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審査の結果の要旨

氏　　名　　山口　光峰

グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（GAPDH）はグリセルアルデヒド-3-リン酸から

1,3-ビスホスホグリセリン酸への反応を触媒する酵素として、解糖経路の要である。チューブ

リンの重合、膜融合、転写因子の調節などにも関与する多機能酵素でもあることが最近判明し

た。アポトーシス誘起過程で増減することも示され、細胞内GAPDH含量の変動が様々な細胞

機能に影響を与えることが　提案されはじめている。この酵素の細胞内レベルは生合成と分解

によって調節されるが、学位申請者は分解経路に注目した。GAPDHはシャペロン介在性オー

トファジーによって分解されるが、細胞内のGAPDH含量が他の蛋白質よりも遥かに高いため、

これ以外のGAPDH分解経路があるのではないかと考えた。この推論に至ったのは、細胞内の

N末端アシル化タンパク質の分解に関与するアシルペプチドハイドロラーゼ（ACPH）の阻害

剤アセチルロイシンクロロメチルケトン（ALCK）によりヒト単球系U937細胞のGAPDH分

解が、シャペロンであるhsc73量が変動すること無く誘導されたことによる。本論文ではまず

ALCKにより促進されるGAPDHの分解のメカニズムを解析する試み、分解に関与する酵素の

性状を明らかにする試み、分解経路の生物学的な意義について述べられている。

　　　　第一章では、ALCKが白血病細胞株にアポトーシスを誘起することを見いだし、その際に細

胞内レベルが顕著に減少する蛋白質があることが発見された経緯が述べられている。この分子

量 36kDaの蛋白質はACPHとは異なるので、ユニークな標的分子であると考えてその精製を

行い、N末端のアミノ酸配列解析を行った。その結果、ヒト肝臓由来の cDNAから決定された

GAPDHのN末端付近配列と 100％一致していることが見い出された。抗GAPDHモノクロ

ーナル抗体を用いたWestern�blotting法によるGAPDHタンパク質ならびにNADH生成活性

の低下も確認できたことより、ALCK処理によりU937細胞抽出液中で減少した 36kDaタン

パク質はGAPDHであると判明した。ここで認められたGAPDH分解現象は明らかにシャペ

ロン介在性オートファジーによって行われているとは考えにくく、U937細胞中にはこれとは

異なるGAPDH分解系が存在することが示唆された。

　　　　第二章では、ALCKにより促進されるGAPDH分解機序を探るために、GAPDH活性阻害

と分解の経時的変化を観察した結果、酵素活性の阻害が酵素の分解に先行して起こることを明



らかにし、精製したGAPDHを用いてALCKが直接GAPDHに影響を与えるか否かを検討し

た。ALCKによるGAPDHの阻害様式はGAPに対しては非拮抗阻害、NAD+に対しては不拮

抗阻害であり、ALCKでGAPDHを処理すると内部蛍光が増加したことなどよりALCKは

GAPDHの構造変化を誘起することが示唆された。さらに、ALCKにより生じるGAPDHの構

造変化はその分解を誘起する上で重要であることを示唆する結果を得た。

　　　　第三章では、学位申請者は、ALCKにより促進される細胞抽出液中でのGAPDH分解が、セ

リンプロテアーゼの広域阻害剤であるdiisofluorophosphate�(DFP)の併用で強力に阻害された

ため、ALCK処理GAPDHの分解には何らかのセリンプロテアーゼが関与することを予想し、

これを証明した。すなわち、ALCK処理GAPDHを分解する酵素活性は至適 pHが塩基性で幅

広く認められることや、GAPDH中の Trp195-Arg196間を切断し 23kDaと 17kDa の分解断

片を形成することなどを見出した。超高分子量であり、既知のセリンプロテアーゼとは異なる

可能性が高く、その精製を試みたが達成されなかった。最後にALCKにより促進される

GAPDH分解系の細胞特異性を検討し、単球系腫瘍細胞であるU937細胞ならびにTHP-1 細

胞でのみ 23kDa�断片の形成を伴うGAPDH分解が見られることが示された。

　　　　以上の様に、単球系腫瘍細胞中には特徴的なALCKによって誘導されるGAPDH分解系が

存在することが今回の研究で明らかにされた。このGAPDH分解系の生物学的な意義は明らか

でないが、細胞死に伴って起こる可能性、炎症部位で酸化障害時に生成する変性したGAPDH

を除去するという可能性などが提案されている。本研究はこれまでほとんど顧みられなかった

細胞特異的なGAPDHの調節機構の解明に端緒を開いたものであり、生化学、免疫学の領域で

新しい知見を与えるものである。従って、本研究は学位論文として十分な内容を含むと判断し、

また本研究を行なった山口光峰は博士（薬学）の学位を得るにふさわしいと判断した。




