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〈要 約〉
　リボソームの生合成は真核生物において200以上の制御タンパク質の関与する複雑かつダイナミックな過程である．このような細胞における複雑な系の解析において，標的となるタンパク質の機能を数秒から数分という非常に速いタイムスケールで阻害する低分子阻害剤は非常にすぐれた研究ツールになる．しかし，これまで，真核生物においてリボソームの生合成を標的にした有用な低分子阻害剤は存在しなかった．筆者らは，独自に開発した薬剤感受性の分裂酵母を用いた化学遺伝学的なスクリーニング系により，リボソームの生合成に必須なAAA+タンパク質であるミダシンの特異的かつ可逆的な低分子阻害剤としてribozinoindoleを同定した．ribozinoindoleはin vitroにおいてミダシンのATPase活性を直接的に阻害した．また，ribozinoindoleを用いることにより細胞においてミダシンの機能をすばやく阻害あるいは活性化することが可能になり，リボソームの生合成におけるミダシンの新たな機能が発見された．
はじめに

　細胞においてすべてのタンパク質はリボソームとよばれる巨大なRNA-タンパク質複合体により合成される．そのため，細胞は莫大なエネルギーをついやして毎分1000個以上のリボソームを生合成する．細胞はリボソームをすばやくかつ正確に生合成する必要があり，この過程に異常が生じるとリボソーム病などの疾患につながる可能性が考えられている．さらに，リボソームの生合成の亢進はがん化にも関連することが知られている．よって，リボソームの生合成の分子機構を理解すること，および，リボソームの生合成を標的とした低分子阻害剤を同定することは，基礎生物学的な観点，また，医学および薬学的な観点の両面において非常に重要な課題であるといえる．しかし，リボソームの阻害剤が数多く同定されてきたのと対照的に，リボソームの生合成を標的とした低分子化合物についてはこれまでほとんど報告がなかった．
　リボソームの生合成をはじめとする細胞における複雑かつダイナミックな過程を理解するためには，標的となるタンパク質の機能を数秒から数分という非常に速いタイムスケールで阻害する低分子阻害剤はすぐれた研究ツールとなる．筆者らは，有用な低分子化合物を同定するため多剤耐性に関与する7つの遺伝子を欠損または変異させた薬剤感受性の分裂酵母株を作製した1,2)．これにより，酵母の遺伝学を組み合わせた効率的な化学遺伝学的なスクリーニング系を構築することが可能になった．これまでに，染色体分配の異常を示す化合物のスクリーニングにより脂肪酸合成酵素の新規の阻害剤を，染色体の構築に必須なコンデンシンの変異体と合成致死になる化合物のスクリーニングによりAuroraキナーゼの阻害剤を同定し，それらの阻害剤を研究ツールとして用いることにより染色体分配の制御機構の一端を明らかにした3,4)．
1．化学遺伝学的なスクリーニングによるリボソームの生合成の低分子阻害剤の同定
　10353個の化合物を含むケミカルライブラリーと薬剤感受性の分裂酵母株を用いて化学遺伝学的なスクリーニングを行った．当初は，染色体分配に必須なタンパク質であるCut2/Securinの機能を阻害する化合物の同定をめざしており，cut2変異体と合成致死になる化合物をスクリーニングしたところ6個のヒット化合物が得られた．そのうち，もっとも強い増殖阻害を示した化合物をribozinoindoleと名づけて解析した．Cut2の機能を阻害する化合物であれば，ribozinoindoleを処理した細胞は染色体分配の異常を示すはずであった．しかし，細胞の増殖は阻害されたものの，予想とは異なり，染色体分配の異常はまったくみられなかった．この結果から，用いたcut2変異体のゲノムにはcut2遺伝子のほかにも遺伝子変異があり，その変異がribozinoindoleと合成致死をひき起こしたのではないかという仮説をたてた．用いたcut2変異体の全ゲノム塩基配列を決定して変異を調べた結果，ミダシンをコードするmdn1遺伝子に点変異がみつかり，のちの詳細の解析により，ribozinoindoleはmdn1遺伝子の点変異と合成致死になることが確認された．つづいて，ribozinoindoleに対し耐性を示す13株の変異体を取得した．標的となるタンパク質においてribozinoindoleとの結合部位の近傍に変異が導入されると結合能が失われ，その結果，ribozinoindoleに対し耐性を示すことが予想された．実際に，ribozinoindoleに対し耐性を示す13株すべてにおいてmdn1遺伝子にミスセンス変異がみつかった．さらに，みつかった合計7種類のミスセンス変異はすべてAAA3とAAA4とのあいだのATP加水分解の触媒ポケットの近傍にあった（図1）．これらの結果から，ribozinoindoleの標的はミダシンであり，とくにATPase活性を阻害する可能性が示唆された．
2．ribozinoindoleはミダシンのATPase活性に対する阻害剤である
　ミダシンは真核生物において広く保存された，リボソームの生合成に必須の巨大なAAA+タンパク質である．多くのAAA+タンパク質がホモ六量体からなるリング状の構造を形成して機能するのに対し，ミダシンは微小管モータータンパク質であるダイニンとの相同性が高く，1分子で6つのAAAドメインを含むリング状の構造を形成し機能することが示唆されている5)（図1）．さらに，長いリンカー領域および酸性領域をはさんでもっともC末端側にタンパク質との相互作用に必要と考えられるMIDAS領域をもつ6)（図1）．しかし，その巨大さゆえ，これまでにミダシンの組換えタンパク質の精製およびそのATPase活性については報告がなかった．さまざまな条件検討の結果，昆虫細胞発現系と複数のステップからなるタンパク質の精製を組み合わせることにより，分裂酵母のミダシンの全長の組換えタンパク質（約542 kDa）を精製した．ミダシンの全長の組換えタンパク質においてATPase活性が検出され，ribozinoindoleはミダシンのATPase活性を阻害したことから，ribozinoindoleはミダシンのATPase活性に対する阻害剤であると結論づけた．ATP加水分解の触媒ポケットは2つのAAAドメインにはさまれるように存在することが知られていたものの7)（図1），ミダシンに存在する6つの触媒ポケットのうちどれが機能に重要であるかは不明であった．ミダシンのおのおのの触媒ポケットの変異体を網羅的に作製し解析した結果，6つのうち4つの触媒ポケットにおけるATP加水分解が機能に必要であった．これまでの研究により，ダイニンにおいては6つのうちおもに2つの触媒ポケットにおけるATP加水分解が機能に重要であることが示唆されており8)，ミダシンとダイニンのATP加水分解の機構は異なることが示唆された．また，ribozinoindoleに対し耐性を示す株において見い出されたミスセンス変異の存在したAAA3とAAA4とのあいだの触媒ポケットにおけるATP加水分解はミダシンの機能に必須であった．
3．Ribozinoindoleの処理により細胞においてミダシンの機能をすばやく阻害あるいは活性化できる
　真核生物におけるリボソームの生合成においては，約5500塩基長のリボソームRNAおよび約80個のリボソームタンパク質が核小体において集合し，核小体および核質におけるミダシンを含む200以上の制御タンパク質の関与する巧妙かつ複雑なリボソームRNA前駆体のプロセシングをへて，最終的に成熟したリボソームが核から細胞質へと放出される9)．ミダシンのリボソームの生合成における機能は，これまで，出芽酵母を用いた遺伝学的および生化学的な解析により調べられてきた．出芽酵母において，ミダシンはリボソーム60Sサブユニット前駆体の核から細胞質への移行，および，リボソームRNA前駆体のプロセシングに必須であったため10)，分裂酵母においてribozinoindoleを処理した細胞およびmdn1遺伝子の温度感受性の変異株においてこれらの欠損があるかどうか調べた．その結果，いずれの場合においても出芽酵母の場合と同様の欠損がみられたことから，ミダシンの機能は出芽酵母と分裂酵母とのあいだで保存されていることが示唆された．温度感受性株においては制限温度に移行してから表現型が現われるまで約6時間かかったのに対し，ribozinoindoleは処理から30分後には表現型が現われた．つづいて，ribozinoindoleを培地から除いたところ，5分後には表現型が回復した．これらの結果から，ribozinoindoleはミダシンの機能を非常にすばやく阻害あるいは活性化する可逆的な低分子阻害剤であることがわかった．
4．ミダシンは核小体のNsa1粒子における制御タンパク質の制御に必須である
　60Sサブユニット前駆体のプロセシングはいくつかの中間体をへることが示唆されており，たとえば，核小体に存在するNsa1を含む前駆体（Nsa1粒子）のあとに，核質に存在するRix1を含む前駆体（Rix1粒子）がはたらく5)（図2）．出芽酵母における研究により，ミダシンはおもにRix1粒子に存在し，制御タンパク質であるRsa4およびYtm1をRix1粒子から除去する役割が示唆されていた11,12)（図2）．このモデルが正しければ，ミダシンを不活性化した場合，Rix1粒子においてRsa4およびYtm1の量は増加することが予想された．しかし実際には，ribozinoindoleを1時間処理した分裂酵母のRix1粒子においてRsa4およびYtm1の量はむしろ減少した．より詳細な経時変化を調べたところ，Rix1粒子において，Rsa4はribozinoindoleの処理の15分後にいったん増加し，そののち，時間とともに減少した．これらの結果から，ミダシンのRix1粒子における機能は出芽酵母とのあいだで保存されているものの，それにくわえ，ミダシンはRix1粒子よりまえの核小体前駆体においても重要な機能があり，その機能がribozinoindoleにより阻害されたため，そののちのRix1粒子において異常が生じたのではないかという仮説をたてた．この仮説を検討するため，ribozinoindoleを処理した細胞において核小体に存在するNsa1粒子について詳細に調べた．その結果，Nsa1粒子にミダシンが含まれること，そして，Nsa1粒子と結合する制御タンパク質であるRix7がribozinoindoleの処理の15分後にNsa1粒子から消失することが見い出された．さらに，ミダシンもribozinoindoleの処理によりNsa1粒子からすみやかに消失した．ribozinoindoleの処理によりみられたすべての表現型は，ribozinoindoleに耐性を示すmdn1遺伝子の点変異体においてはみられなかったことから，これらの表現型はたしかにミダシンの機能の阻害によりひき起こされたことが確認された．以上の結果から，ミダシンは核小体のNsa1粒子における制御タンパク質の制御に必須の役割のあることが明らかにされた（図2）．
おわりに

　この研究においては，独自に開発した薬剤感受性の分裂酵母を用いた化学遺伝学的なスクリーニング系によりミダシンの特異的かつ可逆的な低分子阻害剤としてribozinoindoleを同定し，リボソームの生合成の研究におけるその有用性を証明した．特筆すべきはその効果の速さであり，ミダシンの機能が数分から数十分で阻害あるいは活性化されたことが，ミダシンの核小体における新たな機能の発見につながった．リボソームの生合成の複雑かつダイナミックな機構を理解するためには，すばやい阻害および表現型の経時観察が必須であり，今後も，リボソームの生合成を標的とした新たな有用な低分子阻害剤を開発していく必要がある．近年，ほかのAAA+タンパク質であるp97/VCPおよびダイニンの低分子阻害剤が報告され，AAA+タンパク質が“druggable”な標的であることがわかってきた．ミダシンも酵母からヒトまで真核生物において広く保存されたタンパク質であるため，創薬という観点から考えてもribozinoindoleは興味深い阻害剤である．リボソームの生合成の亢進はがん化にも関連するため，ribozinoindoleあるいはそのアナログがヒトのリボソームの生合成に対し効果があるかどうかは早急に調べるべき課題である．
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〈図説明〉

図1　ミダシンの構造とその低分子阻害剤ribozinoindole
ミダシンはN末端側にAAA1～AAA6を含むリング状の構造をもち，長いリンカー領域をはさんで，C末側端側に酸性領域およびMIDAS領域をもつ．おのおののAAAドメインの境界にATPが結合し加水分解反応の起こりうる触媒ポケットが存在する．ribozinoindoleはミダシンのATPase活性を阻害する．
*はribozinoindoleに耐性を示すミスセンス変異の位置を示す．
図2　60Sサブユニット前駆体の生合成におけるミダシンの機能
ミダシンは60Sサブユニット前駆体の生合成の過程において少なくとも3つの役割をもつ．核小体においてはNsa1粒子と結合しRix7のNsa1粒子との結合を助ける．一方，核質においてはRix1粒子と結合しYtm1およびRsa4をRix1粒子から除去する．
