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( 1 )巻頭言

三年目を迎えて

早いものでこの「特定領域研究」、 (今年から 「重点領

域研究Jの名前が変わりました、)も三年目を迎えました。

我々の特定領域研究は全体の研究計画が四年ですから、早

くも後半に入ったことになります。一昨年、この研究が始

まった当時は、この蛋白分解の研究目的がなかなか理解し

ていただけないことがありました。しかし、それから二年

経った今日、蛋自分解をめぐる状況は大きく変化し、まさ

に隔世の感があります。蛋白質の分解やペプチド結合の切

断を伴う蛋白質の修飾が様々な細胞機能で不可欠な役割を

する事が次々と明らかになり、蛋白質分解に関係した論文

や記事がNature， Science， Cellなど一流雑誌に毎号見られる

といってもよい状況になってきました。国内の雑誌やシン

ポジウムでも蛋自分解に関係する企画や記事が非常に多く

なっただけでなく 、細胞機能における蛋自分解の重要性が

ごく当然の事として受け入れられ、ことさら強調されなく

なったので気付かないことも多くなりました。本特定領域

研究の重要な目的の一つは 「研究領域全体の活性化」です

が、その点ではこの状況は大変喜ばしい事です。見方を変

えれば、様々な研究領域の人が蛋自分解の研究に参入して
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来るようになり、これまで一見関係ない領域で研究をして

た人が突然競争相手になる事態がおき、競争が一段と激し

くなってきました。蛋白分解の研究は全体としては大いに

活性化され、進展しましたが、蛋白分解の最も基本的な研

究である「蛋白質の分解シグナルとその認識機構」のよう

に、殆ど以前の状況と変わらない部分も多く、蛋自分解の

全体像の解明をめざす研究の発展が期待されます。

我々が先見性を持って開始した新しい研究領域「細胞内

蛋自分解」に多くの研究者が参入される事は大変うれしい

事で、競争の激化を前向きの刺激と捉え、これまで以上に

努力をしなければならないと考えます。研究計画が後半期

に入る三年目を迎えるにあたり、研究期間内に現在進行中

の研究に区切りをつけると共に、次の研究、次の飛躍に向

けて確固たる足場を築く様、更なる努力をお願いしてご挨

拶とさせていただきます。

平成10年5月

文部省科学研究費特定領域研究 (A)

「蛋自分解のニューバイオロジー」

(略称:細胞内蛋白分解)領域代表者鈴木紘一
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( 2 )平成10年度重点研究班会議日程

1 第3回「細胞内蛋自分解」ワークショップ
日時: 平成10年7月8日 (水)午後'""1 0日 (金)午前

場所: 六甲山ホテル(干657・01神戸市灘区六甲山南六甲1034)

TEL: 078-891-0301; FAX: 078-891-0736 

8日: 午後受け付け

8日: 夕食後:ポスターセッション

9日: 午前 ミニシンポジウム蛋白質のリモデリングと細胞機能

9日: 午後 特別講演:蛋白分解研究の活性化を目指して

1.成宮周 (京大医)

2.勝木元也(東大医科研)

3.垣塚彰 (大阪バイオサイエンス研究所)

4.井原康夫 〈東大医)

講演終了後:懇親会

1 0日: 午前平成10年度新班員:紹介と研究計画

1 0日: 昼食後解散

2 平成 10年度:第 1回総括班会議

日時:平成10年7月9日(木〉午前8時，..._，9時

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

3 第 1回国際シンポジウム
"New Impact of Proteolysis on Biological Science" 

日時:平成10年11月24日(火)午後1時'""5時
会場:東京ガーデンパレス

干113・0034東京都文京区湯島1・7・5 電話:03・3813・6211

JRお茶の水駅下車徒歩5分

4 第3回公開シンポジウム: rタイトル企画中」
主催:文部省科学研究費特定領域研究「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10年12月7日(月〉午後1時'""5時
会場:東京ガーデンパレス・雅 (2階)
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干113心034東京都文京区湯島1-7・5 電話:03・3813・6211

JRお茶の水駅下車徒歩5分

5 第3回班会議
日時:平成10年 12月8日(火)"-' 9日 (水) i日時未定」

場所:東京ガーデンパレス

総括班メンバー

鈴木紘一 東京大学分子細胞生物学研究所教授:領域代表・ 第一班班長

木南 英紀順天堂大学医学部教授:領域副代表・第二班班長

岩永貞昭 九州大学名誉教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

大島泰郎東京薬科大学生命科学部教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

勝沼 信彦徳島文理大学健康科学研究所教授:研究評価，チェ ック ・レビュー

志村令郎生物分子工学研究所所長 :研究評価，チェック ・レビ、ュー

中西 重忠京都大学大学院医学研究科教授:研究評価，チェック・レピ、ュー

村上和雄 筑波大学応用生物化学系教授:研究評価，チェック・レビ、ュー

矢崎義雄東京大学医学部教授 :研究評価，チェ ック ・レビ、ュー

矢原 一郎 東京都臨床医学総合研究所副所長:研究評価，チェック ・レビ、ュー

川島 誠一 東京都臨床医学総合研究所部長:研究企画，調整

田中 啓二東京都臨床医学総合研究所部長 :研究企画，調整

石浦章一東京大学大学院総合文化研究科教授:研究企画，調整

上野隆 順天堂大学医学部講師:研究企画，調整
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( 3 )活動および関連事業

1班員名簿(平成10年度)発行: 平成10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)

"1n回 cellularProtein Catabolism" (Eds by Suzuki， K. and Bond， J.S.) ， Adv.Exp. 

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

"Biology of血eLysosome" (Eds. by Lloyd J.B. and Mason R.W.) Subcellular 

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

"Proteasomes and Relat吋 Complexes": Mol. Biol. Rep. Special issues (Guest 

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

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

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

"Proteolysis in Cell Function" (Eds. by Hopsu・Havu，V.K.， Jarvinen， M.， and 

Kirschke， Hふ IOSPress， 576pp (1997) 

"Ubiquitin and the Biology of出eCel1" (Eds. by Peters J.・M.，Harris J .R.， and 

Finley D.) Plenum Publishing， London，.462pp (1998) 

組織培養 特集号“プロテアソーム" 1 996年3月号(編集:田中啓二〉

細胞工学特集号“ユビキチンとプロテアソーム" 1 9 9 6年7月号(監修:
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田中啓二)

蛋白質核酸酵素“プロテオリシス:蛋白質分解の分子機構とバイオロジー"

199 7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) 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。

(2)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 --2 2日:名古屋国際会議場(代表世話人:青柳

高明〉。

(3) 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・細胞機能と生体機能の制御 -J平成10年10月14，.....1 7 

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。

(4)第28回日本免疫学会シンポジウム: I Antigen Processing and 

MHCJ平成10年12月2--4日:神戸国際会議場(田中啓二、他)

同ワークショップ: I抗原プロセッシングと提示」

(田中啓二、笠井道之〉

(5)第21回日本分子生物学会年会ワークショップ: Iタンパク質のプロ

セッシングと局在化」 平成10年12月16，..... 1 9日:

パシフィコ横浜(田中啓二、市山 新〉。

(6)第25回日本医学会総会シンポジウム: Iプロテアーゼバイオロ

ジー」平成11年4月2--4日 、東京(田中啓二、鈴木紘一)
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国際学会

(1) Gordon Research Conference on "Proteolytic Enzymes and Their 

Inhibitors" July 5-10， 1998. New Hampshire (C. Craik) 

(2)第 15回国際キニン会議 Ki凶n'98 Nara on "From Molecular Biology 

to Pathophysiology of the Kallikrein-Kinin System" October 19-24， 

1998. Nara (S. Iwanaga et al. )掲示板コーナーに詳細情報。

(3) Intemational Symposium "Recent Advances in Protease Research in 

Human Diseases" October 27， 1998. Kumamoto 

(H. Fritz， H. Maeda et al.)掲示板コーナーに詳細情報。

(4) "New Impact of Proteolysis on Biological Science" November 24， 

1998， Tokyo (K. Suzuki and E. Kominami )掲示板コーナーに詳細情報。

(5)百le13th Rinshoken Intemational Conference 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。

(6) Keystone Symposium "Metalloproteases: Chemistry， Biology and 

Medicine" February 25-M訂ch3， 1999 Tamarron (H. Nagase et al.) 

(7) 3rd Workshop on "Proteasomes"， March 24-27， 1999， Clenmont-Ferrand， 

France (Y. Briand). 

(8) 5th F ASEB Summer Researchωnferen∞"Ubiquitin and Protein 

Degradation" July 31 -August 3， 1999， Saxtons River， Vermont， USA 

(c. Pickart， and G. DeMartino) 

(9) V血IntemationalSympos加m"Proteinase Inhibitors and Biological 

Control" October， 1999， Brdo (V. Turk) 

(10) 12th ICOP Conference on "Proteolysis and Protein Turnover" Fall， 1999 

North America (B. Sloane) 
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(4 )学会・集会報告

1 公開シンポジウム "AAAファミリー"ATPaseの多彩な細胞機能

と共通分子基盤

平成10年2月23・24日に岡崎コンファレンスセンターにおいて、上記の

シンポジウムが、約70名の参加者を得て開催された。このシンポジウムは、 AAA

ファミリーA百部eに焦点を当て、その機能と構造について徹底的な討論を行った。

ます.最初に小椋(熊本大)が、 AAAファミリーATP錨Cについてレビ、ューし、構造の

明らかになっている近縁のA呼出Cとの比較から、 AAAファミリーATP舗 Cの構造モデ

ルを提示した。 Finley(Harv訂dMedical School)は、プロテアソームを構成する 6つ

のAAAATPaseについてsystematicに解析し、これらの6つのAηaseが1個のプロテア

ソームに含まれ、それぞれ固有の機能を持つことを明らかにした。秋山(京大)は、

FtsHの多機能性について述べるとともに、ぺリプラズミック領域がホモオリゴマー

形成、ヘテロオリゴマー形成に重要であることを明らかにした。多賀谷(東京薬科

大)は、小胞輸送に関わるAAA./¥胃槌e、NSFとVCPについて、膜融合におけるこれ

らのAM./¥τ'Paseの機能と細胞内局在、およびこれらと相互作用する新しい因子につ

いて述べた。大隅(姫路工大)は、ペルオキシソーム形成に関わるAAAATPase、

PexlpとPex6pについての最近の知見を紹介し、それらのドメイン構造と機能の関係

を、欠失変異、ドメイン交換実験の結果などから推定した。本シンポジウムでは、

AAAATPaseと近縁のWalkerタイプATP描 e'こついて優れた研究をされてきた方々のう

ちから4名の方に特別講演をしていただき、 AMATPaseとの類似点、相違点を明ら

かにするとともに、今後の研究の方向や参考になる新手法について紹介していただ

いた。まず二井(阪大〉が、プロトンATP槌 Cの構造と機能について紹介した。プロ

トンA宵ぉcの回転モデルは、 19 9 7年度のノーベル化学賞に輝いたので、関心を

持たれた方も多かろうと思います。次に、安楽(帝京科学大)は、液胞型ATPぉeに

ついて紹介した。 基本的にはプロトンA百部eの一種で-ある。これらのATPase，こつい
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ての今後の課題は、膜に埋め込まれたFo(あるいはVo)部分の構造と回転する

ATP碕e本体との共役機構の解明と思われる。品川I(阪大〉は、 DNA修復、組換えに

はへリケースを始めとする多数のWalkerタイプA宵錨Cが関与することを紹介し、

Holliday構造特異的ヘリケースRuvABC複合体の構造と機能について考察した。RuvB

ATP槌eはAAAATP蹴とは極めて近縁であることが配列から予想されているものの一

つである。最後に、柳田(阪大)は、表面エバネッセント波によって励起される蛍

光を測定するまったく新しい方法で、 1分子の動きやATP錨eの加水分解反応を直接

見ることに成功した。特に興味深かったのは、 1分子のミオシンATPaseが1分子の

ATPを分解するとき、ミオシン頭部は 1回の動きではなく、数回にわたって動くこ

とができるという話であった。このことは、ミオシン分子に記憶効果があるという

ことを示している。従来のATP型とADP型の構造変化が動きと 1: 1に対応すると

いう考えでは説明できない現象である。この現象は、今後様々なATP槌e研究への波

及効果が極めて大きい。なお、柳田先生は、一連の1分子の運動を直接観察すると

いう先駆的な功績により、今年4月に学士院賞思賜賞を受賞された。この場を借り

てお祝い申し上げたい。 ATPaseの研究が内外で注目されることは喜ばしいことで、

真にタイムリーな講演を拝聴することができた。シンポジウム後の懇親会では、

AAAファミリ-ATP部 Cの研究は今後大いに発展するであろうと講師の先生方からも

熱いエールが送られる一方で、まだATP描cとしての研究レベルは低し、という厳しい

指摘もあった。 AAAATPaseの研究に対する1郎、興味と励ましの言葉と捕らえた。

二日目は、ワークショップとしてAAAATP槌 Cの研究に日々いそしんでいる若手研

究者を中心とした発表会を行い、初日のシンポジウム以上に熱い議論が行われた。

最後に、全体を通しての総合討論が行われ、 当面の課題、今後の方向と研究室聞の

連携・交流体制に至るまで、院生など若い人からも活発な発言 ・提案があった。今

後も何らかの形でこのような集会を定期的に開催することを目指すこと、そのため

には個々の研究をさらに一層充実させることが肝要であるという認識に至った。

このシンポジウムを開催するにあたり御尽力いただいた多くの方々に、この場
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を借りて感謝したい。本シンポジウムの講演要旨は IAAAファミリータンパク質」

のホームページに掲載していますので、興味のある方はご覧下さい。なお、 4月か

らホームページはhttp://mukb.medic.kumamoto-u.ac.jp/AANaaainfo.h刷に移動しました。

今後も順次内容を充実してゆく予定です。御意見などお寄せいただければ幸いです。

〈小椋 光:熊本大学・医学部〉

2 r生体膜研究会」
3月16日基礎細胞生物学研究所内で部門公開セミナーとして 「生体膜研究会」

が、大隅良典教授の主催で開催されました。参加者は約30名で、会議室は満員と

なりました。講演は

1. I晴乳動物細胞の膜代謝機構に対する遺伝生化学的アプローチJ (花田賢太郎

博士・国立感染症研究所)

2 . I A lipid associated with the antiphospholipid syndrome regulates endosome 

structure/functionJ (小林俊秀博士・ジュネ-ブ大学〉

3. I小胞体でのタンパク質の選別輸送に関わる因子Emp24pの輸送調節機構J (中

村暢宏博士・九州大学〉

4. Iメタノ ール資化性酵母ペルオキシソームのアッセンブリーとオートファジ

-J (阪井泰能博士・京都大学)

の四演題を各一時間かけてじっくりと行なわれました。

花田先生の御講演では、 CHO細胞から温度感受性のスフィンゴミエリン合成

系酵素の変異細胞株を分離し、酵母で報告された遺伝子のアミノ酸配列からEST

を検索、遺伝子を分離し、更にそのcDNAを導入することによりレスキューできたお

話と、新たに最近分離されたスフィンゴミエリンに特異的に結合する溶血毒素ライ

セニンを用いることによって新たな変異株を分離したお話をされました。酵母では

欠損株や特定の遺伝子を破壊した株を用いて特定の遺伝子の機能を検討することが
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比較的容易ですが、動物ではKOマウスの作成はなかなか大変で有り、動物細胞で

の温度感受性変異株の分離による特定遺伝子の機能解析が進歩することが期待され

ます。

小林先生はジュネーブから一時帰国されているところで、おりよくお話を聞く

ことができました。先生の作成された後期エンドソームに対するモノクローナル抗

体が後期エンドソームの内側に存在している構造を認識する抗体で、そのエピト

ープが後期エンドソーム / リソソームを構成する主要な脂質である

lysobisphosphatidic acid (LBP A)であること、AntiphospholipidSyndrome ( S L E患者

の約30%で発症)の患者にはこのLBPAに対する抗体が血液中に存在している

ことを話されました。先生の分離されたモノクロナール抗体をBHK細胞にかける

と、この細胞では後期エンドソームに見いだすことが出来ないマンノース 6リン酸

受容体 (MPR)が後期エンドソームに蓄積してくることを示され、後期エン ドソ

ームの成熟過程におけるMPRの後期エンドソームからの離脱にLBPAが関与し

ている可能性を強く感じました。

中村先生は酵母の粗面小胞体からのタンパク質の脱出を制御しているEmp24p

の細胞質部分および膜貫通部分の機能解析のお話をされました。膜の内側に

Invertase:Emp24pのキメラタンパク質を酵母内で発現させ、糖鎖の獲得および

Invertaseのプロセシングによりキメラ蛋白がシスゴルジ、 トランスゴルジ、液胞に

到達する時間を解析するとしづ技法を用いて、 Emp24pの細胞質ドメインには粗面小

胞体からの脱出シグナルが存在していること、それにたいして膜貫通ドメインには

ゴルジを通過する速度を遅くする機能があることを示されました。

阪井先生は、Candidaboidiniiを用いてメタノール存在下で培養し増殖したペルオキ

シソーム (GF Pで標識)がエタノール存在下ではマクロオートファジーで、グル

コース存在下ではミクロオートファジーで液胞 (FM4-6 4で標識〉に取り込ま

れる過程をレーザ-顕微鏡を用いて解析されたお話をされました。更にこの酵母で

ミクロオートファジーとマクロオートファジーの両方、あるいはマクロオートファ
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ジーが出来ない変異株を分離しておられました。このようなオートファジーの過程

の蛍光染色での可視化は動物細胞にも応用可能ではなし、かと、あらぬことを考えて

しまいました。

以上回演題について活発な議論が交わされ、大変充実した研究会でした。この

研究会自体は細胞内蛋自分解とは直接関係がなし1かも知れませんが、我々、リソソ

ームの蛋白分解系を研究しているものにとっては、大変勉強になりました。最後に

この研究会を開催してくださいました大隅先生およびその研究室のスタッフの皆さ

んに感謝致します。

(順天堂大学・医学部: 石堂一巳)
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( 5 )ミニレビュー

1 メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンファミリー

はじめに

これまで私は、はっきり言ってプロテアーゼというものが好きではなかった。

まず第一に、種類が多くて覚えられない。そして、いろいろな局面で出てきてやや

こしい。多くの場合、基質特異性がわかっているようでよくわからない、研究人口

も多い、などなど。しかし、最近になって、私は、にわかにプロテアーゼに親しみ

を感じ始めている。その理由のひとつは、今年度、 「細胞内蛋白分解」班に入れて

いただいたことである。それに対して、これまで入れていただいていた「転写制御」

の班からは、つれなくもシャットアウトされてしまった。それはさておき、私がプ

ロテアーゼに興味を持ちはじめているより大きな理由、ここではこれをお話ししま

す。

高等動物の形態形成において、その基礎を成す受精後の細胞分化は、どのよう

な分子機構によってもたらされるのか? 決して新鮮ではないその疑問に、私はし、

まだにこだわっている。これまで、それに関する多くの研究が、細胞分化に関わる

転写因子とそれらの活性化をもたらすシグナル分子の同定・機能の解析に捧げられ

てきた。私も、筋分化を中心に、転写制御の研究を行ってきた。しかし、研究が進

むにつれ、このような転写・翻訳の制御だけでは秩序だった個体の発生・形態形成

を説明することが出来ないとしづ事実に、誰もが突き当たり始めているように思う。

そしてそのことに、私は大いに興味を引かれているのだ。ここで特に重要だと考え

られるのは、翻訳後のタンパク質のリン酸化などの修飾とともに、タンパク質のプ

ロセシングによる機能ドメインの活性化が、発生に関わる多くの遺伝子の働くタイ

ミングや細胞特異性を制御しているらしい、ということである。そして私も、苦手

だったプロテアーゼ、と向き合うことを迫られる事態になってきたのである。私達の
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グループでは、近年、世界に先駆けて、新しい膜タンパク質メルトリンα・β・γ

をコードする遺伝子群をクローニングした。これらは後述するメタロプロテアーゼ・

ディスインテグリンドメインを有する糖タンパク質で-あり、中でもメルトリンαは、

何らかの機構により筋形成を制御していることを見出した。筋形成において、この

膜型メタロプロテアーゼは、一体何を切断しているのか? 従来からプロテアーゼ

インヒビターを用いて、メタロプロテアーゼが筋形成に重要であることは報告され

ていた。現在私は、筋形成などの形態形成プログラムのなかで、膜型メタロプロテ

アーゼ、が果たしている役割をぜひとも解明したいと思っている。

1.へビ毒メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンについて

そもそもメタロプロテアーゼ・ディスインテグリンとはなにか。ディスインテグ

リンは、ハブやガラガラへどなどの溶血性ヘビ毒中から相次いで見つかってきた、

一連の低分子量タンパク質(約50-90アミノ酸〉の血液凝固阻止因子である。

エキスタティン、トリグラミン、キストリン、ビティスタティン、バープリン等、

恐そうな名前をもっこれらディスインテグリンの多くはRGD(あるいはKGD)配列

を有し、この配列を介して、血小板上のインテグリンαIIbβ3とフィブリノーゲン

の結合を阻害し、血栓形成を租止することが明らかにされている。

その生理活性から、血栓症などの治療薬として大いに期待されたが、これらへビ

毒ディスインテグリンは、相互作用するインテグリンの特異性が低いことや、その

抗原性の強さゆえに、実用化への期待はうすれてしまった。しかし、反面、ここ数

年の数々の研究によって、それらの分子としてのおもしろさが、再びクローズアッ

プされることになってきた。

そのおもしろさは、メタロプロテアーゼ、とディスインテグリンの2つを合わせ

持つヘビ毒が発見されたことに始まる。それまで、へビ毒メタロプロテアーゼは、

ヘビ毒に含まれる溶血活性を有する因子として単離され、その一次構造やcDNA配列

が報告されていた。これらのメタロプロテアーゼは活性中心の亜鉛イオン、それに
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配位するヒスチジンに富む活性部位を持ち、コラゲナーゼなどのマトリックスメタ

ロプロテアーゼとホモロジーを持っている。ガラガラヘビCrotalusatrω 由来のそ

れらは、血管の基底膜を構成するタイプIVコラーゲン、ラミニン、ニドジェン等を

分解する活性を有する、との報告がなされている。

ところが、このような溶血因子の中で、そのC末側にディスインテグリンドメイ

ンを持つものがでてきたのである。 例えばハフ守毒HR1Bや南米の毒ヘビ由来の

jararhaginなどの溶血因子は、そのアミノ酸配列を調べるとメタロプロテアーゼのC

末側にディスインテグリンドメインを持ち、さらにcDNAをクローニングしてみると、

プロテアーゼ、を前駆体に保つ為に存在するらしい前駆体ドメインがN-末端にコード

されていることがわかった。そして、最初に述べた低分子量のディスインテグリン

の場合も、実はこれがメタロプロテアーゼドメイン、プロドメインを含む前駆体と

して産生されていることが報告された。こうして、溶血因子と血液凝固阻止因子の

2つの機能ドメインをもっ一群のヘビ毒遺伝子が存在すること、これらが切断され

て独立に機能する場合と、その両方をもったタイプとがあることがわかってきた。

ハブやガラガラヘビに吹まれると、私たちは、これら2つの因子によって溶血を引

き起こされることになるというわけである。

2.メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンドメインをもっ膜タンパク質遺伝子

群について

さて、メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンがさらに注目を集めたのは、

このようなヘビ毒に相向性のある分子が、私たち晴乳類でも産生され、重要な機能

を担っているらしいことがわかってきたからである。その代表的なものには、 ( 1 ) 

モルモットの受精を阻害するモノクローナル抗体に反応する因子で、成熟精子の先

体の細胞膜に局在が見られる膜タンパク質ファーティリン、 (2)上述のメルトリ

ン(あとで更に詳しく言及〉、 ( 3 )ショウジョウバエの遺伝子で、細胞分化にか

かわるNotchと遺伝学的に相互作用し、 Notchのプロセシングによる活性化をおこなっ
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ているらしいKuzbanian、 (4) TNFαのプロセシングをおこなう酵素 (TAα)など

がある。いずれも、前駆体ドメイン、メタロプロテアーゼドメイン、ディスインテ

グリンドメイン、システインリ ッチドメイン、膜貫通ドメイン、細胞質ドメインが

ならんでいる。

ファーティリンに関しては、メタロプロテアーゼドメインの機能は分かつてい

ない。ファーティリンはヘテロダイマーα、βからなり、それらのうちβのメタロ

プロテアーゼドメインの活性部位はつぶれているので、こちらはプロテアーゼとし

ては働いていないと考えられる。 Mylesら、続いてAlmeidaらは，ファーティリンの

ディスインテグリンの機能に着目している。まず彼らは、成熟精子のファーティリ

ンが卵細胞のイ ンテグリンとの相互作用によってその接着に関与している可能性を

検討した。その結果，卵子のイ ンテグリンα6β1が精子と卵子の接着に関与してい

ること，インテグリンα6β1を発現させた培養細胞に精子が接着でき，その接着が

ファーティリンβのτDEを含む非RGDペプチドによって阻害されることを見いだし

た。そこで彼らは、ファーティリンβはへビ毒同様，そのデ、ィスインテグリンドメ

インを介して，卵子インテグリンと相互作用すると考えている。このように、溶血

作用をもっ可溶性因子のヘビ毒とこれら受精や形態形成にかかわる膜分子が、大き

な遺伝子ファミリーを形成しており、これらをADAM(A Disintegrin And 

Metalloprotease)ファミリーと呼ぶようになってきている。私たちは、自分たちの体

作りの際に、ヘビ、毒のプロトタイプのような遺伝子を用いているらしいのである。

3.メルトリンについて

私達は，細胞融合にはおそらく共通の機構が存在し，多核の骨格筋を形成する

際においても、受精ではたらくファーティリンのような分子が機能しているのでは

なし、かと考え，そのような分子のクローニングを試みた.その結果，すでに述べた

ように、メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンファミリーに属する新しい分子

を3種類クローニングすることができ、これらの分子を融合(融け合う、白se)を
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意味するmeltと、島氏ilinとの相向性，ファーティリンとは異なる細胞質ドメインを有

することから，新たなサプファミリーを形成するタンパク質としてそれぞれメルト

リンmel凶nα，β，γと命名した。メルトリンが構造上ファーティリンと特に異なる

のは細胞質ドメインであり、これがかなり長い。そして、そのドメインの特徴とし

ては、 c-キナーゼのコンセンサス配列を持つことと、 srcのSH3ドメインと相互作

用するらしい、プロリンリッチな配列を有することなどが挙げられる。このような

構造上の違いは、受精と筋形成におけるこれらの分子の機能の独自性を示すもので

あろう。分化誘導によって筋管を形成する樹立筋芽細胞c2でメルトリンmRNAの発

現を調べると，増殖培地中では， αの発現レベルは非常に低く βの発現量もあまり

多くはないが、細胞を分化条件下におくと， αとβの発現が強く誘導される。また，

αの転写誘導は筋型クレアチンキナーゼのような筋分化のマーカーの転写活性化に

先行して起こり，筋分化誘導因子であるマイオジェニンの発現と同じようにごく早

い時期から見られることから， αは筋分化の初期段階から働く分子であることが予

想される。

一方、メルトリンαに対するポリクローナル抗体を用いてc2細胞抽出液のウエ

スタンプロッティングを行うと，複数の分子種が検出される。これらの分子種は、

細胞への発現ベクターのトランスフェクションなどの実験から，メルトリンαの細

胞外領域の翻訳後のプロセシングによって生ずることが分かっている。先に述べた

ように、ファーティリンやヘビ毒においても同様なプロセシングが起こっており、

これはこのファミリーに属するタンパク質に共通の特性であるらしい。筋形成にお

けるメルトリンαの役割を知るため、次のような実験をおこなった。まず、前駆体

ドメインを含むメルトリンαをα細胞で大量に発現させたところ， 筋管形成はむし

ろ抑制された.プロセシングを受け，メタロプロテアーゼドメインを欠失した分子

種が存在することから，その様な分子種のみが生ずるような発現ベクターを作成し，

α細胞で発現させたところ，筋管形成の時期が早まり，筋管形成率も上昇した。そ

の上、そのようなトランスフォーマントは、多くの場合分化後の細胞凝集が充進し、
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極性の低い筋管を形成した。これに対し，そのアンチセンスRNAの発現は筋細胞融

合を抑制した。これらの結果から、メルトリンαが何らかの形で多核の骨格筋の形

成を制御しているものと考えられた。

以上のように、精子や筋細胞において膜貫通型メタロプロテアーゼ・ディスイン

テグリンが発現し、受精や多核の筋管形成に関与することがわかったわけであるが、

それらは、細胞融合タンパク質自身ではない。何故かというと、少なくともメルト

リンは、細胞融合を起こさない細胞でも発現が見られるからである。加si旬 hybridi-

zationで・調べてみると、メルトリンαは、マウス胎児の骨形成や内臓形成にかかわる

間葉細胞で非常に強し1発現がみられる。メルトリンβは、やほり胎児において骨格

筋での発現とともに、末梢神経系で非常に5郎、発現が見出される。このような発現

パターンや最近の予備実験から、メルトリンは、どうやらこれらの細胞の分化に関

わっているようである。このように、メタロプロテアーゼ・ディスインテグリンファ

ミリーは未だ、未知なる遺伝子群ではあるが，細胞間あるいは細胞と細胞外基質と

の相互作用、それらの制御に関わる遺伝子群として重要なのでは、と考え、新しく

引っ越したラボでこれから頑張るつもりです。どうぞよろしくお願いいたします。

(東京都臨床医学総合研究所細胞生物学研究部瀬原(藤沢〉淳子)

2 LFA・l/ICAM-lを介した接着とプロテアソーム

I. インテグリンとインテグリンを介した細胞接着

インテグリンは細胞閉または細胞と細胞外マトリックス間を結合させる接着分

子で、 α鎖とβ鎖からなるヘテロダイマーである。両鎖とも細胞外領域と膜貫通部、

細胞内領域からなり、 α鎖とβ鎖の組み合わせにより、リガンド特異性が決定され

る。インテグリンはβ鎖サブユニットの相違によってβ1から s7までの7つのサブ

グループに分けられる。 s1サブファミリーは、 Tリンパ球をマイトゲンで刺激し
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た後1・2週間たってはじめて誘導されるのでverylate antigen (VlA)と呼ばれる。代表

的なものにα1からα6に会合しているVlA・1からVlA・6がある。発現は広範囲であ

り、ゴラーゲン、ラミニン、フィブロネクチンなど‘の細胞外マトリックスと結合す

る。 一方、 β2サブファミリーにはα鎖の異なるLFA・1(αL)、MAC-1(αM)、

p150p95 (αX)、αdが知られており、これらはリンパ球、マクロファージ、好中

球といった免疫系細胞にのみ特異的に発現している。 LFA・1はICAM-1，2，3を、

MAC-1、p150p95は補体第3成分分解物C3biやフィフリノーゲンを、また、 αdβ2は

ICAM-3をリガンドとすることが判明している。 β2インテグリンの欠損が原因で発

症する先天性異常としてIAD(leukocyte adhesion deficiency)が報告されている。症状

の特徴は感染症を繰り返して，寵患することであり、 10及至12歳で死亡する。

β2サブファミリーに属するLFA・1は、上述のようにαL鎖とβ2鎖からなり、

免疫系細胞にのみ特異的に発現する。リガンドは血管内皮細胞などの細胞表面に存

在するICAM抗原である。免疫系細胞表面のLFA・1は、通常はリガンドに結合できな

いが、感染時や腫蕩の出現に伴って、はじめて活性化される。LFA・1が活性化され

た免疫細胞は、血管壁にまず接着し、血管壁を通過し、標的に向かつて結合組織内

を遊走して、炎症局所に到達する。免疫細胞はその場で、食食を中心とした異物処

理や種々の抗原特異的免疫反応をおこして、生体防御機構の一員として機能する。

このときLFA-1は免疫細胞の移動に関与するだけではなく、特異的免疫応答の発現

にも重要な役割を担っている。すなわち、 Tリンパ球が抗原を認識する時に、 共刺

激分子として抗原レセプターからのシグナルの増強に一役買っていることが証明さ

れている。以上述べたように、免疫系細胞では、線維芽細胞などと異なり、LFA・1

等のインテグリンは、その接着能が厳密に調節されており、必要な時、必要な場所

で抗原やサイトカインの刺激により活性化されて、特異的リガンドへの接着性を発

揮するようになる。

免疫細胞の接着機能は、細胞表面のLFA・1の発現量によっては推し量ることはで

きず、通常の免疫細胞はLFA・1を発現していても接着することができない。インテ
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グリンを介した接着能は、細胞内からの活性化シグナルによって、制御されており

1， 2)、こうした細胞内からのインテグリンの接着性の調節機構を"Inside-out

signaling"としづ。 一方、インテグリンはそのリガンドであるICAMや細胞外マトリッ

クスと結合すると、その結合部位に接着斑と呼ばれる骨格系蛋白質やシグナル伝達

分子群の集積によって形成される特殊な構造が発達し、それを介して情報を細胞の

内側に伝える。このようなインテグリンを介したシグナル伝達を"Outside-in

signaling"とし寸。インテグリンはその名の通り、細胞外環境からのシグナルを細胞

内に伝達するレセプターとして、細胞の様々の機能や、増殖、分化、アポトーシス

を調節しいることが示されている。

II. 細胞接着と細胞凝集

従来、 LFA-1を介した細胞の接着と凝集とは、同時にしかも同ーのメカニズムで

誘導されるものと考えられていたが、我々は最近LFA・1を介した細胞凝集の誘導プ

ロセスには、 LFA・1の活性化と低分子量G蛋白質分子を介した細胞骨格系の変化とい

う二つのステップが必要であることを明らかにした3)。

前骨髄性白血病細胞株HL-60は、 β2インテグリンとしては、 LFA-1のみを発現

している。 LFA-1の接着能を、プレートにコートした精製ICAM-1に対するHL-60細

胞の接着能で測定したところ、 HL-60細胞は無刺激の状態では、 ICAM-1にほとんど

結合することはできないが、 HL-60細胞をレチノイン酸(RA)で24時間培養すると、

顕著な接着能が誘導されることが判明した。この時、 LFA・1の発現量には、全く差

が認められなかった。すなわち、レチノイン酸はLFA・1の接着性を上昇させること

が明らかとなった。同様のことは、百Aで24時間培養した場合も認められる。

HL-60細胞は、 RA刺激によってLFA・1が活性化されるばかりでな く、ICAM-1を

発現するようにもなるが、細胞間凝集は認められない。と ころが、活性型

H-R硲 (V12)をHL-60細胞に強制発現させた位佃sfec伽包は、 RA刺激によって顕著な

LF A-1/ICAM-1依存性の凝集を示した。仕組sfl民知市では、 LFA-1/ICAM-1の発現量も、
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ICAM-lに対する接着性も、 parentのHL-60細胞に比べて増加していなかった。活性型

R槌の仕組sf，配t釦 tsでは、レチノイン酸刺激でバキシリンのチロシンリン酸化が特異的

に認められ、接着斑の形成を伴うLFA・1の裏打ち構造が発達していることが示唆さ

れた。 CytochalasinD及び低分子量G蛋白質Rhoの阻害剤で-あるC3毒素に加えて、サ

イトカインのひとつTGFβがパキシリンのチロシンリン酸化を抑制し、細胞凝集の

形成を阻害した。しかしながら、こうした薬剤は、 LFA-lのICAM-lへの接着性の上

昇には、影響を与えなかった。このことから、 LFA・1の活性化には、 intactなアクチ

ン細胞骨格は必要がないことが示唆されるとともに、細胞凝集するためには、 二つ

のステップ、すなわち、 LFA-lの活性化並びに低分子量G蛋白質の活性化とアクチン

細胞骨格の再構成が必要であることが明らかとなった。

I11. プロテアソームはLFA-lの接着性の誘導に関与する

τPAでHL-60細胞を24時間培養すると、 LFA・1の接着性の上昇とともに、 R舗の活

性化も生じ、 LFA-l・ICAM-lを介した細胞凝集が起こる。プロテアソーム阻害剤

ZLLLal，及びラクタシスチン共存下でHL-60細胞をτPA刺激したところ、細胞凝集が

抑制された4)。一方、カルパイン阻害剤ZLLal'ま影響を与えなかった。上述の精製

ICAM-lをコートしたプレートを用いて、プロテアソームがLFA・1の接着性の上昇に

関与するかどうかを検討した。プロテアソーム阻害剤は、 CytochalぉinD、Rho阻害

剤C3毒素や官GFβ とは異なり、用量依存的に、 LFA-lの活性化を抑制した。一方、

カルパイン阻害剤はLFA・1の活性化を全く抑制しなかった。またプロテアソーム阻

害剤が細胞遊走に影響を与えている可能性をrandommigration assayで検討したが、対

照群と有意な差は認められなかった。従って、プロテアソーム阻害剤は、 LFA-lの

接着性の上昇を阻止することによって、細胞凝集を抑制していると結論した。

実際に、プロテアソーム阻害剤存在下でHL-60細胞をTPAで刺激すると、膜分画

に大量のユビキチン化された蛋白質分子群の蓄積が見られた。このことから、百A

で刺激されたHL-60細胞においては、 LFA・1の活性化に伴い、プロテアソームにより
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分解されている蛋白質分子が膜分画に存在することが明らかとなった。これらのユ

ビキチン化蛋白質分子群のなかに、 LFA-1の接着性の制御に関与するものがあると

考えられる。

以上の結果から、 TPAによるLFA-1の接着性の上昇には、膜蛋白質分子のユビキ

チン化とプロテアソームによる分解が必要であることが判明した。おそらくLFA-1

の接着性はなんらかのメカニズムで抑制されており、抑制に関与する蛋白質分子の

プロテアソームによる分解が、接着性の誘導に必須なステップのひとつであると予

想している。

Tリンパ球を出apsig紅gmなどのカルシウム流入剤で刺激してLFA・1を活性化する

系に、カルパイン阻害剤を共存させると、 LFA・1の活性化が阻止されるとしづ報告5)

が最近掲載された。我々はいくつかの細胞を使って、また異なる活性化刺激を用い

て、カルパイン阻害剤の効果を検討していたが、 LFA・1の活性化を阻止する効果は

全く認められなかった。おそらく LFA-1の活性化に直接関与するのではなく、カル

シウム依存性のシグナル伝達経路上に、カノレパインによる蛋白質分解が必要なステッ

プがあるのだろうと思う。いずれにせよ、分解される基質がなんであるのか明らか

にしなければならない。インテグリンの細胞内領域に会合する分子はtwohybrid 

systemによって単離されているが、いまだLFA・1を含めて、 Inside-outsignalingに関与

するものは明らかとなっていない。特に、 LFA-1に会合する唯一の分子として、 Cell

(1996) 6)に報告されたcytohesinとし寸分子に関しては、いくつかのラボで追試が効

かず、疑問視されているo UI.山ide-泊signalingは随分明らかになって来たが、インテ

グリンの活性化のメカニズムは、仮説ばかりが先行している。着実に進むしかない

と考えている。
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(ニッピ・バイオマトリックス研究所:片桐晃子)

3サイクリンBのユビキチン化

はじめに

細胞周期の進行はcdkCcyclin-dependent kinase)の活性により調節されているが、

cdkの活性は特異的サイクリンとの結合、 cdk自身のリン酸化状態、さらにcdk

inhibitors等により厳密に調整されている。 M期への進行にはcdc2/サイクリンB複合

体であるMPF(mitosis promoting factor)の活性化、即ちcdc2の161Thrのリン酸化と

14百立と15Tyrの脱リン酸化が必要である。最近、 GADD45がcdc2活性を阻害すること

が学会報告され、晴乳類においてもcdc2の活性調節にinhibitorも関与しているものと

忠われる。吋c2の活性化により染色体の凝縮、核膜の崩壊等が誘導され細胞はM期

へと進行する。同日からの脱出にはMPFの不活性化が必須であり、これはサイクリ

ンBが分裂後期から終期においてユビキチン化を介したプロテアソーム系を介して

分解されることによる。サイクリンBのユビキチン化には、ユビキチン運搬酵素但2)

としてはE2・C(clam)川BCx(xenopus)/UbcH10 (human)が、ユビキチンリガーゼ(E3)と

してはサイクロソームあるいはAPC(anaphase-promoting∞mplex)と呼ばれる沈降定数

20Sの複合体が機能することが明らかとされている。 APCに関する研究は最近急速に

進展しており、また幾つかの優れた総説(1-5)も出ているので、本稿では多少古い話

題も含まれるが我々の研究について主に紹介させていただき、終わりのほうで最近

のトピックスについて簡単に述べたい。
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サイクリンBに選択的なE2

我々の研究室では晴乳動物細胞の細胞周期の制御機構の解明を主眼に研究を行っ

ており、サイクリンBのユビキチン化についてもマウスやヒト培養細胞を用いて系

を開発することから研究を開始した。サイクリンBは、出来るだけ的vivoの状態を

反映させるために、マウスサイクリンBの全長をGSTとの融合蛋白としてバキュロ

ウイルス系で吋c2と共発現させ、 suclカラムでcdc2と複合体を形成しているものを精

製し使用した。 Elもバキュ ロウイルス系で発現させ精製したものを用いた。実験を

始めた時点ではE2，E3ともに全く未知であり、E2厄3源としては民側後期から終期に

同調したHeLa細胞の抽出液を使用したが、サイクリンBのユビキチン化は検出でき

なかった。系の確立が出来す"に苦労している聞に、 Kirshn町ら(6)によりUBC4がサイ

クリンBに対するE2であると報告されたので、早速ヒトUBC4とそれに非常に近い

UBCH5を単離・作製し使用したところ、初めてサイクリンBのユビキチン化が認め

られた。各時期に同調したHeLa細胞の抽出液についてE3活性を検討すると、 G1/S期、

S期やコルセミドで分裂中期に停止させた細胞の抽出液ではサイクリンBのユビキチ

ン化は認められないが、コルセミドを除いて 1時間後(分裂後期~初期Gl期)の抽

出液には高い活性がみられ、的vivoにおけるサイクリンBのユビキチン化の時期と良

く一致した。

その後、 RudermanらのによりclamからE2-Cが、Kirschnerら(8)によりXenopusから

UBCxが相次いでクローニングされた。そこで、 BlASTsearchにより得られたEST断

片の配列をもとに、 RT-PCRによりヒトのホモロ グ(hE2・C)を単離した。hE2-Cと

UBCH5についてサイク リンBのユビキチン化触媒能を比較すると、出2・Cが高い活

性を示すだけでなく、 UBCH5がcdc2と複合体を形成しているサイクリンBと単体の

サイクリンBを同程度にユビキチン化させるのに対し、回2・Cはcdc2と複合体を形成

しているサイクリンBに対してより高い活性を示すことから、hE2・Cが真のサイクリ

ンB選択的E2であると考えられた。出2・Cの配列は後にRudermanらにより報告された

UbcHl0と全く同一であった(9)0Rudermanらはさらに、dominantnegative UbcHl0の発
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現によりサイクリンAとBが蓄積し細胞周期が分裂中期で停止することも明らかにし、

UbcHl0がサイクリンBだけでなく広くAPCの関与するユビキチン化経路のE2である

ことを示した(9)。

UbcHl0と結合する蛋白質

サイクリンBのユビキチン化の系の開発と並行して、我々はサイクリンBと相互

作用する蛋白質の単離を酵母1¥vo-hybridシステムにより試みた。全長サイクリンBの

発現は酵母の生育を阻害したため、 cdc2との結合に必要なcyclinboxを欠失させたN

末側 (destructionboxを含む)をbaitに用いてマウスリンパ腫細胞のcDNAlibraryのス

クリーニングを行った。その結果、たった 1個のpositivecloneが得られたが、これは

小胞体/ゴルジおよびゴルジ/ゴルジ聞の小胞輸送に係わるコート蛋白質の一員で

あるβ'-coPのC末側をコードしていた。ゴルジ体も分裂期には核膜と同様に崩壊す

るので興味が持たれた。 β'-coPとサイクリンBの結合は的vi，加でも再現できたが、

β'-coPはcdc2によるリン酸化は受けないこと、またサイクリンBのユビキチン化に

も顕著な影響は与えなかったことから、サイクリンBとの結合の生理的な意義は不

明である。しかしながら、 β'-coPはcdc4やcdc20と同様にWD-40モチーフを持つこ

とから、今後のさらなる検討が必要と思われる。1¥vo-hybrid法を利用して、久留米

大の大坪素秋先生がサイクリンE-p21について新規hect蛋白質を、九大の小林英紀先

生がサイクリンAについて新規のユビキチン関連遺伝子の単離に成功しているが、

サイクリンBをbaitとしてはユビキチン系と関連のある遺伝子の単離は不成功に終わっ

fこ。

UbcHl0がサイクリンB選択的E2であることが明らかになるとともに、 UbcHl0と

APCは直接複合体を形成していないことから、 UbcHl0をAPCへと導く蛋白質あるい

はE3自体を得ることを目的に、 UbcHl0をbaitとした1¥vo-hybrid、法を試みた。その結

果、マウスリンパ腫細胞のcDNA libraryより、 同一の新規蛋白質をコードする 2個の

クローンが得られた。バキュロウイルス系で発現させたこの蛋白質とUbcHl0が的
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vitroで・結合することも確認できた。次にBlASTsearchで得られたヒトEST配列をもと

に5'RACE法を繰り返しこの蛋白質のヒトcDNAを単離したところ、このcDNAは357

個のアミノ酸をコードしており、 C末側にhect様の配列が存在したので、 H10BH

(Ub但10セindingprotein wi由主~ct-like domain)と命名した。 H10Bhの全長はhectdomain 

とほぼ同じ長さであり、 E6・APとのidentityは19%、s加加ityは51%で・あり、最も相向

性の高し℃末45個のアミノ酸についても、 E6-APとのidentity，similarity はそれぞれ29%、

54%と他のhect蛋白質と比較して低い相向性しか示さないが、 C末近くに存在し

E6・APのE3活性に必須のCys残基は保存されていた。

パキュロウイルス系でH10BHのGSTとの融合蛋白質(GST-H10BH)とサイクリンB

をSf9細胞に共発現させると、 GSH-SepharoseでGST-H10BHとともにサイクリンBの

一部が共沈してくることから、 H10BHとサイクリンBが結合することが明らかとなっ

た。そこで、サイクリンBのユビキチン化に与えるH10BHの効果を検討するために

E1， UbcHlOとHeLa細胞抽出液存在下で・のユビキチン化の系にH10BHを添加すると、

サイクリンBのユビキチン化が著しく促進された。さらにSf9細胞でのhumanCDC27 

との共発現から、 H10BHはAPCの構成成分であるCDC27とも結合することも明らか

となった。以上より、 H10BHは基質であるサイクリンBとE2(UbcH10)さらにE3であ

るAPCを結び付ける新規の蛋白質であることを明らかとした。また、 H10BHはE1と

UbcH10の存在化で自身がユビキチン化されること、さらにH10BHはHeLa細胞の抽

出液がなくともE1とUbcH10の存在下で弱し1ながらサイクリンBのユビキチン化を引

き起こすことも明らかとなり、 H10BHがサイ クリンBのユビキチンリガーゼである

可能性が示唆された。 HlOBHに対して作製した抗体が免疫沈降に使えないことから、

H10BHがinvivoで;APCの構成成分で-あるか、あるいはAPCと結合するか否かについ

ては今後の検討が必要である。さらに、東大の東江昭夫先生との共同研究で、出芽

酵母におけるH10BHhomologueの破壊株を作製したところ、この遺伝子が酵母の生

育に必須であることも明らかとなった。
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APCの構成成分

サイクリンBに対するユビキチンリガーゼは、 clameggからHershkoら(10)により、

Xenopus eggからはK出chn町ら(6)により相次いで精製され、沈降定数20Sの複合体を

形成していることが明らかにされ、それぞれcyclosome，APC (anaphase promoting 

∞mplex)と命名された。APCは、分子量の大きい順にAPC1--APC8と名付けられた8

種類の蛋白から構成され、 当初APC3がCDα7、APC6がCDC16であることが報告さ

れた(6)。分裂酵母ではそれぞれがNuc2p、cuθpに相当する。その後、APC1が

Xenopus(11)と出芽酵母(12)ではAspergillusnidulansのBlMEとマウスのTsg24に相向性

のある蛋白質であり、分裂酵母ではCut4pで、あること(13)が明らかとされた。つい最

近、 XenopusのAPC構成成分のマイクロシークエンスをもとにヒトのAPC1--8の全配

列がKirschn町らにより決定され (表1参照〉、APC2はCdc53等のωllinとホモロジー

のある領域を含む新規蛋白質であり、 APC8がCDα3に相当すること、 APC7は

CDC16， 23， 27と同様に胃R(!etra凶∞E_epptide!.epeats)を持った新規蛋白質であること、

APC4とAPC5は全く 新しい蛋白質であることが明らかとされた(14)。また同時に

Nぉmy出らにより出芽酵母のAPC構成成分についても報告された(15)。出芽酵母では、

APC7を除く APC1--8以外に、Apc9p(新規)、Apcl0p(以前報告されていたDoc1p)、

Apc1均衡規)、Apc12p(αc26p)、Apc13p(未同定〉が含まれていることが明らかにされ、

以前より出芽酵母のAPCが20Sではなくより大きな複合体(36S)を形成していること

が報告されていた事(12)と一致する。

これらAPCの構成成分のうち、 APC2がcullin様の配列を保持していることから、

sic1等のユビキチンリガーゼであるSCF@.kp1伊c53♂ llinεboxprotein)の構成成分で

あるcdc53に相当する役割を担うと考えられている。一方、 SCFではE2であるcdc34

が吋c53と結合した状態で存在するとともに、 cdc4等のF-box proteinがリ ン酸化され

た基質を認識するが(4)、APCにはE2(UbcH10)は結合しておらず、また基質の認識を

行う蛋白がAPCに含まれているか否かも不明である。その意味でも、 手前みそでは

あるが、我々の見い出したHI0BHはAPCとUbcHI0さらにサイクリンBを結び付ける
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重要な蛋白質であると考えられる。なお、 Kirschner，Nasmythらの報告した成分に

H10BHと一致するものはない。

APCの活性制御

APCの活性制御については、 Hershkoらが間期の不活性型cyclosomeをMPFとイン

キュベートすることにより活性型に変換されることを報告していた(16)。最近、理

研の戸所一雄先生達により、 MPFによりリン酸化を受け活性化されたPlk(polo-like 

kin舗のがAPC1，APC3(CDα7)， APC6(CDC16)の3成分を直接リン酸化することによ

りAPCの活性化を行うこと、さらにcAMP-dependentkinase (PKA)がAPC1とAPC3

(CDC27)をリン酸化しPlkによる活性化を乗り越えてAPCを不活性にすることを見い

出した(17)。京大の柳田充弘先生のグループも、 cAMP/PKA系により分裂酵母のAPC

が負に制御されていることを報告するとともに(13)、Cut4p(APC1)がユビキチン化さ

れることによっても負に制御されていることをしめしている。またNiggらは、

Xenopusにおいてもpolo-likekinase (Plx1)がM期の進行とサイクリンB等の分解に必須

であることを報告している(18)。

APCは、サイクリンBのユビキチン化を行うだけでなく、サイ クリンB同様にM

期の後半で;Ase1や他の紡垂体蛋白質等のユビキチン化や、それ以前の姉妹染色分体

の分離に関与するPds1やcut2のユビキチン化も触媒する。このように、少なくとも

2つの時期、すなわちmetaphase-anaphasetransition期とL側からの脱出期にそれぞれ

厳密な基質特異性を発揮する。この基質特異性の制御については、 WD-40repeatを含

むCdc20とそのホモログであるHct1/Cdh1がそれぞれの時期に関与すると考えられて

いる。 Visin出ら (19)は出芽酵母においてC以~20の欠損がPds1の分解を抑制するが

Ase1や民側サイクリンの分解は抑制されないことを、またVisintinらとSchwabら(20)

はHCTl/CDSlの欠損によりAse1とClb2の分解が抑制されるがPds1は影響を受けない

ことを報告している。また、Drosophilaにおし、てもCdc20のホモログである白勾と

fizzy-related(fzr)がサイクリンの制御を行っており、 fizzyの欠損ではanaph錨cへの進行
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が阻害される(21)。また、ヒトfiz勾(P55cdc)はキナーゼと複合体を形成しいるとの論

文もある(22)。さらに、 Kirschnerらは晴乳動物細胞でもfzrがAPCの活性化を引き起

こしサイクリンBのユビキチン化を誘導すること、 f包zyとfzr'こはリン酸化体が存在

することを学会報告しているが、詳細は不明である。

おわりに

以上述べてきたように、サイクリンBを含めたMMの進行に関与する蛋白質群の

ユビキチン化については非常に複雑であり、 APCの全構成成分が同定された現在やっ

と主役(の一部?)が出揃ったにすぎない。 SCFについても、晴乳動物では既知の

成分だけでは活性が無いとの私信もあり、 APC自体には強く結合していないか、あ

るいは結合していても微量のため未だ同定されていない蛋白質による制御が存在す

るものと思われる。今後は基質特異性を含めたAPCの活性制御機構の詳細な解明が

期待される。
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表 1.Anaphase-promoting ωmplex (APC)の構成成分

Xenopus S. cere吋isiae S. pombe Human Motif 

APC1 220K(210K) Apc1p Cut4 APC1 (1944aa) 

APC2 112K Apc2p (YLR127c) APα(822aa) cullin 

APC3 130K Cdc27p Nuc2 CDC27 (823aa) τ'PR 
APC4 100K Apc4p (YDR118w) APC4 (808aa) 

APC5 82K Apc5p (YOR249c) APC5 (755aa) 

APC6 78K(75K) Cdc16p Cut9 CDC16 (619aa) TPR 

APC7 69K APC7 (563aa) TPR 

APC8 69K(66K) Cdc23p Hcn1 CDC23 (591aa) TPR 

Apc9p (YLR102c) 

Apc10p (Doc1p) 

Apcllp (YD印08w) RING 

Cdc26p 
一

Apc13p 
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4 SCF複合体による「選択的Jかつ「時期特異的Jな

ユビキチン化

Cdc34はG1/S期の進行に必須なユビキチン結合酵素E2である。これまでにS期

サイクリン依存キナーゼSicl、Glサイクリン、Cdc6およびFarlなど、複数の細胞周

期制御蛋白質のユビキチン化にCdc34が関わっていることが明らかにされている。

しかしながら、これらの蛋白質が「選択的」かっ「時期特異的」にユビキチン化さ

れる機構については不明であった。最近になって、 Cdc34経路で作用するE3ユビキ

チンリガーゼ、がSCF-(Skpl・Cdc53・F-box proteins)複合体であるとしづモデルが出され、

この問題に対して多くの進展が見られた。

SCF複合体はSkpl、αc53およびF-box蛋白質からなる複合体である [文献 1.2.

3 J 0 Cdc53はSkplと結合する。 SkplはCdc53と結合すると同時にF-box蛋白質と結

合する。ここで、F-box蛋白質とは、 F-boxモチーフを持つ蛋白質で、このモチーフを

用いてSkplと結合する[文献4J。この複合体がユビキチンライゲースE3であると

いわれる所以は、この複合体がE2であるCdc34とユビキチン化の標的蛋白質を結合

するからである。すなわち、 ( 1 ) Cdc53はCdc34を結合し、 C壮c34とSkpl-F-box蛋

白質のスキャフォールドとして機能する[文献3J。また、 ( 2) F-box蛋白質は

F-box以外のモチーフ、たとえばWD40リピートあるいはロイシンリッチリピートを

持ち[文献4J、このモチーフでユビキチン化の標的蛋白質を結合する (F-box蛋白

質は基質認識に関わる〉 。

ゲノム解析の結果、出芽酵母には複数のF-box蛋白質が存在しており[文献4]、

後述するとおり、個々のF-box蛋白質が特定の基質のユビキチン化に関与することが

遺伝学的に示されている。したがって、 F-box蛋白質は基質の「選択的」なユビキチ

ン化を担うと考えられる。

1 r選択的」なユビキチン化を担うF-box蛋白質
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これまでに出芽酵母で機能が報告されているF-box蛋白質は3種あり、それらが

認識する蛋白質と細胞周期の制御についてまとめた。

(1)αc4 

Cdc4はS期サイクリン依存キナーゼインヒビターSic1の分解に関与する [文献5J。

S期サイクリンをコードするCLB5/CLB6はG1後期に発現する。しかしながら、

Clb5/Clb6はCdc28と結合しても活性を持たない。それは、 M期後期よりSIClが発現

しているからである。すなわち、 Sic1'まClb5/Cdc28およびClb6/Cdc28と結合し、それ

らの活性を抑制する。しかし、 Sic1'まG1後期にCln/Cdc28によりリン酸化されるとユ

ビキチン化され分解される。その結果、 Clb5/Cdc28およびClb6/Cdc28が活性化しS期

に進行する。

Sic1のユビキチン化には、 Cdc34と、 SCFCdc4(Skp1、Cdc53、F-box蛋白質であ

るCdc4)が関与する[文献 1.2 J。したがって、 SCFはS期の進行制御に必須の役割

を果たす。 Cdc4はリン酸化されたSic1と結合する。この結合には、 Cdc4に存在する

WD40リピートが関与する(血 vitro)。また、パキュロウイルスで生産したCdc4、

Cdc53、Skp1と大腸菌で生産したCdc34、Uba1(E1)、ユビキチンを用いてSic1のユビ

キチン化が再構成され、 Skp1、Cdc53、Cdc4がE3として機能することが最初に証明

された例である。

また、 Cdc6もSCFCdc4に依存してユビキチン化されると考えられる [文献6J。

Cdc6は、 DNA複製起点でのpre-repli句tivecomplexの形成に必須である。 Cdc6は、その

蛋白質量は細胞周期に応じて変動し、 G1期でピークとなるが、 cdc4:株ではCdc6は安

定化される[文献6J。町uryらは、 Cdc6と結合する蛋白質としてTwo-hybridsystem 

を用いてCdc4を同定した[文献7J。この場合も、 cd叫のWD40リピートがCdc6の

結合に関与する。 SCFによる Cdc6の分解は、複製開始した複製起点で再び

pre-repliωtive complexが形成されるのを妨げる一つの方法である。

Far1は、接合フェロモンに依存した細胞周期の停止に必須で、 G1サイクリンに

結合してその活性を阻害する。 F訂1はcdc34株で-安定化され、酵母抽出液を用いたユ

-33・



ビキチン化実験で、 F訂1はCdc34およびC社c4~こ依存してユビキチン化される[文献 8J 。

Farlの分解は、接合フェロモンにより細胞周期を停止した細胞が再び細胞周期を進

行するのに必須である。

(2) Grrl 

GRRlはこれまでに、大きくわけで3つのスクリーニングで分離されてきた。ま

ず、 ( 1 ) FlickとJohnstonは、出芽酵母ではグルコース存在下ではガラクトース代

謝に必要な遺伝子の発現は抑えられているが、この機能の欠損株を分離し、この原

因遺伝子をGRRl(Glucose Repr，凶sionRegulation)とした [文献9J。次に、 ( 2) 

Barralらは、 Glサイクリンを安定化する変異株を分離し、原因遺伝子としてGRRlを

クローン化した[文献10 J。彼らは、分離したg汀1変異株にグルコースリプレッ

ションの欠損を示すgrrl変異のサプレッサ-rgtlを導入したが、 Glサイクリンは依然

安定化したままであった。したがって、 GRRlにはグルコースリプレッションの調

節とGlサイクリンの代謝に関与していることが示された。さらに (3)我々 は、

cdc34 siヒ1二重変異のサプレッサーの原因遺伝子としてGRRlをクローン化し、GRRl

がユビキチン系で作用することを明らかにした[文献 11 J。また我々は、cdc34

sicl二重変異株にGRRlを過剰発現するとcdc34sicl二重変異株の制限温度が低下する

ことを見いだし、これの多コピーサプレッサーをスクリーニングした結果、 SKPlを

クローン化し、 GrrlとSkplが結合することを見いだした。ちょうどこのころ、Cdc4

とF-boxモチーフの論文[文献4Jが出て、 GπHこ新たに見いだされたF-boxモチー

フがあり、 Gπ1・Skplの結合がF-boxに依存することを示した[文献 11 J。

Grrl-Skplに関しては、 ( 1 )でGRRlをクローン化したJohnstonのラボからも報告が

なされた。彼らはGπ1と結合するものをTwo-hybridsystemを用いてSKPlをクローン

化した[文献12 J。

以上のことから、 SCFGRRlはGlサイクリンのユビキチン化およびグルコースリ

プレッションに関与する蛋白質のユビキチン化に関与することが示唆される。しか

しながら、血げωのユビキチン化の実験(先のSiclのユビキチン化と同様の系)で
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は、 Glサイクリンのユビキチン化を検出することはできなかった[文献1]。 これ

に対して我々は、 Gη1はリン酸化したCln2とinvitroおよびinvivoで結合すること、

GrrlのロイシンリッチモチーフがCln2との結合ドメインであること、また、ロイシ

ンリッチモチーフの一部を欠失したgrr1変異株にの変異型GrrlはSkplとは結合でき

るがCln2とは結合できなしサではCln2が安定化することを明らかにしており、 Grrl

がSCFの構成員として機能することは間違いないと思われる[文献13 ]。

(3) Met30 

Met30はメチオニン存在下でのメチオニン合成系の遺伝子の発現を抑制すること

が知られていたが、 Pattonらはαc53と結合する蛋白質としてTwo-hybridsystemを用

いてMet30を同定した[文献3] 0 Me臼OはF-boxを持ち、 Skplを介してCdc53と結合

する。また、 Met30はCdc4と同様にWD40リピートを持つ。 ME130のドミナントネガ

テイブアリールであるME主30-1を持つ株では、メチオニンに依存して抑制される

MEロゴの発現は脱抑制される。今のところ、標的蛋白質は不明である。 cdc4株では

Glサイクリンの分解およびメチオニン存在下でのME125の発現パターンは正常であ

るので、Cdc4はこれらの制御には機能していない。同様に、 grr1株ではS期の進入は

正常におこり、また、メチオニン存在下でのMET25の発現パターンにも異常はない。

さらにME刀0-1株では S期の進入およびGlサイクリンの分解は正常である。したがっ

て、 F-box蛋白質が基質の「選択性」の担い手であるといえる。

2 「時期特異的」なユビキチン化

次に「時期特異的」ユビキチン化はどのように保証されているのか考察したい。

(1 )基質のリン酸化

前述したとおり、 Sic1はCln/Cdc28によってリン酸化される。このリン酸化はGl

後期に起こる。また、 Sicl'まcdc34株の制限温度下ではリン酸化フォームで蓄積する

こと、 cJn1 cJn2 cJn3三重変異株はinviableであるが、 cJn1 cln2 cJn3 sic1四重変異株は

viableである[文献14 ]ことは、 Siclの分解にはGlサイクリンに依存したリン酸化
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が必須であることを示唆する。さらに、 invi，ωでSCFC社c4はリン酸化フォームのSicl

とのみ結合する[文献1. 2]。

同様に、 GlサイクリンCln2もGl後期にPEST配列を含む領域がリン酸化される。

このPEST配列を欠く Cln2は安定化される。また、 grrl株ではCln2はリン酸化フォー

ムで蓄積する[文献 10 ]。さらに、前述の通り血 vilIOおよびinvivoにおいて、

Cln2はリン酸化に依存してGπ1と結合する。

以上のことは、基質蛋白質の、リン酸化に依存したSCF複合体への結合が、 「時

期特異的」ユビキチン化を保証するメカニズムであることを示唆する。 Cdc6とFarl

については、リン酸化に依存してSCFCDC4と結合するかどうかについては報告がな

いが、 Cdc6はPEST配列を持ちリン酸化されること、 Farlはcac34:株では制限温度に

おいてリン酸化フォームで蓄積することは、これらもリン酸化がユビキチン化の引

き金となっていることを示唆する。

(2) SCF自身も修飾により活性が調節されているのではなし、か?

しかしながら、基質のリン酸化だけが、 「時期特異的」ユビキチン化を保証す

るメカニズムではないように思われる。 BlondelとM叩nは、 Cln2の分解にはG2期およ

びM期サイクリンが必要である、と報告している [文献 15 ]。これは、 Sic1と

Cln2の分解される順序を規定するメカニズムがあることが示唆される。すなわち、

G湖およびM期サイクリンはSiclが分解されてS期に樹子して初めて活性を持つので、

Cln2はSiclが分解された後に分解されることになる。この制御は、 Cln2はSic1の分解

を誘導するということを考えると、 Gl期からS期の進行に必須な制御である。

今のところG2期およびM期サイクリンがCln2の分解に対して何を制御している

のかについては不明であるが、サイクロソームの活性がリン酸化脱リン酸化で制御

されるように、 SCFの活性もG2期およびM期サイクリ://Cdc28に依存したリン酸化

で制御されている可能性はあるのではないだろうか? 私はこの可能性を現在、検

討中である。
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今後の展望

SCF複合体の活性制御は、今後の研究の一つの方向となろう。 SCGGRR1がG2期

およびM期サイクリン/Cdc28で制御される可能性とは別に、グルコースによって、

Gπ1・Skp1のアフィニティーが上がるとしづ報告もある[文献12 ]。これは、栄養

状況による遺伝子発現の調節と細胞周期の調節をリンクするメカニズムの存在を意

味するのかもしれない。

また、 Cdc53はRub1(UbiquitinRelated protein)によって修飾されることがLammerら

によって明らかにされた[文献 16 ]。この修飾自体は成育に必須ではなく、今の

ところ意義は不明であるが、たとえば、 SCF複合体のアセンブリーに関与する、基

質の選択制に関与する、あるいは、 rnitosisとDNA replicationをカップリングするチェッ

クポイントである、などの可能性が考えらる。

出芽酵母には、まだ機能がわかつてなし、F-box蛋白質が6種存在する。これらが

担当するユビキチン化の標的蛋白質も不明のままである。これらの研究を通じ、

「選択的」 かつ 「時期特異的」なユビキチン化の機構に対する我々の理解はさらに

深まると思われる。
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5 血液凝固反応はどのようにして始まるのか:血中活性型凝固第

VII因子 (VIIa)の意義

はじめに

ぷろておりしす

るので、細胞外で起こるプロテオリシスとして広く知られる血液凝固反応機構は少

しフォーカスがずれているかもしれないが、近年その機構の解明が著しく進んだの

で凝固の開始反応に関する知見をまとめてみたい。臨床医向けに既にまとめたもの

がある(1 )。入手しにくいものもあるので、 Eメールでお知らせ下されば別刷り

をお送りできます(miyata@ri.ncvc.go伊〉。

血液凝固反応には陰電荷物質(例えばガラス)で惹起される内因系凝固反応と

組織因子で始まる外因系凝固反応がある。内因系凝固反応をとり行なう因子 (XII因

子、 XI因子、プレカリクレイン、高分子キニノーゲン)の各先天性欠損症ヘテロ接

合体患者が同定されているものの、出血をおこさないため、これらの因子が引き金

となって脳梗塞や心筋梗塞が起こるとは考えられていない。一方、外因系凝固(こ

の言葉は血液だけでは固まらず、固めるには組織片のような物を外から加えないと

いけないことに由来する)は、数多くの所見から生体内の血栓形成の経路であると

結論されている。 この外因系凝固が血管内でおこると、脳梗塞や心筋梗塞をおこす。

因みに、両疾患は日本人の死因の2位と3位であり、両者をあわせると1位のガンによ

る死亡を凌ぐ。このように、外因系凝固の血管内での作動は、ヒトにとって文字通

り致命的である。

外因系凝固の開始反応機構

外因系凝固反応では、活性型凝固第四因子・組織因子 (VIla・TF)複合体がIX

とXを限定分解を伴って活性化し、 IXaはVIIIaの存在下でXを活性化し、生成したXa

がVaの存在下でプロトロンビンをトロンビンに変換レ活性化する。また、このよう
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にして生成したXaはVII• TF複合体中のVIIを活性化し、トロンビンはVやVIII、IXを

フィードバック機構で活性化する。このような反応により凝固反応は増幅される。

しかし、なによりも凝固の開始反応に重要なイベントは、2つの蛋白質(宵とVIla)

の結合である。

I下は膜貫通領域を有する一本鎖の糖蛋白質であり、 219残基の細胞外ドメインが

四およひ羽Iaの結合領域で‘ある。通常宵は血液が接する内皮細胞や単球に発現して

いない。 τ下は血管外膜を構成する平滑筋細胞に恒常的に発現しており、外傷などで

はこのTFが止血機能を発揮する。一方、グラム陰性菌由来のリポ多糖 (LPS)や炎

症性サイトカインにより、 I下は単球や内皮細胞上に発現誘導され、汎発性血管内凝

固症候群 (DIC)や血栓症をおこす原因となる。 T下遺伝子の転写調節は文献2を参

照してください。

開始反応に必須のもう一つの蛋白質は、活性型凝固第VII因子 (VIla)である。

ここで指摘しておきたいことは、前駆体のVIIではなくて活性型因子が必要である点

である。前駆体のVIIは、 I下と結合してもプロテアーゼ活性を示さない。 VIlaとは、

VII中のArg152-Ile153結合が水解された2本鎖型のプロテアーゼのことである。ここ

で・プロテアーゼというのは誤解を与えるかもしれない。というのも、 VIla単独で1ま

合成基質水解活性もX活性化能も極めて低し、からである。 VIlaはTFに結合すると

103-104倍活性が増大し、 一人前のプロテアーゼになる。この増大は主にk回t値の上昇

に起因する。即ち、 τ下に結合したVIlaは、 IXやXの活性化の触媒効率が高くなる。

事実、 VIla-TF複合体の結晶構造解析によると、買はVIlaの触媒ドメインに結合して

いる(3 )。また、 TFが結合すると、 VIlaの触媒ドメインのN末端Valのアミノ基が

分子内に入りこんで、キモトリプシンの活性化で明らかとなっている様に、活性中

JL¥Ser残基の1つ前にあるAspの側鎖と塩結合することも明らかとなっている (4)。

逆にいうと、 VIla単独で‘プロテアーゼ活性が低いのは、この塩結合が形成されてい

なし、からである。このように、血築中のVIlaはそれ自身では凝固能はなく、組織に

発現している宵と複合体を形成してはじめて凝固能を獲得する。したがって、凝固
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反応はTFを発現している局所で進行する。

プロトロンビンやX、IX、VIIの血中濃度は、各々1.4μM、140nM、90nM、10nMで

ある。これらのプロテアーゼ前駆体は、いずれも僅かながら生体内で活性化されて

いる。しかし、その結果生じる活性型因子はVIlaを除いて血中に検出されない。と

いうのも、活性型因子は血築中のアンチトロンビンIIIなどのプロテアーゼインヒビ

ターにより素早く不活性化され、網内系にとりこまれてクリアランスされるからで

ある。VIlaはτ下と結合するとアンチロトンビンIIIで不活性化されるが、先述の如く

VIla単独では酵素、活性が極めて低いため、血中インヒビターで中和されずに安定に

循環しているものと考えられる。因みに、 VIIとVIlaの血中半減期は4時間と2.5時間

であり余り変わらない。他の活性型凝固因子の半減期は約20分である。

VIIaの測定法

血築中にはVIlaがわず?かではあるが(総VII因子量の0.5-1%に相当する量〉循環

していることが判明した。この血築中のVIla量は、可溶性τ下を用いた凝固時間法で

測定される。これまでVII因子はVII抗原量とVII凝固活性として測定されていた。 VII

凝固活性は、試料をVII欠之血柴およびτ下、 Ca2+と混合し凝固時間を測定する方法で

求められる。この方法では測定中にVIIがVIla.1下複合体により自己活性化されるた

め、測定値はVIIを反映していのか、 VIla量を反映しているのか唆昧であった。この

測定法でTFに代わって細胞外ドメインだけから成る可溶性古を用いると、 VIIの自

己活性化反応が抑えられ、その結果、測定値はVIla量を反映する。この性質を用い

て可溶性TFを用いたVIla測定法が開発された (5)。

vh量の意義

凝固反応がVIlaと百で始まるということは、血中VIla量の上昇は心筋梗塞や脳

梗塞といった血栓性疾患の原因となることが考えられる。 VIla量と発症疾患の関係

は、卵が先か鶏が先か、という問題と似ている点があるが、これを解決するために
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コホート研究が待たれる。少々古いが、 1986年に行なわれたNorthwickPark Heart 

Studyというコホー卜研究がある(6 )。この研究は、 VII凝固活性、フィブリノー

ゲンおよびコレステロールが虚血性心疾患の独立したリスクファクターであること

を示したが、ここで用いられたVII凝固活性測定法は、通常のVII凝固活性測定法と

は異なったVII欠乏血柴を試薬として用いたため、実はVIla量を反映していたことが

最近になって判明した。即ち、本コホート研究は、 VIIa量が高くなると心筋梗塞が

おこり易くなることを示している。現在、 2ndN orthwick Park Heart StudyがVIIa量を

含めて行なわれている。 80年代に比べて、心筋梗塞患者数が少なくなったため、 2nd

Studyのデータのとりまとめが遅れていると聞く。私達も圏内で;VIIaを取り入れたコ

ホート研究を進めているが、イギリス人より心筋梗塞の発症が少ない日本人を対象

としているため、データのとりまとめは21世紀になると考えている。

血中VIIa量を測定すると、日本人では平均2.7nglmlであった。欧米人の平均値は

3.6 nglmlもしくは4.3nglmlと報告されていることから、日本人の血中VIIa量は欧米

人に比較して低い(5 )。このことは、日本人は欧米人より虚血性心疾患が少ない

ことと関連しているのかもしれない。また、心血管系疾患患者や糖尿病患者のVIla

量は健常人に比べて高い。 VIIa量は個人差がある。 6週間にわたって7人のVIla量を追

跡したところ、 5nglml程度の高値を示す人はいつもこの程度の高い値を示し、 2

nglmlとし、う低値を示す人はいつも低値を示した。このことは、 VIla測定法を用いて

高値を示す人を同定し、何らかの方法で;VIla量を下げて心筋梗塞等の発症を未然に

防ぐことができる可能性を示唆している。

VIIaはどのようにして生成するのか

試験管内の反応では、 VIHまXa~こよって限定分解をうけ活性型となる。生理的に

も、 Xaによる活性化が重要であると考えられている。この他にも、 VII'まIXa、XIIa、

トロンビン、 VIIa・τ下複合体によっても活性化される。 VIIIとIXの先天性欠乏症を

血友病AおよびBという。IXはプロテアーゼ前駆体で、活性型のIXaは補助因子であ

-42・



るVIIIa因子の存在下でXを活性化する。血友病B患者(IX欠乏症〉のVIla量は極めて

低い(正常人の8%)ので、生体内でのVIlaの生成にはIXが関与している (7)。し

かし、血友病A患者 (VIII欠乏症)のVIIa量は正常人の62%で、あまり低くない。試

験管内の反応ではXIIaがVIIを活性化するが、 XII因子欠乏症患者のVIla量は正常値

を示したので、 XIIは生体内で、のVIlaの生成に関与していないと考えられる。血中

VIIa量は、脂質の多い食事をとると上昇することも示されている。 VIIは肝で合成さ

れ分泌される。この肝細胞で既に一部は活性型に変換されていると考える報告があ

る。肝細胞にはヘプシンとよばれる膜結合型セリンプロテアーゼが存在する。この

へプシンがVIIを活性化すると報告された(8 )。この仮説を調べるため、ごく最近

ヘプシン遺伝子欠損マウスが発生工学の手法で作成された。この学会発表の報告を

みる限り、ヘプシン依存性のVIIa生成はないようである。

VIIaの医薬品としての応用

VIlaは官と結合してはじめて凝固能を発現するため、先天性の凝固因子の欠乏

による出血症に使用すると局所で止血作用を発揮する。出血傾向を示す血友病患者

のうち、特にIXやVIIIに対する自己抗体保有患者の止血にVIlaは極めて有効で-ある。

また、 VIIaをクロロメチルケトンで不活性化したものは、 τ下にたいする親和性が

VIlaより高い (4)。そこで、血栓形成を防ぐため不活性化VIlaを静注し、 TFの凝

固活性をブロックすることが試みられており、かなり良い成績を納めている。将来、

このようなアイデアに基づいた抗血栓性製剤が現われるかもしれない。
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「

( 6 )トピックス

1分子シャペロンHsp70の新しい酵素活性、 NDPキナーゼの発見

と、作用機構の新仮説

はじめに

全ての蛋白質は、細胞内で合成されると共に必ず分解されている。分解の主役

は本重点領域研究のキーワードの蛋白質分解酵素であるが、蛋白質分解酵素は出会

う基質蛋白質をかたっぱしから分解しているわけではなさそうである。それでは分

解を受けずに作用しつづける蛋白質と分解される蛋白質を蛋白質分解酵素はどのよ

うにして識別しているのだろうか。これまでに様々な蛋白質分解酵素が識別するシ

グナルが研究されてきたが、こうした研究の基本的な考え方には、分解を受ける基

質と受けない基質には様々な修飾や立体構造の変化によって両者は識別されるとい

う前提がある。このように考えてくると、蛋白質の立体構造変化を誘起したり、お

そらくは化学修飾や立体構造変化を識別する能力を持つ分子的実体としての分子シャ

ペロン蛋白質群を、このシステムの中で考えなくてはならない。このように、蛋白

質分解酵素と分子シャペロン蛋白質は車の両輪のごとくイメ ージされるのだが、 具

体的なデーターに関しては、まだそれほど決定的なデータがあるわけではない。

筆者の教室では若手の研究者がこの問題に真っ向から取り組み始めたが、どう

せやるなら、分子シャぺロンと言われている分子そのものの性質を徹底的に理解し

てみたいということになった。分子シャペロンの機能はよく調べられているが(1-3)、

その作用機序と言うと、解っていないことがあまりにも多い。しかも、この蛋白質

の持つ唯一の酵素活性がATP泊 Cと教科書に載っているが、酵素反応速度論的にこれ

を調べてみると、まるで理ー総量りでないことが判明した。色々悩み抜いた末、酵素

反応中間体をとらえて反応論の大筋を明らかにしたところ、最終的には分子シャペ

ロン蛋白質Hsp70の持つ酵素活性は、これまでに言われているようなA宵硝eではな
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くて、 NucleosideDiphosphate (NDP) Kinaseに類似した酵素活性であることが判明し

fこ。

分子シャペロン蛋白質 Hsp70， DnaK， 14-3-3蛋白質(MSめは、酵素活性としていわゆ

る"シャペロン型NDP阻nase"活性を持つ

Hsp70， DnaK蛋白には、これまで弱し、ATP描 C活性があるとされていた(4，8)。我々

も、この酵素活性をATPかf:，ADPへの変換をマーカーに測定した場合と遊離したPi

の定量で測定したところ、反応の初速度はこれまでと大きな違いはないが、時間と

ともに両者の測定結果にギャップが認められることを見出した。さらに、反応シス

テムにProductinhibitorのADPを入れると、予想に反して図1Aに示すように6倍近く

ATPの分解活性の上昇が認められ、これらのシャペロン蛋白質には他の酵素活性が

混入しているかHsp70の酵素活性が今まで言われているようなATPase活性ではない

ことが示唆された(馴)。そこで、逆反応としてのATP合成活性を[14C]ADPから

(14C]ATPへの変換で測定してみると、図1Bに示すように明 らかなADPからATPへの

合成反応が認められ、しかもATP部e活性と似たような反応速度で酵素反応が進んで

し、ることが判った。なお、図1AのADPによるAτ'Pase活性の促進効果はAMPでは認め

られず、更にATP合成反応系におし1てもAMPは何の効果も認められなかった。以上

のことからHsp70や加ak蛋白質にはNDPKinase(11・13)様の酵素活性があり、この反応

はAdenylatekinaseやATPsynthaseとは異なる反応であることが明らかとなった。

Hsp70のATPからADPへの変換反応における基質ATPのKm値は、O.5mMのADP存

在下で4.3mMを、逆にADPからATPへの変換反応における基質ADPのKm値は、 5mM

のA叩存在下にO.31mMを示し、し、ずれも細胞質内の生理濃度のATPとADPレベルよ

りわずかに低し吋直を示した。このことは、細胞内のATP，ADPレベルの変化に伴って、

Hsp70のNDPKinase様活性は大きく変化することを意味している。

しかし、 Hsp70の持つNDPKinase様活性は、これまでに報告されているような分
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子量16kDaのNDPKinaSe(11・13)とは、種々の点で性質を異にする。通常のNDPKinase 

はリン酸供与体としていず.れのNucleoside Triphophateもほぼ同じように利用するが、

Hsp70の場合ATPを最も良いリン酸供与体とし、 dATP，GTPなど、その他のNucleoside

Triphosphateがリン酸供与体となった場合、反応速度は約1/3以下に低下する。また、

ATPアナログのAMP-PNP，ATP r Sでは全く活性は認められなかった。更に、リン酸

基受容体としての基質特異性は、 NDPKinaseがいす‘れのNucleosideDiphosphateも良

い基質とするのに比べ、 GDPやdGDPが特に基質になりにくく、他の核酸はし、ずれ

もリン酸基受容体になりうることが明らかとなった。以上の基質特異性は、分子シャ

ペロン蛋白質の種類の違いによって多少の差は認められるが、いずれの場合もこれ

までに報告されているNDPKinaseの特異性と異なることから、このようなNDP

Kinase活'性を"分子シャペロン型NDPKinase"と総括することにする。

Hsp70は酵素反応中間体として自己リン酸化反応中間体を形成する。

NDP Kinaseは、 HistidineKinaseと同様、 NucleosideTriphosphateのγ位のリン酸を

活性中心のHistidine'こ転移し、この時点で自己リン酸化酵素反応中間体を形成する

(11-13)。その後に基質としてのNucleosideDiphosphateにリン酸を転移することが知ら

れている。図2に示す如く我々は、 Hsp70分子に自己リン酸化反応中間体の検出と、

Nucleoside Diphosphateに依存した自己リン酸化反応中間体の減少と同時にNucleoside

Triphosphateの形成を検出することに成功した。このことは、 Hsp70蛋白自体がNDP

Kinase作用としてのリン酸基転移反応の母体になっていることを証明したもので、

その他のいくつかの傍証も加えて、 Hsp70のNDPKinase様作用はHsp70の分子そのも

のによるものによるもので、混在する他の蛋白質によるものではないことを立証し

た。また、このリン酸化反応中間体は、酸性条件下ですぐに消滅することから、塩

基性アミノ酸のHお， Lys， Argのリン酸化であることが推定されており、 Ser，百九 Tyr

のリン酸化ではないことが明らかとなった。
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Hsp70の持つシャぺロン型NDPKinase作用の新仮説

分子シャペロンHsp70と基質蛋白質の解離、会合は、 Hsp70に結合するADPと

ATPによって調節されていることが知られている。すなわち、図 3に示すように、

ADPが結合したHsp70はNon-nativeな基質蛋白質と強く結合し、その結果、基質は

N ative/Activeな基質蛋白になると推定されているが、その後、 Hsp70がATPの結合型

に入れかわると共に基質蛋白質は解離し、 Hsp70は再び新たな基質を迎え入れるべ

くADP結合型に戻る。ここにA宵槌e活性が関与すると思われている。以上のサイク

ルが順次回転してゆくためには、 ADP/ATPの交換反応が絶えず起り、その反応の強

さは調節されていなくてはならない。従来ノくクテリアのHsp70蛋白質類似体のDnaK

では、DnaK蛋白質の活性調節因子としてDnaJが、そしてADPからATPへの交換反応

を促進するG中Eが知られていたが、 eukaryoteの細胞質内にはこれらの調節因子に相

当する因子がいまだに発見されていないσ，15-18)。上記の我々の発見は、 Hsp70や

DnaK蛋白そして14・3・3蛋白質(三原等の言うMSF)は、自らがADP-ATP変換反応を行

いうることを示している。すなわち、生理濃度のATP(5m附とADP(O.5m附の存在

下では、これらのシャペロン分子は基質分子と会合し、立体構造の変換を行って基

質を解離するサイクルを回しつづけうる。 Hsp70の持つこのような酵素反応をさら

に調節する因子群が、細胞質に存在している可能性はある。

最近NDPKin描 Cに、 ProteinKinaseと同様、 Phospho・histidine中間体から蛋白質内

のSerか百立にリン酸基を転移する反応のあることが知られてきた。 Hsp70の持つシャ

ペロン型NDPKinase活性の場合も、リン酸基をNucleoside Diphosphateだけでなく、

リン酸化反応中間体から基質蛋白質に転移させ、その結果、基質蛋白質の立体構造

変化を誘導しているケースがあるのではなし、かと想定している。この考え方は"何

故どのようにして分子シャペロン蛋白質が基質蛋白質の立体構造を変えるだろうか

"としづ、未解決でしかも本質的な分子シャペロン作用の疑問にヒントを投げかけ
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ているように思われる。我々のグループは、蛋白質分解酵素の基質認識機構の解明

を前提として分子シャペロン蛋白質の持つこれらの可能性につき現在解析を続けて

いる。
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FIG. 1. The ATP hydrolysis and A:.τ・Psynthesis activities of 
Hsp70.A， the activities of ATP hydrolysis ofHsp70・，口，1::.)and BSA 
(・， 0) were assayed under the conditions given under “Experimental 
Procedures" using 0 to 20 pmol of each protein (monomeric foロn)，5 mM 
ATP，O仏ω.ρ0閃5μCαioばf[ω8 
absence (口，0) of 0.5 mM ADP. The activity in the presence of 0.5 mM 
AMP instead of 0.5 mM ADP (1::.) was also analyzed. After a 30・min
reaction at pH 8， samples were analyzed by TLC，釘ldADP formation 
was calculated with an imaging analyzer. B， the ATP synthesis activi. 
ties of Hsp70 (・，口，1::.，x)阻 dBSA (・， 0) were assayed under the 
conditions given under “Experimental Procedures" using 0.02μCi of 
[8-14CIADP in the presence (・，・)or absence (口，0)of 0.5 mM ADP. The 
ATP synthesis activities of Hsp70 were also examined at 37・Cfor 30 
min in the reaction mixture containing 0.5 mM AMP instead of ADP (x) 
and 5 mM P， instead of ATP (1::.). 

FIG.3. NDPK activitv in HSP70 
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FIG.2. SDS・P~GE ~~ immunoblot analyses of Hsp70 (A)， au・
tophosphorylation of Hsp70 in an alkali-stable and'" acid-labile 
manner， and CDP・dependentdephosphorylation (B and C). A， 
silver-stained SDS-PAGE (4-20% gradient) of 1μg of Hsp70 (lane 2) 
and immunoblot印 alysisof 1μg of Hsp70 (lane 3) and NDP kinase 
~lane 4) using a_l:l00 dilution of a monoclonal antibody raised against 
human nm23-Hl protein (NDP kinase-A)， followed by ECL Western 
blotting detection reagent (Amersham). Lane 1， molecular weight mark-
ers:!l， the autophosphorylation and CDP-dependent dephosphorylation 
of Hsp70 (10μg) were analyzed as described under “Experimental 
Procedures." The autophosphorylation ofHsp70 in the absence (lane 1) 
and presence (lαne ~) of 5 mM CDP for 2 h. Half of each sample was 
tr~~ted ~ith ~~~tr_a~~ti~na~iPH 6.8) SDS sample buffer without -boiling， 
subjected to 15% SDS・PAGE，組dthen dried without acid fixation. To 
determine the stability of the autophosphoIγlated Hsp70 as a function 
~E ... ~H， phosphorxlated Hsp70 was treated with basic-(pH 8.5) (lαne 3) 
SDS sample buffer without boiling and then electroplIoresed，釦ldthe 
?"~l ¥Vas dried without acid fixation. For acid stability， phosphorγlated 
Hsp70 was boiled in the SDS sample buffer at pH 6.8 itiJd tlIen eIectro-
~horesed: The gel was fixed in 20% trichloroacetic acid， followed by 
~oom~~s~ stainin_g， destaining in methanol/acetic acid， and drying 
(!ane 4). The samples were then analyzed with an imaging analyze~. C， 
the rem血ninghalves ofthe samples in B with (lane 1)or Without (lαm 
2)5mM CDP in the reaction mixture were then analyzed by TLC， 
followed by imaging analysis. 



2外来性抗原提示とカテプシン群一ノックアウトマウスを用いて

の解析

生体に侵入したウイルスや細菌などの病原体は、その表面抗原をII型主要適合

性抗原(阻ICII)によりT細胞 (CD4+)に提示され、その抗原を認識するB細胞が

増殖・形質細胞化し、抗体が産生されることにより、病原体が生体内から排除され、

生体は再感染に対して耐性となる。培養細胞を用いた系では、システインプロテアー

ゼ、阻害剤やアスパルチックプロテアーゼ阻害剤を投与することにより抗原提示が阻

害されるとしづ事実から、マクロファージや樹状細胞、皮膚のランゲルハンス細胞

による外来性抗原のプロセシングによる抗原ペプチドの生成には、様々なリソゾー

ムプロテアーゼが関与していることが知られていた(1 )。また、 MHCIIの生合成

過程においては、 h但 CIIをエンドソームに移行させるシグナルとなっているインバ

リアント鎖(Ii)の分解は特に重要であり、Ii鎖の限定分解によって生じたCLIPが

HlA-DMと結合してMHCIIの抗原結合領域が開放され、外来性抗原の限定分解によっ

て生じた抗原ペプチドが悶ICIIの抗原結合領域に結合できるようになり、細胞表面

に抗原ペプチドが提示される。この過程においては、カテプシンSの特異的阻害剤

であると考えられているLHVs(N -morpholinurea-leucine-homophenylalanine-vinylsulfon 

-phenyl)によってIi鎖の分解が阻害されることから、カテプシンSが重要な機能を

果たしていることが明らかにされている(2)。しかしながら、阻害剤を用いた研

究では、未知のプロテアーゼを阻害しているための結果を見ている可能性が否定で

きない。最近、相次いで、リソゾームプロテーゼのノックアウト (KO)マウスが作

製され、これらの抗原提示過程におけるカテプシンの役割が明らかにされ始めた。

まず、初めに作製されたカテプシンDのKOマウスは、出生はするものの、生後

早い時期に腸管出血などで死んでしまう (3)。このマウスの牌細胞でのIi鎖の分

解は正常マウスと何ら変化が認められず、外来性抗原のTi細胞への抗原提示も全く

影響が無かった (4)。更に、 T細胞の数や末梢のCD4陽性細胞/CD8陽性細胞比
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率も正常マウスと同じであった。

次に作製されたのがカテプシンBのKOマウスである。このマウスも、カテプシ

ンDのKOマウスと同様に、Ii鎖の限定分解や外来性抗原の抗原提示能に関して、正

常マウスと何ら変化が認められなかった。また、牌細胞や胸腺細胞のT細胞数およ

びCD4陽性細JJW'CD8陽性細胞比率も正常マウスと変化が無かった(5 )。

さらに、カテプシンLのKOマウスが作製された (6)。このマウスは周期的脱

毛という異常は認められたものの、外来性抗原の抗原提示能は正常マウスと何ら変

化が認められなかった。しかしながら、牌細胞や胸腺細胞のCD4陽性I吉田胞は正常マ

ウスよりはるかに減少していた。このKOマウスを放射線処理することで胸腺上皮細

胞に影響を与えず骨髄細胞を死滅させた後、正常マウスから骨髄移植を行っても、

CD4陽性T細胞は減少したままであった。逆に、正常マウスを放射線処理した後、

KOマウスの骨髄を移植した場合では、正常マウスと同じ数のCD4陽性T細胞をもつ

ようになった。この事実から、 T細胞の「種(タネ)Jに異常が生じているのでは

なく、 「畑(ハタケ)Jである胸腺上皮細胞に異常が生じていることが示唆された。

実際、このKOマウスでは、牌細胞では正常にIi鎖の分解がおこるにもかかわ らず、

胸腺皮質上皮細胞においてはIi鎖の分解は途中で止まってしまい、システインプロ

テーゼ阻害剤であるロイペプチンを投与した時に細胞内に認められるペプチド(LIP:

Leupep出 induαdpeptide)が検出された。このペプチ ドにはCLIP部分が残存しており、

多くのMHCIIの抗原結合部位は外来性抗原を結合できない状態にあると考えられた。

幼弱T細胞は胸腺皮質上皮細胞から提示される抗原-MHCII複合体を認識できるT

細胞受容体をもつものは生き残り、認識できないT細胞はアポトーシスにより排除

される(PositiveSelection)。さらに、胸腺髄質上皮で提示される自己抗原一間ICII複

合体を認識する T細胞受容体をもっ細胞はアポトーシスにより排除される(Negative

Selection)。この前者の過程において、カテプシンLのKOマウスの胸腺上皮細胞は抗

原-MHCII複合体を細胞表面に提示することができないために、 CD4陽性T細胞が

減少しているのであった。実際、胸腺上皮細胞では大量のカテプシンLが存在して
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おり、カテプシンSは検出されていない。この組織特異的なカテプシンSの発現抑

制により、カテプシンLが日鎖の最終的な分解を行っていると考えられた。以上の

ことから、カテプシンLは抗原ペプチドの生成に関与しているのではなく、胸腺皮

質上皮細胞におけるIi鎖の分解を介して、免疫系で重要な役割を果たしていること

が明らかにされた。しかしながら、Ii鎖の初期分解に関与しているプロテアーゼは

依然、不明であった。

現在、カテプシンSのKOマウスも作製されているらしい。このマウスの解析に

よって、様々な抗原提示細胞におけるIi鎖の分解に関与しているプロテアーゼがカ

テプシンSであるかどうかが明らかにされるであろう。

あ丘、抗原提示細胞の一種であるJ774.A1細胞を細胞分画すると、初期エンドソー

ムにはカテプシンHが存在し、後期エンドソームにはカテプシンSが存在している

ことが示された(7 )。この細胞ではカテプシンB. DやLはリソゾームに存在し

ている。外来性抗原のプロセシングが行われている場は後期エンドソームの一種で

あると考えられていることから、カテプシンHの外来性抗原プロセシングへの関与

も考えられる。さらに、カテプシン群はその前駆体型の多くは自己触媒的に成熟型

酵素に変換するタンパク分解活性をもっていることから、ある種のプロカテプシン

の外来性抗原プロセシングへの関与も検討されるべきであろう。

今後、 KOマウスを用いた検討により、外来性抗原のプロセシングに関与してい

るプロテアーゼが明らかにされていくであろうか?カテプシン群のようなプロテアー

ゼにも、チロシンキナーゼのような冗長性が存在している可能性が高い。複数のカ

テプシンのKOマウスを交配することが必要であるかもしれない。また、抗原提示細

胞でのIi鎖の初期分解に関与するプロテアーゼが明らかにされることが期待される。
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(7 )海外留学中研究者からの最新情報

「マックスプランク研究所J: 紹介とそこでの研究成果

Max -Planck -Institut飴rBiochemie， D-82152， Martinsried bei Munchen， G~I1I1'!!lY 

田村具博

マックスプランク協会(陥x-Pl釦 ck-Gesellschaft，MPG)は、 1948年にカイザー・

ヴェルヘルム協会 (1911年設立〉の後を引き継ぐ独立した非営利研究団体として創

設された。当初、 25の研究所を旧西ドイツ各地に配する体制でスタートしたが、そ

れから50年、 15人のノーベル賞学者を輩出する輝かしい歴史を持つMPGは、 80研究

所を抱える巨大な研究組織となり今日に至っている。ドイツ圏内における研究所の

分布は、旧東西ドイツの統合により見直され、均一に分布するよう旧西ドイツ側に

あった幾つかの研究所が廃止され、旧東ドイツ側に新しい研究所の建設が進められ

ている。 MPGに関する詳細はインターネッ ト(http://www.mpg.de/)を介して見るこ

とが可能なのでそちらを参照していただき、ここでは私の所属する研究所を中心に

記述したいと思う。

私が所属する研究所は、数あるMax-Planck-Institut (MPI)の中でも最大規模を誇

るMPI白rBiochemie (生化学研究所〉で、ミュンヘン郊外の緑に固まれた静かな場

所に位置している。建物の一角ではMPIfur Nurobiologieが組織化・運営されており、

2つの研究所が同じキャンパスに居を構えている。生化学研究所は、 基礎研究を主と

して行う主9部門と、研究に加え研究所内へのサービス(ペプチド合成、アミノ酸配

列決定等)を提供する2部門、 若手の研究者をリーダーとする5-6人からなる独立し

たグループ(現在8グループ〉から構成されている。各部門を率いるヘッドはそれぞ

れの分野で業績を上げてきた方々ばかり であり、その詳しい研究内容等もwwwサ

イトで見ることが出来るので(ht中:/'川明w.biochem. mpg. del)、ここでは特に蛋白質分解

に直接あるいは間接的に関与しているラボに絞って紹介したい。
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まず最初に、ノーベル賞学者であるHuber博士が率いるラボ(Strukturforschung部

門)では、プロテアソームを中心とした高分子量プロテアーゼ、の結晶構造解析を進め

ている。このラボにはメタロプロテアーゼや血液凝固因子の結晶構造解析で著名な

Bode 博士も所属しており、世界におけるプロテアーゼ結晶構造解析の中心的ラボの

一つであると恩われる。ここのラボは、人数が多いこともあるが、昼となく夜とな

くそして週末も必ず誰かが働いている非常にアクティブなラボである。次に、分子

シャペロンの分野で著名なHartl博士が昨年ニューヨークから移り、新しい部門

(Zellulare Biochemie部門)のヘッドとなった。ここでは、 蛋白質のフォールディン

グのメカニズムとそれに関与する因子を中心に、研究を進めている。細胞内蛋白質

の"ωality∞附Ol"に分子シャペロンが重要な役割を担っていることは疑いの余地が

ないことから、分子シャぺロンと蛋白質分解系との機能的或いは物理的相互作用に

関する研究は、今後ますます重要になってくるものと思われる。第3に、エネルギー

依存性蛋白質分解系における標的蛋白質のユビキチン化に必須な酵素の一つ、ユビ

キチン結合蛋白質(E2)の研究で知られるJentsch博士が今年ノ、ィデルベルグから移り、

新しい部門 (MolekulareZellbiologie)を設立することが決定している。ユビキチン化

は、基本的にEl，E2そしてE3蛋白質によって反応が進むが、 E2とE3が多様であるた

めにそのメカニズムにはまだまだ不明な点が多く、解決されるべき問題が山積みさ

れている。このことから酵母あるいはマウスの系を用いたユビキチン依存性の蛋白

質分解の機能解析は、これからも重要な知見を与えてくれるに違いない。最後に、

Baumeister博士が率いるMolekulareStrukturbiologie部門は、プロテアソームを中心に高

分子量蛋白質の構造解析を、電子顕微鏡を用いて進めている。電子顕微鏡は、少量

のサンプルで・目的の蛋白質を見ることが可能なので、分子全体像の解析には威力を

発揮する一方、結晶構造解析ほどの解像度は得られないのが難点であった。しかし

最近の技術の発達から、サンプルの条件次第では、分子内のα-ヘリックスや0・シー

ト構造などを含む3次構造を認識出来るレベルまで解像度を高めることが可能になっ

てきている。この情報は、特に高分子量蛋白質の結晶構造解析での位相問題をかな
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り軽減できることや、結晶構造解析出来なかった分子群への応用に有効であること

から、電子顕微鏡による構造解析は今後も益々重要になってくるものと思われる。

各研究部門は教授を筆頭にスタッフ、ポスドクそして学生を合わせて50-1∞人の

規模で運営されている。ちなみに私の所属するMolekulareStruk刷rbiologie部門

(Prof. Dr. W. Baumeister)は、教授の下に、日本で助教授に相当する教授陣5人、秘

書とテタニシャンを含めたスタッフが16人、ポスドク16人そして学生23人の計61人

が所属しており。各人がそれぞ、れのテーマに従って研究を進めている。ポスドクは

ヨーロッノfを中心に世界各国から研究に参加し、学生はドイツ圏内各地あるいはヨー

ロッパ各地から集まり、国際色豊かなメンバー構成となっている。MPGは学生に学

位を授与することは出来ないので、学生たちは最終的に大学で学位の審査を受ける

必要がある。このことから、各部門の教授は大学の教授も併任している場合が多く、

学生は大学に所属しながらMPIで研究するスタイルをとっている。

さて研究を進める上での、研究所のサポート体制に触れてみたい。まず、これ

だけのラボと研究者が研究を進めているのであるから、必要とされる試薬類・ガラ

ス器具類は膨大な数に及ぶ。そこで、ここでは購買部(試薬類及び一般、ガラス器具

類、培養器具類そして文房具類を扱う4種)が設置されており、通常頻繁に使用する

物に関しては、自分で該当する購買部まで行けばサイン一つで手に入れることが出

来る。次に、研究所に付属する工場(ガラス、電気、一般の3部門)では、研究に必

要な簡単な実験機器を製造・提供してくれる。例えば、電気泳動装置、ウエスタン

ブロッティングのためのブロッタ一、クロマトグラフィーに必要なカラム、電気泳

動のガラス板やスペーサ一等々、またそれぞれの器具やガラス製品に必要性にあわ

せて特殊加工も引き受けている。更に学会発表のスライド、 OHPやポスターなどは、

インターネットを使ってファイルを送っておけば数日後には出来上がっており、研

究所内で受け取ることが出来る。このような研究に対する支援体制は、物品の注文

と配達までの手間と時間を大幅に削減できるので非常に便利なシステムであり、日

本ではあまり経験がなかったことから、私がMPIに来た当初は非常に感心した記憶
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がある。

次に、この研究所で私がどのような研究を進めているか記したい。私は、現在

古細菌Thermoplasmaacidophilumを中心に細胞内蛋白質分解機構について、それに関

与する分子群の同定とその機能解析を行っている。

原核生物の細胞内蛋白質分解を考えた時、例えば大腸菌では、最高80%までがエ

ネルギー要求性プロテアーゼ1ρnとClpに依存しているとしづ報告があり、いかにこ

れらのプロテアーゼが細胞内蛋白質分解に重要であるか示唆している。細胞内の可

溶性エネルギー依存性プロテアーゼは、この2種に加えHsIUV(プロテアソームの祖

先蛋白質と考えられる)の3種類しか同定されていないが、これらプロテアーゼを構

造学的に見ると、全て触媒活性部位をリング状の複合体内部に配置させている

、elf-∞mp制 men同財ng"分子で-あるという事に気が付く(Lonに関しては推定)。この
分子構造形態は原核生物にとって特に重要な意味を持つに違いない。なぜなら、原

核細胞は、真核細胞に見られるような多種のプロテアーゼ、群やぺプチダーゼ群を含

有する膜で仕切られた"Lysosome"を持たないので、プロテアーゼ自身が蛋白質分解

を厳密に制御する必要があるからである。その点"self-∞mp紅白lentalizing"分子は、基

質蛋白質が入り込む口が狭いためにフォールディングしている分子は中に入れず、

高次構造を持たない蛋白質やペプチドのみが分解可能となる。しかし細胞内の大部

分の蛋白質は高次構造を持つので、無作為に分解される可能性はほとんどない。こ

のことは、真核細胞のプロテアソームが細胞内可溶性蛋白質の1%にあたる量存在し

ていても細胞には何等影響を及ぼさないことからも推察できる。実際、フォールディ

ング蛋白質の分解は、プロテアーゼ特異的なリバースシャペロン様分子(Clpの場合

ClpA， ClpX， HsIVの場合HslUが該当)がエネルギー依存的に標的蛋白質の高次構造を

ほぐし、プロテアーゼの触媒部位へ転送するプロセスが必要になる。この分解過程

の特徴は、標的蛋白質が一旦分解され始めると、分解中間産物を放出することなく

連続的に分解が進み最終分解産物のオリゴペプチドがプロテアーゼから放出される

が、アミノ酸までは分解されないことである。この分解プロセスは全ての生物種に
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保存されているが、翻って古細菌で考えてみると、この分解を担う可溶性のエネル

ギー依存性プロテアーゼ、はプロテアソームとLonプロテアーゼの2種しか同定されて

いない。従って古細菌では、両プロテアーゼが細胞内蛋白質の異化作用の最初のス

テップ、即ち選択的な蛋白質のペプチドへの分解に重要な役割を果たしていると考

えられる。

さて"self・∞mp訂回.entalizing"分子は前述したような特徴的な構造を持ち、細胞内

蛋白質の分解を整然且つ厳密に進めるために重要であると考えられるが、我々は最

近新規の"self-∞mpartmen凶izing"分子、トリコーンプロテアーゼ(TRI)を発見した。

TRI、はプロテアソームより僅かに大きい分子量約73万のエネルギー非依存性の蛋

白質分解酵素複合体として、古細菌ThermopJasmaacidophilumから精製された。電気

泳動と電子顕微鏡観察から、この分子は121kDaサブユニットが3分子で3角形状のリ

ングを形成し、そのリングが2層からなる複合体で分子内部に大きな空間をもつこと

が判明し、プロテアソーム同様、触媒部位を分子内部に配置している可能性が高い。

クローニングしたTRIをコードする遺伝子から推定されたアミノ酸一次構造は、既

知の蛋白質との聞に全長にわたる相向性を示さなかったが、そのC-末端にtail-specific

protease (TSP)の触媒活性部位をコードするInterphotoreceptorretinol-binding protein様の

ドメインが確認され、 TRIの場合もこのドメインがτ'SP同様の機能をもっとものと予

想される。 TRIの酵素学的特異性を見ると、 TRIはトリプシン様、キモトリプシン様

の異なるタイプの合成基質に対しペプチダーゼ活性を示すことが判明した。またプ

ロテアソームと比較すると、カゼインやインスリンB鎖といったポリペプチドの分

解速度は非常に遅く、逆に低分子のオリゴペプチドに対して非常に5郎、活性を示す

ことから、基質特異性、特にサイズに対する特異性がプロテアソームとは大きく異

なることが判明した。

TRIの興味深い点は、この730kDaのTRI分子を濃縮するだけで、ウイルスの

Capsid様の正二十面体構造を持つ超巨大分子複合体を形成することである。この複

合体形成にあたり、 τRI自身のぺプチダーゼ活性には何等変化は見られない。

-59-



14.6MDaにもなるこの巨大複合体は直径55nm'こも及び、 26Sプロテアソームが中に

収まるほどの大きさをもっ。複合体内部そして表面の啄I分子聞に大きなスペース

があり、細胞内ではそれらに何らかの分子が結合し、多機能性複合体として存在し

ている可能性がある。現時点では、このCapsid複合体に関する機能あるいは構造に

不明な点が多く、その同定には更なる研究が必要である。もう一点TRIの興味深い

点は、 τRIと低分子量蛋白質が協調的にぺプチダーゼ活性を高めることにある。合

成基質を用いてペプチダーゼ活性を測定すると、個々の分子では活性が低し、か或い

は見られなかったものが、両者を混ぜて反応させると著しい活性化が見られる。こ

の協調的ペプチダーゼ活性発現に関与する分子を検索し2種の蛋白質を同定したとこ

ろ、それらはプロリンイミノペプチダーゼとメタロアミノペプチダーゼで、両アミ

ノペプチダーゼはアミノ酸基質に対して幅広い基質特異性を示すことが判明した。

各種プロテアーゼ阻害剤を用いた実験や、変異を導入したりコンビナント蛋白質を

用いた実験より、協調的ぺプチダーゼ活性の発現にはτRIとアミノペプチダーゼの

両者の活性が必須であることが判明し、このペプチダーゼ活性発現は両酵素による

連続的な反応による可能性が考えられ、この点について解析を進めている。

このような特徴を持つτRIは、 "self-∞mpartmental包ing"分子として、細胞内でどの

ような機能を果たしているのだろうか。 TRIの基質特異性を考えると、分子量の大

きいポリペプチドを分解するよりは、より小さいオリゴペプチドを選択的に分解す

るぺプチダーゼとして機能している可能性が高い。もしそれが事実であるならば、

プロテアソームやプロテアーゼ1ρnから放出される分解産物ペプチドがよい基質と

なるかもしれない。実際、エネルギー依存性プロテアーゼから放出される分解産物

ペプチドは、最終的にアミノ酸まで分解される必要があるが、その分解は漠然とア

ミノペプチダーゼ群によって行われていると理解されている。しかしアミノペプチ

ダーゼはより短いペプチドほど特異的に分解することから、プロテアソームやLon

から放出される分解産物としてのオリゴペプチド(3・20アミノ酸残基)の大部分は、分

解効率上まだ長いと思われる。従って、オリゴペプチドを特異的に分解し短いぺプ
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チドを放出するぺプチダーゼが存在すれば、蛋白質からアミノ酸までの分解効率は

著しく向上するものと考えられる。もしTRIがその機能を担うのであれば、プロテ

アソームとアミノペプチダーゼ両酵素聞のペプチド分解を調節するモジュレータ一

分子として機能している可能性があり、この点に焦点を当てて現在研究を進めてい

る(TRIとアミノペプチダーゼに関する詳細は下に記す参考文献を見ていただければ

幸いである)。

最後に、ここではMPI白rBiochemieの紹介を中心に私が現在進めている研究につ

いて記したが、総勢1000人以上が働いているこの研究所で日本人研究者は私を含め

て10人にも満たない。果たしてこれが多いのか少ないのかは定かではないが、研究

の質・レベルそして環境から考えると、もっと多くの日本人研究者に興味を持って

もらってもいいのではなし、かと思う。この紹介でMPIに興味を持ち、滞在すること

を希望する研究者が増えれば幸いである。

文献

1) Tamura， T. et al.， (1996). Tricom protease・血c∞reof a modular proteolytic system. 
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3) Walz， J.， et al.， (1997). Tricom protease exists描 anicosahedral supermolecule in vivo. 

Mol. Ce1l1， 59-65. 

4) 田村具博他(1997). Iトリコーンプロテアーゼ」蛋白質核酸酵素42，

2218-2224. 
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(8 )掲示板コーナー

【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:199 8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

いる。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V¥O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

が一方向に決定つや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 '¥0

1 998年6月29日(月〉

13:00 -13:05 開会の挨拶

13:05 -13:15 世話人挨拶

プログラム

京極好正 (阪大蛋白研・所長)

横沢英良 (北海道大薬)

田中啓二 (都臨床研)
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第 I部プロテオリシス・スーパーシステムの基盤 座長 :横沢英良

13:15 -13:45 プロテアソーム:新しい生体反応制御システム

13:45 -14:15 

14:15 -14:45 

14:45 -15:00 

15:00 -15:30 

15:30 -16:00 

16:00 -16:15 

田中 啓二 (都臨床研・化学療法)

カJレノfイン・スーノfーファミリー

鈴木紘一 (東大・分生研〉

カスペースとカスペースにより活性化されるDNase

長田 重一 (阪大・医・遺伝)

コーヒーブレイク

膜結合型プロテアーゼ FtsHによる蛋白質のクオリティーコ

ントロ-)レ

木原章雄・伊藤維昭(京大・ウイルス研)

小胞体における新生蛋白質の品質管理システム

徳永文稔・小出 武比古(姫路工大・理・生命科学)

コーヒーフ*レイク

第 11部細胞周期制御機構 座長 :畠中寛

16:15 -16:45 

16:45 -17:15 

17:15 -17:45 

18:00 -19:30 

プロテアソームと細胞周期制御

東江昭夫(東大・院理・生物科学〉

ユビキチン系における分子識別と細胞周期

山尾文明(国立遺伝研〉

APCによるM期制御

戸所 一雄(理研・ライフサイエンス筑波研〉

懇親会

1 998年6月30日(火〉

第 111部細胞間相互作用の分子機構 座長:田中啓二
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9:30 -10:00 

10:00 -10:30 

10:30 -11:00 

11:00 -11:15 

11:15 -11:45 

11:45 -12:15 

12:15 -13:30 

受精と卵の活性化におけるプロテアソームの役割

横沢英良(北大・薬)

細胞分化におけるメタロプロテアーゼ・ディスインテグリ

ンファミリーの機能

瀬原(藤沢〉 淳子(都臨床研・細胞生物〉

膜型マトリックスメタロプロテアーゼと細胞浸潤

佐藤博(金沢大・がん研・腫蕩分子)

コーヒープレイク

ユビキチン・プロテアソーム系はLFA・l/ICAM-lを介した接

着能の誘導に関与する

片桐 晃子(ニッピ・バイオマトリックス研)

α及びβカテニン分子の安定化機構

永沸l昭良(京大・医・分子細胞情報〉

昼食

第 IV部 高次生命現象の分子機構 座長:鈴木紘一

13:30 -14:00 

14:00 -14:30 

14:30 -15:00 

15 :00 -15 :30 

15:30 -15:35 

ニューロンのアポトーシス

畠中寛(阪大・蛋白研〉

リソソームカテプシン群による神経細胞死の制御

内山安男(阪大 ・医・解剖)

アメフラシの記憶に関与するプロテアーゼtolloid/BMP-l様

蛋白質とTGF-βカスケード

遠藤 昌吾(理研・脳科総研・記憶学習)

神経変性とプロテアーゼ

西道隆臣(理研・脳科総研・蛋白制御)

閉会の挨拶 畠中寛(阪大・蛋白研)
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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:

「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 :199 8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。

プログラム

1 0月14日(水〉

8: 30--11: 00 

百lOmasLanger (ミュンヘン大学〉

Biogenesis and Quality co凶 01of Mit∞:hondria Mediated by Prote01ysis 

荻島正(九大)

ミトコンドリアプロセシングプロテアーゼによる特異的基質認識および切断

機構の解明

徳永文稔(姫路工大)

小胞体における新生タンパク質の品質管理とプロテオリシス

松崎英樹(京大〉

保護タンパク質としてのカテプシンA:タンパク質化学的側面からの考察
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鎌田真司(阪大)

カスノfーゼ、とアポトーシス

14:30--16:30 

馬場忠(筑波大〉

受精関連精子タンパク質の選択的分解機構

丸山征郎(鹿児島大)

トロンビンによる細胞応答とそのシグナル伝達

川原裕之(東大)

プロテアソーム研究の新展開

田村具博(マックスプランク研〉

トリコーンプロテアーゼ:新規の高分子量プロテアーゼ複合体の構造とモジュ

ラー蛋白質としての機能

【シンポジウムの案内:3】

第 15回国際キニン会議 開催

Kinin '98 Nara 

From Molecular Biology to Pathophysiology 

of the Kallikrein-Kinin System 

開催日時:

開催場所:

一般演題締め切り:

主なプログラム:

特別講演:

199 8年 10月19日(月)--24日(土)

奈良市、奈良県新公会堂

199 8年5月15日(金)

村上和雄教授(筑波大学)

"Transgenic and knockout models in renin-angiotensis system" 

Prof. Werner Muller-Esterl (University of Mainz) 

"S仕uctureand function of G protein-coupled receptors 

・Lessons台omthe kinin receptors" 
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Symposia: 

1. Bradykinin receptors， their subtypes， dis位ibutionand signal仕組sduction

Org組回目:D. Regoli (Canada) & H.回gashida(J叩an)

2. Cardiovascular system -Ce11 grow由

Organizers: B. A. Scholkens (Germany) & T. Unger (Germ釦 y)

3. Activation of plasma kallikrein both on血e∞11surface and by bacterial proteases 
Organizers: R. W. co加an(USA) & H. Maeda (Japan) 
4. Renal function and hypertension 

O屯祖国時:O.A.Cむretero(USA) & K. Shimamoto (Japan) 

5. Bradykinin reαptor antagonists 

Org祖国間:J. M. Stewart (USA) & D. Proud (USA) 

* Symposium毎に2・3題は一般からの応募を受けつけ、選択の上採用する。

連絡先: 事務局 C/Oアイシーエス企画

干102・8646 東京都千代田区平河町2午 4 砂防会館別館

1EL: 03・3263-6474，FAX: 03・3263-7077，E-mail: kinin98@ics-inc.co.jp 

【シンポジウムの案内 :4】

[Tentative] 

下記の要領で国際シンポジウムを開催いたします。

ご興味のある方は奮ってご参加下さい。(参加費無料〉

申込先:熊本大学医学部微生物学教室 (Tel:096・373・5098，Fax: 096・362・8362)

International Symposium 
"Recent Advances in Protease Research 

in Human Diseases" 

October 27 (Tue)， 1998 
(Kumamoto City International Center， Kumamoto， Japan) 

(A total of 30 minutes for each speaker) 

Session I. Caspase and Other Proteases for Cytokine Regulation 
Chair: M. Ogawa 

Guy Salversen (The Burnham Institute， USA) 
Caspases in the execution of programmed∞II death 

Keisuke Kuida (Vertex Pharmaceuticals， USA) 
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Apoptosis byωspase-dependent or independent pathway in vivo 

Tsutomu Ogura (National Cancer Center Research Institute East， Japan) 
Role of nitric oxide in a caspase-mediated apoptosis 

James Travis (Univ. Georgia， USA) 
Disruption of cytokine networks by bacterial proteinases 

Session II. Proteases and Protease Inhibitors in Cancer 
Chair: C.A.M. Sampaio 

Viktor Magdolen (Frauenklinik der Technischen Univ. Munchen， Germany) 
The urokinase-type plasm担ogenactivator system: A new泊rgetin tumor invasion and 
metastasis 

Motoharu Seiki (Inst. Med. Sci.， Univ. Tokyo， Japan) 
Degradation of ECM at血eperiphery ofωnαr cells 

Ann R. Kennedy (University of Pennsylvania， USA) 
百leBowman-Birk inhlbitor錨 ananticarcinogenic agent 

Session III. Sepsis/SIRS and Other Diseases: Regulation of 
Systemic Protease Activity 

Chair: H. Fritz 

Heinz Neuhof (University of Giessen， Germany) 
Rationale for the inhibition of lysosomal proteases in SIRS and sepsis 

Marrian Jochum (U niversity of Munich， Germany) 
Antithrombin III住eatmentin sepsis and SIRS: New部pectson mode of action 

John C. Cheronis (Co巾 chInc.， USA) 
百leserine elastases in vascular and inf1ammatory diseases 

Jan Potempa (Jagiellonian Univ.， Poland) 
A biochemical link between periodontitis and cardiovascular disease 

Koichi Suzuki (Inst. Mol. Cell. Biosic.， Univ. Tokyo， Japan) 
Implication of skeletal muscle calpain， p94， in muscular dystrophy 

Session IV. Hot topics [Tentative] 
Chair: 
1) Maeda/Miyamoto/Akaike ---Nitroso α1 PI and bacteriostatic action 
2) K. Yamamoto ---Biological function of gingipain. 
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3) T. Yamamoto ---Proteloytic control of S19 ribosomal protein-induced 
monocyte infiltration 

4) M. Ogawa ---

5) C.A.M. Sampaio ---Plant inhibitor of factor Xa 

Session V. Protease Inhibitors as Therapeutics 
Chair: H. Mitsuya 

Akhteruzzaman Molla (Abbott Laboratories， USA) 
New企ontierin 1宜Vprotease inhibitor therapy 

Nobuhiko Katunuma (Tokushima Bunri Univ.， Japan) 
Osteoporosis and cathepsins: Role of cathepsins in bone reso中tion

αganizers:: H. Fritz， H. Maeda， M. Ogawa， J. Travis and T. Yamamoto 
Secre加r臼t:: Takaaki Akaike 

Dep訂也lentof Micriobiology， Kumamoto University School of Medicine 
Tel: +81・96・373-5098，Fax: +81・96・362・8362
E-mail: takakaik@gpo.kumamoto-u.ac.jp 

【シンポジウムの案内:5】

New Impact of Proteolysis on Biological Science 

主催:文部省科学研究費特定領域研究(A)1"細胞内蛋白分解(略称)J総括班

領域代表者:鈴木紘一(東大・分生研)

日時 :1 998年11月24日 (火曜)午後1時--5時

会場 :東京ガーデンパレス

干113東京都文京区湯島1・7・5 電話 :03・3813・6211

JRお茶の水駅下車徒歩5分

(本特定研究領域研究班主催のシンポジウムであるので、できる限り多数の班

員の参加を期待しています〉
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【シンポジウムの案内:6】

第13回臨床研国際カンファレンス

Ubiquitin and Proteasome: A New World of Proteolysis 

“ユピキチンとプロテアソーム:蛋白質分解の新しい世界"

期日 :1 998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ー50ー5) 

主催:東京都臨床医学総合研究所(田中啓二)

趣旨

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、本特定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鴬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、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3日ですので、

国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。以上、この会議について

は、本特定班・班員のご協力を宜しくお願い致します。詳細は以下の通りです。

Registration 

Receipt of registration fee， 5250 yen， is民gardedas the conference registration. 
Please use the enclosed form for the pay服 nt.We will send the final program， the 

abstracts， and the name card around the beginning of October to the registrants. H 
you have not sent an application， send a letter， FAX or E-mail including Name， 
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Affiliation， Address， Telephone number， FAX number， E-mail address (if available) to 
Keiji Tanaka. 

Poster Abstracts 

百leabstract must be prepared with the two forms enclosed in the p民sentcover. 

Request them正youhave not yet applied for poster presentation. The abstract as 

submitted w迦 appearin the fmal progra瓜 Faxedor e-mailed abstracts can not be 

accepted. Conference registration is requ並edfor p民sent泊ga poster. You will be 

infonned of detai1s for poster presentation later. Send abstracts to : Keiji Tanaka，百le

Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 3・18・22 Honkomagome， 
Bunkyo-ku， Tokyo 113・8613，Japan. 

Deadline for registration and receipt of abstracts is 

August 31， 1998. 

For additional information: 

Ke討iTanaka or Kazuko Ichihara 

TEL: +81・(0)3・3823・2101(ext. 5351 or 5350) 

FAX: +81・(0)3・3823-2237

E-mail: kichihar@rinshoken.or.jp 

www : http://www.rinshoken.or.jp/conf/ric98/conf-jp.htm 

Preliminary Program 

-Wednesday， November 25 
9:45-10:00 Opening Remark 

区.UI (Director， Rinshoken， Japan) 

10:00・10:50 Plenary Lecture 
R.HUBER例ax-PlanckInsti加tefor Biochemis仕y，Germany) 
S位ucture釦 dfunction of the archaeal and yeast 20S prote部omeand 
ofE.ω占HsIV

10:50-11:25 A.HERSHKo (Technion-Israel Ins仙 teof Technology， Israel) 
1.百leubiquitin system for protein degradation -An overview 
2. Mechanisms and regulation of cyclin degradation (Keynote lecture-l) 

11:25・12:00 S.OMURAσbe Kitasato Institute， Japan) 
Lactacystin， a specific凶 bitorof the pro附 ome(Keynote lecture・2)

12:00-13:30 1λmch 

Session-l: Mechanism and Functions of the Ubiquitin System 
13:30・14:05 A. V ARSHA VSKY (California Institute of Technology， USA) 
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百leN-end rule pa出wayin yeast加 dmiα(Keynotelecture-3) 
14:05・14:30 S. P.厄NTSCH(Max-Planck Institute for Biochemistry， Germany) 

Enzym目印dfunctions of the ubiquitin systems and related pathways 
14:30-15:05 A. CaCHANOVER (TechI甘on-IsraelInstitute of Technology， Israel) 

Degradation of仕組scriptionalfactors by the ubiquitin system 
(Keynote lecture舟

15:05-15:30 仁bffeeBreak 
15:30-15:55 M. W. HOCHSTRASSER (University of Chicago， USA) 

Proteolytic targeting in出eyeast ubiquitin-prote出omepathway
15:55-16:30 R.阻 MLER(Max-Planck Institute for Immunobiology， Germany) 

Regulation of the句toplぉmicpool ofβ-catenin (Keynote lecture-5) 
16:30-17:05 J. H. SCHWAR1Z (Columbia University and New York State Psychiatric 

Institute， USA) 
Regulated proteolysis and long-term memory (Keynote lecture-6) 

17:05-17:30 C. H.CHUNG (Seoul National University， Korea) 
A new family of ubiquitin-specific protease with distinct N-組 d
C-terminal extensions 

18:30・20:30 Reception 

-Thursday， November 26 
Session-2 : Cell Cycle and the Ubiquitin Pathway 
9:15・ 9:50 T.HUNT (ICRFαare Hall Laborat町ies，United阻ngdom)

Programmed pr叫eolysisin血ecell cycle (Keynote lecture-7) 
9:50-10ヨ5 K. A.NASMY111 (Research Institute of Molecular Pathology (IMP)， 

Aus仕ia)
Sep制 ingsister chromatids (Keynote lecture・8)

10:25・11:00 M. YANAGIDIA (Kyoto University， Japan) 
Proteolysis and凶ωticanaph錨e(Keynote le侃G加a

11:舟00-11:25 Coffee Break 
11:25・11:45 H. YASUD'A (Tokyo University of Pharmacy and Life Science， Japan) 

Novel activator of APC， which has a hect-like domain 
11:45-12:05 K.τ'ODOKOROσne Institute of Physical and Chemical Research 

(RlKEN)， Japan) 
Regulation of APC activity and mitosis progression 

12:05-12:25 F.YAMAo (National Institute of Genetics， Japan) 
UbcP4/ APC pathway in fission yeast 

12:25-14:00 1λmch 

Session-3 : Structural and Functional Features of Proteasomes 
14:00・14:35 W. BAUMEISTER (Max-Planck Institute for Biochemistry， Germany) 

Re∞nt advances in understanding the 26S prote槌omestructure 
(Keynote lecture-l0) 

14:35・15:00 G. N. DeMARτ1NO (University of Texas Southwestem Medi白 1Center， 
USA) 
Regulatory proteins of出eproteasome 

15:00・15:25 S. WILK (Mount Sinai School of Medicine， USA) 
Small molecule prote部omemodulators 

15:25-15:50 D. J. F別LEY(Harvard Medical School， USA) 
百leprote錨omere思Ilatory伊rticle宜omyeast 

15:50-16:15 Coffee Break 
16:15-16:40 C. M.∞RBEA (University of Utah， USA) 

Assembly of出eregulatory∞mplex of出e26S protease 
16:40-17:05 K. B. HENDIL (August Krogh Institute， Denmark) 
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S仕uctureof出e26S prote錨omeprobed with antibodies 
17:05-17:30 A. TOH-E (University of Tokyo， J叩an)

Dissection of血eregulatory∞mplex of出eyeast 26S prote錨ome
17:30-17:55 K. TANAKA (Rinshoken， Japan) 

Degradation mechanisms of target proteins by the 26S proteasome 
18:00之2:00 Poster Festival 

一一一一一一一一一一-Friday， November 27 
Session-4 : Proteasomes and Antigen Processing 
9:15・ 9:50 A. L. GOLDBERG (Harvard Medical School， USA) 

Functions of the prote描omein protein breakdown and antigen 
presentation (Keynote lec，加 e-11)

9:50・10:15 P. M. KLOEロEL(Humboldt University， Gerrnany) 
Rule and role of proteasomes in MHC class 1 antigen processing 

10:15-10:40 J. J. MONACO (University of Cincinnati， USA) 
20S proteasome assembly and specificity 

10:40・11:00 M. KASAHARA ('百leGraduate University for Advanced Studies， Japan) 
IFN・y-regulatedprote描 omesubunit gen回:implications for the origin 
of出emajor histocompatibility complex 

11 :00-11 :20 Coffee Break 

Session-5 : Proteasomes and Quality Control 
11:20-11:55 D. H. WOLF (University of Stuttgart， Gerrnany) 

Function of血eubiquitin-proteasome system in endoplasmic reticulum 
degradation of membrane and lumenal proteins (Keynote lecture-12) 

11:55-12:15 T. KOIDE (Himeji Institute ofTechnology， Japan) 
In回cellulardegradation of aberrant proteins by prote部 omethrough 
quality control in出eER

12:15-12:50 F. U. HARTL (Max-Planck Insti知tefor Biochemistry， Gerrnany) 
Protein folding in vivo:百lerole of molecular chaperones 
(Keynote lecture-13) 

12:50-13:10 Y. MINAMI (Oita Medi臼 1University， Japan) 
The prote硝 omeactivator P A28 is required for proper Hsp90・dependent
protein folding in association with Hsc70 and Hsp40 

13:10-14:30 Lunch 

Session-6 : Topics in Advanced Proteolysis Research 
14:30-14:55 W. BODE (Max-Planck Institute for Biochemistry， Gerrnany) 

Trypt出 e:a伺 ge-likeserine protease involved in asthma， allergic and 
inflammatory disorders 

14:55-15:15 T. TAMURA (Max-Planck Institute for Biochemis仕y，Gerrnany) 
百lerole of Tricom protease and its aminopeptidase cofactors in∞llul訂
protein degradation 

15:15-15:35 T. OGURA (Kumamoto University， Japan) 
Cellular activities controlled by the bacterial AAA protease， FtsH 

15:35-15:55 H. SAWADA(Hokkaido University， Japan) 
Role of ex住a∞llularubiquitin-prote部 omesystem in Ascidian 
sperrn-egg interacton 

15:55-16:15 S. KAWASHIMA (Rinshoken， Japan) 
Inhibition of prote槌 omeactivity leads cells to di旺erentiation
組 d/orapoptosis 

16:15-16:35 Coffee Break 
16:35・16:55 A. FUJISA W A-SEHARA (Rinshoken， Japan) 

Roles of metalloprotease-disintegrins (ADAMs) in mo中hogenesis
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16:55-17:15 H. SORIMAC皿 (U凶versityof Tokyo， Jap叩)
Physiological function of回lpainand its homologues 

17:15・17:35 Y.OHSUMI (National Insti加tefor Basic Biology， Japan) 
Novel protein conjugation system essential for autophagy in yeast 

17:35・17:55 E. KOMINAM! (Juntendo University School of Medicine， Japan) 
Mechanism and regulation of proteolysis by endosomal-lysosomal 
system 

17:55-18:00 Closing Address 
Y. St四 ki(Vice D註ector，Rinshoken， Japan) 

" PS. 全ての招待講演者は24-27日の聞は iRIC'98J会議のために拘束されますが、

他には予定がありません。ユビキチンとプロテアソームの著名な研究者を海外から

多数招いていますので、興味のある先生方は本国際会議の前後にセミナーにご招待

頂き情報交換などしていた頂ければ幸いです。 主催者(田中啓二)には、

Address!IEUF AX厄-mail等全ての情報がありますので、必要な先生方はご連絡下さ

い。 一部の研究者にはすでに問い合わせもありますので、ご興味のある先生方は至

急ご連絡頂ければ幸いです。"

“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fーファミリータンパク質」ホームページ開設のお知らせ"

「ぷろておりしす」でもたびたび紹介させていただいているAAA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~こよって、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

sequen∞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
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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:

ht中://mukb. medic. kum姐 oto・u.ac.jp/AAN泊ainfo.h回 lで-す。本重点の班員の方々にも多

少なりとも関連する情報が盛り込まれておりますので、ご覧いただき、御意見をい

ただけましたらと思います。ホームページの 1ページ目にはAAAスーパーファミリー

タンパク質のイントロダクションがあり、これはMENUの「代表的AAAタンパク質

とその機能」に続きます。 i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。 M町 Uには、このほか、出芽酵母のAAAタンパク質、古

細菌(Archaea)の，AAAタンパク質、真正細菌のAAAタンパク質、縦見、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"

Medical Aspects of Proteases and Protease Inhibitors (eds. Katunuma， N.， Kido， H.， 

Fritz， H.，組dTravis， J.)， IOS Pr凶s，(1997) 重点班メンバーからの申し込みの場合に

は特別割引価格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。

Proteolysis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「蛋自分解」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
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る用語にはなっていません。また、カタカナで「プロテオリシス」と書いても、ど

うも意味が十分に把握できない。そこで、適訳を募集します。意訳、あるいは思い

切って造語でも結構です。事務局において合意が得られれば、本重点研究で積極的

に浸透させたいと考えています。 (ぷろておりしす事務局〉

ICOP (International Committee on Proteolysis)について

蛋白分解研究に関する国際的な組織として誕生。日本、米国、欧州、|に支部があ

り、本特定領域研究の代表者である鈴木紘一教授と副代表者であるである木南英紀

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

Protein Tumover"のICOP国際会議を開催すること(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)， editor)を発行するこ

とである。 ICOPNewsletterの主旨は「百lepu中oseof this newsle伽 isωincrease

communication among scIentisωworking on prote泊目 (peptidases)and protein卸mov訂」で

あり、国際会議や出版物の案内のほか、ミニレビ、ューが載っている。日本における

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

は、直接鈴木教授に申し込めばよい。(ぷろておりしす事務局)

書評

"1n国民llul訂 ProteinCatabolism" (Eds by Suzuki， K. and Bond， J.S. ) Adv. Exp. Med. 

Biol. vol. 389， 1996， Plenum Press， New York. 本書は本重点研究代表者である鈴木

紘一教授が1994年10月に東京で開催した第 10回 IntemationalConference on 

In回 cellularProtein 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〉
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"Medi回1Aspects of Proteases and Protease Inhibitors" (eds. Katunuma， N.， Kido， H.， 

Fritz， H.，組.dTravis， J.)， 1997， IOS Press. 本書は昨年徳島で開催されたFAOBMB会議

におけるシンポジウム:Biological Functions of Proteases (この会議の詳細については

本誌第2号p.9の学会報告記を参照〉の講演要旨を拡大して総説にまとめたものであ

る。本書は"Physiologicaland Pathological Aspects of Proteasesヘ"Physiological and 

Pathologi臼1Aspects of Protease Inhibotorsヘ"Proteaes amd Immunology ヘ"Proteasesand 

Cancersll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)

「新開・ニュースから」のコーナー案内

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

ニュース等において本重点研究班班員の記事が目にとまりましたら、自薦でも他薦

でも結構ですので事務局にお知らせ下さい。ご存知のように研究成果を国民に還元

することは重要であります。研究概要を国民に広く知って頂くためには、研究成果

が新聞・ニュースなと、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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( 9 )編集後記

“ぷろておりしす"は、特定領域研究「細胞内蛋自分解Jのニュース誌であり、班

員聞の連絡・情報交換などを主目的に発行されているものでありますが、 「日本の

プロテオリシス研究の活性化を目指すJ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7号です。これまで、 「よく頑張ってきたな」と多少疲

れながら独自しているところです。今後も少しだけ手抜きしながら、意欲的に編集

してゆきたいと，思っています。今回は、 2-3の投稿記事があり、ラブレターを貰っ

た感じで編集部としては非常に喜んでいます。ともかくも投稿記事は有り難いので、

今後も宜しくお願いします。本号を編集している丁度今、インドネシアのスカルノ

大統領が辞任したとのニュースがインターネットから流れてきました。 32年間の

独裁体制の終駕とのことです。この独裁の評価については後世の史家の判断に委ね

ればなりませんが、政治のみならず科学の世界においても「保守」と「革新」の確

執は日常茶飯事のようです。 I蛋白質分解」の世界においても例外ではなく「伝統」

を重んじるか「創造」を目指すか、少なからず頭を痛める課題です。しかし、本特

定研究は 「蛋白質分解のニューバイオロジー」を目指しているので、 「泣いて馬設

を斬る」諸葛孔明の精神で過去を清算し、新たなる展開を計るべきとするのが妥当

と思われます。昨今の社会状況を鑑みると、 21世紀は、もはや過去の栄光で生き

延びられるほど甘い時代ではなさそうです。若く新しい世代が旧世代を越えて表舞

台に登場してくるのは、世の習いであり、寧ろこの淘汰の見られない世界は世間か

ら抹殺されるかもしれません。若さと美貌を保ちたいのは始皇帝以来の永遠の課題

であり、年齢を重ねたくない一一一ことも事実ではありますが。閑話休題。本号で

は「発表論文の概要紹介」が皆無となりました。どうかこの欄が終意しないように

ご協力下さし、!さらに“海外に留学中の若手研究者からのコーナー"の記事も切望

していますので、毎号のことですが、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 Tim凶で作成し、 e-mail

(t釦 akak@rinshoken.or伊)かdiskで‘お送り下さい。 I文字化けJ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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( 1 0)発表論文の概要紹介

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

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

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

ろておりしす事務局"に送って下さい。研究成果を班員相互に素早く伝達する必要

性からゲラ刷りの段階でも結構ですので、迅速に作成して頂きたいと考えています。

さて、 今回この欄に班員以外の先生から掲載を依頼されました。本誌は本来、班員

相互の情報交換と相互扶助(? )を計ることを基本的な目的に発行していますが、

「日本の蛋白質分解研究」の裾野を開拓する主旨からも、班員以外の研究者達にも

送付していますし、これまでも班員以外の多数の方々よりミニレビ、ュ一等の執筆に

ご協力頂きました。従って、この「発表論文の概要紹介」の欄についても、班員

以外にも広く門戸を解放したいと，思っています。この欄への投稿は自分の研究を国

内津々浦々に宣伝する絶好の機会ですので、多くの「班員」および 「蛋自分解研究

者」からの掲載原稿の提出を強く希望します。
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Functional Defects of a Muscle-specific Calpain， p94， 
Caused by Mutations Associated with Lim.b-Girdle 
Muscular Dystrophy Type 2A*/ 

(Received for publication， ocωber 6，1997，阻din revised form， February 24， 1998) 

〆/
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From the t，Laboratory of Molecular Structure aru:l Functwns， Department of Molecular Bwlogy， lnstitute of Molecular and 
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L'internatωnale，91ωo Eury， France， aru:l the IlDeparlment of Molecular Bωlogy， Tokyo Metropoliωn 
lnstitute of Medical Science， HonkoTTUllJome， Bunkyo・ku，Tokyol13，Japan 
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p94 (calpainS)， a mu舵 le-speci貧cmember of the cal-
pain fa皿 ily，has been shown to be responsible for limb-
girdlemu8C叫町dyotrophytype 2Aα..GMD2A>， a form of 
autosomal recessive and progr伺 siveneuromu舵 ul町
di曲 rder.To elucidate the molecular mechanism of 
LG駒田2A， we constructed nine p94 misoen臨 pointmu-
tants found in LG島田2Aand analyzed their p94 unique 
propertieo. A11 mutants completely or almost completely 
looe the protωIytic activity againot a potential sub-
侃rate，fodrin. However，曲meof the mutants otill pos司
船幽 au旬 Iyticactivity andJor CODD舵 tinJtitinbinding 
abi1ity， indicating the鈍 propertiesare not nece回aryfor
the LGMD2A phenotypeo. The随時8叫旬providestrong 
evidence that LGMD2A re飢d飽食omthe loss of proteol-
ysis of substrates by p94，佃ggeotinga novel molecular 
mechanism leading to muocular dyotrophies. 

骨格筋特異的カノレパインである p94は、肢帯型筋

ジストロフィー 2A(LGMD2A)の責任遺伝子である。

LGMD2Aで同定されている p94の点変異体 9種

(Fig.l)を解析した結果、野生型 p94を COS7細

胞に発現した際に起こるフォドリンの分解が、す

べての変異体で認められなかった (Fig.6)。一方、

p94の特徴である強し、自己消化活性、及びコネクチ

ン/タイチン結合能は、 必ず しも失われていない

(Fig.2)。これらの結果より、 LGMD2Aは、 p94の

基質がタンパク質分解を受けないために発症する

という、他の筋ジストロフィ ーとは異なる分子機

構によることが示唆される。
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FIc. 3. E玄pr伺l8ionof wi1d type岨 d血uta且tp94. in C087伺 h
Seven mutanta 108t auto1ytic activity to variouo e抗enl8.Ly回t.esfr。田
C087開11stransf<町tedwith wild type and mutant p94 we同 analyzedby 
We8t.ern blotting with anti.I82 anti田町田.pSRD (la"" 1). wild type 
human p94 (/0"" 2)， active oit.e血utatedC1298 (la"" 3)， L182Q (/0"" 4)， 
G234E (la"" 5)， P319L (1即時6)，H334Q (la""η， V354G (la"" 8)， R490W 
(1αF悼の， R572Q (lane 10)， 8744G (/0"" II)， R769Q (la"" 12). S744GI 
C129S (10"" 13)， and R769Q/C129S (la"" 14). CI<>居d回 dopen OTT'O山-
heads indi団陸the94-kDa仕ano1ationproduct and 5ιkDapro胎。Iy目d
合agmenta，同S伊ctive1y.
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FIc.6. pro胎。.ly・iaof foむinby p94. ovel'8IJ>re・.ion.Lysa胤
h皿 COS7国Uotransf<町tedwith wi1d type and皿utantp94 were 
analyzed by West.em blotting with an antibody opeci.ficωthe pro凶か
柄ω150ドkDaalpha fodrin fragment. pSRD (/0"" 1). wild type h四国
p94 (la"，，2)，配tivesit.e血utatedCI29S (10"" 3)， L182Q (la"" 4)， G234E 
(la"" 5)， P319L (lane 6)， H334Q (la""η， V354G(何回8)，R490W (la"" 
9)， R572Q (la"" 10)， 8744G (la"" 1 1)， and R169Q (la"" 12). The c1個凶
arrow head indi由民8the 150ドkDa合agment
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FIG. 1. Schem.atlc .tructur唱。fhuman p94. Miasen鈍 mutationaωfaridentified in 1βMD2A町eahown. Boud arroωindicate the nine 
mu凶 onaanal凶切削刷毎1，n， m， and IV即時nt伽加噌indomaina. n iaぬecy蜘 mepro陶駒domain，and IV ia the Ca2+ binding 
domain with four Ep.hand moti白問pn描岨tedby luuched boxes. Cyal2ll， HialSへandA.an蹴repre腿 ntthe activd-aite同aidu岨 .NS， 1S1， and IS2 
indi岨 teぬ同einaertion &eq¥皿n倍坦 uniqueωp94ー


