を介して，細胞質中のPカテニン量が上昇し，その結果、 0カテニンが

転写因子TCF/LEFと共に核移行し転写を活性化することが明らかとなっている(9).

この基本的なカスケードの一昔日はカエル受精卵を用いた実験系でも証明されており，
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9カテニンやドミナントネガティブGSK3sを大量発現させると Wntシグナルによる

二次軸の誘導効果を代替することが明らかとなっている(10). Wingless / Wntシグナ

ルによる戸カテニン量の上昇は蛋白質の安定化によって制御されており， N末を欠失

した安定化変異体はWingless/ Wntのシグナルを代替することができる.また，培養

細胞を形質転換する癌遺伝子のスクリーニングからも， N末を欠失した安定化変異

体が単離されている.ごく最近、戸カテニンがユビキチン化されること，そのユビ

キチン化にはN末に存在する GSK3sリン酸化部位(S33，S37)が必要であること，そ

して分解がラクタシスチンで阻害されることが明らかとなった(1).GSK3sリン酸化

部位はIKBのN末(S32，S36)と相同であり， IKBではCHUKキナーゼ、によるリン酸化が

分解の引き金となっているように，。ヵテニンでもGSK3sによるリン酸化がユビキ

チン化とプロテアソームによる分解の引き金になっていることが示唆された.一方，

APCもGSK3sの良い基質であり，中央部にある 20アミノ酸の繰返し配列のリン酸化

がPカテニンとの結合に必須であることが明らかとなった(11). また， APC遺伝子を

欠失した多くの大腸癌細胞株ではPカテニン量が上昇し，その細胞株に野性型APCを

遺伝子導入すると9カテニン量が減少することが報告された(12). この結果から、 P

カテニンはリン酸化APC-GSK3s複合体に結合し，そのN末がリン酸化されるとユ

ビキチンープロテアソーム系で分解されるというカスケードが考えられた.他方，

APCのショウジョウパエミュータント(13)および一部の大腸癌細胞株では日カテニン

が上昇していないこと(12)も報告され少なくとも戸カテニンの分解はAPC以外の経

路でも制御されることが示唆された.まだ解明すべき点は多いが，やはり前述の事

実から、 APCが蛋白質分解の制御因子であること，すなわちユビキチンリガーゼ複

合体の一員である可能性が考えられた

それではAPCが蛋白質分解の制御因子であるなら，他にどんな因子の分解を制

御しうるだろうか.まず， APCは細胞周期を制御することから tid56とともにサイク

リンの分解を制御している可能性がある.DLGについては，それが蛋白質の安定性

によって制御されているとしづ報告はない. しかし、 DLGと同様に PDZドメインを
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持ち，シナプスに存在する Tiam1ファミリーはN末にGSK3sリン酸化部位のコンセ

ンサス配列をもち，そのN末を欠失すると恒常的に活性化される事が知られている

(14). Tiam1ファミリーの機能が果たして安定性によって制御されているのか，そし

てAPCと相互作用するのかは不明であるが，その局在と機能は共通点が多い.

Tiam1ファミリーはラフリングメンブレンの直下やシナプスに存在し，Rhoファミリー

のGEF活性を有するため，細胞接着や細胞の運動を制御することが示唆されている.

少し飛躍するが，もしAPCがユビキチンリガーゼであるなら，その基質としてGEF

の安定性を制御するとしづ仮説は魅惑的である.

APCの機能はアダプター蛋白質としての性質以外は不明であるが，今後ユビキ

チン・プロテアソーム経路との相互作用が明らかになることを期待したい.
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2. Caspase-3はプレセニリン蛋白の新切断酵素である

プレセニリンはアルツハイマー病原因遺伝子産物であり、よく似た2つの分子

(プレセニリン 1; P S 1とプレセニリン2;PS2)が知られている。これら2
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つの分子は共に病因分子として重要であり、各々ヒト第14染色体と第1染色体に

コードされている。 2つのプレセニリン分子のいずれの遺伝子に点突然変異が生じ

ても早期発症型家族性アルツハイマー病になることがわかってきたが、その生理的

意義については不明な点が多い。 PS2に関してはアポトーシスを促進する作用が

あると議論されている (Wolo泊1，B. et a1.， Science 274， 1710， 1996)。さらに、点突

然変異の役割はこのアポトーシス充進作用を増強すると考えている。これはこの遺

伝変異が優性遺伝形式をとることから igainof a釦nctionJという考えと合致する。

一方PS 1については未だに未解決のまま残されているといってよい。さてこのよ

うに、最近のアルツハイマー病研究の主流はアポトーシスの視点から病理をみるこ

とであり、これは 1つの流れとして注目に値する。プロテアーゼの 1つであるICE

ファミリーがこの細胞死に深く関与していることは本研究班の重要な課題の 1つで

あることはし、うまでもないが、最近Casp錨 c・3がアノレツハイマー病の病因に深く関与

する事を示す報告がハーバード大学からサイエンスに発表された (Har加annet a1.， J. 

Biol Chem.， 272，14505-14508， 1997; Kim et a1.， Science 277: 373・376，1997)。

アルツハイマー病の原因遺伝子産物であるプレセニリ ン蛋白は、生合成された

あと分子内分解を 1カ所受ける。即ち、全長50kDaからなるプレセニリン 1は

分子量28kDaと18kDaの断片になる。この分解酵素についてはプロテアソー

ムが疑われてきたが、未だに確実な証拠がない。上記の報告によれば、アポトーシ

ス誘導によってこのプレセニリン分子の切断が別のところで生じ、従来切断される

部位よりさらに 50残基ほどカルボキ、ンル末端側にず‘れたCaspase-3のコンセンサス

配列AQRDS(アミノ酸343-346)の箇所で分解されるらしい。その結果、

分子量が36kDa (アミノ末端断片)と 18kDa (カルボキシル末端断片)の

新しし¥C錨pase-3断片が生じることになる。両者の報告にはアポトーシスの要求性に

関して若干の不一致があるが、 PS2の作用を考えた場合大きな問題ではない。む

しろ、 staurosporineおよびetoposide~こよって誘導されるアポトーシスに付随して見ら

れるとする報告 (K加 etal.)は積極的に考慮、すべき内容があると考えられる。なによ
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り、重要なのはVolga-German家系(早期発症型家族性アルツハイマー病の1つ)の

点突然変異PS 2のN1 4 1 1をもっ遺伝子を導入したneurogliomaのH4細胞では、

C槌P錨e・3切断反応が充進していることが見出されたことにある。さらに、プレセニ

リンのCasp碕e・3断片がアポトーシスをしめさない脳以外の組織でみられないことは、

別の角度からの証拠として評価される (Hartmannet al.)。

Cぉpase-3反応はNGF添加したPC 1 2と初代培養系において観察されたこと

から、神経分化にも関係しているといえる。 invivoの脳においてもCぉpase-3断片は

神経発生に関連して出現する。従来のプレセニリ ン分解が生理的分解反応であると

すれば、今回見出されたC硝 P掛か3経路はプレセニリンの病理反応として考えられる

が、結論つHfるにはまだ多くの問題を抱えているように思われる。しかしながら、

プレセニリンの生理的分解の意味も依然として明らかではなしこれとは独立した

病理的分解がアポトーシスに先立つ必須の経路なのか、アポトーシスに付随する単

なる分解反応なのかを明らかにすることこそ、大切な問題であると考えられる。

本誌ぷろておりしすには、プロテアーゼとアルツハイマー病に関する解説(西道

先生)とC錨p描eに関する詳細な解説(杭田先生)がすでに発表されている。そちら

も参照していただきたい。

(森 啓:都精神研・分子生物学、石浦章一 :東大・分生研)
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(7 )海外留学中研究者からの最新情報

l.K先生へ:細胞死のことなど

暑中お見舞い申し上げます。ずいぶんご無沙汰してしまいました。日本は熱帯

なんで-しょうね。こちらは夏といっても、暑くて25度くらい、かわいいもんです。

それでもみな暑い暑いといっております。エジンバラはヨーロッパの北のすみっこ

にありますから、気象条件次第では夏でも突然寒くなります。天気予報は明朝9度

に下がると告げております。バイロン日く、イギリスの冬は 7月に終わり、 8月に

始まる。夏は日がなかなか暮れません。夏至の頃は11時頃まで明るく、時間を忘

れて実験してしまいます(本当かな?)。当地の冬の天気のいやらしさといったら

ありません。雨と強風(Gail)の日が続きます。その代償として、こちらの春のすばら

しいこと。さわやかな陽気で、街のあちこちで花が咲き乱れ、鳥が暗き、極楽のよ

うです。実際、ここは東京より治安が良く、物騒な目にあったことはありません。

ただ、自転車をアパートの階段下に置いてあったら、ついに夜中にかっぱらわれま

したが。自転車は自室に持って帰るのが普通のようです。こちらのラボに来てまず

驚いたのは、細胞培養の時にバーナーを使っていないことでした。冬は、とくに日

本では絶対コンタミしたろうなと思うことをしても、絶対的な雑菌の密度が低いた

めか、全くコンタミしませんでした。雑菌といえば、こちらにはロンドンなんかに

はうようよいる日本人が少なく、したがって日本料理庖も3軒しかありません。こ

ちらに着いて1週間で無性にウナギが食べたくなり、冬の雨風吹きすさぶ中を街の

はずれにある高級日本料理庖にかけこみ、 50 0 0円以上もしたけれど、思い切っ

て注文しましたら、なんと、出てきたウナギのちんけなこと。怒りを通り越して哀

しくなりました。

さてこちらではどんなことをしているか、アポトーシス関係を中心に手短にご

紹介しましょう。ボスのアーンショウ (w.C.Earnshaw)教授はもともとセントロメア

蛋白をはじめとする核蛋白の機能を細胞生物学的に解析してきたひとで、 1年半前
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にラボごとジョンスホプキンス大学からヲ|っ越してきました。セントロメアの仕事

の他にアポトーシスの泊Vl位0系を使った研究を展開しているので、発生過程でのプ

ログラム細胞死をやってきた私が飛び込んだのです。この研究の端緒は、細胞分裂

時に核凝縮をおこす因子を研究してきたポスドクが、この凝縮がアポトーシスなの

ではないかと気つeいたことからです。実際、はじめにS期に同調させておいてから

リリースして、つぎにM期でとめてやると、アポトーシスを起こす因子が出るとい

うことで(S/Mex回dと呼んでいます)、アポトーシスと細胞周期の関係をうかがわせ

るものなので、この論文を見たときに、アポトーシスの細胞周期依存性で学位をとっ

た私としては我が意を得たりと感動すら覚えたものです。アポトーシスがマイトー

シスの失敗作だという魅力的な仮説も考えられました。その後の展開は、みなさん

よくご存知のICE様プロテアーゼがこのほ回.ctに含まれており、これがPARPや核ラ

ミンをすぱっと切るとしづ知見につながっていきました。私にとって残念なことに

は、上記の仮説に否定的なデータが得られたために、その後この方向にはラボの研

究が進んでいません。 また、 S/Mextractは、ものとりの出発材料としては手間と金

がかかりすぎ不向きかもしれません。事実、もっと簡単な系を使って米国のWangた

ちはアポトーシスを誘導する因子としてチトクロームCやDNAfragmentation factor 

(DFFと略す)を見つけました。後者はICEプロテアーゼの仲間のCPP32によって切

断・活性化され、今度はそれが核内のDNaseを活性化しアポトーシスに特有のヌク

レオソームラダーを生じさせるようです。アポトーシスにおいてプロテアーゼから

クロマチンDNAの分解にどうつながるのかという謎にひとつの答えが出たわけで-す。

Wangらの用いた 100リッタ一規模の培養に比べて、し、かにもこちらの培養は小規

模です。私はというと、いくつかのプロジェクトを同時進行させています。そのひ

とつでアポトーシスを抑制する因子を捜す過程で、ある分画が強烈にアポトーシス

を誘導することが分かりました。この中には.caspase活性は含まれていませんでした

ので、細胞内で切断をうけ既に活性化されたDFFかもしれません。この活性を単離

した核にかけると凝縮し、ラダーができるのですが、面白いことに核ラミンはまっ
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たくといっていいほど分解されていませんでした。 caspaseによるラミンの切断なし

にどうして核が断片化されうるのでしょうか?ひょっとしたら、ラミンの分解はア

ポトーシスにおける核の形態変化に不必要なのかもしれません。あるいは、 ωpぉc

以外のプロテアーゼが核内に存在し、これにによってラミンがスメア的に切られて

いるのかもしれませんが。研究室では、 caspaseの基質ペプチドをビオチン化したも

のを使ってcasp部 cをすべて標識してつかまえようとし、う試みなど、さまざまなテク

ニックを総動員してcasp槌 Cの全貌をつかもうとしています。ただ最近は、 caspase自

身の解析以外に、ミトコンドリアからチトクロームcが放出されそのシグナルが核の

変化をひきおこすことがわかったり、アポトーシス抑制因子が5つのラボで発見さ

れたりと、世界のアポトーシス前線は日々に進歩しています。いつまでもcaspaseに

固執していては暗礁に乗り上げないとも限りませんので、いくつかの野心的な方向

も模索されています。研究室のメンバーは、米国人4人の他、欧州各国からポスド

ク・学生が来ており、にぎやかです。ラボのセミナーは夏休みも無く、英語のおぼ

つかない私はいつもあぶら汗たらたらです。来てすぐの頃に、配られてきたラボの

セミナー表を見ますと、 3回に 1回くらいの割合で'RoundRobinという奴の名前があ

りました。きっとあの頭がピカピカで丸い奴のニックネームなんだろう、なんとが

んばるハッスル男だろうと，思っていましたら、あにはからんや、ボスが不在の時に

やる出席者全員によるデータ紹介のことでした。さて帰国するまでには、あと何リッ

トルあぶら汗を流すことでしょう。スリムになってお目にかかりましょう。とりと

めのないことを書きまして資源の無駄遣いでしたか?熱帯日本の夏、飲み過ぎない

ようにお願いいたします。

(万祢重信:都臨床研・放射線医学、現在エジンパラ大学留学中〉
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2. ER分解:内か外か?

“小胞体の品質管理機構によるタンパク分解の最先場"

(A)はじめに

新生タンパクのうち、遺伝的変異などの原因で折り畳みが不適切なもの

(misfoldedタンパク)やオリゴマー形成されなかった余剰のサフゃユニットなどは、

分館、経路から除外され速やかに分解されることが10年前頃から報告され始め、 1990

年にKlausnerとSitiaにより「小胞体(ER)の品質管理」としづ言葉が提唱された(1)。そ

れ以降、 ERの品質管理機構に関連する研究は、新生タンパク質の折り畳みの完成度

をモニターする装置としての分子シャペロンと、不良品を分解する装置としての細

胞内プロテアーゼの両面から目覚ましく発展していると言えよう。その概略は小出

教授により本誌先号で解説していただいたが、当初ER内腔で起こると考えられたタ

ンパク分解 (ER-associateddegradation、ERADとも略。ここではER分解と記す。)が、

実はサイトゾルへ逆行輸送された後、プロテアソームにより分解されるという説が

有力になりつつある。分子シャペロンについては、多くを記せないがカルネキシン/

カルレティキュリンによるGlc1Man9GlcNAc2型糖鎖への結合など興味深い知見が出

てきた(総説2、3に詳しし寸。本稿では、できるだけ先号と重複しないよう、最新

の話題を中心に小胞体の品質管理関連タンパク分解を紹介したい。

(B)逆行輸送・プロテアソーム分解説の台頭

当初、 ERの品質管理機構により分解されるタンパクは、 brefeldinA添加により

ERからGolgi体への輸送を遮断しても分解されること、その分解がAL凶

(Ac-leucyl-leucyl-norl∞cinal)により阻止されることから、 ER内(正確にはpre-Golgi

体)で句的ineprotease'こより分解されると考えられていた。通常、この分解は非常

に強力で、標的タンパクは免疫沈降で検出できないペプチドレベルに分解される

(後述する例外もある〉ので、タンパク新生という場にこの様なdigestiveな分解は相

応しくないのではと危慎する向きもあった。これに風穴を開けたのは、嚢胞性繊維
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症の原因であるCF1RDF508変異体のER分解がラクタシスチンやMG・132などプロテ

アソーム阻害剤により阻止されるという 1995年10月のCellの報告である(4，5)。この

うちKopitoら(Stanford大)は、ユピキチンのLys48をArgに変異させたUbK48Rの共発現

によっても変異CF1Rの分解が妨げられることから、 CF1R変異体はユビキチン化さ

れた後、プロテアソームにより分解されると結論した(4)。その後、我々も含め、

ALLNで分解阻止が見られたモデルタンパクは、 「ラクタシスチン=プロテアソーム

特異的阻害剤」を頼りにER内分解からプロテアソーム依存性分解へと修正された。

Kopitoらは今年、 T細胞レセプターα鎖のER分解がプロテアソームによることを報

告したが、これにはユビキチン化は不必要と結論しており(6)、分解に先立ちユビキ

チン化されるタンノマクとされないものがあるようだ。

では、これらのmisfo1dedタンパクはどの様にしてプロテアソームに具されるの

であろうか?分泌タンパクは完全にER内腔に産み落とされサイトゾルのプロテアソー

ムは直接アタックすることはできないだろうし、多くの細胞膜レセプターもER内腔

側に大きなドメインを有する。昨年、これに一つの重要な答えを出したのがP1eogh

(阻T)のグ、ループである。彼らはサイトメガロウイルスの遺伝子産物 (US2や

USll)共発現下において、 MHCclass 1のH鎖はSec61複合体からなる仕組slo∞nを介

して細胞質側へ逆行輸送され、糖鎖を除去された後、プロテアソームにより分解さ

れると報告し(7，8)、ここにERからサイトゾjレへの逆行輸送 (retrogradetransport)説

が台頭した。これはウイルスタンパクと~\う特殊な条件下での逆行輸送と見なすこ

ともでき、果たして晴乳類細胞の通常の品質管理においても同様に逆送されるか疑

問視する向きもあるが、少なくとも酵母を使った研究では逆行輸送説が正しいとい

う報告が最近相次いで出されている。

(C)酵母では

遺伝子破壊の容易な酵母を使った系では、他家からもプロテアソーム変異株を

使ったα1・anti町psinのZ変異体のER分解の研究(9)や、 Sec61pのER分解について報告

されている(10)が、ここでは、 Wo1fら (Sωttgart大〉の華々しい知見を紹介したい。
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彼らはωboxypeptid槌eyscY変異体(CpyヘGly225のArgへの置換を持つ)をモデルに、

そのER分解に関与する遺伝子(DER)の解析を行い、 DER2がユビキチン結合酵素

(UBC7)であるとしづ知見を発端に、ユビキチン化に必要な酵母タンパク (Ubc7p、

Ubc句、 Ubc4p)の遺伝子欠損株、 UbK48Rの共発現、プロテアソームの変異体発現

株においてCpy*の分解遅くなることを見いだし、 Cpy*はユビキチン化後プロテア

ソームにより分解されると報告した(11)。ごく最近の続報において、酵母のタンパ

ク合成は翻訳と協調した輸送(∞・仕組slationaltransport)では、 Sec61p、Sbh旬、

Sss1pのヘテロ三量体からなるチャンネルを通ることが、 一方post-仕組slational

仕組.sportではSec62p、Sec63p、Sec71p、Sec72pからなる複合体を介することが周知で

あるが、これらのうちSec61pとSec63pがCpy*のサイトゾルへのexpo叫こ関与してい

ること、また分子シャペロンのK訂2p(晴乳類細胞のGRP78/BiPに相当)もこれに重

要であることを示した(12)。さらに、彼らはER分解に関与する24.4kDaの新規ER膜

タンパク (DER1)を見いだし、 Cpy*の分解にさらなる因子が介在すると考えてい

る(13)。しかし、糖鎖を除去したCpy*は、むしろ細胞内で安定になること、カルネ

キシンの遺伝子破壊が全く影響ないことなど(14)、少なくともmisfoldedタンパクの

認識という点では晴乳類細胞と差違が見られる。

(0)プロテアソームの独壇場か?

今年最も多く研究されたER分解のモデルタンパクはapolipoproteinB100 (apoB)で

あると言っても過言でなく、 9月までにJBCだけでも 5報の関連報告がある。 apoB

はHMG-CoAreductase同様、血中脂質濃度に依存してER分解により量的調節を受け

るタンパクである。面白いことにapoBはALLN-感受性プロテアーゼによるサイトゾ

ルでの分解と、 A札L凶

があると考えられ(い15勾)、前者はユビキチン化を伴うプロテアソームによる分解で、

サイトゾルの分子シャペロンであるHsp70により助長されることが分かった(16)。一

方、後者については架橋実験からER60がGRP78/BiPらとともにER内のapoBに架橋さ

れることから、 ER60がapoBのER内腔での分解に関与する可能性が示唆されている
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(17)。今年になって、 ER60にはカルネキシン/カルレティキュリン同様、レクチン様

分子シャぺロンとしての機能も報告されており(18，19)、より詳細な研究を待ちたい。

apoB(540 kDa)の様に高分子量タンパクではER内タンパク分解も必要なのかもしれな

いとしづ知見として、私の現在のPIであるArvanらが見いだしたチログロプリン(330

kDa)の先天性異常の例を挙げたし¥(20，21)。この異常チログロブリンは分泌障害・ ER

内滞留を呈するが、その結果、正常では見られない45ゆ aの断片を産生するととも

にERp72、カルレティキュリン、 ER60、GRP78/BiPなどの分子シャペロンが誘導さ

れる(18)0Sec61複合体のチャンネルの孔の直径は約20オングストロームといわれ、

巨大分子を逆送するには小さ過ぎるため、 ER内断片化も参画する可能性は否定でき

ない。ER内プロテアーゼについては、小出研究室改臣路工大)でも鋭意研究中である。

(F)おわりに

CFfRのラクタシスチンによる分解阻止の報告以来、 2年足らずで fER内

cysteine proteaseによる分解」から「逆行輸送後、プロテアソームによるER外での分

解」へとERの品質管理機構の主説は変わってきたが、まだ何が出るか分からないと

いうのが筆者の感想、である。現に、今年4月のColdSpring Harborシンポジウムでは、

プロテアソーム活性がmisfoldedタンパクをERから引きずり出すことに関連している

という説や、シグ、ナルぺプチダーゼがmisfoldedタンパクの断片化に関与していると

いう結果、プロテアソーム阻害剤存在下で新規プロテアーゼが誘導されるという報

告も発表されたようである(22)。ここでは紹介できなかっ たが、品質管理に関与す

る分子シャペロンの面でも決着は未だついていないと考えている。世界にωchupす

るためにはGoldbergとPloeghが新規プロテアソーム阻害剤を共同開発し、 ER分解へ

も応用したように(23)、日本でもより活発な意見交換が必要と感じている。
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( 8 )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。

“AAAスーノ守一ファミリータンパク質」ホームページ開設のお知らせ"

「ぷろておりしす」でもたびたび紹介させていただいているAAAファ ミリータ

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

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

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

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

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

ミリータンパク質の研究の発展を願って設置しました。アドレスは:

http://s凶 ame.nibb. ac. jp/湖 asympo/制 info.h加 iです。本重点の班員の方々にも多少なり

とも関連する情報が盛り込まれておりますので、ご覧いただき、御意見をいただけ

ましたらと思います。ホームページの 1ページ自にはAAAスーノ守一ファミリータン

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

の機能」に続きます。 i千℃表的AAAタンパク質とその機能Jでは、プロテアソーム、

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

いて概説していますo 1¥伍NUには、このほか、出芽酵母のAAAタンパク質、古細菌

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

wwwサイト、 シンポジウム ・ワークショップなどの各ページへのリンクがありま

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

まとめたものを掲載していきますが、現在のところ、本誌 「ぷろており しす」に掲
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載されたミニレビ、ューの中からAAAタンパク質に関連するものを編集担当者の許可

を得て転載しております。今後内容につきましては充実していきたいと思います。

また、シンポジウム・ワークショップでは、来年2月に岡崎で開催予定の公開シン

ポジウム(学会・集会案内を参照〉のホームページへのリンクも紹介しています。

(小椋光:熊本大学・医〉

“特別販売"

Medi回1Aspects of Proteases and Protease Inhibitors (eds. Katunuma， N .， Kido， H.， 

Fritz， H.，叩dTravis， JふIOSPress， (1997) 重点班メンバーからの申し込みの場合に

は特別割引価格4000円(送料込み)にて販売するとのことであり、希望者は勝

沼信彦先生 (FAX:0886・22・3217)に直接連絡して下さい。

Proteol ysisの「訳語」再募集!

英語のProteolysisはなかなか響きがよい言葉ですが、この単語を「蛋白分解」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。(ぷろておりしす事務局)

ICOP CInternational Committee on Proteolvsis)について

蛋白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 Tumover"のICOP国際会議を開催すること(昨年は第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
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とである。1COPNewsletterの主旨は 「百epu中oseof出isnewsletter is to increase 

communication among scientis飴 workingon prote部es(peptid邸時)釦dprotein tumover J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。 (ぷろておりしす事務局〉

書評

"1n回 cellularProtein Catabolism" (Eds by Suzuki， K. and Bond， J.S. ) Adv. Exp. M吋.

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 IntemationalConference on 

In回 cellularProtein Catabolism国際会議。COP)での主要講演者の総説を成書に編集

したものである。現在の蛋白質分解の世界が網羅的に整理されており、初心者のみ

ならずこの領域の研究者の座右の書として利用されるべき好書である。

(ぷろておりしす事務局)

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

Fritz， H.，釦dTravis， J.)， 1997， 10S Press. 本書は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 Proteasesヘ"Physiological and 

Pa出ologi伺 1Aspects of Protease Inhibitors"， " Proteases amd Immunologyヘ"Proteasesand 

。ncers"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〉

"Proteolysis in Cell Functions" (eds by V. K. Hopsu・Havuet al.) IOS Press， (1997) 

本書は1996年9月にFinl組 dのTurkuで・開催した第 11回Intemationalcoぱerenαon
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Intracellular Protein Catabolism国際会議 (ICOP) (会議の詳細については、本誌2号

参照〉での主要講演者の総説を成書に編集したものである。本重点研究班員の総説

が比較的多く所収されている。プロテアーゼの基礎から病態に至る研究が幅広く網

羅されているので、プロテオリシス研究者の素人・玄人を問わず参考になる記述が

多いので参照されたい。(ぷろておりしす事務局)

「新聞 ・ニュースから」のコーナー案内

本重点ニュースでは「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・ニュースなどのマスメディアに報じられることは、文部省において強く推

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

て、本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)
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( 8 )編集後記

“ぷろておりしす"は重点領域研究「細胞内蛋自分解」ニュース誌です。本誌はこ

れまでにを第1号~第4号まで上梓し、今回、 首尾良く第5号を出す運びとなりま

した。 “ぷろておりしす"誌は年3回の発行を目指しているために、原稿の収集

( ? )が段々と困難になりつつあります。どうか、原稿執筆に積極的にご参加下さ

い。いつかの編集後記で、本書への執筆は「科研費採択の踏み絵」になるかも知れ

ないと暗示して班員による執筆を半ば強制したのですが、とあるところで、 「原稿

を執筆したのに2年目に落とされた」との厳しい批判(?)が聞こえて参りました。

編集局としては、 「科研費採択」の決定権がありませんので「申し訳ありません」

と丁重にお詫びするしか方策はありません。皆さん、いっし、かなる場合でも表現に

は十分に留意したいものですね。しかし、本誌は「誤ちを改たむるに悌かることな

かれ」と言う精神の逆説を地で行かんと、かつての失敗をも省みず独善的な編集に

遇進してゆく覚悟です。幸い本誌事務局からの執筆依頼についてはほとんどの方々

が、無条件でお引き受け頂いてくれており感謝しています。いづれにしても、上記

のように空手形を切って失敗している塩梅ですが、どうかこれに懲りずに「無報酬

の歓び」を甘受する程度の心のゆとりを持って頂きたいと念願いたします。さて、

本号では“海外に留学中の若手研究者に「研究室だより」あるいは「プロテアーゼ

研究の最新状況」などを執筆してもらう"と言う懸案の企画が成功し、 二名より素

晴らしい内容の原稿を頂いて無事掲載することができました。これで、企画倒れの

汚名返上となりましたが、今後もこの企画を続行して行きたいと，思っていますので、

有望な方をご存じの方はお知らせ下さい。日本語の原稿は細明朝体、英語の原稿は

T回目で・作成し、 e-mail(tanakak@巾 shoken.or伊)かdiskでお送り下さい。 r文字化

け」防止のために、 e-mailでなくdiskでお送り頂ければ幸いです。

(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把握する目的で随時発行(巻末添付)。いずれもオフセッ

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

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

ろておりしす事務局"に送って下さい。研究成果を班員相互に素早く伝達する必要

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

さて、今回この欄に班員以外の先生から掲載を依頼されました。本誌は本来、班員

相互の情報交換と相互扶助(? )を計ることを基本的な目的に発行していますが、

「日本の蛋白質分解研究」の裾野を開拓する主旨からも、班員以外の研究者達にも

送付していますし、これまでも班員以外の多数の方々よりミニレビ、ュ一等の執筆に

ご協力頂きました。従って、この「発表論文の概要紹介」の欄についても、班員

以外にも広く門戸を解放したいと，思っています。この欄への投稿は自分の研究を圏

内津々浦々に宣伝する絶好の機会ですので、多くの「班員」および「蛋自分解研究

者」からの掲載原稿の提出を強く希望します。
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日ostregulation of lysogenic decision in bacteriophageλ: 
fransmembrane modulation of FtsH (HflB)， the cII 
:legrading protease， by HflKC (HflA) 

( prot ~olytic conlrol/l11cl11hranc protcin/ AAA ATPasc) 

¥KIO KIIIAR八， YOSIIINORI AIくIYAMA，AND KOREAKI ITot 

】Cpilrll11Clllnr Cc11 lJinlngy， IIlSlillllc rnr Vin時 RCSCilrch;KyOlO UllivcrsilY， Kyolo 606-01， Jarnn 

7口川川IIIlicllfCdhy Willilllll主 Wickller，DnrllllGlIlh Mcdiclll 5chool， HnlloveιNH， Mllrch 26， 1997 (received for rcvielV Noνember 25， 1996) 

¥BSTRACT Thc cll gcnc product of bactcriophagcλis 
Jnstahlc and rcquircd for thc cstablishment of Iysogenization. 
ts intraccllular amount is important for the decision between 
ytic growth and Iysogenization. Two genetic loci of Escherichia 
'oli arc crucial for these commitments of infcctingλgenome. 
)nc of thCIll， hf1A cncodcs thc HflKC membrane protcin 
:omplex， which has bccn hclicved to be a protease degrading 
he cII protein. However， both its absence and overproduction 
ilabilized cII in vil'o and the proposed serine protease-like 
;cqucncc l110lif in I-HIC was dispcnsable for the Iysogenizatioll 
:onlrol. Morcover， Ihc HflKC protein was found to reside on 
he pcriplasmic sidc of the plasma membrane. ln contrast， the 
)Iher host gcne， ftsH (lrf1B) encoding an integral membrane 
えTPase/proteasc， is positively required for dcgradation of cII， 
;ince loss of its function stabilizcd cII and its overcxprcssion 
lccclcrated the cII degradation. /11 vitro， purified FtsH cata-
yzcd ATP-depcndent proteolysis of cII and HflKC antago・
~ ized thc FtsH action. These results， togcther with our pre-
vious finding that FtsH and HflKC form a complex， suggest 
that FtsH is the cIl degrading protease and HflKC is a 
modulator of the FtsH function. We propose that this trans-
rnembrane modulation differentiates the FtsH actions to 
diffcrcnt substrate proteins such as the membrane-bound 
SccY protcin and thc cytosolic cIl protcin. This study ncccs-
sitatcs a revision of Ihc prevailing vicw about the host control 
ovcrλlysogenic dccision. 
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1 2 3 1 2 3 periplasm 
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FIG. 4. HflK and HflC reside on the periplasmic side of the 
membrane. Spheroplasts (A) and inverted membrane vesicles (8) 
prepared from AD202 were incubated at O.C for 2 hr in the absence 
(Iane 1) or presence (lanes 2 and 3) of 1 mg/ml proteinase K. Lanes 
3 received 1% Triton X-I00 before digestion. Proteins were analyzed 
by SDS/PAGE and immunoblotting using antisera directed against the 
HflKC complex (ゆper).the HflK subunit (ペMidd的 or伊 Lower).
and the GroEL protein (メ Boltom).(C) Schematic representation of 
the topographical arrangements of HflK and HfIC. 

要旨

大腸菌の FtsHはATP依存性のメタロプロテアーゼであり、大腸菌の内膜に存在する。これまでに我々

はタンパク質膜透過装置を構成する膜タンパク質 SecYが単独状態にある時、 FtsHにより分解されるこ

とを報告したは。

λファージは大腸菌に感染すると染色体に組み込まれて溶原化するか、増殖して溶菌するかのいずれ

かの運命をたどる。入ファージが溶原化するには cIIタンパク質と呼ばれる転写調節因子が必要であり、

その細胞内の量が多いと溶原化に、少ないと溶菌サイクノレに入る。 FtsH(HflB)、HflK、HflCの機能が失

われると不安定な cIIは安定化され、 λファージの溶原化頻度が上昇することが知られている。HflK. 

HflC複合体(HflKC)はcIIを分解するプロテアーゼであり、 FtsHとHflKCは独立な経路でCIIタンパク

質の分解に関わると考えられていた。しかし、最近になって我々は FtsHとHflKCが複合体を形成して

いることを見いだし3、従来の考えに疑問を感じた。今回、我々は精製 FtsH-His6・MycとHflKCを用いて、

FtsH-His6・Mycが invitroで cIIをATP依存的に分解することを示したが、以前の報告と異なりHflKCに

はclI分解活性が見られなかった。我々は invivoにおける CITの安定性の再検証、HflCのプロテアーゼ

活性部位と推測された領域の欠失変異などの解析を通じて HflKCが cIIを分解するプロテアーゼではな

いと結論を出した。さらに我々は、HflK及びHflCの大きな C末端ドメインはベリプラズム側に配向し

ていることを明らかにした。このことも HflKCが細胞質に存在する cIIを分解できないことを強く支持

している。我々はHflKCは膜を越えて細胞質側で働く FtsHの活性を調節していると考えている。

l.K血ara，A.， Akiyama， Y. and Ito， K. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92，4532・4536.

2. Akiyama， Y.， K泣lara，A.， Tokuda， H. and Ito， K. (1996) J. Biol. Chem. 271，31196・31201.
3.K出ara，A.， Akiyama， Y. and Ito， K. (1996) EMBO J. 15，6122・6131.
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lntracellular degradation of secretion defect-type mutants of 
antithrombin is inhibited by proteasomal inhibitors 

Fuminori Tokunagaa， Hiroko Shirotania， Kazuya Haraa， Daisuke Kozukia， Satoshi Omurab， 
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Abstract To examine the ceUular basis for secretion defect-type 
antithrombin deficiency， we exprωsed two mutants， P→stop 
(Pro429 to stop codon) and d.Glu (deletion of Glu313). Pulse-chase 
experiments using stably transfected BHK cells showed that Iittle 
(く5%)ofP→stop mutant as well as d.Glu mutant was secreted 
and the total amount of radioac“vity was significantly reduced， 
suggesting an intracellular degradation. The degradation was not 
inhibited by brefeldin A， indica“ng it occurring in a preGolgi 
apparatus. However， the degradation was strongly inhibited by 
proteasomal inhibitors， such as carbobenzoxY-L'・leucyl-L-Ieucyl・
L-Ieucinal (LLL)， carbobenzoxY-L・leucyl-L-Ieucyl-L-norvalinal
(LLn V) and lactacystin. By endoglycosidase H digestion and 
immunofluorescence staining， these mutants were shown to 
localize in the endoplasmic reticulum (ER). Thωe results suggest 
that the secretion defect-type mutants of antithrombin are 
degraded by proteasome through the ER-associated quality 
control mechanism in the cells. 。1997Federation of European Biochemical Societies. 
Key words: Antithrombin; Endoplasmic reticulum-associated 
degradation; Quality control; Lactacystin; Proteasome 

[要約]タイプl型(分泌異常型)アンチトロンピン

欠乏症の細胞内機構を解析する目的で、 P→stop

(Pro429の停止コドンへの変異)体と企Glu(Glu313 

の欠失)体の2種の変異体をBHK細胞に発現させた。

パルス・チェイス実験の結果、両変異体ともほぼ正

常に合成されるものの、細胞外へはほとんど分泌さ

れなかった (<5%)。それにも拘わらず、細胞内量

は、野生型よりは遅いものの、次第に滅少し、細胞

内での分解が示峻された(Fig.1) 0 1 Pulse-Iabel 

。
2 No Inhibitor 
3 BFA(3μg/mi) 

4 llnUSUIlM) 

5 Ul..(5匂命的

6 llnV(SUIlM) 

7 l.actacystln(lU!1M) 
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Fig. 1. Pulse-chase analysis of Wt antithrombin and P→stop and 
d.Glu mutants in stably transfected BHK celIs. Stable BHK celIs 
were pulse-labeled for 1 h with 100μCi/ml EXPREおS35S(a mixture 
of [35S]Met and f5S]Cys， NEN) and chased for 0，。目5，1， 2， 4， and 
8 h. Labeled antithrombin from cell extracts and from the medium 
were immunoprecipitated and analyzed on 12.5% SDS-PAGE 

A， Wt antithrombin; B， P-Stop mutant; C， d.Glu mutant. 

wUd-type P_.sto~ d.G註

Relative radioactivity(%) 

50 100 0 50 100 0 50 100 

さらに、各種のプ口テアーゼイン

ヒビターの存在下で発現し、分解阻

止効果を調べた結果、プ口テアソー

ムインヒビターである LLL，LLnV， 

Lactacystinなどの阻止効果が大き

く、これらの変異体がプロテアソー

ムによって分解されていることが

示峻された(Fig.2)。

Fig. 2. Fifects of brefeldin A and proteasomal inhibitors on the secretion and 

degradation of wild-type antithrombin and P→ stop and d.Glu mutants. Stably 

transfected BHK cells明 repulse-labeled for 1 h with 50 μCi/ml of EXPRE
3S
S
lS
S and 

then chased for 8 h in the presence of various inhibitors. Antithrombin in the cell 

extracts and in the conditioned m巴dium附 reimmunoprecipitated， follo附 dby SDS-

PAGE analysis in the presence of 2-mercaptoethanol. Radioactivities of bands 

corresponding to antithrombin were q凶 ntitatedby Bio-Imaging Analyzer.τbe relative 

radioactivities ofantithrombin in cell巴xtracts(closed bars) and medium (open bars) are 

shown. 
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Identification of an ubiquitin-Iigation system 
for the epidermal-growth-factor receptor 
Herbimycin A induces in vitro ubiquitination in rabbit・reticulocytelysate 

SeリiroMORI'， Keiji TANAKA2， Harumi KANAKI'， Mitsuyoshi NAKAOヘTadashiANANヘKoutaroYOKOTE'， Ken T AMURA ' 
and Yasushi SAITO' 

， S巴condDepartment of InternaI Medicin巴，Chiba University School of Medicine， Chiba， Japan 
2 Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， Tokyo， Japan 
3 Depa口mentof Tumor Genetics and Biology， Kumamoto University School of Medicine， Kumamoto， Japan 

(Received 20 May 1997)一日B97 0712/1 

Some receptor tyrosine kinases such as th巴receptorsfor epidermaトgrowthfactor (EGF) and platelet-
derived growth factor und巴rgopolyubiquitination as a consequence of ligand binding. Th巴EGFreceptor 
is also ubiquitinated by treatm巴ntwith herbimycin A， an ansamycin antibiotic widely used as a tyrosine 
kinas巴 inhibitor.To investigat巴 them巴chanismof th巴 receptorubiquitination， we have establish巴dan 
assay system in which herbimycin-A-induc巴dubiquitination processes can be analyzed In vitro. We now 
show that herbimycin A treatm巴ntof the purified EGF receptor induces polyubiquitination of the receptor 
in rabbit-reticulocyt巴lysate.80th DEAE unadsorbed material (fraction 1) and high salt巴luat巴(fraction
1I) of th巴reticulocytelysate are involved cooperatively in the ubiquitination process， wher巴theubiquitin-
co吋ugatingenzyme U8C4 can functionalJy substitut巴forfractiOl1 1. A ubiquitin-prot巴inligase‘like activ-
ity， partially purified from fraction II by DEAE anion-exchange chromatography， also functions in conc巴rt
with U8C4. The precise mechanism of h巴rbimycinA-induced ubiquitination of the EGF receptor is not 
fully understood， however， our pr巴sentfindings sugg巴stthat direct interaction with herbimycin A results 
in som巴modificationof th巴receptorwhich is r巴cognizedby the ubiquitin-conjugating system in rabbit-
reticulocyte Iysate. 

Keywords.' epidermal-growth-factor rec巴ptor;herbimycin A; ubiquitination; ubiquitin-conjugating en-
zyme; ubiquitin-prot巴inligas巴.
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(図)リコンビナン トのE1とUBC4、ならびにDE

AEカラムから溶出されたユピキチン化活性を示す分画

(ピーク 1)を用いたEGF受容体ユピキチン化のイン

ピトロ再構成実験。ピーク lは、 E1とUBC4の両者

が共存した場合にのみユピキチン化活性を示すことから、

E3としての性質を具えていることが明らかにされた

(レーン 7)。
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我々は既に、血小板由来増殖因子 (PDGF)受容体
をはじめとする多くの受容体チロシンキナーゼがリガン

ド刺激依存性にポリユピキチン化すること、ならびにポ

リユピキチン化された受容体は細胞内でプロテアソーム

により速やかに分解されることを報告してきた。そして

このリガンド依存性ポリユピキチン化とそれに引き続く

プロテアソームによる分解という現象は、新しいタイプ

の受容体チロシンキナーゼのシグナル伝達抑制メカニズ

ムの一つであることを提唱してきた。本研究は、この現

象の分子メカニズムのより詳細な解明を目指して、 受容

体チロシンキナーゼのユピキチン化を触媒する酵素群の

同定を試みたものである。

精製した上皮増殖因子 (EG F)受容体をインピトロ

でハーピマイシンとともにインキュベ}トすると、その

受容体はウサギ網状赤血球溶解液 (RR L)中で活発に
ポリユピキチン化されることを発見した。そこでこの系

を用いて、 RRLを酵素源としてEGF受容体のユピキ
チン化を触媒する酵素活性の解析を行なった。そして、

1 )ユピキチン化にはRRLのフラクション lと2の両
者の存在が必要であること、 2)フラクション 1はリコ

ンビナント UBC4でその機能を代替可能であること、

3 )フラクション2をDEAEカラムに吸着させた後、

O~600mMまでの KCl のリニアーデンシティーグ

ラジエン トで溶出した分画中にUBC4をE2パートナ

ーとするE3活性が存在すること、以上を発見した。論
文にはここまでの内容を掲載したが、現在このE3活性
を示す蛋白のさらなる精製を行なっている。
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Abstract 

Background: Recent cDNA cloning of two homo-

logous proteasome activators， PA28αand PA28s， 
indicated the presence of a structurally related third 
protein， Ki antigen， but a functional relationship 
between Ki antigen and the two PA28 proteins is 

unknown. Accumulating evidence has implicated 
an important role for PA28 in the major histo-

compatib出tycomplex (MHC) class I-restricted 

antigen processing pathway. Recentl払animmuno-

modu1atory cytokineγーinterferon (γ-IFN) was 
found to increase greatly the messages for PA28α 
and PA28β， but not Ki antigen， in human cells. 

Results: Ki antigen was co・immunoprecipitatedwith 

the 20S proteasome by anti-proteasome antibodぁ
and associated reversibly with the 20S proteasome， 
as observed for PA28αand PA28s. Therefore， Ki 
antigen was renamed PA28γ. Anti-PA28γantibody， 

205 Proteaseome 

J回
265 Proteasome 

ATP.dependent Proteolysis 

ム:;お!ationア205Proteaseom 
ワ

however， did not immunoprecipitate PA28αand 

PA28s.γ-IFN caused an almost complete 10ss of 
the PA28γprotein in cells without affecting its 

mRNA 1eve1， whereas the levels ofboth mRNA and 
protein for PA28αandPA28βwere coordinately up-

regu1ated by γーIFN.Finally we showed that the 

human chromosomal genes of PA28αand PA28γ 

were located on 14qll.2 and 17q21.32・21.33，
respectively. 

Conclusion: PA28-y (equivalent to Ki antigen) is a new 
member of the PA28 family proteins. It exists as a 
unique homopolymer under non-denaturing con-

ditions.γ-IFN was found to induce the expression of 
PA28αand PA28s， whereas it caused alm05t com-
plete 105S ofthe PA28γprotein in cells. The reciprocal 

expression of the PA28 family proteins may imply 

their involvement in distinct biological processes. 

Summary figureγ-IFN induces not otUy the 20S immuno-

proteasomal subunits， LMP2， LMP7 and t-伍CL1， but also two 

subunits of the proteasome activator， PA28αand PA28s. 

Immunoproteasomes and γ-IFN-inducible PA28α/s have been 

implicated to be involved coordinately in the antigen processing. 

The other proteasome acrivator， PA700， is associated ATP-

dependently with the 20S proteasome to form the 26S 

proteasome， which catalyses an ATP-dependent proteolysis 

Moreover，γ-IFN caused almost complete loss of PA28γ 

(equivalent to Ki anrigen)， but the physiological significance is 

unknown at present. PA28γis presumably assembled to the 

homopolymer complex， PA28(γ)6， differing from the hetero-

polymer complex， PA28(αsh， consisring of PA28α 叩 dPA28s 

プロテアソームは触媒ユニット (20Sプロテ

アソーム)に調節ユニットが会合して機能型

酵素になる巨大な多成分複合体である。調節

ユニットPA700が会合すると真核生物のATP

依存性プロテアーゼである26Sプロテアソー

ムになることはよく知られているが、最近も

う一つの調節ユニットPA28が発見された。

筆者らはPA28をコー|ごするcDNAをクローニ

ングすると、相同性の高い二種のタンパク質

から構成されていることが判明したので、そ

れらをPA28αとPA28sと命名した。これらの

一次構造を解明すると、驚いたことにPA28

と高い機能不明のタンパク質問・叩tigen(自

己免疫疾患患者血清中に存在する自己抗体の

抗原として同定された)の存在することが分

かった。本研究では、回・組tigenが20Sプロテ

アソームに可逆的に会合することを証明し、

この分子をPA28yと再命名した。さらに、こ

れらがPA28(α臥とPA28(y)6の二種の複合体

として存在すること(下記のモデル参照)を

突き止めると共に、これらのインターフェロ

ン-7に対する応答性が異なること等も見出

した(左図のsummaryfigure参照)。 これら

の結果は、ごく最近PA28が内在性抗原のプ

ロセッシングに必須な役割を演じていること

の報告と一致する。

Gencs ro CeUs (1997) 2， 195-211 195 PA28(αs)3 
PA28(Y)6 
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Yeast Counterparts of 5ubunits 55a and p58 (53) of the 
Human 265 Proteasome Are Encoded by Two 
恥1ulticopy5uppressors of ninl・1持

Kin-ichiro Kominami，吋 NaganariOKurafMotohiro kawamumf Ge?rge N. 

DeMartino，S Clive A_. Slaughter，" Naoki Shi~bara，'lI Chin Ha Chung，'" 
Masahiro FujimuroアHideyoshiYokosawaアYoshihisaそ担mizu，
Nobuyuki Tanahashi，*持 KeijiTanaka，*持 andAkio Toh-e・n

Ninlp， a component of the 265 proteasome of Sαccharomyces cerevisiae， is required for 
activation of Cdc28p kinase at the GJ-らphaseand G2-M boundaries. By exploiting the 
temperature-sensitive phenotype of the ninl-l mutant， we have screened for genes encoding 
proteins with related functions to Ninl p and have cloned and characterized two new 
muJticopy suppressors， SUNl and SUN2， of the ninl-1 mutation. SUNl can suppress a null 
ninl mutation， whereas SUN2， an essential gene， does not. 5unlp is a 268-amino acid protein 
which shows 5廿ongsimilarity to MBPl of Arabidopsis t加liana，a homologue of the S5a 
subunit of the human 265 proteasome. 5山 11P binds ubiquitin-lysozyme conjugates as do S5a 
and MBPl. 5un2p (523 amino acids) was fo山ldto be homologous to the p58 subunit of the 
human 265 proteasome. cDNA encoding the p58 component was cloned. Furthermore， 
expression of a. derivative of p58 from which the N-terminal 150 amino acids had been 
removed restored the function of a null allele of SUN2. During glycerol density gradient 
centrifugation， both Sunlp and Sun2p comigrated with the known proteasome components. 
These results， as well as other structural and-functional studies， indIcate that both Su-nl p and 
S山立pare components of the regulato可 moduleof the yeast 265 proteasome. 

表 l 出芽酵母26Sプロテアソームの調節因子遺伝子とヒ

卜遺伝子の対応

ATPase 

non-ATPase 

遺伝子名

YTA5 

CIM5/YTA3 

YTA1 

YTA2 

CIM3/SUG1 

SUG2/CRL3 

SEN3 

NAS1/HRD2 

SUN2 

NIN1 

NAS2 

SUN1 

叫機能的なホモログであるかどうかは不明。

同アミノ酸配列の長さは異なる。

ヒ卜ホモログ

S4 

S7/MSSl 

TBl 

S6/TBP7 

S8/TRIPl 
p43叫

S1 

S2/TRAP2 

S3 

S14 

S12/Mov-34 
S5a同

YEpSUN1 YEpSUN2 

最近、細胞周期制御におけるプロテアソームの役割が注目されている。それは細胞周期因子や転写因

子として分離された遺伝子群が26Sプロテアソームの制御因子であることが相次いで分かってきたか

らである (左表のCIM5，M551， 5UGl， 5UG2， 5EN3， NlNlおよび54の分裂酵母ホモローク冶ts2等〉 。
すでに我々は細胞周期のG1/S転移とM期の振興に必須な遺伝NlNl (旦~clear intergrity)がヒトp31
(=.514)のホモログであることを報告くした (EMBOJ. 14， 3105-3115， 1995)。今回、温度感受性変異
株ninl・1の2種の抑圧遺伝子5UNlと5UN2色旦ppressorof国n1・1)を分離したところ両者とも26Sプロテ

アソームの調節ユニットを構成するサブユニットをコードしていることが判明した。とくにSun1pは

マルチ-ユビキチン鎖を補足する機能を有するユビキチン受容体であることが判明した。しかし、

5[別1は必須遺伝子でなかったので、 26Sプロテアソームには第2のユビキチン受容体の存在する可

能性が示唆された。
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Proteolysis of Erythrocyte-Type and Brain-Type Ankyrins in Rat 
Heart after Postischemic Reperfusion 1 

Ken-ichi Yoshida2 and Kazuki Harada 

Depαrtment o( Legal Medicine， Y.αmαguchi University School o( Medicille， Ube， Yamα，guchi 755 

Received for publication， January 23， 1997 

Ankyrin links cytoskeleton and integral membrane proteins and is proteolyzed in vitro by 
calpain， a Ca2+ -dependent protease. In the present study， we examined the localization of 
two ankyrin isoforms， erythrocyte (red blood cell)-type (ankyrinR) and brain-type (an-
kyrins)， and their proteolysis after ischemia-reperfusion in the subcellular fractions of 
perfused rat heart by immunoblotting and by immunohistochemistry using specific 
antibodies. Both isoforms were observed to be distributed chiesy in the myofibril・nucleus
(I，OOOX g pellet: Pl) fraction， while ankyrinR waslocated substantially in the membrane 
(100，000 X g pellet: P2) fraction. Reperfusion after 10 min or more of global ischemia 
induced preferential proteolysis of ankyrinR in the P2 fraction and ankyrin目 inthe Pl 
fraction. The proteolysis of ankyrinR' but not ankyrins， was effectively inhibited by the 
synthetic calpain inhibitor acethyl-Ieucyl・leucyl-norleucinal.The immunohistochemical 
examination showed that anti-ankyrinR delineated striations， sarcolemma and nuclei， and 
the staining was decreased after ischemia・reperfusion，while anti-ankyrins showed diffuse 
staining. The proteolysis of ankyrinR may interfere with force conduction through disrup-
tion of the linkage between integral membrane proteins and the myofihril・cytoskeleton.
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[要約] アンキリンは細胞骨格と膜内在蛋白 (Na/K-ATPase，Na chanllel， Na/Ca 

exchanger， Ca channel)を連結するカルパイン感受性蛋白質である。本研究では、赤血球

型と脳型アンキリン(アンキリン n、 B)のラッ ト心筋内細胞局在と庶IUl再構流時の蛋自

分解を潅流ラット心臓モデルを用い、ウエスタンプロッティングと免疫組織化学により調

べた。アンキリン R、13とも筋原線維一核分画 (Pl: lOOOxg pellet.)に大部分が存在した

か、アンキリン Rは膜分画 (P2: lOO，OOOxg pellet)にも存在した。 10分以上の虚血後

、再潅流により膜分画のアンキリン Rと筋原線維一核分画のアンキリン Bが選択的に分解

された。膜アンキリン Rの分解はカルパイン問書剤である (Acety!-!ellcyl-]ellcyl-norleu

cinalにより阻害された。免疫組織化学により、アンキリン Hは横紋、サルコレンマ、核

を染色し、虚血再潅流により減少することが示された。アンキリン Rの分解は膜内在蛋白

と筋原線維ー細胞骨格との連結を切ることによって、収縮力の伝達を阻害するのかもしれ

ない。
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Distribution of Ankyrin Isoforms and Their Proteolysis After 
Ischemia and Reperfusion in Rat Brain 

Kazuki Harada，市ShiroFukuda， tManabu Kunimoto， and Ken-ichi Yoshida 
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Abstract: The distribution of brain-type ankyrin (ankyrinB' 
212 kDa) and erythrocyte-type ankyrin (ankyrinR， 239 
kDa) was investigated in the subcellular fractions of rat 
forebrain (P1， 1，000 9 pellet; P2， 15，000 9 pellet; P3， 
100，000 9 pellet; S， 100，000 9 supernatant) by immu-
noblotting using specific antibodies. The P2 fraction con-
tained -40% of the 212・and163-kDa isoforms of anky-
rinB and the 239・kDaisoform of ankyrinR・Furthersubfrac-
tionation of the P2 by Percoll gradient centrifugation 
followed by separation of myelin showed association of 
the three ankyrin isoforms with the synaptosome-rich 
fraction but not with the myelin-rich fraction. The plasma 
membrane-rich P3 fraction contained a concentration of 
ankyrin isoforms similar to that in the P2 fraction. In vitro 
proteolysis of ankyrin in the P2 fraction with calpain 
showed that the 212・kDaankyrinB was more susceptible 
to calpain than was ankyrinR・Inthe two-vessel occlusion 
model， ischemia for 30 min generated the 160・kDafrag-
ment of ankyrinR， and reperfusion for 60 min after 30 min 
of ischemia remarkably increased the 160・kDafragment. 
The reperfusion also significantly decreased the 212・kDa
isoform of ankyrinB・80thischemia-reperfusion and in 
vitro proteolysis with calpain generated the 160・kDafrag-
ment of ankyrinR' suggesting the involvement of calpain. 
Key Words: AnkyrinB and ankyrinR isoformsー Ischemia-
reperfusion-Calpain-Rat brain-Subcellular fraction-
ation -Synaptosome. 
J. Neurochem. 69，371-376 (1997). 
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FIG. 5. Proteolysis of ankyrin isoforms in control， ischemia. and 
reperfusion groups as demonstrated by quantification of the im-
munoblots as presented in Fig. 4. Proteolysis of the 212・kDa
isoform of ankyrins was significant after ischemia (30 min) -re-
pe巾 sion(60 min)， and prot回 Iysisof ankyrinR' as detected by 
the appearance of its 160・kDafragment. was significant after 
ischemia (30 min) and became remarkable after ischemia-re. 
pe巾 sion.The 163・kDaisoform of ankyrins was decreased 胡er
ischemia-reperfusion， although not significantly. Data are mean 
:!: SE values of the amount of ankyrin isoform (arbitrary unit) 
obtained from six rats for each group. 'p < 0.05;“pく 0.01.
vs. control group 

[要約]脳型アンキリン(アンキリン B)と赤血球型アンキリン(アンキリン R)の細胞

内局在をラット前脳の細胞分画 (Pl，1000xg pellet; P2， 10，OOOxg pellet; 

P3， 100， OOOXg pell et; S， 100， OOOXg supernatant)のウエスタンプロッティングにより

調べた。 P2分画は約40%の212-kD、164-kDアンキリン Bと239-kDアンキリン Rを含んだ。

P2を更に， Percoll gradientで・分画し、これらがミエリンでなく、シナプトソームに存

在することを確認した。形質膜に富むP3分画にも P2と同程度の濃度のアンキリン B、Rが

含まれた。試験管内でP2分画をカルパインと反応させると、 B型の方が感受性が高かった

。ラット前脳の 2血管閉塞モデルにおいて、 30分虚血後、ア ンキリ ンRの160・kD断片が

生成し、さらに 60分再潅涜すると 160-kD断片は著名に増加した。再潅流後、アンキリン

Bの212-kD断片が有意に減少した。試験問内のカルパインによるアンキリンの分解パター

ンとの比較より、虚血再潅流時、カルパインがアンキリン Rを分解するものと思われる。


