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( 1 )巻頭言:重点領域研究の役割

一 研究におけるバックアップシステムの確立-

昨年、ワシントン大(シアトル)での半年間の客員を終えて、つくづ

く思った事がある。それ、は我が国における研究のバックアップシステ

ムの貧困さであろうか。もとより、こうした支援システムが欧米の足元

にも及ばないのは周知のことで、留学された方々はすべて身をもって経

験したであろう。云うまでもなく、欧米と日本の文化や考え方には著し

し、違いがあるので、何事も短絡的に比べるのは控えるべきであるが、客

観性のあるサイエンスの中では許されるであろう。

さて、欧米の普通の研究室では、教授、準教授、助教授 (docentも含

む〉など、いわゆるスタッフに加えて、秘書のほか技術員、研究補助員、

civil engineerの幾人かが、ルーチン化された仕事や機器の管理、操作に

当たっている。また、スタッフ専任のテクニシャンもいる。こうした研

究を支えるシステムが、我が国の平和的研究室にあるだろうか。最近の

集中豪雨的な予算配分の傘下にある研究室は別として、通常の研究室で

は、予算的にも、厳しく規制された雇用の面からも、とても無理であろ

つ。

如何にそうしたシステムが貧困であるかを反映する身近な例として、

我が国における Proteinsequen∞rとDNAsequencerの購入状況を、欧米

のそれらと比較してみたい。表は、これらの機器の販売ではトップの
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Per kin Elmer Applied Biosystems社が、欧米と我が国の研究機関に入れ

た sequen∞rsの数を示している。驚いたことに、我が国の購入数は

Protein とDNAsequencersともにヨーロッノミを越えているし、 DNA 

sequenαrは USよりも多い。勿論、 1社のみの比較なので正確さに欠

けるが、後発メーカーからの台数を加えても、 Japan/US/Europeの比は

変わらないであろう。云いたいことは、もし研究室に欧米並みの確立し

た支援システムがあって、研究補助員がそうした機器を日常的に動かし

ていれば、例え proteinや DNAの構造情報が分子レベルでの研究に必

須とされる今日でも、欧米を越える程の数は必要なかろう。こうした高

価な機器は、幾つかのグ、ループで-共用するのが欧米で、は当たり前である。

ここで問題なのは、機器の導入によってそれなりの成果を挙げてるの

であればまだしも、多くは一時期使用したあと、挨を被って放置された

ままになることである。私の経験でも、例え sequen∞rが設置されてい

ても、日常稼働してないためにスムースに動かす輸、当方にサンプルを依

頼される場合が多くあった。従って、これは税金の無駄使いとも云える

し、またそれ以上に厳しいのは、研究補助員が採れないために、補助員

で充分できる仕事を研究者が肩代わりせざるを得ない現状であろう。何

もsequenαrに限ったことではないが、これほど研究者の能力を無駄使

いしてる例は余りない。研究者側から見て、こうした状況を生む原因に

は、 ①共用することへの認識の貧しさ、②一人占めへのひとりよがり、

③新しい機器を導入することへの満足感、④流行を追う焦り、⑤日本人

の器用貧乏、などが挙げられよ うが、これらは反省するとしても、やは



りバックアップシステムの貧困さが大きく影響してるように思えてなら

ない。支援システムの制度化は緊急かっ重要課題で、あろう。

ところで、官僚機構によるある種の統制が、研究の自由、創造性、自

治を犯してる点無しとしないが、昨今の大型予算の配分の偏りやその運

用を見るにつけ、かつてのサイエンスに対する公平な Supportand no 

controlの精神が次第に失われつつあるのが、大変気になるところであ

る。帰するところ、今日の科明子政のあり方に問題があるのであろうが、

それにしても上意下達の先取り競争に落ち入った感の5郎、現状を、 コミ

ろておりしす"の皆さんはどうみるのであろうか。

表 (台数)

モデル 日本 米国 ヨーロッパ 他 総数

Protein Sequencer 47X149X 512 750 

DNA Sequencer 310 * 706 446 

300 

648 

100 1，662 

1，800 

*モデル 373と377の購入数を加えると、我が国の保有数は1，811台としづ。

平成 10年2月上旬

重点領域研究「細胞内蛋自分解」総括班メンバー

岩永貞昭 九州大学名誉教授
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( 2 )平成 10年度重点研究班会議日程

1 第 3回公開シンポジウム

日時:平成 10年 12月7日(月)

場所:東京ガーデンパレス

テーマ:未定

2 平成 10年度:第 1回班会議

日時:平成10年 12月8日(火)--9日(水〉

場所:東京ガーデンパレス

3 平成 10年度:夏期ワークショップ

日時:平成 10年 7月8-1 0日(水ー金〉

場所:六甲山ホテル

4 平成 10年度:第 l回総括班会議

日時:未定

場所:六甲山ホテル

議題: 1. 経過報告

2. 本年度の研究組織と活動計画，総務，研究・企画など

3. 来年度の活動計画

4. その他

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・第一斑班長

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
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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、ュ一

川島誠一東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

田中 啓二 東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

石浦章一 東京大学大学院総合文化研究科生命環境科学系教授: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

(本ニュース誌は班員聞の連絡事項のみならず、ミニレビ、ュー・ トッピクス

等、蛋自分解に関する最新の情報を満載して年3回発行します。また、班員

以外にも積極的に配布して、本重点研究の進捗状況などを宣伝してゆきたい

と考えています。したがって、班員以外の定期配布を希望する研究者にも無

料で送付しますので、送付先を事務局:研究代表者鈴木紘一研究室に連絡す

るようにお薦め下さい)

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

連の出版物を毎号記載しますので情報をお寄せ下さい)

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

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

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

editors: Schmid， H.-P. and Briand， Y.)， 24， 1・138(199η 

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

H.， Fritz， H.， and Travis， J.)， 10S Press， 205pp (1997) 

"P附 eolysisin Cell Function" (Eds， Hepsu-Havu， V.K.， Jarvinen， M.， and 

Kirschke， H.)， 10S Press， 576pp (1997) 

"Ubiquitin and批 Biologyof出eCell" Plenum Publishing， London， in press 

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 9 9 7年 11月号(編集:

鈴木紘一)

4 学会・集会案内

圏内学会

(1)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/ -aa錨 ympo/index.h加11

(2) 蛋白研セミナー「蛋白質社会の不可逆的リモデリング」

平成 10年6月 29-30日:大阪大学蛋白質研究所・講堂(横沢英良，

他〉。掲示板コーナーに詳細情報。

(3)第 3回「病態と治療におけるプロテアーゼとインヒビター研究会」

平成 10年 8月21""22日:名古屋国際会議場(代表世話人:青柳

高明)。

(5) 第 71回日本生化学会大会シンポジウム: Iプロテオリシス研究の最前

線ー細胞機能と生体機能の制御-J平成 10年 10月 14""17日:

名古屋国際会議場(小椋光、小出武比古〉 。

掲示板コーナーに詳細情報。

国際学会

(1)百1eIntemationa1 Conference on "Dynamics and Regu1ation of the Stress 

Response". March 9・12，1998. Kyoto Intemationa1 Conference Hall (K. Nagata 

and T. Yura) 

(2) Godron Researchωnference on "Proteo1ytic Enzymes組 dTheir凶 ibitors".

Ju1y-12・17，1998. New Hampshire (C. Craik) 
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(3)百le13th Rinshoken Intemational Conferrence on "Ubiquitin and Proteasome: A 

New World of Proteolysis". November 25・27，1998. Tokyo (K. Tanaka et al.) 

掲示板コーナーに詳細情報。

5 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J報告

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・高千穂 (2階〉

昨年の 12月 1日(月)に文部省科学研究費重点領域研究「蛋自分解のニューバイ

オロジー」の第2回公開シンポジウムが東京ガーデンパレスで開催された。今回の

シンポジウムの主題は「プロテアーゼとアポトーシス」ということで(このタイト

ルでは、あくまでも主役はプロテアーゼであるという主催者の5齢、意志が含まれて

いる)、特別シンポジウムも含めアポトーシスの研究で最先端のお仕事をされてい

る6名の先生方に貴重な講演をしていただいた。

三浦正幸先生:カスパーゼ?の活性化とプログラム細胞死

大阪大学医学部神経機能解剖学研究部の三浦先生は、これまでに線虫を用いた

分子遺伝学的な方法でアポトーシスを解析し、線虫のCED-3遺伝子が細胞死実行に

不可欠な遺伝子であることを明らかにしてきた。現在、この白D・3遺伝子の晴乳類

ホモログIαとそのファミリー(白spaseファミリー〉が晴乳類においても細胞死実

行の共通のメディエーターとして機能していることはすでに衆知の通りである。

casp硝 eは発生での細胞死、疾患での細胞死及び炎症反応と様々な局面において機能

していると考えられている。 三浦先生は、それぞれのモデル系についてcasp槌 Cの活

性を阻害することによりその役割を示した。

発生でのcasp錨 eの役割については、腎臓の器官培養系を用いた実験を通して解

説した。胎仔の後腎を取り出しinvitroで培養をすると、間葉系の細胞が尿間芽との
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相互作用によって誘導を受け上皮様の腎胞が形成されるが、そこに伺sp出 Cの一般的

な阻害剤であるZ必 p-DCBを投与すると、細胞死が阻害され、上皮様の腎胞の形成

が組害された。また、疾患での細胞死では多発性硬化症をモデルとして用いた。多

発性硬化症は中枢神経系のオリゴデンドロサイトが腫蕩壊死因子である1NFにより

特異的に脱落する自己免疫疾患であるが、 τNFによるオリゴデンドロサイトの細胞

死は白spaseの阻害剤で‘あるZ・Asp-DCBゃんc-YVAD-alにより抑制されることを示した。

更に、炎症反応との関わりについては、炎症作用を持つLPSをオリゴデンドロサイ

トに投与するとcaspase-1及び-3の他にcasp舗や11(ICH-3)が発現することから、

casp掛か11遺伝子のノックアウトマウスを作製した。その結果、casp蹴・11のノ ック

アウトマウスは1NFに対して低感受性を示し、 LPS投与後の血中のIL-1濃度を測定し

たところ野生型に比べ著しく減少していたことから、 caspase-llは生体でcaspase-1の

活性を上流で調節する因子であることを報告した。

以上の知見は、回sp槌 eが生体内における細胞死に関しても重要な役割を果たし

ていることを示しており、今後、治療薬等の開発に大L吋こ期待のもてる結果である。

杭田慶介先生:ノックアウトマウスを用いたcaspaseの機能解析

東京都臨床医学総合研究所の杭田先生は、 casp槌 e遺伝子のノ ックアウトマウス

を作製し、これらのマウスの表現型からωsp部 eの機能を検討した。杭回先生は、こ

れまでに、 casp泊。1(ICE)及び・3(CPP32， apopain)遺伝子のノックアウトマウス

を作製し、その結果をNature誌に発表している。現在、杭田先生は、その他の

casp描 Cファミリー遺伝子のノッ クアウトマウスを作製し、その機能解析を行ってい

るが、今回の講演ではcasp部 e・6及び-7遺伝子のノックアウトマウスについての機能

解析の結果を報告した。匂sp槌 Cファミリーはω p笛 c・1(イー)やcasp錨 e・3(十)に代表され

るように、ひとつの遺伝子を欠損させただけでは、ある特別の場所を除いて、個体

のアポトーシス誘発機構を著しく損なわせることは不可能なことから、これらの機

能はファミリ一間で相補的に行われていることが推測されている。回sp槌 e-6及び-7

は、 casp描 e・3遺伝子のノックアウトマウスでは、 最も顕著に変化の表れる脳におい
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て発現が確認されることから、この 2つのプロテアーゼ、はcasp掛か3の働きを補足せ

ず、独自の機能を持っていることが予想される。そこで、それぞれの遺伝子のノッ

クアウトマウスを作製し、その表現型から機能を検討した。その結果、 caspase-7は

民伍KKカスケードの上流に存在し、最終的に他のcaspaseを活性化していることを報

告された。更に杭田先生は、∞d-4のmammalianhomologueで‘あるapaf-lと密接な関係

にあるαspぉc・9(apaf-3)遺伝子のノックアウトマウスを作製し、現在詳しい解析を行っ

ていることも報告された。これらのデータは、今後caspaseファミリーの研究に大い

に役立つものと期待される。

鎌田真司先生: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

大阪大学医学部の鎌田真司先生は、 Fasにおけるアポトーシスの系における

caspぉeファミリーの関与を報告した。これまでにもF錨誘導性アポトーシスについて

は、 casp描 e・1及び・1・8(MACHIFUCEJ比 h5)の関与が報告されている。鎌田先生は、

F槌誘導性アポトーシスの系においてωsp硝 eに対する特異抗体の細胞内への微量注入

や変異型ωsp硝eの高発現により、 ωspase-8の活性化後、伺spase-4(1χ江CH-2/I CErelII) 

の活性化により caspase-l及び・3が作用してアポトーシスが誘導されることを報告し

た。更に、 casp回 eカスケードの最下流で機能していると考えらている臼spase-3の基

質蛋白質を、 yeぉttwo-hybrid system法によりスクリーニングを行い、いくつかの蛋

白質についてクローニングを行った。その中のひとつがアクチン結合蛋白であり、

またこれまでにもωp描 eの基質の一つであることが報告されているgelsolinであるこ

とを報告した。鎌田先生はこの他にも、この方法によりいくつかの蛋白質が存在す

ることを確認しており、今後の報告が待たれる。

川島誠一先生:プロテアソームの阻害=細胞死or分化?

東京都臨床医学総合研究所の川島先生は、ペプチド型のプロテアーゼインヒビ

ターであるz-Leu-Leu-leucinal(ZLLLal)を用いてアポトーシスに対するプロテアーゼの

関与を検討した。その結果、マウス、ヒトのリンパ球由来の培養細胞にZLLLalを単

独処理することによりアポトーシスが誘発されることを示した。 ZLLLalはカルシウ
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ム依存性のプロテアーゼであるカルパインと、多触媒機能を有する巨大プロテアー

ゼ複合体であるプロテアソームを低濃度で阻害する。そこで、カルパインに対して

はZLLLalと同様な阻害効果を示すが、プロテアソームに対して低感受性であるZLLal

を用いて同様な検討を行ったところ、 ZLLalではアポ卜ーシスが誘発されなかったこ

とから、リンパ球由来の培養細胞のプロテアソームを阻害するとアポトーシスが誘

発されることを報告した。また、 ZLLLalをマウスの神経芽細胞に投与しプロテアソー

ムを阻害すると、細胞は神経の突起伸長を示し、その後、細胞死に至ることからア

ポトーシスと分化の関係に共通の因子が存在する可能性があることを推測した。プ

ロテアソームとアポトーシスの関係についてはインヒビターにより誘導と抑制とい

う全く反対の報告があることから、今後の研究によりこれらの謎が明確になること

が期待される。

中島琢磨先生:蛋白質ユビキチン化機構によるアポトーシスの制御

東京理科大学基礎工学部の中島先生は、ガン蛋白質であるE1A蛋白質により誘導

されるアポトーシスの機構について報告した。ヒトアデノウイルスE1A蛋白質は通

常、細胞の増殖を誘導するガン蛋白質として働くが、中島先生はガン抑制遺伝子で

ある野生型p53遺伝子を発現している細胞では、 p53蛋白質を安定化することにより

アポトーシスが誘導されることを示し、このp53蛋白質の蓄積の系には、カルパイン

とユビキチンープロテアソーム分解系が別々に関与していることを報告した。更に、

E1A蛋白質により誘導されるアポトーシスにおいて、アポトーシス誘発時に特徴的

に観察されるDNAの断片化に先行して、トポイソメラーゼ~IIα(以下topoIIα) がユ

ビキチン・プロテアソームシステムにより分解されていることを見出した。この

topoIIαのユビキチン化にはユビキチン結合酵素 (topoIIα-E2)が関与しており、詳

しい解析の結果このユビキチン結合酵素はUbcH7である可能性が強いことを報告し

た。p53蛋白質やもopoIIαは以前からアポ トーシスにおいての関与が示唆されている

が、その詳しい機構については未解明な部分が多いことから今後の研究の発展が期

待される報告であった。
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長田重一先生:Fasを介したアポトーシス

今回のシンポジウムの最後に、特別講演として大阪大学医学部の長田先生の講

演があった。長田先生は生体内のdeathfactorとして、 τNFと相向性を持つF凶リガン

ドを同定し、その後もF部誘導性アポトーシスにおけるcaspaseの関与等、数々のめざ

ましい業績を挙げ、今日まで世界のアポトーシス研究の先導役としてご活躍されて

いる。本シンポジウムでは、これまでに長田先生が明らかにしてきたアポトーシス

におけるFぉ蛋白質の役割の話を中心に、 F誌とcasp硲 eの関係について丁寧に解説を

していただいた。また、最近の知見として可溶性Fasリガンドについての研究結果を

報告していただいた。可溶性Fasリガンドは、これまで存在は確認されていたが、機

能等の生体内での詳しい役割については未解明であった。長田先生は、 Fasリガンド

を可溶化しているのがメタロプロテアーゼであることを見出し、そのインヒビター

や切断部位を欠損した変異体を用いた実験により、このメタロプロテアーゼが膜結

合型Fぉリガンドを可溶化することによってF描リガンドのdownregulationを行い、余

剰な細胞死を回避していることを解明した。実際、劇症肝炎はF路 Lを発現した細胞

傷害性T細胞の暴走によって起こることが知られているが、こ の肝炎の患者の血清

中には可溶化されたFasLが通常より多く検出される。また、この他にもαll-fr∞

systemを用いた実験により、アポ卜ーシス誘導時に観察されるDNA切断を直接誘導

する因子 (DN泊めが存在することを示唆した。アボトーシスに関係したDNase'ごつ

いてはこれまでにいくつかの候補があげられていたが、いずれも決め手に欠けてい

た。この因子について長田先生はあまり詳しく報告されなかったので、今後の報告

に期待する事とする。

以上、今回のシンポジウムで講演していただいた内容を簡潔にまとめてみた。

ωspぉeを始めとしたプロテアーゼは、アポトーシスにおいて非常に重要な役割を果

たしていることはこれまでの数多くの(やや多すぎる様な気もするが)論文からも

既に明らかであるが、その詳細な機構についてはこれまであまり明確に示されては

いなかった。 しかし、 今回のシンポジウムを聞いて、講演をされた諸先生方の地道
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な研究データの蓄積により、アポトーシスにおけるプロテアーゼ、の明確な役割が徐々

に明らかにされつつあることが実感でき、大変充実したシンポジウムであった。

(富岡正典:東京都臨床医学総合研究所)
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(4 )学会・集会報告

1. Vth International Symposium on PROTEINASE INHIBITORS 

AND BIOLOGICAL CONTROL 

1.はじめに:私がここにいる理由

1997年10月4日から8日までの5日間、スロベニア国の首都Ljubljana近郊Brdoにお

いて、VthIntemational Symposium on PROTE別 ASE別 HIBITORSAND BIOLOGICAL 

CON百 OL、いわゆるBrdoConference (でいいのでしょうかりがVitoTurk先生

(Slovenia)， Bonnie Sloane先生(Detroit)，Hans Fritz先生(Munchen)方のオーガナイズによっ

て開催されました。私にはスロベニアといっても旧ユーゴスラビアであることくら

いの知識しかなく、あの忌まわしい過去の歴史をNHK特集「映像の20世紀jで予習

したに過ぎませんでした。また、我が街のJリーグ名古屋グランパスエイトのストイ

コピッチ選手はユーゴ出身ですが、彼の新ユーゴはいわゆるセルビアに相当するた

めスロベニアとはキナ臭い関係にある (あった)ので、ピクシーネタはタブーであ

るとのコンセンサスは重々得ておりました。

今回私は、幸運にも佐々木教授(名古屋)のスライ ド製作係兼鞄持ち兼ツアー

コンダクターとして、生き馬の目を抜くと言われるあのGordonConferenceの欧州版

であるこの学会に初めて参加させていただく機会を得ました。しかし、連日早朝か

ら深夜までの英語漬けと教授との同居という極限状態の果てに、 緊張の糸が見事に

キレて、いつもの習慣で生き馬の目どころか息を抜いてしまい、その結果、いつの

間にかタクシードライバーに変身しマニュアルの(わ)ナンバーのフォルクスワー

ゲン・ベントのステアリングを握っていました。そしてそんなある日、少し遅めの

昼食の間隙を縫って、戦火を逃れチャビンデワンタル作戦でBrdo要塞脱出を試みよ

うとした所、カモフラージュにと乗せた4人のお客さんのひとりであるK先生(和光

市)に正体を見破られ「尾崎さんとはTurkuでもお城でしか会えなかったよね。皆に
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内緒にしてあげるから、原稿書いてちょうだいね、ヌファファファファー(この世

界的に有名な笑い方で誰か解ったでしょ?) Jつてな感じで，半ば脅しまがいにこ

の原稿を引き受け(させられ〉たのでした。大変光栄です。

「僕は、学会は代返なしで完壁に聴講しますし，ポスターも全部拝見させていた

だきますが、いかんせん，能力の限界というものがかなり低いレベルに設定されて

おり、ゆえに、誰々が何々をどのように発表され、それに対して誰々がどう反抗し、

その時誰と誰が寝ていたか、などというような学問的な報告はできませんよ」と逃

げ腰の私に対して、 「そんなこといし、から(はじめから期待してなし、から)，運転

手さんブレッド湖まで急ぎでお願いね。時間が余ったら、逆方向だけどポストイナ

鍾乳洞もね。ヌファ、、、」というのが、借越ながら私が今ここで書いている理由

です。つきましては，学会の詳細に関する情報を御希望の方は，学会抄録が

http://bio品s.silconf!brdo97.htm('98年1月現在もなおアクセス可能を確認済みです〉を

御参照下さい。ちなみに，これはここだけの話ですが、 Karlsson先生(Sweden)と

Kosower夫妻(I町出1)は長い道中大変窮屈そうな御様子でした。

2.遥かなるBrdoへの道

我々名古屋市大組は、ミュンヘンからアドリアエアーのプロペラ機アルプス越

え遊覧飛行約1時間で、リブリャーナ空港に降り立ちました。佐々木教授は、あの伝

説の'91年(スロベニア独立の年〉をオーソドックスに回想されながら、 「昔はここ

には何々があってな」とか言って、その著しい施設の近代化に驚きを隠し切れない

様子でゲートを進みました。驚いた事に，おそらくTurk先生の御配慮でしょうが、

我々が日本人であると解るとほとんどノーチェックでいとも簡単に入国でき、私は

ミュンヘンでEU人から受けたトラウマをその段階て解き放つ事ができたのでした。

しかし、 同乗のKorant先生(DuPontMerck)は、その巨大な体格と所持品ゆえに厳密

なチェックを余儀なくされてしまいました。更に、その検査時間のあまりの長さに

しびれを切らした佐々木先生が、なんと大胆にも税関を逆行し救出に向かうという

行動に打って出て、話が益々ややこしくなったのではなし 1かと思います。
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しかし更に驚いた事は、そこで佐々木先生が目撃した検査を受けていた所持品

は、なんとKorant先生がTurk先生のお土産にと、はるばるアトランティッククロッ

シングして持参された日本人形だったということでした。 Korant先生は、学会中の

サプライジング、パーティーで行われたTurk先生のお誕生日会のスピーチの ITurk氏

が愛される 10の理由(わけ)Jの中で、その上位に ITurk氏はアメリカを愛してい

るから」という事をのうのうとランキングさせ、結構ウケけておられていましたが、

それは大嘘で ITurk氏はちゃきちゃきの日本大好き人間でーしリという事を，参加

者同様しっかり熟知されていたようです。その日本人形が、 学会終了後に訪ねた

Turk邸のジャパンルームにさん然と展示されていたのは言うまでもありません。ま

た「冗談じゃないぜ。あの時は市内観光でリブリャーナ城を徒歩で登らされた時ぐ

らい汗(! )ったぜ」とKorant先生が言われたとか、はスペキュレーションの域を

出ませんが。で、とにかく何とか無事に足並み揃ったところで，学会に用意してい

ただいたシャトルマイカーに分乗し、会場である百leHotel Kokra Brdoに向かったの

でした。会場到着後は、前日に早々と到着後、その段階で会場周辺を既に全面クリ

アされてみえた斉藤先生(新潟)のオリエンテーションを受けた後、 「私はスイス

エアーで12万だったJI僕なんかBAで20ですよ」などとディスカウント自慢をした

り、続々と到着する諸先生を部屋から見下ろしたりしながら(それくらいしかやる

ことがなかった〉、レジストレーションを待ったのでした。

3.学会(キャンプ)にて

学会は、オープニングセレモニーの後、 RobertHuber先生(M沼 Planck)のHelmut

Holzer Memorial Lectureとしてのオープニングレクチャーで、幕を開けました。'95年

度のノーベル賞受賞者であられますHuber先生のカを抜いた淡々とした大人っぽい講

演は、私のような稚拙な若造にも、 「プロテアーゼとインヒビター」のバイブル的

かっ総説的存在として、非常に簡潔にまとめられた有意義なものであったように思

~ ¥iす。

実際、カルパインを若干かじった程度の若葉マークの私は、その後の講演にお
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ける学問の嵐の中で、セリンやらシステインやらメタロプロテアーゼやら、そのイ

ンヒビター達にボコボコにやられて沈んでしまうわけですから、もっとしっかり聴

いておけば良かったというか、もう一度聴いてみたい講演であったと、今でも感じ

ております。翌日から本格的に始まった口頭発表では、一部に日本語のスライドが

豪快に飛び交う中(一瞬錯覚かと思いましたが、久々の日本語は海外生活5日目位に

食べる美味い中華料理のような安心感もありました。今思うと他国籍人に対するサ

ブリミナルだったのかも知れませんね)、激しい意見のパンチの応酬が行われてい

きました。しかし、この業界に入ってまだ日の浅い私は、 「おっ、 JudithBond先生

(Penn State Univ.)だ。ちょっと衣装が派手だぞ」とか、 fBode先生(MaxPl釦 ck)も表

現力でも負けてないなあ」とか、 fJennifer先生(BristolUniv.)には20年前に会いたかっ

たなあ。でも、今でもブロウだけで相当イケるぞ」とか、まさにテニスのボールボー

イ状態で右往左往し、日頃ペーパーでしかお会いすることのできなつかった大御所

達の貫録に圧倒されるばかりでした。

また「このタッグがターク兄弟(Slovenia)か。絶妙な親者子コンビネーションだ」

とか、 「やっぱり木戸先生(徳島)の美声はワールドクラスだな。徳島での

FAOBMBのバンケットで‘はプロの司会者かと思ったもんな」とか。さらに「石堂先

生(順天堂)かと思ったらIsidoro先生(Trino)だった」というオチは、私のみならず

ほとんどの日本人、特に木南先生(向上司)にとっても大驚きで、土産話としては

ユビキタスだったのではないでしょうか。私個人的には、 GuySalvesen先生

(Califomia)のC槌 p描 eの活性化に関する発表を楽しみにしておりました。しかし、注

目のアポトーシスとの関係をひも解きながら展開された充実したその期待以上の内

容に自分なりに興奮し酔いしれていたところ、隣席されたJarvinen先生(Finland)に

「あんちゃん、俺があのスライドを見るのは何回目か知っているかし、」とニャっと

した苦み走った意味深な微笑とともに唐突に突っ込まれ、演者のみならず負けずと

も劣らず成熟した聴衆陣に、この世界の厳しさと深さと恐さを垣間見た次第でした。

また、ビールが底をつく程に深夜まで延々と活発な討議が行われたポスターセッショ
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ンは、今回、特にそのレベルがまれに見る高さだったと、巷の噂しきりでした。こ

れでもかと言わんばかりの構造関係の1畳敷きポスターの息をのむ美しさには、惚れ

惚れとするばかりで、佐々木教授をして「わしの部屋に1枚欲しいわし¥Jと言わしめ

た程でした。また、未練がましく中途半端に臨床家の血が流れる私としては、

KRKA社との出会いも何かを予感させる貴重なものでした。ヨセフステファン研究

所との基礎的共同研究に裏打ちされた臨床データは、非常に興味深いものでした。

特に、 (私のヒアリング能力に重大な欠陥がなければ〉日本の病院で実際に術前や

悪性腫蕩の化学療法中の腎機能評価に最も一般的に使用されているクレアチニンク

リアランスが、既に欧州、|においてはシスタチンにその王座を明け渡しているという

事実は「これでしばらくは医局でネタ的にも食って行けるかも知れなしリと、即メ

モらずにはし1られませんでした。

御丁寧にも、帰国後に限KA社から連絡を受けた日本の代理庖から資料をいただ

き、仁義的に重要な先生方を御紹介させていただきました。彼らが既に鳴門海峡を

渡ったとしづ情報を得ましたので、この件につきまして御迷惑をおかけしたかも知

れません。お許し下さい。

4.おわりに:再訪の誓い

そろそろこの原稿を書かないといけないと，思っていたところに、年末にスロベ

ニアから懐かしい学会の写真が送られて来ました。発表を直前にして部屋で最終チェッ

ク中でありました佐々木教授もしっかりベス トポジショ ンに収まっているのを見る

度、あの時にダッシュで‘呼びに行かなかったら今ごろどうなっていたこ とかと、ホッ

としております。 rこれでも見て思い出して頑張って下さい。」という地rko先生

(Slovenia)のメッセージが込められているような美しし 1カードも同封されていました。

今でも、首を少し傾けながら足早に歩く痩身の彼の姿を思い出すことが出来ます。

Marko先生には、私のお粗末な英語力のせいで、日本からのメイル交換の段階から

御迷惑をお掛けしました。そして学会では、佐々木教授のアブストラクトが抄録集

から漏れていたことに対するクレームに、臨機応変なコピー配布という形で応えて
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いただいた事に感謝しております。また彼には、研究所を見学させて頂いた際にも

大変お世話になりました。ハイライトである結晶構造解析の器械を初めて見せて頂

いた時には、そのステージ(とは言わないんだろうけれど、検体をセットする部分〉

のデリケートさに驚かされました。共焦点レーザー顕微鏡の派手なやつみたいな物

だろうと侮っていた私には、 「やっぱ、結晶の精製がポイントなんだなあ」と、勝

沼先生 (NIPPON)の秘蔵っ子、 Tsuge先生(徳島〉の 「純度です」という自信たっ

ぷりの力強L、発言が、今も尚、舷しくてたまりません。

さて、次回のBrdoは'99年だということです。でも実は、 iBrdoよりもPortorozが

いいなあ」という噂も耳にしております。また'99年にはICOPもBostonで-開催される

と聞いております。いよいよ忙しい世紀末になりそうです。

私は、その時も国際免許と教授の鞄を持ってぜひ参加したいと，思っておりますので、

今後ともお手柔らかに御指導お願いいたします。また皆様にお会い出来る事を楽し

みにしております。最後に(もしこんなふざけた文章が本当に掲載されたら場合〉

不穏当な表現がありましたら、あらかじめお詫び申し上げておきます。また、学会

中お世話になりました先生方に、この場をお借りしまして厚くお礼申し上げます。

尾崎 康彦(名古屋市立大・医・生化学)

「付記J :本「学会報告記Jを依頼したK先生の読後における独自: “面白い内容

であったが、この報告記から科学的に導くことが可能な唯一の結論は、著者が会議

にはほとんど出席せず(会議の内容に関する報告が皆無であることから判断して)、

学会場の周辺を俳佃して個人的な経験の収集にのみ腐心していたことである"と。

しかし、若い研究者が異国を旅して得ることのできる重要な特権は、少しばかりの

新しい情報や知識の獲得のみでなく、外国の風土や食文化を堪能して、そこに孤高

の島国日本とは異なる何かを感ずることであり、この経験が将来の大きな糧になる

かも知れないとも考えられる。なるほど、見方を変えれば、これも一つの見識かも

知れない。この著者は、しかし、遊興のみに全精力を費やしていたかに見える。 こ

れが、科学者としての妥当な態度であったか否は、読者の判断にまかせたい。
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2. International Symposium on Dynamic Aspects of Lysosomal/ 

Vacuolar System" 

COE国際シンポジウム「リソゾーム/液胞系のダイナミックス」

1 1月3日から 6日にかけて、平成7年度COE国際シンポジウム「リソゾーム/液

胞系のダイナミックス」が岡崎ニューグランドホテルおよび岡崎コンファレンスセ

ンターで、大隅良典岡崎国立共同研究機構・基礎生物学研究所教授を開催責任者と

して、日本細胞生物学会・日本生化学会・日本農芸化学会の協賛で開催されました。

参加者は日本人134名・外国人18名、口頭発表31演題(オープニングレクチャー

を含む)・ポスター発表47演題と盛大なシンポジウムとなりました。

1 1月3日のオープニングレクチャーは、細胞内蛋白分解研究の巨人GlennE. 

Mortimore教授(ペンシルバニア大学)による ilntroductionand Variation on an Auωp 

hagic ThemeJ 0 1 9 7 0年代より独自に確立した「モルチモアの肝細胞還流システ

ム」による自食胞形成のアミノ酸による制御について話されました。Alaを∞regula-

torとして、LeuやLeu8・MAPによる自食胞の形成が細胞表面の受容体を介して細胞内

情報伝達システムへとつながってし 1く今後の研究の方向性を指し示すようなお話で

した。

1 1月4日午前は、大隅教授のいう iYe錨 tPeopleJによる講演が5演題続きま

した。いずれも、自食胞形成の現象論から更に踏み込んでその情報伝達機構の解明

に近づきつつある様子が、ひしひしと伝わってきました。単細胞系であること、変

異株の分離が動物細胞に比べて容易であること、遺伝学的手法がしっかりしている

ことなどが、酵母の系をより有効なものとしているようです。酵母では、

Aminopeptidase 1のような細胞質から液胞に直接輸送されるタンパク質の存在がはっ

きりしており、自食胞の形成はこの経路を使用していることが明らかにされつつあ

ります。今後は、普段起こっているAminopeptidase1の輸送系が、細胞の飢餓シグナ

ルによってその他のタンパク質を取り込むようになる情報伝達機構の解明が iYe制
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PeopleJによってなされることを予感させる充実した講演が続きました。

1 1月4日午後は、リソゾームへの細胞質タンパク質の直接取り込みに関する

演題が2題続きました。 RNase S peptideのリソゾームへの直接取り込みは、リソゾー

ム膜タンパク質であるLGP96を受容体としてHsc73とATPに依存しており、 GAPDH

により阻害されること、取り込むリソゾームにはHsc73が存在していること、取り

込まないリソゾームはHsc73は取り込まれた後で分解されてしまうことが講演され

ました。このリソゾームへの直接取り込みは、大変魅力的な仮説ではありますが、

現在の所、 RNaseAやGAPDHで、のみ認められること、血清除去によりリソゾームに

取り込まれることのになっているが、生体内ではそのような状態は存在しないこと、

などが問題点で、今後、その他の取り込まれるタンパク質の同定およびこの機構を

誘導するような特定のアミノ酸とそれに関与している細胞内情報伝達系の検討が必

要であると筆者は考えます。

引続き、自食胞形成に関する情報伝達に関する講演が 3演題行なわれました。

PI-3・kinaseの中でも、酵母のVps34p様のPhosphatidylinositol specific-PtdIns・3・kinaseは

自食胞形成を促進し、 Phosphatidyl inositol-4-phosphateや Phosphatidyl inositol・

4，5-bisphosphateを基質とするpll0/p85型PI-3-kin泊 Cは逆に抑制すること、細胞膜

上のアミノ酸に対する受容体からのシグナルは Gタンパク質を介して伝達されてい

ること、更にGDP-Gαi3がリソゾーム膜タンパク質のLAMP-lと共存しており、

GDP-Gαi3のリソゾーム膜への移行にはGαi3のC末側半分が重要であることが示

されました。続いてポスターセッションが行なわれました。ここでもやはり iYe舗 t

PeopleJの活躍が目立つていました。偶数番号と奇数番号にわかれて説明をする時

間が設けられていましたが、その聞にBu狂etPartyがあったおかげで、筆者の記憶が

消滅してしまいました。

5日は、朝から自食胞に関する形態学的研究が3演題続いた後、生化学的研究

が2演題講演されました。生化学的手法を用いた解析ではすりつぶす為に刺激に対

する初期の細胞の反応を解明することが困難であるのに対して、形態学的手法では
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ごく初期の反応を捕らえる事が可能である反面、ごく 一部の反応のみを捕らえてい

る可能性があり、この二つの研究手法はお互いに補完し合うべきなのですが、なか

なか連続して演題が続くということが無かったので、今回のシンポジウムではその

対比がいっそう明確なものになりました。

午後からは、エンドサイトシスやファゴサイトシスの講演が6演題続きました。

このエンドサイトシスやファゴサイトシスの系では最近その情報伝達経路が解明さ

れつつあり、 Ras-PI3K-PKB(AKη・7・Rab5とし 1う経路についての詳細な講演が続いた

後で、動物細胞で後期エンドソームからリソゾームへの移行が起こらない変異CHO

細胞を分離したとし寸講演がなされました。これまでに、動物細胞でこのような細

胞株が分離されたことは温度感受性株も含めて無かっただけに、今後の詳細な解析

に大いに期待が寄せられると筆者は感じました。続いて、後期エンドソームに特異

的な膜脂質としてLyisobisphosphatidicAcid (LBP A)に対する抗体を用いた解析やエン

ドソーム聞の輸送小胞の分離に関する講演がありました。また、このセッションで

は特別に、大阪大学の高井義美教授がエキソサイトーシスの情報伝達について講演

されました。この系においても、やはりRabを中心に研究が展開され、それに結合

する情報伝達タンパク質などについてお話しくださいました。

夕方からはファゴソームのプロテアーゼ獲得に関する演題とプロテアーゼの輸

送機構に関する演題の後、エンドソ ームからリソゾームへの輸送に関わるアダプタ

ータンパクに関する講演が 2演題続きました。これまで、リソゾームへの輸送に関

与していると関係者では想定されてしサメP-3が、 BIAcoreを使用した mVl加の系ではっ

きりとリソゾームの膜タンパクであるLimpIIの細胞質ドメインに結合すること、そ

の結合にはリソゾームへの膜タンパクの輸送に関与していることが知られていたLI

モチーフの前のアミノ酸配列が重要であること、メラノソームへのチロシナーゼの

輸送にも同様にAP-3が関与していることが示されました。この日最後の演題は、植

物の液胞に存在するVPE(Vωicul訂 ProcessingEnzyme)の自己活性化と機能に関するお

話でした。恥ずかしながら、筆者は植物の液胞には貯蔵型液胞と分解型液胞の2種類

・23-



が存在していることを初めて知りました。

6日は、朝から疾患関連の講演が4演題続きました。破骨細胞に特異的に発現

しているカテプシンKは、 I型コラーゲンを酸性環境下で完全に分解する活性があ

り、その阻害剤は骨組しょう症に有効であろうとの講演の後、カテプシン Eは細胞

によってプロセッシングの様式が異なり、脳のマイクログリアでは初期応答に深く

関与していることや、老化によるリポフスチン穎粒のなかに大量に存在しているこ

となどが話されました。さらに、 LysosomalProtective Proteinが、中性でエステラ

ーゼやデアミナーゼの、酸性ではカルボキシペプチダーゼの活性を持つこと、更に

細胞内でエンドセリンー 1の分解を行なっており、実際にLysosomalProtective 

Proteinの欠損症で-あるガラクトシアリド-シス患者では、血液中のエンドセリン量

の増大が認められるというお話でした。シンポジウムの最後を飾ったのはアポト

ーシスに関する講演で、脳の一過性虚血後に起こるアポトーシスではDNA断片化の

前にオートファジック小体が出現すること、更には、通常のカスパーゼ、の活性化カ

スケ-ド以外にカテプシンDにより活性化されカテプシンBによって抑制されると

いう別のアポトーシスを引き起こす経路があることを講演されました。

今回のシンポジウムには、研究対象としては植物・酵母・動物、方法論として

は形態学的手法・生化学的手法・分子生物学的手法・遺伝学的手法と大変幅広い研

究者が多数参加しており、お互いに見聞を広げるとしづ意味で大変意義深いシンポ

ジウムでした。 SDS・PAGEやアミノ酸配列を見ると自にシャッターが降りるという

参加者もいましたが、このシンポジウムをきっかけに、違う研究対象や方法論を取っ

ている研究者間で共同研究が生まれ、 育っていくことが大いに期待されます。筆者

は、このシンポジウムに参加することができたことに大変感謝しており、 今後も、

「リソゾーム/液胞系のダイナミックス」を取り扱ったシンポジウムが開催されるこ

とを心から期待しております。最後に今回のシンポジウムのお世話をしてください

ました大隅良典教授・吉森保助教授他、大隅研究室の諸先生方に心から感謝しつつ、

筆を置かせていただきます。 (順天堂大学・医学部・石堂一巳〉
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3. International Conference on Protease Inhibitors '97 

(国際プロテアーゼインヒビター会議，9 7 ) 

1997年12月6日京都市 ・都ホテルにおいて国際プロテアーゼインヒビタ ー会議組

織委員会(筆者が委員長をつとめた〉の主催で，日本薬学会， 日本化学会， 日本農

芸化学会の協賛を得て， International Conference on Protease Inhibitors I 97が開催された.

血圧調節，ウイルス性疾患やがんなどにおいてプロテアーゼが重要な役割を果

たすことが近年わかってきており，プロテアーゼ阻害剤は治療薬開発の格好のター

ゲットとなってきている.このような機運の中で、プロテアーゼインヒビターに関

するサイエンスベースの集会開催を待ち望む声が世界中のあちこちで聞かれた.こ

のような時にタイムリーに，本当の意味での国際的で，サイエンティフィックな会

議が日本で行われたことは、大きな反響を呼んだ¥ 幸いにも，北米，ヨーロッパ，

アジア(中東を含む)，オセアニアの世界中のプロテアーゼ阻害剤研究のビッグネー

ムが集まり， リラックスした雰囲気の中で，基調講演2題， 口頭発表 23題，ポス

ター 22題について、活発で有意義な討論が行われた

準備期間の短い集会でもあり、参加者は最初 100人程度を予想していたが，

日本，韓国，シンガポール，米国，カナダ， ヨーロッパ全土，オース卜ラリア，イ

スラエルの 15カ国から、予想をはるかに上回る、会場一杯の200名を超える盛況で

あった組織委員長の歓迎の挨拶の後，米国Wisconsin大のProf.Dan RichがOpening

Remarksで，簡単にプロテアーゼインヒビターデザインの歴史を振り返り，引き続い

て基調講演としてメペプチドミメチックインヒビターのデザインと合成と題して，

インヒビターをタイプ1，，-，IIIに分類し，解説した 続いて，韓国の浦項工科大学

Prof. Kimの，Active site topologyに基づくプロテアーゼインヒビターデザインについ

ての講演を初めとして，口頭発表が行われた

プログラムについては簡単に下記に記したが，ゴー ドンカンファレンスと似た

雰囲気で非常に白熱した討論が続いた午後からは，もう一つの基調講演として，
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米国国立がん研究所のDr.EricksonがHIVプロテアーゼインヒビターの構造生化学に

ついて解説し，分子認識に基つn、fこ薬剤耐性克服戦略の自説を披露したさらに，

口頭発表，ポスター発表が行われたポスター発表の時間には，ポテトチップやソ

フトドリンクをとりながら，なごやかで実りの多いディスカッションがあちこちで

見られた。 マスメディアの取材も行われており，外国人への取材は通訳が要るほ

どであった.会議終了後に行われたバンケットでは，ユーモアたっぷりのスピーチ

を楽しみながら日本の吟醸酒等を賞味し，会話がはずんだ¥外国人招待者のグルー

プは，このあとの京都の夜をカラオケで楽しみ、盛り上がった

この国際会議では，各国の研究者がそれぞれの国に独自の考え方で研究を進め

ている、いわゆるお国柄があることがあらためて認識された.プログラムの素晴ら

しさ，発表された研究のレベルの高さ，フルーツフルなディスカッションは参加者

に大きなインパクトを与え， 1999年に第二回会議が， Dan Rich教授の世話で-米国ウ

イスコンシン州で行われることが決まった.

また，米国と日本の学術誌でプロテアーゼインヒビターの特集号が組まれ，筆

者がゲスト編集者としてその企画を依頼されており， 2000年に開催される

PACIFICHEMでもプロテアーゼインヒビターのシンポジウムが計画されているなど

波紋が広がり，この会議が，プロテアーゼインヒビターの重要度の認識に大きな役

割を果たしたといえる.

Intemationalωnferen∞on Protease Inhibitors '97 Deαmber6，1997ー百leMiyako Hotel， 

Kyoto Japan 

SCIENTIFIC PROGRAM 

E(eynote Lectures 

The desi伊 andsynthesis of type-3 peptidomimetic inhibitors. (D組 elH. Rich -University 

of Wisconsin-Madison， USA) 

百lenot-so・great凶 cape:Structural and biochemical mechanisms of drug resistance to 

回V・1protease inhibitors. (J ohn Erickson・NCI-FCRDC，USA) 

0ral Presentations 

Protease inhibitor design on出ebasis of出eactive site topology. (Dong H. Kim・ Pohang
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University of Science and Technology， Korea) 

Design of serine protease inhibitors with ∞nformation restricted by amino acid side 

chain-side chain CHJπinteraction. (Yasuyuki Shirnohigashi -Kyushu University， Japan) 

What ∞nverts a proteinase inhibitor into a subs紅ateor vice versa? -Mechanistic 

irnplications frorn出estudy of cyclic forms of BPTI and eglin c prepared by total chernical 

synthesis. (Wuyuan Lu -Gryphon Sciences， and Genentech， USA) 

百lefluorescence quenched "one bead two cornpounds" solid phase inhibitor assay for 

direct visualization of protease inhibitors frorn very large inhibitor libraries. (Morten Melda卜

臼 lsbergLaboratory， Denrnark) 

Nonpolar interactions in designing thrornbin inhibitors. (Yasuo Konishi -Biotechnology 

Research Institute， Canada) 

Thrornbin inhibitors: A novel specificity site re∞炉tionrnode. (Vinαnzo Pavone-

University of Naples， Italy) 

Novel， orally bioavailable thrombin inhibitors. (Roger M. Freidinger -Merck Research 

Laboratories， USA) 

Application of synthetic plasma kallikrein selective inhibitor to affiruty chrornatography. 

(Yoshio Okada -Kobe Gakuin University， Japan) 

Design of non-active site inhibitors for urokinase. (Horst Kessler -Technische Universitat 

Munchen， Germany) 

Molecular recogrution of cyclic回Vprotease inhibitors: Highly orally-bioavailable 

DMP851 and a new paradigm for designing low drug-resistant profile inhibitors. (Patrick Y.S. 

Lam-百leDuPont Merck Pharrnaceutical Co.， USA) 

E宜Vprotease inhibitors: Dihydropyrone clinical candidate. (Suvit Thaisrivongs -

Pharrnacia & U凶ohn，USA) 

Srnall-sized mv protease inhibitors containing hydroxyrnethylcarbonyl isostere描叩ideal

transition state rnimic. (Adnan Bekhit -Kyoto Pharrnaceutical University Japan) 

Inhibitory mecharusrn of田Vprotease inhibitors as studied by NMR spectroscopy. 

(Toshimasa Yam捌 a-National Institute of Agrobiological Resources， Japan) 

百rree-partharrnony: Insights into drug resistance derived仕ornanal ysis of血cαystal

structures of a single inhibitor bound to也氏edi妊erentretro viral proteinases， 1宜V-lPR， FIV 

PR， and EIA V PR. (Ben M. Dunn -University of Florida， USA) 

Hurnan rnucus protease inhibitor and its rnutants prevent infection by influenza A and 

Sendai viruses. (Hiroshi Kido・百leU niversity. of Tokushima， J apan) 

S仕eptornycesrnetalloproteinase inhibitor (SMPI): Reactive site， inhibition 

rnechanisrn， and inhibition spectrurn. (S. S. Seeram -Kyoto Insti知teof Technology， Japan) 

Structural characterisation of different forms of plasrninogen activator inhibitor 1 using 

Fourier transform in宜aredspectroscopy. (P. 1. Haris・DeMontfort University， UK) 

Inhibition of cysteine proteases by peptides containing aziridine-2，3・dicarboxylic acid 

building blocks. (T:組 daSchirmeister -University of Freiburg， Germany) 
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Di百erentsubs回 tespecificity between cathepsin B and papain， based on the crystal 

S仕ucturesof the complexes with inhibitor. (Toshimasa Ishida -Osaka University of 

Phannaceutical Sciences， Japan) 

Crystallographic studies of papain∞mplexed with irreversible peptidic inhibitors. 

(M. Jaskolski -A. MickiewiαUniversity， poland) 

Novel inhibitors of cysteine proteases specific for cathepsin K. (Dru武1F. Veber-

SmithKline Beecham Pharmaceuticals， USA) 

Peptidylβ-homo-aspartals (3叩 lino-4-carboxy-buty凶 dehydes):new sμcific inhibitors 

of caspases. (Sandor Bajusz -Institute for Drug Research， Hungary) 

Structure-based design of inhibitors of interleukin・1βconvertingenzyme (ICE; 

caspase-l). (Sheryl Hays -Wamer-l.ambert Company， USA， BASF AG， Germany and BASF 

Bioresearch Co.， USA) 

Posters 

Asimple出lkerfor the attachment of aldehydesωthe solid phase. Application to solid 

phase synthesis by the multipin method. 

Synthesis of fluorescent serine protease inhibitors. 

Design of bivalent plasmin inhibitors. 

Novel serine carboxypeptidase inhibitors， belactins and piper槌 tatins:Structure 

determinations and biological activities. 

Molecular cloning and characterization of a novel serine proteinase inhibitor企ombovine 

brain. 

Proteinaceous inhibitors for Kex2 proteinase and their derivatives with enhanced 

inhibitory activity. 

Structure-activity relationships of阻 V・1PR inhibitors ωntaining AHPBA. 

Modification of P2 site. 

Structure based design and synthesis of macrocyclic inhibitors of human cathepsin D. 

S仕ucture-activityrelationship of hydroxamate ma仕ixmetalloproteinase inhibitors on 

membrane-bound Fas ligand and TNF-αprocessing. 

Structure-activity relationship of synthetic peptides as inhibitors against 

m∞mbinant-ma仕ixmetalloproteinases. 

Zn-S bond hydrolysis釦 dpeptide ligand hydrolysis triggered by 1m NH---O=C 

hydrogen bond formation: Implication in批 activationmechanism of ma仕ix

metalloproteinases. 

Bis-peptidyl・derivativesof trans-epoxysuccinic acid as inhibitors of cathepsins. 

Anti-catむヨcteffect of potent calpain inhibitor， SJA6017. 

Structure-function relationship of bromelain inhibitors宜ompineapple stem. 

Malign如 ttransformation alters intracellular trafficking of lysosomalωthepsins in 

human breast epithelial cells. 

E百ectsof protease inhibitors on出eantinociception produced by intrathecal dynorphin A 
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m mlce. 

百lee旺ectof perioperative administration of protease inhibitor on surgical stress. 

Kinetic and CoMFA studies on the novel muscarinic antagonists N-methylpiperidinyl 

and tropinyl esters as acetylcholinesterase and butylcholinesterase inhibitors. 

KNI・764，a novel dipeptide-based HIV protease inhibitor containing allophenylnorstatine. 

Cathepsin K antisense oligodeoxynucleotide inhibits osteoclastic bone resorption. 

Peptide mapping of HIV・lNユV江protein:peptides白紙面hibit出eviral protease and 

virus production. 

百lerational design and synthesis of novel orally active thrombin inhibitors. 

〈木曽良明:京都薬大・薬品化学教室〉

4. The 3rd UK-Japan Cell Cycle Workshop 

昨年 11月、京都において開催された本国際学会は、 24日夕刻のOpening

remarkから 27日の閉会まで、ぎっしりとつまった質量共に密度の高い4日間であ

り、昨今のこの分野の隆盛を端的に物語っていた。本稿では、ユビキチンープロテア

ソーム系に関連したトピックスを中心に紹介するが、プロテオリシスに多少なりと

も関連した話題は 15題以上にものぼっており、蛋白質分解がリン酸化、脱リン酸

化と並んで細胞周期コントロールの中心的な役割を果たしていることが実感される

会議となった。以下にそのレポートを、口演を中心にまとめてお届けする。

サイ クリンの発見者であるT.Hunt (ICRF， UK)は、その発見当初から一貫して

サイクリンの分解制御機構こそ細胞周期研究の最重要課題であるとの認識を持ちつ

づけている。今回の発表では、サイ クリンの分解とその特異的分解への鍵となる配

列“デス卜ラクシ ョンボックス"との関連の詳細な解析を報告した。従来から、デ

ストラ クションボックスを含むサイクリンのN端70残基のペプチドは、サイクリ

ンの分解を抑制することが知られている。Huntらは、このペプチドのLys残基(ユ

ビキチ ン化サイトと推定されている)を改変したペプチドは、サイクリンのユビキ

チン化を括抗しないが、にもかかわらずサイクリンの分解を限害し得ることを見い

出した。さらに驚くべきことに、デストラクションボックスを含むわずか 12，.....， 2
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0残基程度のペプチドも、サイクリン分解を阻害できることを示した。さらに、サ

イクリンAとサイクリンBのデストラクションボックスを交換したキメラサイクリ

ンが、各々ポリユビキチンイヒはされるものの、分解を受けないことを、 Huntらは見

い出している。これらの結果を考えあわせると、デストラクションボックスの機能

は、ユビキチン化、そして分解にいたる複数の段階で多面的な働きを有している可

能性も推察されよう。意外だったことは、サイクリンBlのノックアウトマウスが、

若干体が小さいこと以外、大きな表現型が出ないことだった。 J.Pines (Univ. 

Cambridge)らが報告したように、サイクリンBlやB2など各種サイクリンファミリ

一群は、その発現パタ ーンはもちろん細胞内局在性もそれぞれ大き く異なっている

が、それでも互いに相補しあえるとしたら、それはどのような機構によるのであろ

うか? 本大会を主催された柳田充弘(京大・理)は、染色体分離時におけるユビ

キチン依存的蛋白質分解を、 Cut2とAPC/サイ クロソームを中心に基質と酵素の両面

から解析した結果を発表した。柳田らは、かねてからCut2蛋白質はその分解が姉妹

染色体の分離に必要であること、 Cut2はポリユビキチン化を受けた後分解されるこ

とを示していたが、さらに今回、 Cut2のデストラクションボックスに変異を入れる

と染色体分離が阻害されることを示し、Cut2のデストラクションボックス依存的な

分解がM期からの脱出に重要であることを示した。 Cut2の分解はM期サイクリンと

同様にAPCfサイクロソームを介した経路でなされるが、このAPC/サイクロソームは、

柳田らが染色体分離に関連した産物として既に同定していたCut4，Cut9， N uc2などを

構成要素として含むことが明らかにされている。彼等は、このサイクロソームの構

成要素のうちCut4について詳細な検討を加えた結果、なんらかの修飾をうけたCut4

のみが2OSの沈降係数を示すこと、また修飾型Cut4は細胞周期を通じて存在する

もののその複合体の沈降係数は細胞周期の進行に応じて大きく変化することを見い

出した。さらに、国立遺伝研の山尾文明らが同定した E2酵素UbcP4の変異株を用

いた実験などから、柳田らはこのCut4の修飾が少なくともその一部はポリユビキチ

ン化を含むものであることを報告した。この他、柳田らはデストラクションボック
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スと相互作用し得る蛋白質を同定しつつあるそうで、デストラクションボックスと

APC/サイクロソームがどのように相互作用しているのかが明らかになる日も近いよ

うに感じられた。さらにサイクロソームサブユニットCut9については、その細胞周

期依存的なリン酸化の意義を調べる目的で種々のキナーゼ、ホスファターゼの変異

株と掛け合わせ実験を行った結果、柳田らが以前からM期への関与を報告していた

ホスファターゼ、Dis2とcAMP依存性キナーゼA(PKA)に強い遺伝的相互作用が見い

出された。興味深いことに、 PKAの欠失はCuθ 変異の表現型を抑制し、またCut9

蛋白質のリン酸化も減少させることから、 PKAによるAPC/サイクロソームの負の調

節機構の存在が示唆された。このことは、つぎに述べる戸所らの発表でも一致して

いる。理研筑波ライフサイエンスセンターの戸所一雄らは、 APCの活性がplk

(Polo-like kin舗のとPKAによってそれぞれ正と負に制御されていることを見い出した。

彼等は、 mVl住0 においてPlkが少なくとも 3種のAPCサブユニットを直接リン酸化

しうること、このリン酸化がAPCのB型サイクリンユビキチン化能を活性化するこ

と、 P肱の活性化はMPF(cdc2・cyclinB複合体)でリン酸化によりなされることを明ら

かにした。さらに、動物細胞内においてPlkを過剰発現した場合、 APCの構成的なリ

ン酸化をもたらしてこれを活性化することにより細胞終期をM期開始前に停止させ

ること、 Plkを不活化すると細胞は分裂中期に停止することを見い出した。 pl.kの作

用を括抗するのがPKAによるAPCのリン酸化であり、 APCの活性は、複数のキナ

ーゼにより幾重にも制御されているらしい。従来、 APC/サイクロソームは、その発

見者Hershkoらのinvitroの実験によりcdc2/cyclinによって直接的なリン酸化を受け活

性化されると報告されていたが、実際にはさらに複雑な活性制御のリン酸化カスケー

ドの存在が示されたことになる。 Plkについては、 D.Glover (Univ. Dundee， UK)も

ショウジョウパエ細胞分裂におけるpl.kの役割を彼のこれまでの結果を中心に総括

し、このキナーゼは中心体の複製や分離、細胞質分裂などM期の進行に密接に関与

していることを遺伝学的に示した。

サイクロソーム研究の大幅な進歩と並んで、安田秀世研の田中弘文(東薬大)
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市

らは、大変に興味深いサイクリン日酵素を単離したことを報告した。彼等は、まず

晴乳動物細胞を用いたサイクリンBの加vi凶ユビキチン化系を確立し、サイクリンB

に特異的なユビキチン輸送蛋白質hE2C(UbcHI0)を同定した。さらに、hE2Cと相互

作用する蛋白質をtwo-hybrid法により検索した結果、 Hect-likeドメインを有する新規

なE3、 HI0BHを単離した。 HI0BHはサイクリンBに結合能を持ち、このユビキチ

ン化を促進する。さらに、 HI0BHはcdc27などのAPCサブユニットとも結合するら

しく、同じくサイクリンBに対する日として同定されたAPCとの機能的関連に興味

がもたれる。 DNA複製開始制御の鍵を握るGlサイクリン及びCDKインヒビターの

代謝制御に関連して、大坪素秋(久留米大)は、サイクリンEとp21のBait-∞bait

expression法による酵母Two-hybridにより、サイクリンEとp21の結合蛋白質Ceblを

単離した。 CeblはそのC端にHectドメイン (p53に対するE3ユビキチン結合酵素

E6・APで見い出された触媒活性ドメイン)を有し、 Hectドメイン中の触媒システイ

ン残基等も保存されていることから、 CeblはこれらGlサイクリン及びCDKインヒ

ビタ ーの新規なE3と考えられる。 Ceblは、 Cdk2により直接リン酸化される細胞質

蛋白質であり、リン酸化による活性および基質との相互作用の制御に興味がもたれ

る。 P.Nurse(ICRF， UK) らが、酵母CDK(Cyclin-dependent kin舗のの阻害蛋白質で

あるRumlおよび染色体複製に関与するcdc18などの蛋白質量が細胞周期の進行に伴

い増減すること、これらの蛋白質の過剰発現が染色体の倍数化をもたらすことを報

告したのに続き、 T.Toda (ICRF， UK)らは、分裂酵母染色体の倍数性に異常を示す

変異体PoplおよびそのホモログPop2の単離を報告した。 Popl変異株でも、高次倍

数体の出現、核の巨大化が観察された。これらの表現型はRum1あるいは吋c18を過

剰発現した場合と似通っているが、実際、彼等の実験によって、 Popl変異株では

Rurnl， Cdc18の蓄積が観察された。さらに、 Popl変異株中のRuml，Cdc18にはポリ

ユビキチン化が観察され、 Poplの表現型はRuml，Cdc18の分解異常によりひき起こ

されていることが明らかとなった。それでは Poplはユビキチン化において如何な

る役割を果たしているのでであろうか?出芽酵母サイ クインインヒビターSiclのユ
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ビキチン化に関与する蛋白質Skplには、 F-boxとWD40リピート目3りが存在するが、

Todaらの解析により Popl，Pop2においてもこれらの配列が保存されていることが明

らかになった。 Skplは、 cdc34，cdc4， cdc53等と共にSiclのE2，E3複合体を構成して

いることが知られているが、 Skplはその中で特にCDKによりリン酸化された基質と

のインターフェースに関与することが知られている。これとの推論で、 Popl，Pop2 

もE3複合体の構成要素としてリン酸化型Ruml，Cdc18の認識の過程で機能している

こと、およひ'Ruml，Cdc18以外のCDKリン酸化蛋白質をもユビキチン経路へターゲッ

ティングしている可能性をTodaら指摘した。なお、 Rumlについてはs.Moreno 

(U niv. Salam組伺)らものRumlのユビキチン化がプロテアソームMts3変異株中で充進

すること、 RumlのCDKリン酸化サイトを置換するとRumlが安定化し核の倍数化が

誘導されることを見い出している。このようにGl/S期に起こる細胞周期蛋白質の

ユビキチン化の多くは基質のリン酸化を介しており、その日の基質リン酸化サイト

への特異性が中心的な役割を果たしているものと考えられる。一方、前述したよう

に、 M期サイクリンにおいてはユビキチン化酵素の側も厳密な制御を受けており、

その対照が興味深い。

このように、細胞周期におけるユビキチン化機構の研究の進展報告には目を見

張るものがあったが、分解の側の主役であるプロテアソームに関しても幾つかの画

期的な進展が報告された。まず、田中啓二(都臨床研)が、プロテアソームの全構

造について彼のグループの最新の知見を紹介すると共に、その活性化因子PA700、

阻害因子PI31などによるプロテアソームの機能調節について総合的に議論した。特

に、プロテアソーム活性化因子PA28については、従来から田中らが報告していた免

疫応答に関与する α型、 3型と並んで、細胞増殖に密接に対応する第三のファミリー

蛋白質 7型を突き止め、 その詳細な解析を報告した。 α型、 β型および γ型は全体

のアミノ酸配列は互いに保存されているものの、 7型には典型的な核局在化配列が

挿入されている。事実、細胞質に存在する α型、 β型とは対照的に、 γ型には極め

て特徴的な核局在化を示すことを田中らは示し、 7型PA28こそプロテアソームの核
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内機能解明の鍵を握る調節因子である可能性を示唆した。 一方、東江昭夫(東大・

理)らは、出芽酵母プロテアソームのユビキチン結合サブユニットSun1と相互作用

する因子として、 two-hybrid法によりLes1p(Soi1p)を同定した。Les1は酵母26Sプロ

テアソームの構成因子であり、Les1欠失株は高温下でG2/M期停止及びユビキチン

化蛋白質の蓄積をひき起こす。大変興味深いことに、国1欠失株より調製した抽出

液中には極めてわずかの26Sプロテアソームしか検出されない。さらに、 Sun1サ

プユニットはLes1欠失株において、 26Sプロテアソームにも 19S制御サブユニッ

ト複合体中にも含まれていない。このことは、Les1はSun1および26Sプロテアソー

ムのアッセンブリの過程で非常に重要な役割を有していることを示している。この

ようにLes1変異は26Sプロテアソームの分子構成に広範な影響をおよぼすにも関

わらず、細胞周期における表現型は比較的特異的であり、プロテアソームの他のサ

プユニッ トSug1やNin1変異株などのそれとも異なることは注目に値する。これらの

結果は、東江が発表の官頭でいみじくも語ったように、プロテアソームの側にも基

質選別を含む能動的な役割があることを示しているように思われてならない。この

他、東江らは、酵母プロテアソームSun2サブユニットの変異は、ハエあるし1はヒト

のホモログにより置換可能であることなどを示し、プロテアソームサブユニッ トの

機能が種間で高く保存されていることを明らかにした。続いて、 c.Gordon (MRC， 

UK)らは、プロテアソームサプユニットの細胞内局在を分裂酵母を用いて解析した

結果を報告した。彼によると、抗mts4抗体による免疫染色の結果、抗原は核の周囲

に極めて明瞭なリングとして局在する。ほかの真核生物と異なり、分裂酵母はM期

においても核膜が消失しないことから、この局在は細胞周期を通じて観察されるが、

分裂終期においては分裂しつつある 2つの嬢核の中間に局在化する。同様な局在性

は、 mts2のみならず、 mts3や 2OSプロテアソームの染色においても同様であった。

これまで、幾つかの生物種、サブユニットについてその細胞内局在が検討されてい

るが、彼等の示した分裂酵母におけるそれは核膜上の動的な変化という点で極めて

ユニークなものであり、その機能との関連が興味深い。
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その他、プロテオリシス関係で興味深し、話題として、東工大の岸本健雄、永井、

大隅らのグループが、サイクリンの分解速度の変動がツメガエル減数分裂期におけ

るS期スキップの現象と密接に関わることを見い出し、 DNA合成とプロテオリシス

との関係について議論していたこと、国立精神神経センターの松崎文雄らが、ショ

ウジョウバエ神経芽細胞の分裂に際して、転写因子Prosperoの不均等分配を支配す

る新規遺伝子産物MirandaがProsperoのGMC(Ganglion Mother Cell)への分配、核移行

時に急速に消失することなどの発表が注目された。また、細胞周期阻害薬剤に耐性

を示す酵母およびヒト変異細胞株を探索する過程で、 C.Norbury(ICRF， UK)らは

ヒトプロテアソーム遺伝子Pohlを同定した。 Pohlの酵母ホモログは転写因子AP・1

を介する経路で薬剤耐性に関与すること、 Pohlはc-Jun結合蛋白質との相同領域も

有することなどから、プロテアソームはおそらくは転写因子の代謝制御を通じて細

胞の薬物耐性の付与に関与していることも考えられる。

以上、プロテオリシスに関した話題を中心に記載してきたが、この分野の進展

は従来無関係と考えられていた分野をも急速に巻き込みつつ進展し続けているよう

に思われる。筆者は、前回の2ndUK-Japan∞II cycle workshopに参加する機会を得た

が、当時はプロテオリシスに関した話題は極く限られていた。今回の第3回会議で

は、細胞周期の制御は、まさに蛋白質生合成とプロテオリシス、リン酸化と脱リン

酸化が相互にからみあいながら達成されているとの感を深くした。また、本稿では

紹介できなかったが、細胞周期の制御が個体発生のパターン形成にも密接に関わり

つつあることが本学会の発表を含め次々と明らかにされつつあり、細胞周期の主要

な制御因子としての蛋白質分解系も直接、間接にこれに関わってくることが予測さ

れる。将来の研究の進展が楽しみな次世代の分野と考えられよう。

このように、今回の3rdUK-Japan Cell Cycle Workshopは、日本と英国の気鋭の研

究者を一同に集めて、蛋白質分解と細胞周期、そしてそれを超えた将来の展望をも

示唆する、他に類を見ない国際シンポジウムとなったように思われる。このような

有意義な討論の場を企画していただいたオーガナイザーの先生方にも、この場をお
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借りして心からのお礼を申し上げたい。

なお紙面の関係上、多くの興味深い話題に触れられなかったことを深くお詫び

申し上げたい。また、文中、敬称は全て省略させていただいた。

〈川原裕之:都臨床研)

5 .第20回日本分子生物学会年会シンポジウム“選択的タンパク

質分解による生理機能の調節"

近年、日本分子生物学会は時流の後押しもあって拡大の一途を辿っており、今

回の年会(平成 9年 12月 16・19日に開催)では、多くの新しい試みが見られ

た。本年は、例年に行われる国外から著名科学者を招いての特別講演会は行われず、

1 2のシンポジウムと多数のワークショップが組織された。その一つのシンポジウ

ムに「プロテオリシス」が選ばれた(オーガナイザー:田代啓博士・京都大学・医

学部)。本シンポジウムの演者は、イスラエルのAaronChichenover博士、米国の

Sigeki Miyamoto博士と筆者(都臨床研 ・田中)の 3名で、一人の講演時間はこの種

のシンポジウムとしては異例に長く、 50分であった。最初の講演者Chichenover博士

(親しい友人であるので、以後Aaronと記載)には、ユビキチンシステムのgeneralな

紹介を依頼したので(私はオーガナイザーではないが、 田代博士からの伝言による)、

講演の最初は、ユビキチンシステム全般のまとめを例によっての激しい口調で述べ

た後、本題のI-KBののユビキチン化に関する リガーゼの研究についての詳細を講演

した。

Aaronとは昨年、 3月にフランスで、また 5月には米国での学会で会っているの

で、当初から新しい話しは聞けないと，思っていたが、この予想は見事に的中した。

シンポジウムの前に、どのように喋ったら良いか?と訊ねられたので、ともかく、

“Sinkansen"並のスピー ド講演ではなく“Iρ伺 1Tr泊1" 並のゆっくりしたスピード

で話して欲しい旨を伝えた。 OKと調子良く返答したので、少しはア ドバイスを参考
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にするかなと思っていたが、期待に反して、彼のtalkは最初から最後まで、

“S凶E組 sen"並に終始した。本講演の骨子については、最近出版された論文

(E加moJ. 21， 6486・6489，1997)を参照されたい。この論文に記述されていること以

外に新しい内容は語られなかった。従って、ここでし市、加減な解説を加えるよりは、

原著論文を見て頂いた方が、正鵠を得ていると思った次第である。

A訂'Onは、彼のかつての師匠であるAbramHershko博士と共にユビキチンシステム

を発見し、その原理を完成させた第一人者として高い評価を得ていることは、衆目

の一致するところである。この師弟の共著の総説:The Ubiquitin System (Annu. Rev. 

Biochem.1998刊行予定)の原稿をAaronかから入手しているので、必要な班員にはコ

ピーしてお送りします(但し、 80ページもある大作なので、本当に読む必要性のあ

る班員に限定したしゅ。彼らは同じタイトルで1992年に総説を書いているが、 1992

年版はユビキチンシステムの原理の確立についての、まとめであった。以来、 6年

が経過し、 1998年版では、ユビキチンシステムのバイオロジーの発展が詳細に記載

されている。因みに、ユビキチンと細胞周期に関しては、 Hershko博士の最新の総説

(Cuπ. Opin. Cell Biol. 9， 788-799: Roles of Ubiqutin-mediated Proteolysis in Cell Cyde 

Control)が大変に素晴らしいと、私個人は感心したので (G1/Sリガーゼ:SCF複合

体とmitosisiリガーゼ:サイクロソーム/APC複合体が上手くにまとめられている〉、

この領域に関心をお持ちの方には、一読を勧めたい。

2番目の演者はSigekiMiyamoto博士(以下宮本博士と記す)で、やはりI-KBの分

解に関する彼の最近の研究成果を詳細に示した。当初の演者は、 TomManiatisのラボ

においてI-KBの分解に関する研究で大変重要な貢献をしたChen博士で・あったが、学

会の少し前に彼の来日が困難となり、 Chen博士の推薦で-宮本博士へバトンタッチさ

れたとのことであった。田代博士は、宮本博士とは米国のソ ーク研究所において目

知の間柄であるとのことであった。私は宮本博士とは面識はなかったが、前日に会

食する機会があったので、色々と個人的に話をすることができた。宮本博士は18才

のときに渡米し、従って大学から米国滞在中と言うことで、感覚的には日本人と言
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うより、もはや米国人の研究者と考えて良い思われる人物であった。彼の講演の骨

子はI-KBの分解がユビキチン/プロテアソーム系以外によっても担われる可能性を示

し、J:-KBの代謝的不安定性は、細胞種に依存して複数の経路が作動しているとのこ

とであった。よく知られているようにNF-KBシステムを刺激する細胞外シグナル、

そして、活性化されたNF-KBの標的遺伝子が数十にもおよび極めて多数であることか

ら、この転写システムの活性化機構が一つの経路でのみ説明できないことは、大い

に考えられるべき提案と思われる(宮本博士は、最近注目されているI-KBキナーゼ

α/sのクローニングにも成功しており、必要な方には分与するとのことであった:こ

の酵素の発見者の大御所に依頼しても入手は困難で、宮本博士には分与の依頼が殺

到しているとのことである〉。しかし、プロテアソーム系以外の酵素の分子的実体

は、カルパインの可能性を示唆したものの、まだ十分に解明されていないことは、

残念であった(宮本博士の講演内容が納められた論文が、ごく最近Mol.Cell. 

Biol.18， 19・29，1998に出版されたので、参照されたしサ。今回、宮本博士は久しぶり

に母国日本へ帰国したとのことであったので、日本の学会の印象を聞いた。 一言で

いうと、予想していたよりレベルが高いと言うことであった。世辞とは受け取らず

素直に喜びたいとも思うが、彼の本心から出た言葉であるか否かは分からない。ま

た、斯くも言った。米国では、超一流が大変立派で彼らが世界をリ ードしているこ

とに異論はないが、それらはほんのー握で、その後には無数のグループが乱立して

技(成果)を競っている。これらのレベルだと日本とは全く遜色のない感じがした

そうである(良く考えてみると、日本の生命科学研究を褒めているのか、けなして

いるのかよく分からなしゅ 。また、米国でも科学者として生き抜くためには質の高

い論文が必要で、特に彼のNF-KBの領域は大ボスが議いていて、互いに新参者を排

除する傾向が強く、この垣根を超えてゆくことは大変とのことであるらしい(真偽

のほどは定かでなしゅく)。

最後に筆者がプロテアソームに関して講演した。私の話はあちこちで-喋ってい

るので省略する。シンポジウム終了後、Aaronからスライドを見せて欲しいと言われ
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たので、何か質問があるのかなと，思っていたが、スライドを隅から隅まで慎重に見

ているので変だなと思っていると、 ，8枚ほど頂きたい、との申し出」があり、実は

上述の総説原稿のコピーと交換になった次第である。

「閑話休題」以下、余談。

Aaronをよく知っている仲間内では、最近の彼の大いなる変貌がいつも話題となる。

何しろ相撲取り並の巨漢で迫力満点であった彼が、僅か半年の間に体重を約60kg減

量して、 80kgのスリムな鉢を維持しているからである。食事制限でこれを実践し、

現在なおこれを維持しているのは、神業としか，思いようがない。あれほどの好物で

あったケーキ類を全く口にせず、懇親会においてもビールを飲まなかった彼を見て

いると、最近とみにに腹が張ってきて見苦しい肢体をさらけ出している筆者などは、

唖然とするばかりであった。シンポジウム後、古寺散策に連れて行ってくれと言う

ので、嵐山で彼の体重維持を慮って、昼食に豆腐料理をご馳走してから、天竜寺と

仁和寺の庭園を案内すると、頻りにbeautifu1を連発していた(多く外国人が、いつも

言うように)。が、個人的にはAaronとの京都の散策では何の楽しみもなく、 早 に々

休憩してビールでもと思っても一向に飲む気はなく、コーヒーを注文しても

sugarlessを注文しくれと頼む有り様で、彼の減量維持についての意志の強さに舌を

巻いて言葉も無かった(私だけビールを飲むわけにもゆかず、変に虚しかった)。

以上、学会報告としては漫談風になり、内容がないとの誘りを受けそうですが、

本当はちゃんとした見聞録も書けるので、それはまた別の機会に。

(田中啓二 :都臨床研〉
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( 5 )ミニレビュー

1ミトコンドリアプロセシングペプチダーゼ:分子進化と

機能分化

ミトコンドリアタンパク質の大部分は、アミノ末端部に 20ー60アミノ酸か

ら成る延長ペプチドを持つ前駆体として合成される。延長ペプチドに存在するター

ゲティングシグナルに従ってミトコンドリアに輸送された前駆体タンパク質は、延

長ペプチドが除去され成熟体となり、次にシャペロン等の助けにより機能分子へと

構築される。この一連の過程の中で、成熟体への変換、ミトコンドリア内局在化、

高次構造形成不全タンパク質の除去、等いくつかのステップにおいてプロテアーゼ

が重要な役割を果している。

私たちは、一連の過程の最初の段階において、すべての前駆体タンパク質に作

用するミトコンドリアプロセシングペプチダーゼ (MPP)について研究を進めてき

た。MPPは分子量50，000""57，000の大小2つのサブユニット (α-MPP、β-MPめか

ら成る金属エンドペプチダーゼである。本酵素が他のプロテアーゼとは異なる大き

な特徴は、その基質認識にある。 ミトコンドリアタンパク質の前駆体に特異的に作

用するが、前駆体の切断点付近にはアミノ酸配列における明確な類似性はない。あ

いまいな情報にもかかわらず、本酵素は前駆体を正確に認識して特定の位置を切断

する。このような機構の解明はこのペプチダーゼの基質認識機構の解明にとどまら

ず、タンパク質の細胞内局在化シグナルなど同様の認識を行っている系での機構の

解明に有益な情報を与えると考えている。この分子機構に関しては、 最近かなりわ

かってきたが、詳細な解説は別の機会に譲ることにして、本稿では、この酵素の持

つ別の興味ある点について紹介したい。

IMPPは新規金属プロテアーゼファミリー (pi位ilysin伽nily)一大腸菌からヒトに

至る広く生物界に存在する一群のプロテアーゼファ ミリーーの一員である
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本酵素はまず、酵母(Sacch訂omy∞scerevisiae)、アカパンカビ(Neurospora 

q国 sa)、ラット肝のミトコンドリアマトリクス画分から精製され、酵素化学的性質

が詳しく調べられた。酵素はα、βと呼ばれる大小二つのサブユニットか ら構成さ

れていること、活性がEDTA、0・フェナンスロリ ンの様な金属キレート剤によって強

く阻害され， Mn2+、Ni2+、Co2+等の金属イオンの添加でほぼ完全に回復する金属

プロテアーゼの一種であることが示された。その後相次いで、 cDNAクローニングに

より一次構造が決定された。二つのサブユニットは一次構造上30----50%程度の相同

性を有しており，両者は同一担先分子に由来するものと考えられる。また、両サブ

ユニットとも生物種聞において高い相向性を保持している。これらは共に大腸菌の

pl凶lysin(プロテアーゼIII)、ヒトのインスリン分解酵素などと、低いが明らかな類

似性があり、新規なプロテアーゼファミリー (pi凶 ysinfamily)を形成している。

pi紅白ysinやインスリン分解酵素は約lOkDの分子量を持つが、それらのアミノ末端側

半分がMPPと相向性がある。これら一群のプロテアーゼに共通する特徴は、金属プ

ロテアーゼであるがサーモライシン族における金属結合モチーフ (HExxH)は存在

せず、かわりに逆配列であるHxxEHが存在する。この配列も金属結合部位として機

能していることはピトリリシンにおいて示された。私たちも β-MPPについて、変異

体を用いてこの部分が切断活性に必須であることを確認した。 αーMPPでは完全な形

でのモチーフは存在せず、例えばラットではHxxEKとなっており、触媒機能は持っ

ていないと考えられる。したがって、 β占1PPが触媒活性を担っていると考えられる

が、サブユニット単独では活性は全く見られず、複合体を形成して初めて切断活性

を示す。最近、私たちは酵素による前駆体の認識にも複合体形成が必要であること

を見つけた。両者で作られる数ケ所の認識部位により、 一見共通性が無いように見

える数百に及ぶ前駆体を極めて正確に、高い親和力(ぬn，約10-7M)で認識してい

ると考えられる。

I1. MPPはミトコンドリア電子伝達系成分として働いていた(し、る)のか?

これまで述べてきたラット、酵母などの酵素はいずれもミトコンドリアのマト
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リクス内に可溶性タンパク質として存在するが、高等植物(ポテト、ホウレンソウ

など)では前駆体のプロセシング活性がミトコンドリア内膜に見いだされる。プロ

セシジグ酵素の精製やcDNAクローニング等の詳細な解析の結果、 α-MPP、β-MPP

はそれぞれ、電子伝達系のシトクロムbcl複合体の構成成分で-あるコアII、コアIタン

パク質と同一であることが確かめられた。またラットや菌類のMPPサブユニットは、

閉じ生物のbc1複合体のコアタンパク質と、分子全体にわたって有意なアミノ酸の一

致が見られる。植物ではMPPとこのコアタンパク質が同一分子であることを考える

と生物進化に伴うプロセシング酵素とbcl複合体の共進化や機能分化がうかがわれ

る。

なぜ、プロセシング酵素と電子伝達系タ ンパク質が似た構造を持っているのか、

一つのタンパク質が両方の働きを持っている生物が存在していることは何を意味し

ているのか、どちらが祖先でどちらが派生したものかなど、いろいろな疑問が出て

くる。植物のMPPを扱っているSchmitzらは、コアタンパク質はMPPの進化的造物で

あると考えている。真核細胞内に共生した原始原核細胞の遺伝子が宿主の核に移行

し、タンパク質がターゲティングシグナルを獲得して外から輸送されるようになっ

て、内部のプロテアーゼがプロセシン夕、、プロテアーゼとして膜タンパク質の一つ

(bc1複合体)に結合して膜タンパク質として存在するようになる (ii)。このとき

はまだ特異性としてはイ郎、が、あるとき遺伝子の重複が起こり、多くの前駆体に対

応できるようになる(iu)。その後、再びそれぞれの遺伝子が重複して、 電子伝達

系とタンパク輸送系が独立した調節を受けられるようになるとともに、プロテアー

ゼは再び膜から離れる (v)。植物では出の状態、酵母や動物で‘はvの状態、また、

Neurosporaではα岬 Pだけが分化した(iv)の状態、にあると言える。コアタンパク

質は電子伝達系活性そのものはなく、それらのアセンブリーに関与していると言わ

れているが、以上の仮説からはMPPの遺物がそのような働きをするようになったと

言える。コアタンパク質の本当の機能とともに、 MPPの起源(延長ペプチ ドを切断

する必要性も含めて〉と機能分化は今後の課題である。
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II1. 寄生生物由来のオルガネラのプロセシング酵素の祖先は同じか?

ミトコンドリア、クロロプラスト、ペルオキシソームなどは寄生原核生物に由

来するオルガネラであると考えられており、ミトコンドリアやクロロプラストでは

タンパク質の合成系、透過系、高次構造形成系など現存する原核生物との類似性や

オルカ*ネラ同士の類似性が議論されている。前駆体のプロセシング系はどうであろ

うか?クロロプラストへの前駆体タンパク質の輸送機構やターゲティングシグナル

は、ミトコンドリアのそれらと極めて類似している。プロセシングペプチダーゼは

145ゆと143ゅの 2つのタンパク質として精製されており、両者の抗体を用いて

140kDタンパク質をコー ドするcDNAが得られている。このタンパク質のアミノ末端

部はpitrilysinなどと25・30%のホモロジーがあり、 HxxEHのモチーフを含んでいる。

分子量やサブユニット構成は異なるが、やはりアミノ末端部に共通部を持つpitrilysin

ファミリーの一員である。したがって、植物では異なった原核生物がミト コンドリ

アとクロロプラストとして共生したが、それらは同じ組先分子に由来するプロテアー

ゼを持っており、それらがそれぞれのプロセッシング酵素として進化したと考えら

レる。

ミトコンドリアを欠く寄生嫌気生物には、炭水化物代謝とエネルギー生産の場

としてヒドロゲノソームが存在する。最近、このオルガネラにおいても、ミトコン

ドリアの系と類似したタンパク質輸送系により前駆体タンパク質が2つの膜を通過

して中に入り、成熟体へとプロセスされることがわかってきた。私たちは、ヒドロ

ゲノソームタンパク質前駆体の延長ペプチドの構造がミトコンドリアのそれらと似

ていることに注目して、前駆体のアミノ末端部に相当する合成ペプチドをっくり、

ほ乳動物のミトコンドリアのMPPを作用させたところ、正確な位置で切断すること

を観察した。このことは、ヒドロゲノソームにも同様なプロセシング酵素が存在す

ることを示している。詳細な構造については現在私たちの研究室でクローニング中

であるが、 pitrilysinファミリーの仲間がもう一つ加わることになるだろう。

以上、 MPPをめぐるプロテアーゼの分子進化と機能分化について述べた。生命
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現象の解明とともにますますその複雑さを思い知らされてきたが、その中に意外な

つながりがあることが伺え、その糸をたどることにより案外単純な解答が得られる

のかも知れない。 〈伊藤 明夫:九州大学理学部化学教室〉

"凶cteria?" 

密警FMJ;

~波予α，-MPP
Matrlx ~~ 

信~ß-MPP

V伺 st，mammals" 

( Braun & Schm江zηBS.20.171(1995)を改変)
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2. 転写制御因子の分解機構

プロテアーゼが標的とする転写制御因子

転写制御因子(およびその複合体)の分解反応の重要性を示す教科書的に有名

な例は、やはりMycとIKBと思われる。細胞が血清など増殖刺激により増殖を開始す

るときに、すなわちGOからG1へ細胞周期を周り出すときに、 Mycが誘導増加し、し

ばらくして分解され低し、発現レベルが維持される。また、 IKB(阻害因子〉が後述

するような刺激に応答して分解すると、 IKBをそれまで結合していたNF-KB(転写制

御因子本体)が細胞質から核ヘ移行する。またショウジョウバエ(肪osophila)の初

期発生にも、同様の因子 [Cactus(IKBに相当)とDorsal(NF・KB'こ相当)]が背腹

の決定に重要な役割を果たしている。すなわち、転写制御因子の分解反応は進化の

過程で保存された機構であるともいえる。

IKBが広く注目されていることは、文献検索をしてみてもよくわかる(199包年以

降1998年1月までのMEDLINE) 0 "転写因子(もしくはDNA結合蛋白質)と蛋白分

解"をキーワードとして選んだ場合(必ずしも網羅できていないが、また、高等真核

生物に限るが)、前者の組合わせでは23件中16件、後者の組合せでも16件中8件が

IKBとNF-KBに関連している。それ以外には、筆者らの報告しているGATA・6を含め、

AP1 (c-fos， c-jun， junB， junDなど)、 Ci、E2F、耳目、 Myb、p53、SP1、SREBPと

YY1が検索された。

また、最近の総説「蛋白分解による転写因子機能の制御J [文献 1]では、

NF-KB、Notch、SREBP、IRF2が取り上げられている。 NF-KBについてはRelファミ

リーとして7種、 IKBには6種のメンバーが存在する。このような多様性の意味に加

え、 TNFαやIL1のようなシグナル、あるいはuv、TPA、LPSなどのシグナルが、最

近報告されたNIKやIKKにどのように伝えられ、 IKBのリン酸化、ユビキチン化、プ

ロテアソ-ムによる分解につながるのか詳細な検討が進められようとしている〔文

献 2]。
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その他上記の転写因子でプロテアソームが分解に関わっているのは、 APl、E2F，

GATA・6、Myb、Myc、p53、SREBPである。また、 SPlにはシステインプロテアーゼ、

IRF2にはICE様システインプロテアーゼ、 YYlにはカルパイン(myogenic 

Cむ+・activated)が作用する。しかし、 NotchやCi、百日の切断、またIRF2のカルボキ

シ末端領域のアンマスキングの詳細は不明である。 SREBPについては三種の蛋自分

解の形態があるので、我々が研究対象としているGATA・6とともに後述する。

GATA・6と蛋白分解

個体の発生や細胞の分化は、それの引き金を引くマスター因子の時期および位

置特異的な発現に支配されている。脊椎動物に6種見つかっているGATA転写制御因

子は、それぞれ発現時期や場所を異にし特有の遺伝子発現を制御しており、そのよ

うなマスター因子に近いものと考えられている。しかし、 6種類のみで複雑な遺伝子

発現を制御しきれるはずはなく、複数の他の因子も協調して働いている。遺伝子構

造や発現部位などからGATA1， 2，3とGATA4，5， 6の2グループに分類できるが、筆者

は後者のグループを発見した。

さて、このような転写制御因子の機能を直ちに発揮させたり停止させる場合、

その因子の遺伝子転写を促進・抑制するよりも、蛋白をプロセシングして活性化す

るか不活化してしまうほうが時間的に有利と考えられる。もちろん、その転写制御

因子の合成量をかえることは必要で、最終的な転写の促進・抑制が達成される [文

献3]。このように考えると、発生や分化の鍵となる転写制御因子の機能を速やか

に制御する機構として、蛋自分解は重要である。

c地征類似体(多くの研究者が使用する濃度と処理時間におして)が存在すると、

GATA・6はAキナーゼを介してプロテアソームによって分解されてしまうことを、我々

は偶然見つけた[文献4]。この現象を上記のモデルにあてはめて詳細な検討を行

おうとしている。 GATA・6依存的に抗生物質耐性になっている培養細胞の耐性は

dbcAMP存在下には現われないことを利用して (GATA-6が分解され抗生物質耐性遺

伝子の転写が促進しない)、 dbcAMP存在下にもGATA-6の分解が起きない、すなわ
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ち抗生物質耐性株を分離し、それらの性状を解析しようとしている。特にAキナ

ーゼやその調節サプユニットを細胞内に保持する複数の蛋白が現在報告されており

[文献 5]、それらとの関係を明らかにする知見が得られるのではなし、かと考えて

いる。また、興味深いことに、先のCiが活性化される際に、 Aキナーゼが抑制的に

作用することが報告されている[文献6]。

GATA転写制御因子について、昨秋イタリアでEMBOWorkshop I Regulation and 

Function of GATA Proteins Jが開かれたが、蛋自分解に着目した話はなく、 GATA・6の

分解は興味を持たれた。さて、この分解経路が内在的に発現する6種類すべての

GATA蛋白質に共通のものなのかということを証明することも、普遍性の点で重要

である。最近我々は、 GATA-4を内在的に発現する培養細胞を見つけたので、これを

用いてGATA・4の蛋自分解についても研究を開始している。

SREBPと蛋白分解

SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein)には1と2の2種があり、小胞体

膜や核膜に局在する膜蛋白質として合成される。 SREBPはN末端側の約1βの領域に

転写制御因子としての機能があり、その領域に続いて2回膜を横切っている。細胞内

コレステロールが減少すると、 SREBPの膜からの切り出しが起こる。このプロセシ

ングは二段階の切断反応からなる。 SCAPに依存して小胞体膜の内腔側でまず最初の

切断が起き、その後N末側に向かった膜貫通領域で二度目の切断が起きる。 二度目

の切断にはコレステロール依存性はない。この後、膜から遊離したN末側は核へ移

行し、コレステロール生合成系やLDL受容体の遺伝子を活性化する。内腔側での切

断には、新規のプロテアーゼが関与している可能性がある。

SREBPは、このようなコレステロールセンサーの一部として、プロテアーゼに

よる制御を受けているが、あと二通りのプロテアーゼが関与する制御が知られてい

る。先のようにしてSREBPが核に移行し転写活性化を果たすが、核内での寿命は短

く、プロテアソームの働きで分解される。また、アポトーシスの過程で、 ICE様の

プロテアーゼにより DNA結合能のあるSREBPの断片が切り出されるが、その作用は
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不明である。

おわりに

以上述べてきたように、相当数の転写制御因子がプロテアーゼによって制御を

受けていることが明らかになっている。しかも、複数のプロテアーゼもしくはプロ

テアーゼ系が関わっていることは明白である。それらはまだ同定されていなかった

り、介在する因子が不明であったりする。従って、転写制御因子の働きを解明する

研究の一端は、まさにプロテアーゼの研究に支えられていると言ってもよい。
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[略語]

AP1・

Ci : 

activating protein 1 

Cubitus interruptus 

E2F: 

1CE : 

1KB: 

1KK: 

Adenovirus E1AやE2遺伝子の制御領域に結合するhostfactor 

IL1・

IRF2 : 

LPS: 

interleukin-1 β-∞nverting e田 yme

inhibtor of NF -KB 

IKB kinase : 

interleukin 1 

interferon regulatory factor 2 

lipopol ysaccharide 

NF -KB : nuclear factor KB 

N1K : NF-KB-inducible kinase 

Myb : avian myeloblastosis virus 

Myc : avian myelocytomamatosiss virus 

Rel : avian reticuloendotheliosis virus 

SCAP: SREBP-cleavage-activating protein 

SP1 : stimulation protein 1 

SREBP : sterol regulatory element binding protein 
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Su[H]: suppressor of Hairless 

TH3: tetrahexamer binding protein 3 

TNFα:ωmor necrosis factor α 

TPA: 12・O-tetrade印 noyl-phorboト13-acetate

YY1: Yin-Yang 1 

(前田 正知:大阪大学・薬学部・生物薬品化学講座)

3. プロテアソームによる精子鞭毛運動の制御

精子は受精という目的のために極端に分化した細胞である。始原生殖細胞から

発し、体細胞分裂、減数分裂を経て精子が作られるが、精子形成時の形態変化は核

の凝縮、先体の完成、鞭毛の伸長と非常にダイナミックである。一方、形態的に完

成された精子も、ほとんどの場合運動性をもたないか、もっていても完全ではなく、

放精後精子がさらされる外部の環境(淡水、海水、卵由来の活性化物質、雌性生殖

器内)が刺激となり運動が活性化され、受精が可能となる。すなわち、精子にとっ

て受精直前に運動性の変化を起こすことが、卵に到達するための最後の仕上げの段

階に当たる。

精子の運動装置である鞭毛のなかには9本のダブレット微小管、 2本のシング

レット微小管およびそれらに付属しているいくつかの構造物からなる軸糸が存在す

る。精子運動の原動力は、ダブレット微小管に結合しているモータータンパク質で

あるダイニンがATP分解のエネルギーを利用して微小管を滑らせることにより生ま

れる。精子の運動性の変化も、つまるところはこの滑り運動を何らかの機構で調節

することによって起こると考えられる。

サケ科魚類精子運動の調節因子を検索している過程で、プロテアーゼ阻害剤に

より精子運動が阻害されることを見い出したのが、本研究の発端である(1)。この阻

害はATP濃度がf郎、場合には観察されず、高い場合にのみ限害が見られた。この内

在性のプロテアーゼ、に興味を持ち、阻害剤と同様に運動を阻害する合成基質を検索

したところ、 Suc-Leu-Leu-Val・Tyr-MCAがその効果を持つことが明らかになった(2)。
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さっそくこの基質を分解するプロテアーゼを精子から精製した結果、 20Sプロテア

ソームと分子量950kDaのプロテアーゼが精製された(3)0950kDaプロテアーゼ、はチュー

ブリジと結合した形で単離され、このプロテアーゼ、が微小管と密接な関係があるこ

とが推測された(4)0ATP存在下で精製した場合、分子量1，500kDaのプロテアーゼが

精製され、その分子構成から26Sプロテアソームであると結論した(5)026Sプロテア

ソームの調節サブユニット複合体(PA700)に相当する部分と950kDaプロテアーゼの分

子構成を比較したところ、両者は極めて似ていることから、 26Sプロテアソームが

20Sプロテアソームと950kDaプロテアーゼの複合体である可能性が極めて高いとい

える。しかしながら、 950kDaプロテアーゼに含まれる50kDaサフeユニットの等電点

が26Sプロテアソーム中では酸性側にシフトしていることや、 950kDaプロテアーゼ

に比べて26Sプロテアソームに含まれるチューブリン含量が低い点など違いがある

(5)。この相違は20S・26S変換に関わっているかもしれない。

20Sプロテアソームに対する抗体を作製し間接蛍光抗体法で調べたところ、プロ

テアソームが鞭毛に沿って存在することがわかった(3)。免疫電顕によりさらに詳し

い局在を調べたところ、外腕ダイニンの根元あたりから細胞膜に向かつて伸びてい

る突起にプロテアソームが結合していることがわかった(6)。微小管に結合している

構造にプロテアソームが局在しているということは、上記の950kDaプロテアーゼあ

るいは26Sプロテアソームにチューブリンが含まれている事実と も一致している。

従って、 950kDaプロテアーゼ中にチュープリンと結合できるサブユニットが含まれ

ており、その部分で微小管と結合していると考えられる。最近、 26Sプロテアソー

ムのサフ。ユニット聞を分子内にジスルフィド結合を持つ二価性架橋試薬を用いて架

橋を行った結果、 117kDa付近にチューブリン抗体と反応する架橋産物が得られた。

ジスルフィド結合を切断するとチュープリンと約60kDaの解離産物が得られた。

60kDaサフ守ユニットはチュープリン結合サブユニットである可能性が高い。現在さ

らに詳細に解析中である。

プロテアソームが分解する内在性基質については、まだわかっていない。抗ユ
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ビキチン抗体を用いて精子運動開始に伴い消失するタンパク質を調べたところ、ユ

ビキチン抗体と反応するタンパク質が鞭毛にいくつかあることがわかったが、いず

れも精子運動開始に伴い分解されなかった。一方、プロテアソームの基質

(Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCAおよびZ-Leu-l訓・Glu-2NA)あるいは阻害剤(MG・115および

PSI)によって鞭毛運動が阻害されるが(2，5)、これらの基質あるいは阻害剤存在下で

鞭毛タンパク質のcAMP依存性のリン酸化を調べたところ、分子量22kDaのタンパク

質のリン酸化が著しく阻害されることがわかった(6)。このタンパク質を軸糸から抽

出し、ショ糖密度勾配遠心による分画を行ったところ、外腕ダイニンのサブユニッ

トの一つである22kDa夕、イニン軽鎖であることが明らかになった(6)。つまり、プロ

テアソームはcAMP依存性のリン酸化を調節することによりダイニン軽鎖のリン酸化

を促し、その結果、ダイニンによる微小管の滑り運動が活性化され、精子運動の活

性化に至ると考えられる。プロテアソーム阻害剤はダイニン軽鎖の脱リン酸化には

影響がないことから、プロテアソームはcAMP依存性プロテインキナーゼの活性化に

関与していると考えられる。プロテアソームはcAMP依存性プロテインキナーゼの制

御因子を分解している可能性が高いが、これまで調べたところR-サブユニットの分

解は観察されず、新規のcAMP依存性プロテインキナーゼ調節因子が存在しプロテア

ソームの基質になっている可能性がある。現在あらゆる方法を考えて、基質タンパ

ク質を同定すべく研究を進めている。

これまでサケ、ニシン、ウニ、ホヤ、ハムスターの精子から20Sプロテアソーム

を単離してきた。また、サケ、ウニの精子からは26Sプロテアソームの単離にも成

功している。各々の動物の精子におけるプロテアソームの局在を詳しく調べる必要

があるが、おそらくプロテアソームによる鞭毛運動の調節機構はかなり普遍的では

ないかと考えている。精子運動活性化の様子は動物種によってさまざまであるが、

特にサケ科魚類の精子は淡水に放精されてから 1秒以内に運動開始が起こる。この

点、プロテアソームが基質タンパク質を一瞬にして切断し、ある反応を不可逆的に

進めると考えると納得がゆく。完成された精子に転写活性やタンパク質合成活性は
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ほとんど無く、運動開始にかかわるタンパク質はすべて揃っていると考えられる。

精子が放精されてから瞬間的に多くのカスケード反応を起こすためには、運動開始

を起こすために必要なさまざまな因子が空間的にかなり厳格に配置あるいは会合し

ている必要がある。おそらくプロテアソームにとっては、目の前に餌があってもお

預けを食らっている状態ではないであろうか。お預けをくらっているのではなく、

単に眠っているのかもしれない。何がプロテアソームを叩き起こすのか、その活性

化機構の解明は、プロテアソームのタンパク質基質が同定された後、その次に与え

られた興味深いテーマである。
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( 6 ) トピックス

1. Protein Kinase CとApoptosis

Protein Kinase C (PKC)の強力な活性化剤として知られるTPAを細胞に添加すると、

細胞増殖や、分化、細胞死(Apoptosis)等が引き起こされることが報告されている。

また逆に、他の刺激によって誘導されるこれらの現象が、 τ'PAの添加により抑制さ

れることも知られている。 TPAによってどの現象が誘導されるかは、細胞毎に異なっ

ている。晴乳動物には少なくとも11種類のPKC分子種が同定されており、このうち

cPKC、或いはnPKCとして分類される8分子種がfPAによって活性化されることから、

τ'PAによる多彩な生理作用は、細胞毎に発現しているPKC分子種の種類と量が異な

るためであると考えられている(1)。即ち、 PKCは細胞の増殖、分化、死という最も

根源的な現象の制御に深く関わっていることは確かである。しかし、各々の分子種

の生理機能が異なっているにもかかわらず、一つ一つを区別して解析することが困

難であるため、 PKCの分子機序に関しては未だ不明の点が多い。

apoptosisにおけるPKCの限定分解

筆者は、 PKC分子種の中でも特にPKCδ に着目して、これ迄解析を進めてきた。

PKCδ は細胞増殖の制御にも深く関わっている分子であるが、 1995年にEmoto等に

より、放射線照射により誘導されるapoptosisにおいてPKCδの限定分解が引き起こ

され、酵素活性を有した活性部位断片が細胞内に蓄積されることが報告されたこと

で(2)、俄然PKCとapoptosisの関係を明確に結び付ける分子として注目されている。

放射線照射のみならず、 F舗の活性化やTNFα 等のcyωkinewU激や、紅a-C等の

DNA-damaging試薬、或いは切Aそのものによるapoptosisの誘導時にも、 PKCδ の限

定分解が起きる(2-4)。現在我々が試した限りにおいては、 apoptosisの誘導と δの限

定分解は細胞の特異性、刺激依存性、 更にそのTimecourse において非常によく 一致

している。また、限定分解によって遊離するのは活性部位断片のみではなく、制御
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部位断片もほぼ全長を保持したまま細胞内に蓄積することが明らかとなった(4)。そ

の後、我々やEmoto等の解析から、 δ分子種のみならず、同じnPKC分子群に所属す

るOやε分子種もapopωsお刺激にともなって限定分解を受けるが、 α、βII、C分子

種では分解が見られないことが明らかとなった(2-5)。

apoptosisの時誘導されるPKCδの限定分解は、どのプロテアーゼによって生じる

のであろうか?最初Emoto等は、 apoptosisが起きる時に活性の上昇するキナーゼとし

てPKCδの活性部位断片を精製した。そのN末端のシークエンスを調べることによ

り決定した切断部位のアミノ酸配列 (DMQD/N)から、 PKCδがCぉpase，こより直接切

断されると考えた(2)。その後、 δの限定分解は、 C泊 p錨 e1の阻害剤では阻害されな

いが、 Cぉp部 e3の阻害剤では阻害されること、 invi仕0で直接Caspぉe3によってδ及び

Oが切断、活性化されること、等からPKCの限定分解は、Caspase3・likeのプロテアー

ゼにより担われていると考えられている(2・6)。

PKC限定分解の生理的意義

ところで、 apopto怖におけるPKCの限定分解とは何を意味するのであろうか?

PKCはN端に活性制御部位、 C端に活性部位を配しており、制御部位にジアシルグリ

セロールやカルシウム等の活性化因子が結合することにより活性化される(1)。しか

し、 PKCが発見されたかなり当初から、 PKCがプロテアーゼによって切断され制御

部位による抑制がはずれて活性化するという図式が考えられていた。事実、精製し

たPKCをinvitroでCalpainやTrypsin等のプロテアーゼで処理すると、 PKCの限定分解

により活性部位断片が生成し、活性化因子が存在しなくてもりン酸化活性を呈する

ようになる(7，8)。そこで、 PKCの活性化剤 (TPA等)をはじめ様々な刺激を細胞に

与えて活性部位断片の生成を捕えようとする甚大な努力が払われたが、そのほとん

どが水泡に帰した。その代わりPKCに何が起こったか、というと---PKCは跡形もな

く消えたのである。細胞にPKC活性化因子を加えると、最初細胞質画分に分画され

ていたPKCは速やかに膜画分に検出されるようになる(仕組slo白 tion)。その後、徐々

にPKCの含量は減少していき、刺激が十分に強ければ2--4時間で細胞から完全に
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消失する。この問、特に分解物と思われる産物は見られない。これをPKCの

down-regu1ationと呼び、その後、仕組s10回 tionと並んで;PKCの活性化の指標として盛

んに用いられるようになった(1)。大事なことは、同じPKCの分解過程でありながら、

down-regu1ationがPKC活性の消失で-あるのに対し、限定分解はPKCの活性化である、

という点である。

従って、少しでもPKCの研究に従事していたものならば、 apoptosisでPKCδが限

定分解される、との報告を受けた時、叩optosisでもPKCが活性化されるのかという

ことの他に、限定分解によるPKCの活性化が生理的条件下でも起きるのだ、という

衝撃を受けたはずである。 apoptosisでPKCδが活性化されるならば、何かをしてい

るはずである。決して、単なるついでで分解されたはずはない。そこで、 PKCδ 、

及びθの活性部位断片のリコンビナント蛋白質を作製し、細胞への導入実験を試み

た。すると、見事にapoptosisが起きたのである(4，-6)。この様なapoptosisの誘導能は、

活性部位断片のみならず、点変異により作製したconstitutiveactive型のPKCδを導入

した場合にも見られた(4)。即ち、リン酸化活性の異常な充進がapoptosisにつながっ

たと考えられる。活性型PKCを高発現した細胞をよく観察すると、まず異常な形態

が目につく。死んで丸くなった細胞が多数あるのはいうまでもないが、かろうじて

生き残ってはいるものの縮こまっている細胞が多い。これまでに、 PKCの基質、或

いは結合蛋白質として複数の細胞骨格因子が同定されている(1)。断片化により活性

化されたPKCが、これらの細胞骨格蛋白質をリン酸化することによりこれらの再構

成を誘導し、 apoptosisにともなうダイナミックな細胞形態の変化をもたらしている

のではなし、かと考えられる。これに対して、活性化PKCδの導入による核の形態変

化は比較的マイルドである。核の凝集、断片化は見られるが、断片は比較的大きく

数も少ない。 Cぉp笛 Cの下流で;genomicDNAの断片化をもたらす因子としては、すで

にDFF1(9)や、 ICAD-CAD(10)複合体等が報告されている。おそらく、これらの因子

と競合することにより、 PKCはapoptosisの進行に一役買っていると考えられるので

ある。
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apoptosis初期におけるPKCの関わり

さて、これらの研究成果から、 PKCとapoptosisとの関係は一応の決着を見たと考

えられる向も多し、かと思う。しかし、話しはそれほど単純ではない。 apopωsおに伴っ

て起きるPKCδ、。、 εの限定分解は、 apopωsisがかなり進行してから起きる遅い

事象であるが、 PKCがapoptosisのもっと早い段階でこれに関与しているという報告

がある。1NFαやセラミド等のapoptosis誘導因子を細胞に添加すると、 PKCの速や

かな仕組.slo伺 tionが起きることが知られている(11，12)。これらのPKCは、限定分解を

受けていない完全長のものである。また、 τl'Aが一部の細胞のapoptosisを阻害する

機構として、 PKCの活性化によりスフィンゴシンキナーゼが活性化され、その結果

生じたリン酸化スフィンゴシンがapoptosisの進行を阻害する、という報告がある(13)。

また、1NFα やFasL等は、膜蛋白質として合成され、細胞膜に存在するメタロプロ

テアーゼによって切り出されることが知られているが、これらメタロプロテアーゼ

の活性が胃Aの添加によって増強することから、これらapoptosis誘導因子もまた

PKCによ って制御されている可能性がある。即ち、 PKCはapoptosisの様々な段階で

この制御に関わっていることが示唆されているのである。

さらに、いわゆるPKC活性化因子であるTPAやジアシルグリセロールに応答しな

いPKCとして知られるatypicalPKC (aPKC)もまた、 apoptosisの制御に関わることが知

られている。例えば、 aPKCに属するえやど分子種を細胞に高発現すると、 apopωsis

誘導に対する細胞の感受性が変化するとし寸報告(14)や、 apoptosis誘導因子として知

られるセラミドが低濃度で直接PKCrの制御部位に結合して活性化するとの報告

(15)がある。また、どやえに結合する因子としてクローニングされたPar・4蛋白質は、

細胞内でもどの制御部位に結合して、その活性を阻害することによってapoptosisを

誘導することが報告されている(16)。

PKC---細胞の生と死をつなぐもの?

筆者は、 apopω砲におけるPKCの限定分解に伴って、活性部位断片のみならず制

御部位断片もまた細胞内に蓄積するこ とを明らかにした。そこで、制御部位断片の
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生理機能を明らかにするため、 δ制御部位断片のリ コンビナントを作製しCOS細胞

への高発現を試みた。その結果、 δ制御部位断片の高発現は細胞の多核化をもたら

した(水野、未発表)。先にも述べたように、 PKCは細胞の増殖や分化の制御にも

大きく関わっていることが知られている(1)0PKCδの高発現株は細胞増殖能が低下

していることが報告されているが、中でもCHO細胞の δ高発現株では、 TPA存在下

で長期間培養することにより、 G2flv明日で増殖が停止して細胞の多核化が誘導される

ことが知られている(17)。即ち、 PKCδが制御部位を介した何らかの作用により細

胞分裂を抑制している可能性が示唆される。また、 apoptosisに伴うPKCδ の限定分

解の結果生成した制御部位断片が、 G2!M期を抑制することによってapoptosisの進行

を増強する役目を担っていることが示唆された。

また、骨髄性白血病細胞株であるHL60やU937は、 TPA存在下で培養することに

より単球、或いはマクロファージ系の細胞に分化することが知られている(18，19)。

そこで筆者は、培地中にTPAを加えその挙動を観察した(4)。もともと浮遊細胞であ

るHL60は、 TPAを加えて一時間余で、ディッシュに接着した。しかし、時間の経過と

共に一部の細胞がまた浮遊をはじめ、それと共にapoptosisを起こす細胞が増えてき

た。そこで、 TPA添加24時間後に、ディッシュに接着したままの細胞と浮遊した細

胞とに分離して回収し、各々についてapoptosisの有無とPKCの挙動について検討し

た。すると浮遊した、細胞群はそのほとんと、がapoptosisを起こしており、またPKC

δ、及びεの限定分解による活性、及び制御部位断片の生成が認められた。それに

対し、接着したままの細胞群ではapoptosisはほとんど認められず、 PKC限定分解の

産物も見られないまま、ただPKCが消失していた。即ち、 PKCのdown-regulationが起

きたのである。同様の現象はU937細胞でも見られた。つまり、 τ'PA処理によって引

き起こされた細胞の運命(分化とapoptosis)と、 PKCδ 、及び εの運命

( down-regulationと限定分解〉に一致を見たのである。ここから次のような仮説が導

き出される。初期のPKCの活性化はこれらの細胞の増殖停止を引き起こすが、速や

かにPKαi)down-regulationを起こした細胞は生き残り分化の方向に向かうのに対して、
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PKCが長く残存している細胞ではその後の限定分解が誘導されapoptosisに向かうも

のである。この様な1PAに対するPKCの応答性の違いは、刺激を受けたときの細胞

の状態(例えば、細胞周期のどの段階にあるのか)によるのかもしれない。いずれ

にしてもPKCが細胞の増殖、分化、死といった大きな分岐点を制御する因子である

と考えられるのである。

終わりに

以上、 PKCとapoptosisとの関連についてはまだまだ混沌としているといわざるを

得ない。 apopωsis自体が細胞の全てを巻き込む大イベントであるがゆえ、 PKCに関

わらず、そこで起きる全ての現象に対して、それがapoptosisにおける中心的なイベ

ントであるか、単なる副産物であるのかを見極めることが大変重要になってくる。

更にPKCは、 apoptosisのみならず、増殖や分化をも制御する因子である。 apoptosisに

限らずもっと広い分野から見通すことによって、はじめてPKCとapoptosisの関係が

見えてくるのかもしれない。
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2.生体内ユビキチンの定量:イムノアッセイの問題点

はじめに

基礎医学に関る者(筆者もその一人である〉にユビキチンの存在を強く印象づ

けたのは、 1987年、アルツハイマー病の神経原繊維変化 (NFT)の構成成分として

ユビキチンを同定した森らの研究(1 )であろう。これを契機に、様々な疾患につ

いて、生体内ユビキチンの動態に注目した免疫化学(主に免疫組織化学〉的検討が

数多く行われた (2)。その中には、イムノアッセイによってユビキチンを定量し、

臨床医学上の意義を指摘するものも現れた (3-8)。ユビキチンは、蛋白分解を誘

起するシグナルとしてストレス応答等に関る。従って、その量的な変化が何らかの

病的過程を反映する可能性は否定できない。しかし、これらの報告で測定されてい

るユビキチン分子は、必ずしも同ーとは言えない。例えば、ヒト髄液のユビキチン

濃度は報告によって 1桁異なる (5，7，9)。我々も近年2種類のイムノアッセイ (10，

11)を構築し、遊離型ユビキチンとマルチユビキチン鎖の分別定量を行っているが、

まだ問題を抱えている(後述)。そこで、今迄に報告されたイムノアッセイによる

ユビキチン定量について、その現状と展望をまとめた。なお、本文中での“ユビキ

チン"は、遊離型、結合型等すべてを含む“広義のユビキチン"を意味し、モノユ

ビキチンに限定しないものとする。また、小文字および大文字のアルファベットは、

それぞれ表 1および表2の該当項目を表している。

イムノアッセイのユビキチン型特異性

ヒトや実験動物の組織・体液のユビキチンを定量する場合、イムノアッセイが

現実的な選択となる。 一方、生体内のユビキチンは、 E1，E2， E3さらに脱ユビキチン

化酵素 (DUB)により、複数の型に変換される(表 1a.......わ。これらの生理意義は

異なり、例えば、 anchor型のG76・K48イソペプチド結合によるマルチユビキチン鎖
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(e)は、蛋自分解シグナルである。従って、イムノアッセイで得た結果の意味を考

える上で、どの型のユビキチンが測定されているかという(特異性に関する〉情報

が重要である。また、紀憂かも知れないが、ユビキチン遺伝子産物 (g，h)やUCRP

等のユビキチン様蛋白質 (i，j)が抗体に結合し測定に影響する可能性も考慮すべき

である (12)。このように、ユビキチンの測定と言っても、厳密には、これだけ多

様な各型の交差性を把握する必要がある。しかし、既報の測定系 (表2A，......J)は、

そうした検討が無いか、有っても十分と言えない。例えば、 HaasとBrightが確立した

Bの測定系は、結合型ユビキチンに特異的であるとされている(表2桝参照)。しか

し、 bからfまであるユビキチン結合体のどれを認識し易いか判らない。 Bはマルチユ

ビキチン鎖の発見 (13)以前に作られた歴史的な測定系であり、近年も用いられてい

る (14，15)。特異性の再検討を願いたい。 CやGのイムノアッセイは、 NFTの主要

成分pairedhelical filament (ユビキチン化タウ蛋白質を含む)を抗原にして得たモノ

クローナル抗体(mAb5-25)を用いたもので、抗体の性格から結合型ユビキチンに

特異的と推定されている。Iqbalのク。ループは、この方法によって、アルツハイマー

病患者の髄液や剖検脳のユビキチン濃度が高いことを示した (3，4， 16)。しかし、

KやLの測定系を用いた我々の検討は、この結果を支持しなかった(未発表)。 もし

も、 CやGの系がKやLで測定される型(後述)以外のユビキチン({91jえばn=1，......3程

度の短鎖ユビキチン〉に特異的であれば、この矛盾は解消する。機会があれば解明

したい。我々が確立した測定系KとLに関しては、網状赤血球由来日， E2，E3で調製

した様々な長さのマルチユビキチン鎖 (主にG76・K48イソペプチド結合からなる と

思われる)を用いて特異性を検討した。その結果、Kはn>3，......6のマルチユビキチン

鎖を、 Lはモノユビキチンを中心とする遊離型ユビキチンを検出することを見出し

た(表2紛，的参照)。しかし、 Kにおける、 G76・K48以外のマルチユビキチン鎖

(c， f)の交差性は判らない。また、識別可能とは思えないが、 bとeの比較、すなわ

ちanchor型とunanchor型の交差性の異同も未検討である。Lにおいては、ユビキチン

遺伝子産物 (g，h)やユビキチ ン様蛋白質 (i，j)の交差を懸念しているが、検証で
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きずにいる。今後、こうした各型を用いた検討が必要であるが、同時に、分析対象

の細胞・組織における、 unanchor型G76・K48マルチユビキチン鎖や G76・K6，

G76・K11，G76・K29，G76・K63の各マルチユビキチン鎖、さらにユビキチン様蛋白質

などの存在 (量〉 を生化学的に調べることも重要だろう。

我々は、 Lの系を確立する際、様々なユビキチン抗体を用いた数種類の

∞mpetitive RIA (Lと同じ原理による方法)も作り、各々の性格を比較した (11)。

その結果、多少抗体の性質が異なっていても、特異性は互いに良く似ていることを

見出した。従って、それに類する測定系(A， 0， E， F， H， J)の性格も、 Lと同様(表

2#9参照)である可能性が高い。実際、 Dの特異性を検討したところ、 Lと変わらな

かった(未発表)。今後、各系の標準品(モノユビキチン〉を統ーできれば、これ

らによる測定値は比較可能となるかもしれない。

以上、現在、ユビキチン測定用イムノアッセイ系は多数報告されているが、完

全なものはなく、その特性を理解した上で利用する以外にない。また、既報のデー

タに関しても、閉じ測定系を用いていない限り、相互の比較はきわめて困難と結論

される。

今後のイムノアッセイ

望まれる測定系のひとつとして、蛋自分解シグナルとしてのユビキチンを的確

に定量化できるものが挙げられよう。現在、 G76・K48マルチユビキチン鎖でかつ長

鎖のものが、より有効なシグナルになると考えられている(表1e解説参照) (17)。

これに基づけば、 anchor型のG76-K48マルチユビキチン鎖 (n> 6程度)に特異的な

測定系が候補となる。また、研究目的によっては、特定の標的蛋白質と結合したマ

ルチユビキチン鎖だけを検出する系も有用だろう。ただし、シグナルとしてのユビ

キチン研究には、 G76-K48以外のマルチユビキチン鎖の意義など課題も多く、今後

の展開ではまったく予想外の系が必要となるかもしれなL、。

ユビキチン自身ではないが、ユビキチン様蛋白質 (i，j)のSUMO-1やUCRPに対

する特異的イムノアッセイも、今後必要とされる可能性がある。また、最近、孤発
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性アルツハイマー病の脳から高頻度でフレームシフト型のubiqui出・B遺伝子の変異

(おそらく転写レベルでの2塩基欠失)が見出され、この翻訳により生じる変異ユビ

キチン (C末端グリシンモチーフを失っている)の病態への関与が示唆された (18)。

このタイプの分子は蛋自分解を撹乱するとの報告もあり (19)、イムノアッセイ

で組織や髄液中の量を調べる価値があるように思える。

おわりに

イムノアッセイによるユビキチン定量の現状と展望について述べてきた。しか

し、こうした方法で得た情報を何に生かすのか、また、本来何を目的にユビキチン

を定量するのか。そういう疑問が残る方も多し、かもしれない。筆者なりの答えとし

て、測定系KとLから得たいくつかの知見を紹介する。

始めに述べたように、生体内のユビキチンは、病態に伴い質的量的に変化する

可能性がある。我々は、他の施設と共同して、各種疾患の患者体液ユビキチンを定

量している。その結果、①急性白血病の患者血清におけるマルチユビキチン鎖、②

急性肝炎やアルコール性肝硬変の患者血清におけるマルチユビキチン鎖と遊離型ユ

ビキチン、③無酸素脳症の患者髄液の遊離型ユビキチン、等において特徴的な動態

を見出している(発表準備中，一部20)。これらの背景の解明は今後の課題である。

一方、正常な細胞や組織中のユビキチンを定量することで意外なことに気付くこと

もある。例えば、培養細胞に熱ストレスを負荷し細胞内ユビキチンレベルを経時的

に分析したところ、 “遊離型ユビキチンは激減、マルチユビキチン鎖は変化なし"

とし寸興味あるステージを見出した (発表準備中〉 。ユビキチンのリサイクルが破

綻しているのかもしれない。また、もっと単純な検討では、ラットの組織中の遊離

型ユビキチンを定量すると、臓器によりその濃度 (単位蛋白当たりの量)に顕著な

違いが認められた(未発表)。例えば、脳の遊離型ユビキチン濃度は際立つて高く、

神経特異的なDUBと関連するのかもしれない。

ユビキチン系の研究は、今後もE2，E3やDUBおよび、これらと相互作用する分子

の解明を軸に展開されよう。その中で、生体ユビキチンの定量は、先端の研究成果
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を補填するだけでなく、新たな問題を提起するため、巧みに利用していく べきであ

ろう。

茎盤
1. Mori， H.， Kondo， J.，組dIhara， Y. (1987) Science 235， 1641・1644

2. Mayer， R.J.， Arnold， J.， Laszlo， L.， Landon， M.， and Lowe， J. (1991) Biochim.Biophys. 

Acta 1089， 141・157

3. Wang， G.P.， Iqbal， K.， Bucht， G.， Winblad， B.， Wisniewski， H.M.， and Grundke-Iqbal， 

I. (1991) Aぬ Neuropathol.82， 6-12 

4. Wang， G.P.， Khatoon， S.， Iqbal， K.， and Grundke-Iqbal， I. (1991) Brain Res. 566， 

146-151 

5. Manaka， H.， Kato， T.， Kurita， K.， Katagiri， T.， Shikama， Y.， Kujirai， K.， Kawanami， 

T.， Suzuki， Y.， Nihei， K.，釦dSasaki， H. (1992) Neurosci. Lett. 139， 47・49

6. Okada， M.， Miy位 aki，S.， and Hirasawa， Y. (1993) Clin. Chim. Acta 220， 135・144

7. Blennow， K.， Davidsson， P.， Wallin， A.， Gottfries， C.G.， and Svennerholm， L. (1994) 

Int. Psychogeriatrics 6， 13・22

8. Asseman， C.， Pancre， V.， Delanoye， A.， Capron， A.， and Auriault， C. (1994) 

J. Immunol. Meth. 173， 93・101

9. Kudo， T.， Iqbal， K.， Ravid， R.， Swaab， D.F.， and Grundke-Iqbal， I. (1994) Neuroreport 

5， 1522・1524

10. Takada， K.， Nasu， H.， Hibi， N.， Tsukada， Y.， Ohkawa， K.， Fujimuro， M.， Sawada， H.， 

and Yokosawa， H. (1995) Eur. J. Biochem. 233，42-47 

11. Takada， K.， Hibi， N.， Tsukada， Y.， Shibasaki， T.， and Ohkawa， K. (1996) Biochim. 

Biophys. Acta 1290， 282・288

12. Lowe， J.， McDermott， H.， Loeb， K.， Landon， M.， Haas， A.L.， and Mayer， R.J. (1995) 

J. Pathol. 177， 163-169 

13. Chau， V.， Tobias， J.W.， Bachmair， A.， Marriott， D. ， Ecker， D.J.， Gonda， D.K.， and 

Varshavsky， A. (1989) Science 243， 1576・1583

14. Haldeman， M.T.， Finley， D.， and Pickart， C.M. (1995) J. Biol. Chem. 270，9507・9516

15. Haas， A.L.， Baboshina， 0.， Williams， B.， Schwartz， L.M. (1995) J. Biol. Chem. 270， 

9407・9412

16. Kudo， T.， Iqbal， K.， Ravid， R.， Swaab， D.F.， and Grundke-Iqbal， I. (1994) Brain Res. 

639， 1-7 

17. Piotrowski， J.， Beal， R.， Hoffman， L.， Wilkinson， K.D.， Cohen， R.E.，組dPick訂t，

C.M. (1997) J. Biol. Chem. 272， 23712-23721 

18. van Leeuwen， F.W.， de阻eijn，D.P.V.， van den Hurk， H.H.， Neubauer， A.， 

Sonnemans， M.A.F.， Sluijs， J.A.， Koycu， S.， Ramdjielal， R.D.J.， Salehi， A.， Martens， 

G.J.M.， Grosveld， F.G.， Burbach， J.P.H.， and Hol， E.M. (1998) Science 279， 242・247

19. Hodgins， R.R.， Ellison， K.S.， and Ellison， M.J. (1992) J. Biol. Chem. 267， 8807・8812

-63-

• 
i
 



20. Takada， K.， Nasu， H.， Hibi， N.， Tsukada， Y.， Shibasaki， T.， F吋ise，K.， Fujimuro， 

Sawada， H.， Yokosawa， H.，釦dOhkawa， K. (1997) Clin. Chem. 43， 1188・1195

21. van Nocker， S. and Vierstra， R.D. (1993) J. Biol. Chem. 268， 24766・24773

22. Shae庄町，J.R.組 dKania， M.A. (1995) Biochemistry 34， 4015-4021 

23. Galan Pickart， C.M. (1997) FASEB J. 11， 1055・1066

24. Spence， J.， Sadis， S.， Haas， A.L.， and Finley， D. (1995) Mol. Cell. Biol. 15， 1265・1273

25. Saito， H.， Pu， R.T.， and Dasso， M. (1997) TIBS 22，374・376

26. 1ρeb， K.R. and Haas， A.L. (1992) J. Biol. Chem. 267， 7806・7813

27. Kumar， S.， Yoshida， Y.， and Noda， M. (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 195， 

393-399 

28. Haas， A.L. and Bright， P.M. (1985) J. Biol. Chem. 260， 12464・12473

29. Lippert， T.H.， Seeger， H.， Schieferstein， G.， and Voelter， W. (1993) J. Androl. 14， 

130・131

30. Phillips， M.E. and Platt， J.E. (1994) Gen. Comp. Endocrinol. 95， 409・415

31. Morimoto， T.， Ide， T.，血ara，Y.， Tamura， A.，釦dKirino， T. (1996) Am. J. Pathol. 148， 

249・257

(高田耕司:東京慈恵会医科大学・生化学講座第 1) 

表1 生体内のユピキチンおよびユピキチン様蛋白質の各型

名称削 ユピキチン聞の結合 解説

a Monoubiquitin 意遊離義を型持ユつピキ。細チ胞ン内。将量来はの様ユ々ピなキ要チ因ンで化変に動備すえるた。貯蔵としての

標的壷白質と結合していないマルチユピキチン鎖。細胞内では

b 
G76申 K48isopeptide 短鎖(n(6程度)のもの程多い傾向がある(14，21)。遊離型ユピ

Unanchored bond キチ白ン質とのし分て解のを機競能合の的他に、2阻6害Spすroるte働asきorもneあにるよ(るユピキチン化
multiubiquitin chain#2 歪 17)。

c 
G76-K6， 11， 29 or 

細胞内での存在は検証されていない。
63 isopeptide bond 

Anchored 
標的蛋白質と結合したモノユピキチン。ヒストン2Af::結合したも

d 
monoubiquitin 

のが量的に多い。標的蛋白質によっては、分解やエンドサイトー
シスのシグナルとなる(22，23)。

e 
G76-K48 isopeptide 

標8的の霊範白囲質でとの結検合討しでたはユ長ピキ鎖チほンど鎖分。解分誘解起シ活グ性ナがル高でいあり、 n=2
Anchored multiubiquitin 

bond ( 17) 

酵母等で生成され得る』とが証明されているが、細胞内の量は
f 

chain G76-K6. 11. 29 or 
不明。G76-K63結合鎖は、分解シグナル以外の機能があるらし

63 isopeptide bond 
い(24) 

Ubiquitin (or ubiquitin- モノユピキチン(またはユピキチン棟蛋白質)がリボソーム蛋白
E like protein)ーribosomal 切質と断連さ結したユピキチン遺伝子の産物。脱ユピキチン化酵素で

[protein fusions れる。

h Linear poly-ubiquitin 
G76-M1 peptide ユ脱ピユキピチンがタ化ン酵デ素ムにに結合したポリユピキチン遺伝子の産物。
bond キチン よって切断されモノユピキチンとなる。

Ubiquitin-like proteins 哨乳7)類等細複胞数に存限在っすてるも。、SUMO-1(25)，UCRP(26)， NEDD-8 
(2 

J 
Anchored ubiquitin-like 

SUMO-1やUCRPで見出され、前者は核移行に関与する(25)。
proteins 

得1正式名称という訳ではない。他にも様々な表現で呼ばれている(特にb-h，jにおいて)。

#2 unanchoredはfreeと、 multiubiquitinは polyubiquitinと表されることも多い。
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表2 ユピキチン測定のためのイムノアッセイ系移1

発表年 測定法 抗体得2 ユピキチン型特異性

A 1985 Competitive RIA pAb 遊離型ユピキチン#3

B 1985 
Solid phase 

SDS変性Ubに対するpAb 結合型ユピキチン似
III可円lunoassay

C 1991 Competitive ELlSA PHF Ubrこ対するmAb5-25 |結合型ユピキチン(?)#5 。1992 Competitive RIA IpAb 不明
E 1993 Qompetitive RIA IpAb (Sigma宇土) 不明
F 1993 Comoetitive RIA IpAb 不明
G 1994 Competitive ELlFA PHF Ubrこ対するmAb5-25 |結合型ユピキチン(?)#5.6 

H 1994 Comoetitive FIA IpAb (Sigma宇土) 不明

1994 Competitive ELlSA mAb 1510 (Chemicon宇土) 遊離型ユピキチン(?)#7

J 1994 Competitive RIA IpAb (Sigma宇土) 不明
K 1995 Sandwich ELlSA Ub化リゾチームに対するmAbFK2 マルチユビキチ包鐘空
し 1996 Competitive RIA pAb 遊離型ユピキチン約

略語 RIA， radioimmunoassay; ELlFA， enzyme-linked immunof1ow assay; FIA， f1uoroimmunoassay; 
pAb， polyclonal antibody; Ub， ubiquitin; mAb， monoclonal antibody; PHF， paired helical filament. 

#1通常のimmunoblotやdotblotなど半定量的な方法は除いた(8は例外)。

#2抗原の記載がない抗体は、 UbをKLH等のキャリアー蛋白質に結合したものを免疫して得ている。

#3モノユピキチンが結合型ユピキチン(ユピキチン化ヒストン等)より30倍程度高い交差性を示す。

制結合型ユピキチン(ユピキチン化ヒストン等)がモノユビキチンより約10倍高い交差性を示す。

#5抗体の特異性から推測したものであり、直接検証していない。

文献

28 

28 

3 

5 

6 

29 

9 

30 

7 
8 

10 

11 

紛 Cと同様の方法。標準品がモノユピキチンであるため、測定値が表すユピキチン量は相対値と理解すべきか。

#7直接検証していない。また、 mAb1510は遊離型ユピキチン特異的でない(31)。

#8 Ub鎖が長いほど交差性が高まり、 n>6でほぼ一定になる。モノユピキチンや短鎖 (n<3)は検出されない。

標準品(MUCRP1)が暫定的なものであるため、将来、測定値を補正する可能性がある。

#9モノユピキチンが最大の交差性を示し、 Ub鎖が長いほど交差性が減じ、長鎖 (n>10程度)は検出されない。
従って、短鎖Ubの交差は無視できないが、短鎖Ubには遊離型Ubの性質もあり概ね遊離型Ub特異的と考えた。
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( 7 )海外留学中研究者からの最新情報

1.口:JF':J通信

ここ英国は、昨年自動車事故で亡くなったダイアナ元妃に代表されるようにチャ

リティー活動が大変盛んな国で、医療・福祉・ホームレスの救済等様々な分野で多

くのチャリティー団体が活躍しており、弱者にとても優しい社会である。私が所属

しているImperialCancer Research Fund (ICRF)もその一つで、英国女王エリザベス 2

世のいとこのアレキサンドリア妃をパトロンとして戴くが、完全にチャリティーに

よって運営されている機関である (http://icrfweb.icnet.uk)。その歴史は意外と古く、

1 9 0 2年に設立され、今日まで癌の原因究明と治療研究のための英国の癌研究の

1/3を行っているといわれている。驚くことに運用資金は、主に一般市民からの

寄付金、遺産贈与、またICRFの看板を掲げたチャリティーショップからの収益金等

で賄われており、英国政府からの補助等は受けていない。このことからも英国の懐

の深さを感じ取ることができる。年間 50 0 0万ポンド程の収益金は、そのほとん

どが研究開発あるいは制癌・避癌の啓蒙活動のために費やされている。

ICRFは、古くからDNA腫蕩ウイルス等の研究で有名な癌研究所である。現在は

細胞周期、転写因子、発生生物学など癌研究とは直接関係の少ない基礎研究にも力

を入れている。それというのも、 Cdc2キナーゼの発見者として有名な細胞周期分野

での世界的第一人者PaulNurse 博士が 1993年より研究部所長に、また 1996年

より総責任者としてICRFを統括しているからである。彼は研究所の若返りも推進し

ており、多くの若いラボヘッドが誕生した。 1994年に京都大学から移籍した登

田隆博士もその中の一人で、唯一の日本人ラボヘッドとして細胞制御研究室を任さ

れている。 ICRFには、 100以上の研究室があり。基礎研究はロンドン市内の

Lincoln' s Inn Fields (約40研究室〉と郊外のClareHall (約 10研究室)に集まって

いる。この他、発生研究部門がオックスフォードに、また臨床や癌の治療開発に携

わっている研究室が、英国各地の大学や病院にあり、ヨーロッパにおける分子生物
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学研究の一大組織となっている。

現在ICRFで特に注目に値する研究者は、細胞周期の防.Paul Nurse， サイクリン

の発見者Dr.Tim Hunt， アポトーシスのDr.Gerard Evan， 転写調節のDr.Nicholas 

Jon民 Golgiの細胞周期変化を追っているDr.Graham Warren， T細胞分化のDr.

Michael (N.明、 CキナーゼのDr.Peter Parker、発生生物学のDr.David Ish-HorowICz、

CDKインヒビターのDr.Gordon Peters等が挙げられる。若手では、シグナル伝達の

Dr. J ulian Downward、S期開始調節のDr.John Diffley、転写調節のDr.Richard Treisman 

等がおり、今後の活躍が期待されるところである。登田博士がICRFで仕事をする理

由として、ここには優秀な人材が集まっているからだという通り、現在Dr.Paul 

Nurseを含む5名が11Cell 11誌のeditorialboardのメンバーになっている。

さて、 ICRFの紹介はこれ位にしておき、次に私の仕事とラボの紹介に移りたい

と思う。私は登田博士の研究室でポスドクとして早3年半程ご厄介になっている。

ラボのメンバーは8人で、日本・イギリスを含む合計5ヵ国から学生・ポスドクが

集まっており、とても賑やかだ。中でもラテンの国・スペイン人の学生は、ジェッ

トコースターのように気分が上がり下がりし、見ていて飽きない。私たちは全員、

研究材料として分裂酵母を用いており、その研究成果は生物の基本を捉えていると

考えている。現在、登田研究室では各々のメンバーがそれぞれほぼ違ったプロジェ

クトを進めている。細胞極性、チェックポイント、 MAPキナーゼ系、細胞周期、等

など。その中で私は細胞周期だ。分裂酵母では、 S期とM期のカップリング、すなわ

ち細胞倍数性の維持に少なくとも 2つの機構が存在する。一つはCDKインヒビタ-

Rumlを含むCdc2/Cdc13キナーゼ、複合体を通じて、もう一つはS期開始因子Cdc18を通

じてである。

私は、細胞倍数性が上昇するという全く新しい表現型の変異株を分離すること

により、新規の遺伝子poplを得た。遺伝学、及び生化学的解析によりpopl変異株で・

は、驚いたことに細胞周期制御における最も重要な 2つのキーファクターである

RumlとCdc18が極度に蓄積していることが判明した。また、 Poplはこれら 2つの因
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子の細胞内量を、以前の知見からの予想、に反して、それぞれ独立に調整しているこ

とが明らかになった。さらに、これらの蛋白は、 26Sプロテアソームの調節サブ

ユニットS1 4の変異株mts3を制限温度で-処理すると蓄積することから、ユビキチン

・プロテアソーム系で分解されていると考えられた。実際、 mts3変異株中では高度

にユビキチン化されたRumlやCdc18が蓄積するが、 popl変異株中ではこれら基質蛋

白のユビキチン化は検出されないことから、 Poplは基質蛋白のユビキチン化のステッ

プで機能していると考えられる。また、 Poplはinvivoで;Cdc18に結合することが見い

出されたので、基質の認識に重要な役割を果たしていると考えられる。塩基配列を

決定したところpopl遺伝子産物は、 F-boxと7回繰り返しのWDリピート構造を持っ

ており、出芽酵母のCdc4と強L、相向性を示した。つい最近、 Cdc4はCdc53(Cullin-l)、

Skplと共にユビキチン化の為の基質の認識に働いていることが示され、新しいタイ

プのE3であると考えられている。これらのことから、 Pop1/Cdc4遺伝子ファミリー

は生物種を越えてCDKインヒビターや、その他細胞周期制御における重要なキーファ

クターを認識し、ユビキチン化することによって、細胞内量を調節していると考え

られる。

近年、様々な生物のゲノムプロジェクトが推進されている。当初の計画では分

裂酵母のそれも、 '98年内に終了する予定になっている(http:!.川rww.s叩 ger.ac.uk/

Projects/S _pombeを見て頂いたらお解りのように、かなり進んでいることも事実だ。

これには一般の遺伝子バンクに登録されていない分裂酵母の最新の遺伝子情報が詰

まっている〉。 私共も早速その，恩恵に与った。分裂酵母のゲノムプロジェクトから

Poplホモログが見つかったのだ。その遺伝子を破壊したところ、 popl変異同様、多

倍数性変異を引き起こしたので;pop2と名付け、現在解析を進めている。また、 Pop2

はinvivoで;Poplに結合し協調的に働いているらしい。これについては、またの機会

に詳しくご紹介させて頂きたく思う。

2月末頃には、 ICRFで分裂酵母を使っているDr.Paul N urseおよびDr.Nicholas 

Jonesの研究室と共に登田研究室のメンバー全員でラボリトリートに出かける。これ
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は周りに何もない、ある田舎町に行き、参加者全員で缶詰になって月曜から金曜ま

で徹底的に細胞周期を中心として深く討論するものだ。日本ではあまり体験できな

いヘビーなディスカッションが毎日続くので、一見恐ろしいようにも感じるが、実

は、皆交代でお国自慢の料理を作ったり、夜はゲームをしたりと、楽しいお祭りで

もあるのだ。日本食はいつも結構受けが良いので、登田さんも含め日本人は総出で

腕によりをかけて頑張る。筆者にとっては今回で4回目のラボリトリートになるが、

準備の忙しさはさておき、その日が来るのを心待ちにしている今日この頃である。

〈小南欽一郎=英国王立癌研究所、細胞制御研究室‘

kominamit.tl crf _icnet_uk) 
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(8 )掲示板コーナー

“夏期ヲータシ自宅pプにおtずるポスター企画@察肉"

本年度のワークショップは、 7月 8ー9日、 六甲山ホテルで開催する予定です。今

回は、昨年のプログラムと同様に、プロテオリシスを活性化するための特別講演と

新班員の自己紹介・研究計画の発表の他にポスター発表を予定してしぜす。ポスター

発表については、次の 2点を基本的な条件と考えています。

その 1:テーマを設定して発表を募集する。現在次の課題を予定しています。

( 1 )プロテオリシスと細胞周期制御

(2 )蛋白質のリモデリングと高次細胞機能

(3)オルガネラの機能と蛋白質のソーティング機構

(4)プロテアーゼと脳神経系異常疾患

(5)プロテオリシス研究の新しい方法論・解析法

その 2:発表者は、班員以外からも募集する。但し、本 「ぷろておりしす」誌を配

布している研究者から募ることとし、 一般の学会誌・商業誌等には公募しない (班

員が口コミで参加を依頼することは推奨)。班員については、 自発的な参加以外に

「本重点」 事務局(研究代表者)より指定する予定であり、指名された班員は原則

として発表が義務づけられます。

ポスター発表希望者は“発表者名"と“演題"を5月末までに「本重点J副

研究代表者:木南英紀までファックス (03・5802・5889)で連絡して下さい。
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シンポジウムの案内:1 

大阪大学蛋白質研究所セミナー:蛋白質社会の不可逆的リモデリング

日時:1 998年6月29-30日

場所:大阪大学蛋白質研究所・講堂

世話人:横沢英良(北海道大学薬学部)、田中啓二 (東京都臨床医学総

合研究所〉、畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所)

趣旨

生命現象の最前線で働く蛋白質の寿命は、生合成と分解との平衡関係で規定されて

し唱。蛋白質の分解に関する最近の研究の爆発的進展により、蛋白質の分解、即ち、

プロテオリシスの生物学的概念が大きく変わりつつある。様々の生命現象が、細胞

内シグナル伝達を制御するリン酸化-脱リン酸化の例のように、可逆的な機構によっ

て制御さていることは言うまでもない。一方、プロテオリシスの持つ不可逆性とい

う特性が、生命現象の直接的担い手である蛋白質のネットワーク(蛋白質社会)の

不可逆的再構築(リモデリング)をもたらし、それによって、生命現象のプロセス

が一方向に決定づけられていることが、最近、広く認識されつつある。本セミナー

では、プロテオリシス・システムを蛋白質社会の不可逆的リモデリングという新し

い視点でとらえ直し、このシステムの持つ生命現象における意義について考えてみ

fこし、。

予定シンポジスト:鈴木紘一(東大)、長田重一(阪大)、東江昭夫(東大)、山

尾文明(遺伝研〉、藤沢淳子(耕経研〉、徳永郊念(姫路工大)、西道隆臣(理研)、

遠藤昌吾(理研〉、秋山芳展(京大)、横沢英良(北大〉、田中啓二 (都臨床研)、

畠中寛(阪大〉ほか 5---6名。
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シンポジウムの案内:2 

第 71回日本生化学会大会(1 0月 14--17日〉シンポジウム: rプロテ

オリシス研究の最前線・細胞機能と生体機能の制御・」

日時:1 998年 10月 14-1 7日

場所:名古屋国際会議場

世話人:小椋 光(熊本大)、小出武比古(姫路工大〉

趣旨

最近、プロテオリシスは、単なるタンパク質の「分解」ではなく、種々の調節機構

との関連で論じられるようになり、大きく様変わりしてきでいる。特定のタンパク

質が特定の時期に特定の場所で選択的に分解されることによる制御、また、プロテ

オリシスによる細胞機能の活性化と調節などが明かとなってきた。本シンポジウム

では、細胞機能および生体機能の調節機構を支えるプロテオリシスの生物学的意義

に焦点を当て、プロテオリシス研究の最前線を紹介する。

予定シンポジスト:百lomasLanger (1λldwig-Maximilians-University of Munich， 

Munich， Germany)、田村具博 (Max-Planck-lnstitutefor Biochemistry， Martinsried， 

Germany)、川原裕之(臨床研)、丸山征郎(鹿児島大)、徳永文稔(姫路工大)

ほか数名。

シンポジウムの案内:3 

第13回臨床研国際カンファレンス: “ユピキチンとプロテアソーム:蛋白質

分解の新しい世界..Ubiquitin and Proteasome : A New World of Proteolysis 

期日:平成10年 11月25日"-'27日 (3日間〉

会場:日暮里サニーホール(東京都荒川区東日暮里5-50ー5)

主催:東京都臨床医学総合研究所(田中啓二)
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趣旨

百leorganizing committee members are: 

President of the Cor戊rence:Michio Ui (Director of悶nshoken)

Org祖 国r:Keiji T:組 aka(Department of can田 r百lerapeutics，Rinshoken) 

Advisory bo釘d:Ichiro Yahara (Vice Director of則前hoken)

Seiichi Kawashirna (Department of Molecular Biology，問nshoken)

Alfred L. Goldberg但釦唱dMediω1School， USA) 

Wolfgang Baumeister (Max-Planck-Institut釘rBiochemie， Germany) 

S即時処ryGeneral: Hiroyuki Kawahara (Department of Cancer百 erapeuti岱， Rinshoken) 

編集局が所属する「臨床研で」は毎年、国際シンポジウムを開催しています。かつ

て、本重点領域の研究代表者である鈴木分生研所長が、臨床研に在任中にプロテアー

ゼについてのテーマで-開催したことがあるので、ご承知の方々もおられると思いま

す。今回は第 13回で、上記のテーマで‘開催を企画しています(東京都は財政難で、

本年をもってこの国際会議シリーズは終罵する可能性が大きくなりました)。ユビ

キチンとプロテアソームに関する国際会議は、欧米ではこれまでに幾度となく開催

されていますが、圏内では最初です。現在、国外の研究者に講演を依頼中ですが、

現在のところ、この領域の世界の主な研究者がほとんど参加の意志を示してくれて

います(下記参照〉。開催期間が実質2日半ですので、圏内の講演者は限られた構

成にならざるを得ないのは残念ですが、折角の機会ですので、世界の研究者を中心

にした会議を企画し、この領域における日本の研究を活性化して頂こうと考えてい

ます。しかし、ポスター発表も募集しますので、できる限り多くの研究者に参加を

お願いしたいと考えています。本国際会議の詳細については次号 「ぷろておりしす」

7号に掲載する予定です。以上、この会議については、本重点班班員のご協力を宜

しくお願い致します。

Speakers台omabroad (招鴨・確定)

1. R. Huber (Max-Planck-Inst.， Germany) 

2. A. Hershko (Technion-Israel Inst.， Israel) 

3. A. Varshavsky (CA Inst. Technology， USA) 

4. K. Nasmyth ( Res. Inst. Mol. Pathol.， Vienna， Aus凶a)

5. A. L. Goldberg (Harv訂 dMedi伺 1School， USA) 

6. W. Baumeister (Max-Planck-Inst. Biochemie， Germany) 
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7. R. Kemler (Max-Planck Inst. Immunobiol.， Gennany) 

8. A. Ciechanover (Technion-Israel Inst.， Israel) 

9. D. H. Wolf (Univ. Stuttgart， Gennany) 

10. G. N. DeMartino (Univ. 1文 SWMedi回 1Center， USA) 

11. H. U. Hartl (Max-Planck-Inst. Biochemie， Gennany) 

12. P. M. Kl∞回1(Humbolt Univ.， Gennany) 

13. J. J. Monaco (Howard Hughes Med. Inst.， USA) 

14. M. Hochstrasser (Univ. Chicago， USA) 

15. K. Hendil (Univ. Copenhagen， Denmark) 

16. C. H. Chung (Seoul National Univ.， Korea) 

17. S. Wilk (Mount Sinai School Med.， USA) 

18. M. Rechsteiner/Carlos Gorbea (代理)(Univ. Utah， USA) 

その他、数名(交渉中)

国内講演者(未定)

“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

S叫uen∞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:

h仕p://s凶 細 川ibb.ac.jpl嚇 asympo/:泊 ainfo.h回 iですo 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
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ましたらと思います。ホームページの 1ページ自にはAAAスーパーファミリータン

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

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

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

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

(Arcbaea)のAAAタンノぞク質、真正細菌のAAAタンパク質、総説、ミニレビ、ュ一、

wwwサイト、シンポジウム・ワークショップなどの各ページへのリンクがありま

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

まとめたものを掲載していきますが、現在のところ、本誌「ぷろておりしす」に掲

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

を得て転載しております。今後内容につきましては充実していきたいと思います。

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.， 

Fri也，H.， and Travis， J.)， IOS Press， (1997) 重点斑メンバーからの申し込みの場合に

は特別割引価格40 0 0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
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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

蛋自分解研究に関する国際的な組織として誕生。日本、米国、欧州に支部があ

り、本重点領域研究の代表者である鈴木紘一教授と副代表者であるである木南英紀

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

Prote血Tumov町"のICOP国際会議を開催すること(一昨年は第 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)， ediωr)を発行するこ

とである。 ICOPNewsle伽の主旨は iThepu中oseof血isnewsletter is to increase 

communication among scientists worldng on prot回 S凶 (peptidases)and protein 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

唱団∞llularProtein Catabolism" (日sby Suzuki， K.叩dBond， J.S. ) Adv. Exp. Med. 

Biol. vol. 389 ， 1996， Plenum Pr凶 s，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∞llularProtein Catabolism国際会議 (ICOP)での主要講演者の総説を成書に編集

したものである。現在の蛋白質分解の世界が網羅的に整理されており、初心者のみ

ならずこの領域の研究者の座右の書として利用されるべき好書である。

(ぷろておりしす事務局)

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

Fritz， H.， and Travis， Jふ1997，IOS Press. 本書は昨年徳島で開催されたFAOBMB会議

-76-



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 

Pathological Aspects of Protease Inhibotors"， " Proteaes amd Immunologyヘ"Proteasesand 

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

めたい。(ぷろておりしす事務局〉

「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自にとまりましたら、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」のニュース誌であり、基

本的には班員聞の連絡・情報交換などを主目的に発行されているものでありますが、

「日本のプロテオリシス研究の活性化を目指す」と言う少し欲張った意図をもって

編集に取り組んでいます。今回は第6号です。本号の編集には大変に苦しみました

(多くの学会報告でページ数は確保されましたが)。しかし、投稿がほとんどない

状況を考えますと、いま少しは班員からのネタの提供を切望します。教室のセミナ一

等で大学院学生が面白い論文を取り上げた場合、少しまとめて投稿するように勧め

て下さい。このような例は、かつて数編ありましたが、全て編集局の研究室のみで

す。なお一層のご協力をお願いいたします。さて、本年も「プロテオリシス」に関

する様々な会議が、国内外で企画されています。まさに、 「ぷろておりす」の研究

領域はバブルの時代の感もあります(科学技術立国を目指す政府の後押しもあって〉。

しかし、バブ、ル後が恐いのは、昨今の日本の経済事情を考えれば、一目瞭然です。

少しばかりの蓄え(研究業績?)で生き延びられる程、到来する高齢化社会では甘

くはないと肝に命じる必要性がありそうです。班員各位がこのバフeルの後に、倒産

しないことを願って止みませんが、そのためには将来を見据える見識の高さが問わ

れそうです。パフ守ルに酔い踊る者、バフゃルの恩恵を被るに遠く離れて達観している

者、世の中の生き方は様々のようですが、みなさんが本年も素晴らしい成果をあげ

られることを期待します。本号では“海外に留学中の若手研究者からのコーナーで

はICRFの小南博士から、素晴らしい内容の原稿を頂いて掲載することができました。

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出回で作成し、 e-mail

(tanakak@巾 shoken.or.jp)かdiskで‘お送り下さい。 I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)。し、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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MoleclIlm MicrobiOlo(Jy (1997) 24(0)， 000-000 

Proteolysis of the phage入CIIregulatory protein by 
FtsH (HfIB) of Escherichia coli 

y， Shotland，l S. Koby，l 0， TeH，l N. Mansur，l 0， A. 

Oren，l K. Talemalsu，3t T. Tomoyasu，3 M. Kessel，2 

B， BUkau，4 T. Ogura3 and A. B. Oppenhelm
h 

r Oepartment of Molecular Genetics and Biolechnology， 
and 20epartment of Membrane f1nd Ultraslructure 

Researc!J， T/Je Hebrew University-HadassalJ Medical 

SC/100l， Jerusal♂ll1 P.O.B. 12272， Israel 9 f 120. 

30eparlll1enl of Molecular Cel/ Biology， Inslitule of 

Molecular Ell1bryology and Genelics， Kumamoto ^ 1¥ 

University SclJool of Medicine， Iぐumamoto，j?:1羽生'ふピ 7
4Zentrum fur Molekulare Biologie， Universilal Heidelberg， 

Heidelberg， Germany. 

Summary 

napld proteolysls plays an Irnportant role In regula-

tlon 01 gene expresslon. Proleolysls 01 the phageλ 

CII Iranscrlptlonal acllvator plays a key role In the 

Iysls-Iysogeny declslon by phageλ. Here we demon-

slrale that the E. col/八TP-dependentprotease FtsH， 
the product 01 Ihe host ftsH/flflB gene， Is responslble 

lor the rapld proteolysis of the CII proteln. FtsH was 

lound prevlously to degrade the heat-shock transcrlp-

tlon factor (132. Proteolysls 01σ32 requlres， In vlvo， the 

presence 01 the DnaK-DnaJ-GrpE chaperone machlne. 

Nellher DnaK-DnnJ・GrpEnor GroEL-GroES chaper-

one rnachlnes are requlred lor proleolysls 01 CII In 

vivo. Purllled FtsH carries out specific ATP-depen-

denl proteolysis 01 CII in vitro. The degradatlon 01 

CII Is at leost 10-fold fnsler than thal of σ32， Electron 

rnlcroscopy revealed that purlfled FtsH forms rlng-

shap自dslruclures wilh a diarneter 016-7 nm. 

C 

Tablo 1. II"II/lilo 01 CII in dillor白nlmulanl straln backgrounds. 

Hall-Illo (mln) 
01 CII Prololn 

P::lronl司1 nolovnnl 
slrnln gonolypo A B 

C600 WT 3 
C600 (15fl1 >30 >16 

W3110 WT 2 
W3110 (15HI >20 
W3110 (15111 sflrC >20 

N99 WT 2 2 
N99 dllaK7 2 2 
ト199 dnaK756 2 2 
N99 dnaJ259 3 2 

C600 grpE280 2 
C600 groEL 100 2 

Tho rBsulls summarlZB Iho hall-IIlo 01 CII自sdelBrmlned by pulse-
chase oxporim白川s，In IhrBo dilloronl sols 01 slralns. Slabll"y 01 CII 
was assessed lollowing exprosslon Irom plasmld placCII (A) or plas・

mld p八038(9). Hnll・lilomonsurernonts sre basBd on al least two 
oxporlmonls; Iho orror In hall.llfe dOlormlnallon was :': 0.501ln. 

5 

CII 灘鱗繍醐櫨輔
Flg. 4. ^ TP-dopondenl proloolysis 01 purifiBd CII by FlsH in vilro. 
Proloolysis 01 CII (22 pmolo) was Ci1rrlod oul wilh 3.4 pmol 01 FlsH 
al 42"C lor 20 mln wilhoul A TP (Iane 1). wilh 5 mM A TP (Iane 2)， or 
wilh 50lM 01 lho ̂TP nnaloguos ̂ TP"'Y'S (lanB 3)， AMP-PNP (Iano 
ペ)or ̂ MP-PCP (Iane 5). noaclions woro c白川locloul 85 descrlbod 
In Ihe Experil710nlal p代>CBrlurθs.The prolelns wore rosolved by 
SDS-P八GE (15% goQ and vlsualizBd by sllver slalning. SI01ilar 
f自sullsWOI自 oblilinodwilh purifiAd FlsHートIIs-6-Myc.

曜日』薗睡眠

蝿
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[要旨]速やかな蛋自分解は遺伝子発現調節において重要な役割を演じ

る。 Aファージの転写アクチベータ一ClIの分解は Aファージの溶菌-溶

原化の決定の鍵である。大腸菌のATP依存性プ口テアーゼFtsHがこのCII

蛋白の速やかな分解を行うことを見いだした (Table1)0 FtsHはすでに

熱ショック転写因子σ32を分解することが明らかにされている。 σ32の

分解はinvivoでDnaK-DnaJ-GrpEシャベ口ンマシーンを必要とする。

i i司よる入 ・・11M *モ・aa 
.-:-' t.，-; .. "'". .. ~叫.
- ~- ー・・・・・・・・

Flg. e. Elnclron mk:rO!l:COPY 01 FI!oH， A. PlIrlfiod FI!~H -Hls . 6・Myc
fOSOIvOd by SOS-PAGE nnd sl:'tlnod by Coom凋sslObt'MliMI blu・
B." IypにおInok:t 01 PUI'絹odFlsH。加。tvodby・1田 I，onmlcl。目。oy
In whlch同制町山O"sha同d.1叫 IUIO$"r8 clrcled. lh・bar
foprosnnls臼 nm
C.Am。内1AOO01 rlng-$h;tpod SlfUClu'os， Tho bnr '''P/OSO川s10nm 

これに対し、 CII蛋白の分解にはDnalく-DnaJ-GrpEもGroEL-GroESシャ

ベ口ンも必要でない (Table1 )。精製したFtsHはinvitroでClIをATP依

存的に分解する (Fig.4)0 In vitroで・のCIIの分解は σ32の分解より 10 

倍速い。電顕観察により、精製したFtsHが直径6-7nmのリング状構造

を形成することが分かった (Fig，6)0 [FtsHの電顕写真がこの号のカバ

ーぺージとして掲載されま す]
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A silent mutation in the 
that affects FtsH protein 

of Escherichia coli ftsHgene 
production and colicin tolerance 

Abstract Amongεfchericlliaι・o/iIOIZ mlltants tolerant 
to colicins E2， E3， and D， one， KH  I1 0， had a high fre合

qllency of )， Iysogenization， like the 10lZ21 mlltant. bllt 

unlike川 221KHIIO gn:w on nonferme口l孔bleciiiboil 

SOllrces. The 101210 gene of KHIIO was cloned and 5巴-

quenced， and found to have a silcnt mlltation in the flsH 

gene，印刷ng.analteration of a minor codon， CUA. for 

Leu-5 to a sllboptimal codon， CUC. In叩iteof the 

cllange In a minor codon， the amount of the FtsH oro-

teln present in mutant cells was mllch les$ than that in 

the parental strain. 1n vivo transcription of the 101210 

gene was not dccreased rclative to the wild-type flsH 

gene-Analysis of other SIlent I111HEllions alter111SIhe 

Leu-5codon (CUA)lo CUG or CUU(opill11tll anti 

suboptimal codons， respectively) revealed that the de-

crease ln concentration of FISH was seen onlywith the 

CUC (101210) codon. Prediction 01' the mRNA sec-

ondary strllctun:: suggested that the change from A to C 

extends the base pairing region longer by one bωe palf 

at the root of the stell1Structure，thus sequestel lng the 

shine-Dalgtlrno sequence and dccreilSIng the rale oftile 

translational initi，uion of FtsH. 
Key words Silent mutation . FtsH protcin . 

Translation initiation ' Colicin tolerance 

Stem Slructure 

Pairing region 

Fig.3 Rclalionship of the 10/210 mutation to the predicted 
secondary SlruClurc of theflsH mRNA. The A to C altcration caused 
by the lo/ZIO 1l111tntion makes basc p:tiring pos，iblc bctwecn thc third 
base of lhc Leu-5 codon， C， and the first base of lhe $1)叫qucnce，G. 
The original山1daltered bases， the 50 seqllence， and lhc initialion 
codon for theflsH mRNA a同 shownin bυ/tlface 

Tahlc 2 Phenotypes and mllla-
tion sitcs or 10lZ mutants 5train 

KHI10 
WHI60 
UM21 
UI'vI31 
UM37 

Phcnotypc‘ 

Nfc Tol 

+ 
+ 

A 
100 

{ ，、、、
w 
} 

~ tO 
と
コ
(J) 

B 

C 

o 400 800 

E2 concentrat旧n(aのitraryunits) 

-・岡町

Wild 

2 

~ .，.::=. 

tolZ10 

噌]ねA

Fig. 1 A Colicin E2 sen剖tivityof thc 10/Z /U mllt川HKHIIO(・)山1d
ItS parcnt‘11 strain K L228 (0). Cells wa~ treated with colicin E2， anu 
sllrviving cclls ¥¥'ere cOllnted. Thc colicin E2 conce川 mtlonIS exprcs封 d
in arbitrary Ilnils; onc_ unit _is delincd as thc concentration of a colicin 
E2 solution dilllled 10' x 2'U-fold. s AlllOllnl of ftsH in cじIIsofwild-
type KL228 and Il1lltanl KHIIO cells. Proteins from凶 IIs(0.1500以均

unit) wcre fractionated by 5D5-PAGE ¥¥'ith 6 M urea. 出1d
imlTIlInoblotting was dOlle with礼llti-FlSllanlisallm. FtsH ga¥'c two 
bands， as rcported previollsly (Akiy‘1I1la et al. 1995). Lane 1， K L228; 
lanc 2， KHIIO. C Ellecls of thc 10lZIO mutation on the kvel of flsH 
mRNA. A IO-pg portion of total RNA 川 ISuscd ror Northピrn
blotting しllle1， KL228; lanc 2， KIIIIO 

[要旨]大腸菌のftsH変異のうち、コリシン耐性を示す tolZ変異株

の一つKHllOはtolZ27変異株同様 Aファージの溶原化頻度が上昇

するが、 tolZ27とは異なり、非発酵性の糖源で生育する (Table2)。

KHI10の変異 (tolZ 70) (;t ftsH遺伝子内の 5番目のLeuのマイナーコ

ドンCUAをサブオプティマルコドンCUCに変えるサイレント変異で

あった。マイナーコドンの変異にもかかわらず、FtsH蛋自の量は親

株に比べずっと少ない(Fig.1 )。変異株において転写 (mRNAの量)

は変化がなかった。 mRNAの二次補造の予測から、このAから Cへ
の変化はステムの根元の塩基対を 1塩基延長し(Fig，3)、シャイン

ーダルガーノ配列を隠すことになり、このためFtsHの翻訳開始頻度

が減少するものと考えられる。

Ts 

ト

T 

Ht1 

Couon clwnge in the jisll gじnc

CUA (LClト5)→CUC(Leu) 
GGU (Gly-2IS)→AGU ($er) 
CAU (l-lis-418)→UAU lTyr)。
AAA (Lys・1(1)→AJ¥AAAA(Lys 川町rtlon)
GGC (Gly-.J52)→GG(ー1fl山11eshift)

"Tol. tokrance to colicins E2， E3，山，，10; Nfc， growth on nonli:rll1clltabk carbon ，0UI"¥:じ五 Ts，tcm-
peruturビーscnsitivegrowth; HIl， high frcqllcn9 of A Iysogwization. +， wild-typc phcnotypc; ー.
1l11ltant phenotyp~ 
"1υ1221 mutation叫 reponedby Qu ct ，，1. (ゆりの
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with use of authentic N02 gas as well. Constant fiux 
infusion of ONOO-into the procollagenase soIution re. 
sulted in stronger procollagenase activation than did 
a bolus addition of ONOO-to the reaction mixture. 
However， NO showed only weak activating potentiaI 
under the aerobic (ambient) conditionj an NO concen. 
tration ofmore than 10 mM  was needed for appreciable 
activation of the procolIagenase. Of considerable im.. 
portance was the fact that NO participates in activa. 

tion of the neutrophil collagenase through its conver. 
sion to N02 or ONOO-in human neutrophils. These 
results suggest that N02 and ONOO-may be potent 
activators of human neutrophil procollagenase. 0 1997 

Academlc Press 

Key Words: human neutrophil procollagenase; nitric 
oxide; peroxynitrite; nitrogen dioxide; reactive nitro-
gen oxides. 

The involvement of nitric 0玄ide(NO) and its reactive 
intermed.iates such as nitrogen dio玄ide(N02) and per-
oxynitrite (ONOO-) in the activationofmatrIxmetallo・
proteinase was investigated. The human neutrophil 
procollagenase (ma位・ixmetalloproteinase-8) (Mr， 85 
kDa)w剖 purifiedto homogeneity from human neutro. 
ph辺sby using column chromatography. Mter incuba. 
tion of human neutrophil procollagenase with various 
nitrogen oxide.generating systems， collagenolytic ac. 
tivity in each reaction system was measured. In addi. 
tion， neutrophil collagenase activity was determined 
by assessment of proteolysis of hu皿 anα1・proteasein-
hibitor. NO was formed by the propylamine NONOate， 
and N02 was generated by 0.玄idationof NO with 2・(4・
C町 boxyphenyl)・4，4，5，5・tetramethylimidazoline.1・oxyI
3・oxide(carboxy-PTIO). N02， formed by NONOate and 
carboxy-PTIO， and the synthetic ONOO-exhlbited 
strong activation of the procollagenase at 1-20μM. Sig. 
nificant activation ofthe procollagenase was observed 

[要旨]

一酸化窒素合成酵素 (NOS) より

産生される NO は、 N02あるいは

ONOO-へと変換され、多彩な生理

活性を発現している。 一方、好
中球コラゲナーゼは不活性型前駆
体 (proMMP-8) として産生され、

細胞外で活性化され、細胞外マト
リックスの主成分であるコラーゲ
ンを分解することが知られてい

る。我々は NO およびその酸化的

中間体による proMt-.在P-8の活性化

機構について検討した。
まず、ヒト白血球より proMMP-8を精製し、 N02、ONOO-産生系に曝露したのち活性を測定したoN02 

は NONOateおよび carboxy-PTIOにより生成させ、 ONOO-は Radiらの方法により合成した。 さらに

ヒト好中球を PMAで刺激した際の培養上清中のコラゲナーゼ活性に対する種々 のNO，N02阻害剤の効

果を検討・した。その結果、 N02 、ONOO- は濃度依存性にproMMP-8を活性化し、 10-100μMで、最大で、

あった。 活性化に伴い proMMP-8の分子量は変化しなかった。 N02による活性化は bilirubin.DAN 

(2，3-diarninonaphthalene)等で抑制されたが、 ONOO-による活性化は、いずれでも抑制されなかった口

好中球を PMA で刺激する とコラゲナーゼ活性が発現し、これは ωboxy-PTIO により増強され、し

NMMA， oxyhemoglobin， DAN等で抑制された。 N02による活性化は、 proMMP-8の特定アミノ酸残基

(Cys など)の酸化的修飾によるものと考えられたが、 ONOO-による活性化は、N02 とは異なった化

学修飾によるものと考えられた。さらに、好中球においては、脱頼粒により分泌される proMMP-8が自

らの NOSに由来するNOおよびその酸化的中間体により活性化されることが明らかとなった。

5 

.-i.1 

門
o 1 10 1∞ 1∞o 

ONOO・concentratlon(J!M) 

FIG. 4. Activ8tiOD of nculr叩 bilpro∞U"，.naae by ONOO-. 
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Serum concentrations of free ubiquitin and 
multiubiquitin chains 

KOII TAKADAYHIDEKAZ11 NASUY NOZOMU HIBL4YUTAKA TSUKADAF TOSHIAKI SHIBASAKI，2 

klYOTAXA F1111SEY MASAHIRO FUIIMUROY HITOSHI SAWADAY HIDEYosm YOKOSAWAYa11d 

KIYOSHl OHKA W A 1 

Fig. 2. Superdex 200 geト目Itratlonof human serum. 
lIpoproteln.lree human serum was Iractionated by gel.liltration on Superdex 
200τhe concentrations 01 Iree ublqultin (Free Ub. 0) and multlublqultln chalns 
(MulCi・Ubchain.・;# in terms 01 MUCRP1) In e配 hIractlon were estimated by the 
RIA and the ELlSA. respectlvely. and abso巾anceat 280 nm 01 the eluate (一一)
was monltored. The location 01 eluted monoublquitln In the separate experlment 
with the same column is Indicated as Mo/)oUb (... .). 
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Ubiquitin， which can conjugate with cellular proteins， is 
cIassified into two forms: free ubiquitin and multiubi-

quitin chains. The latter is active as a signal for degra-

dation of the targeted proteins. We found both forms in 
human serum and， using two immunoassays， quanti-
tated them' in sera from healthy subjects and patients 

with some diseases. Because of putative leakage of 

el'ythrocyte ubiquitin， hemolytic serum and serum ob-

tained after long incubation (>1-2 h) of blood at room 
tcmperature were exduded. Serum concentrations of 

multiubiquitin chains and free ubiquitin were substan-

tially higher in rheumatoid arthritis and hemodialysis 

patients， respectivcly， than healthy subjects. Addition-
ally， in acute viral hepatitis， senUll multiubiquitin chain 
concentrations were increased in the acute phase， de-
cl'eased in the recovery phase， and correlated with ala-
nine and aspartate aminotransferase activities (r = 0.676 
and 0.610， P <0.0001 and <0.001， respectively). There-

fore， serum ubiquitin Illay have prognostic value. 
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〔要約]生体内のユピキチンは遊離型とマノレチ鎖型に大別され、後者が蛋自分解のシグナルとし

て機能する。ヒト体液中のユピキチン濃度が神経変性疾患などで上昇するとの報告が過去にある

が、測定されたユピキチンの型は明確でない。そこで、近年我々が開発した 2種類のイムノアッ

セイ系を用い、ヒト血清中の遊離型ユビキチンとマルチユピキチン鎖の定量を試みた。ゲ、ル滅過

を用いた分析、および両測定系の添加回収試験と希釈試験の結果、ヒト血清中には遊離型ユピキ

チン(主にモノユビキチン)とマルチユピキチン鎖が存在し、その定量に両測定系が適用できる

ことが証明された。但し、溶血した試料や常温での血清分離に長時間 (1-2時間以上)を要し

た試料では、赤血球からの遊離型ユピキチンの漏出が疑われ、測定対象外にすべきと判断された。

数種類の疾患に関し，患者血清中の両ユピキチンを定量したところ、リウマチ様関節炎患者の血清

マルチユビキチン鎖や体外透析患者の血清遊離型ユピキチンの各濃度は健常人よりも高値を示し

た。また、急性ウイルス性肝炎の患者血清中のマルチユピキチン鎖濃度は、病状に伴い変動し、

肝細胞傷害マーカー ALTおよび AST活性と正の相関を示した。これらの検討から、血清ユピキチ

ンの定量は疾患の予後推定に役立つ可能性がある。
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Downregulation of Calpastatin in Rat Heart after Brief Ischemia and 
Reperfusion I 

Yoshihide Sorimachi， '，2 Kazuki Harada，傘 TakaomiC. Saido，1 Tomio Ono，1 

Sei-ichi Kawashima，t and Ken-ichi Yoshida" ~ 
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The activities of calpain and its endogenous inhibitor， calpastatin， were measured in the 
soluble fraction of perfused rat heart after ischemia fo1'ふ20min and reperfusion for up to 
30 min. The method fo1' 111・calpainmeasurement was modified: washing of the DEAE-
cellulose column with 0.18 M NaCl instead ofO.15 M NaCl increased the 111・calpainactivity 
12.5・fold.Ischemia fo1' 20 min followed by reperfusion fo1' 30 min did not affect the 11ト
calpain activity but decreased the calpastatin activity. m-Calpain was en1'iched in the 
nucleus-myofib1'il fraction but was not fU1'thel' trtlllslocated on ischemia-repe1'fusion.μ-
Calpain was below the limit of detection on immunoblotting 01' casein zymog1'aphy， but its 
mRNA was substantially exp1'essed， as detected on N01'thern blotting. Casein zymog1'aphy 
also reveuled a novel Cn' I‘dependent p1'otease without the typicnl chnrncte1'istics ofμ・。r
m-calpain. The immunoblutting of myoca1'dial fractions showed thnt cnlpnstntin wns 
p1'oteolyzed on ischemi~ト1'epel'fusion. The calpastatin p1'oteolysis was supp1'essed by a 
calpain inhibitor， Ac-Leu-Leu-norleucinal. Calpnstatin may sequeste1' calpain f1'om its 
subst1'ates in the normal myoca1'dium， but may be p1'oteolyzed by calpain in the p1'esence 
of an unidentified activato1' in the ea1'ly phase of calpain activation during ischemia-reper-
fusion， 1'esulting in the p1'oteolysis of calpastatin and then othe1' calpain subst1'ates. 

Key words: calpain， calpastatin， ischemia， myoca1'dium， reperfusion. 

ト心臓内カルパスタチンは短時間虚血再潅流後、

カルパインによりダウンレギュレーションされる

瀧流心を 20分虚血後、 30分再濯流するとカルパスタチンが分解され、失活

していた。カルパイン阻害剤が分解を抑制した。主要な m・カルパインの活性と

局在は無変化であった。μ・カルパインの存在は caseinzymographyによ っても

証明きれなかったが、 DEAE0.18M， 0.40 M 溶出分画のいずれにも存在し、 Ca

依存性、カルパイン阻害剤で抑制される新奇 ?のプロテアーゼを見い出した。
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Fig， 9， Dist1'ibution of cnlpnstatin in 1'nt hen1't subcellular 
f1'nctions befo1'e and nfte1' ischemia-1'eperfusion. Calpastatin 
immunorenctivities in the 1，000x，q pellet (Pl)， 100.OOOX，<i pellet 
(P2)， and 100，OOOx.'I supernntant (8) froctiol1s were l'educed after 
ischemia (20 min)-reperfusion (30 min) (R)， compared with in the 
control heal1; (C) (・p<O，05)， as shown in a representative immuno-
blot with nn nnti・cnlpnstatinnntibody (Ponel A)， Ilnd on its qunntifica-
tion (Panel 13; mean土8E，1l=3)， 'I‘he same amount of protein was 
applied fOI・eachf raction， 

2。

Coltlrol 120 120R3 120R30 

Fig， 7， Cnlpustntin nctivity uf the rut hcnrt IIfter i自chemia01' 

ischemin-reperfusion. Reperfusion for 30 min (120R30) but not for 
3 min (120R3) after ischemia for 20 min decre8sed the calpastatin 
8ctivity， as compnred with in the cuntrol (・p<O，(5)，in the 100，OOOx 
g supernatant (mean土8E，11=3)， 8S mellsurcd against m・回 lpain_
Ischemia for 20 min (120) did not affect the activity， 
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Activation of Human MatrIx Metalloproteinases by Various 
Bacterial Proteinases* 
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FIG. 2. Generation of collagenolytic activity of proMMP・8de-
termined f1uorometrically by using FITC-labeled type 1 collagen 
after treatment with PC酌m，仕γpsi且， or various bacterial pro-
teinases. ProMMP-8 (6μM)W回 treatedwith PCMB (1 mM)， tηpsin 
(200 nM)， or a bacteriaI proteinase (200 nM) in PBS (pH 7.4) at 35・Cfor
60 m.in. The reaction mixture containing FITC-labeled collagen (10μg) 
was then incubated at 35・Cfor 120 min. Ethanol-soluble collagen 
fragments generated in the reaction were quant出edf1uorometrically. 
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Matri.x metalloproteinases (阻¥1Ps)are zinc-contain-
ing proteinases that participate in tissue remodeling 
under physiological and pathological conditions. To test 
the involvement ofbacterial proteinases in tissue injury 
during bacterial infections， we investigated the activa-
tion potential of various bacterial proteinases against 
precursors of MlほPs(proMlばPs)purified企・omhuman 
neutrophils (pro阻¥1p・8and ・9)and合omhuman fibro-
sarcoma cells (proMMP・1).Each proMMP was subjected 
to treatment with a series of bacterial proteinases at 
molar ratios of 0，01-0.1 (bacterial proteinase to 
proMMP)， and activities ofMMPs generated were deter-
mined. Among si.x different bacterial proteinases， ther-
molysin family enzymes (family M4) such as Pseudomo・
nas aeruginosa elastase， Vibrio cholerαe proteinase， and 
thermolysin strongly activated all three proMMPs via 
limited proteolysis to generate active forms of the 
Ml¥1Ps. N-terminal sequence analysis of the active Ml¥1Ps 
revealed that cleavage occurred at the Vals2_Leu83 and 
Thr90_Phe91 bonds of pr仙fMP-1and proMl¥1P・9，respec・
tively， which are located near the N terminus of the 
catalytic domain of Ml沼Ps.In contrast， Serratiα56・kDa
proteinase and Pseudomonαs alkaline proteinase， both 
of which are classified as members of the ser・ralysin
subfamily of zinc metalloproteinases (family MI0)， and 
Serratiα73・kDathiol proteinase did not evidence pro-. 
teolytic processing or activation of proMl妊P-l，・8，and-9 
under these experimental conditions. These results in-
dicate that bacterial proteinases may play an important 
role in tissue destruction and disintegration of extracel-
lular matrix at the site of infections. 
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Fission yeast WD-repeat protei~ Popl 
regulate-s genome ploidy ihrough 
ub-iquitin-=-proteasome-media~ed 
degradation of the CDK inhibitor Ruml 
ana the S-phase initiator Cdc18 

Kin-ichiro Kominami and Takashi Toda 1 

L~boratory of Cdl Regulation. Impenal Canccr Rescarch Fund IICRF!. London WC2A 3PX. UK 

In fission yeast， maintenance of genome ploidy is controJled by at least two mechanisms. One operates 

through the Cdc2/Cdc13 kinase， which also involves thc CDK inhibitor Rum 1， and the other through the 

S-phase regulator Cdcl8. By screening for sterile mutants that show increased ploidy， we have identified a 

new gene， popr， in mutants that become polyploid. The popl mutation shows a synthetic lethal intcraction 

with the temperature-sensitive cdc2 or cdc13 mutation. In a popl mutant Ruml and Cdc18 protcins become 

accumulated to high levels. Thc high ploidy phenotype in the popl mutant is dependcnt on thc prcsencc of 

the rumr gene， whereas the accumulation of Cdcl8 is independent of Ruml. The predictcd scquence of the 

Popl protein indicates that it belongs to a WD-repcat family with highest homology tO budding }'cast Cdc4， 
which participates in the ubiquitin-dcpendent pathway. Consistent with this notion， in a mutant of thc 26S 

proteasome， higher molecular weight forms of Rum 1 and Cdc18 are accumulated corrcsponding to 

polyubiquitination of these proteins. In the popl mutant， however， no ubiquitinated forms of thesc proteins 

are detected. Finall}' we show that Popl binds Cdc18 in vivo. Wc propose that Popl functions as a recognition 

faclor for Ruml and Cdc18， which are subsequently ubiquitinated and targeted to the 26S proteasol1le for 

degradation. 
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分裂酵母では細胞倍数性の維持に、 CDKインヒビタ

-Rumlを含む臼c2/Cdc13キナーゼ活性と、 S期開始因

子Cdc18の活性制御が重要である。我々は、細胞倍数性

が上昇する変異株poplを得た。popl変異株では、 Ruml

とCdc18が極度に蓄積していることが判明した。さらに、

これらの蛋白は、 26Sプロテアソームの変異株mts3で

蓄積することから、ユピキチン・プロテアソーム系で分

解されていると考えられた。実際、 m俗3変異株中では

高度にユビキチン化されたRumlやαc18が蓄積するが、

popl変異株中ではこれら基質蛋白のユピキチン化は検出

されないことから、 Pop1は基質蛋白のユピキチン化の

ステップで機能していると考えられる。さらに、 Popl

は巾 VIVOでCdc18に結合することが見い出されたので、

基質の認識に重要な役割を果たしていると考えられる。

また、popl遺伝子産物は、出芽酵母のE3関連蛋白αc4

と最も強い相向性を示した。

Figure 7. Dcgrad<ltion of Ruml and Cdcl8 through thc 265 
protωSUJl1C and ubiquitination of Rum 1 and Cdc 18. (A) Wild 
typc (I<1ncs 1-41 or mls3.1 (lancs 5-8) cclls grown at 260C wcrc 
shiftcd to 1S.50C Aliquots were takc:n at 0 hr (Iancs 1.51. 2 hr 
[lanes 2.61. 4 hr 11川 les3.71. 6 hl (Iancs 4.8). and immunoblotting 
was pcrformcd. (B) Extracts were prcpared (Matcrials and Meth. 
odsl frolll 1Il1s3.1 (lancs 2.3.5.6) or popJ (lancs 1.4) containing 
pREP41'-rl1I?11'-HA/6His， which W<1S grown in the abscncc of 
thi・1l1linefor 24 hr <lt 260C and then shiftcd tO 35.50C for 4 hr. 
lmlllunohlotting was performed cither wllh anti-HA antibody 
ilancs 1-3) ur with anti-ubiquitin antihody (Ianes 4-6). Ovcrlap. 
ping hands bctwccl1 thcse twO blots wcre cmphasized with hori. 
zol1tal lincs. Notc th<lt an abllndant 38・kDnonubiquitinatcd 
(orl11 t Rum I-HA! w‘15 not dctcctcd with antトuhiquitinantト

hlldy. :・l八 handthat IS prcscnt in hoth I1lts3・1and )10)11. Thiぉ

hand nJa)' hc nonspccific bccallsc it IS not dctcctcd with :lnti・
日hiquitil1・Il1tihody


