
１． は じ め に

ゲノム解読後の課題として，生体内に存在するすべての

タンパク質の構造と機能の網羅的な解明をめざしたプロテ

オーム解析が進行している．タンパク質翻訳後修飾は，タ

ンパク質の機能発現やその制御に直接関与することから，

プロテオーム解析の中心課題の一つである．タンパク質の

脂質修飾は，脂肪酸，イソプレノイド，リン脂質といった

脂質によるタンパク質の修飾反応であり，脂質修飾タンパ

ク質の多くは細胞情報伝達をはじめとする多くの細胞の機

能発現過程において重要な役割を担っている１，２）．タンパク

質プレニル化やタンパク質 N-ミリストイル化といった主

要な脂質修飾は，１９７０年代末から１９８０年代初頭にかけて

日本人研究者により見出された反応であり，タンパク質脂

質修飾の発見とその後の機能解析における日本人研究者の

貢献は極めて大きい．この傾向は現在も続いており，生理

活性ペプチドであるグレリンのオクタノイル化３），オート

ファジー因子 Atg８のホスファチジルエタノールアミン

化４），Wntシグナル経路のリガンドであるWnt３aのパルミ

トレイン酸化５）といった新しい脂質修飾が，日本人研究者

により次々と発見されている．

タンパク質脂質修飾が特に注目を集めるようになったの

は，タンパク質 N-ミリストイル化やタンパク質プレニル

化が，Srcタンパク質（p６０src）や Rasタンパク質（H-Ras,

N-Ras, K-Ras）といった発がん遺伝子産物に生じ，これら

のタンパク質の発がん活性にこれらに生ずる脂質修飾が必

須であることが明らかになってからである．その後の研究

から，これらの脂質修飾は，正常細胞においても多くの細

胞情報伝達に関与する生理活性タンパク質に生じ，単にタ

ンパク質を細胞膜へつなぎ止める膜アンカーとして機能す

るだけでなく，タンパク質―膜間，あるいはタンパク質―タ

ンパク質間の特異的相互作用を介して，タンパク質の細胞

内局在や活性の制御を行うことにより細胞情報伝達に深く

関与していることが明らかにされてきた１，２，６，７）．

リン酸化やグリコシル化，ユビキチン化といった主要な

翻訳後修飾の解析に関しては，近年，二次元電気泳動や液

体クロマトグラフィーと質量分析を組み合わせた解析手法
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のめざましい進歩に伴い，これらの手法を用いた網羅的解

析が進行しつつある．これに対して，タンパク質の脂質修

飾に関しては，その生理的な重要性にもかかわらず，修飾

自体の検出法や機能解析の手法が一般化されておらず，い

まだに一部の研究者によってのみ解析が行われているのが

現状である．脂質修飾は，リン酸化やユビキチン化といっ

た，細胞の刺激応答に伴い顕著に変化する翻訳後修飾とは

異なり，多くの場合不可逆的な反応であり，タンパク質

N末端や C末端の数アミノ酸残基から成る脂質修飾シグ

ナルに依存してタンパク質合成と共役して生じる．従っ

て，ゲノム情報を利用することにより，ある生物種で発現

する特定の脂質修飾タンパク質に関して，その全てを網羅

的に同定することが理論上可能である．我々はゲノム情報

に基づいた脂質修飾タンパク質の網羅的な解析系の確立を

めざして研究を行っている．即ち，cDNA（＝ゲノム情報）

を出発物質とし，タンパク質脂質修飾の有無を「推定」し，

これを実験的に「確認」し，その「機能解析」を行う一連

の解析システムの確立を行い，この手法を用いて，生理的

に重要な新規な脂質修飾タンパク質の探索を試みてい

る８，９）．

本稿では，まず生体内に存在する多様な脂質修飾タンパ

ク質について紹介し，主要な３種の脂質修飾であるアシル

化，プレニル化，グリコシルホスファチジルイノシトール

（GPI）アンカー化の生合成過程とその検出法についてま

とめる．続いてアシル化反応の一種である N-ミリストイ

ル化を例にあげ，主として無細胞タンパク質合成系を用い

た，新規な脂質修飾タンパク質の探索とその機能解析に関

する我々の研究を紹介する．

２． 生体内に存在する多様な脂質修飾タンパク質

生体内に存在する主要な脂質修飾タンパク質としては

３種類知られている（図１A）．

第一は，ミリスチン酸やパルミチン酸のような脂肪酸が

タンパク質に共有結合するアシル化タンパク質である１０，１１）．

第二は，ファルネシル基やゲラニルゲラニル基のようなイ

ソプレノイドがタンパク質 C末端の Cys残基にチオエー

テル結合で結合するプレニル化タンパク質である１２）．アシ

ル化タンパク質である N-ミリストイル化タンパク質と，

プレニル化タンパク質はともに細胞膜の内側（細胞質側）

にのみ存在するという特徴がある．タンパク質アシル化反

応のうち S-パルミトイル化は，N-ミリストイル化タンパ

ク質やプレニル化タンパク質に数多く見られ，また膜貫通

型タンパク質にもしばしば見出される．最近，後述するよ

うに，アシル化タンパク質について，細胞内のタンパク質

に加え，分泌タンパク質に種々の脂肪酸が結合したアシル

化タンパク質が見出され，注目されている１３）．第三の脂質

修飾タンパク質は，リン脂質であるホスファチジルイノシ

トール（PI）が特殊なオリゴ糖を介してタンパク質 C末

端に結合する GPIアンカータンパク質である１４）．このタン

パク質は，PIを介して細胞膜の外側にのみ存在する点で

図１ 主要な３種の脂質修飾タンパク質
［A］主要な脂質修飾タンパク質としてアシル化タンパク質，プレニル化タンパク質，GPIアンカータンパ
ク質の３種が知られている．
［B］アシル化としては N-ミリストイル化と S-パルミトイル化の２種が良く知られているが，最近，分泌
タンパク質の中に，N-パルミトイル化されたものや，オクタン酸，パルミトレイン酸といった特殊な脂
肪酸により O-アシル化されたタンパク質が見出されている．プレニル化にはファルネシル化とゲラニル
ゲラニル化の２種がある．
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他の脂質修飾タンパク質と大きく異なっている．

これらのタンパク質脂質修飾は， GTP結合タンパク質，

プロテインキナーゼ，ホスファターゼ，Ca２＋結合タンパク

質，細胞膜受容体，細胞接着因子，細胞骨格タンパク質，

核タンパク質など細胞の機能制御において中心的役割を担

うタンパク質群に起きる．このため，これらの脂質修飾

は，細胞内および細胞間情報伝達，細胞内物質輸送，細胞

接着，細胞運動など多様な細胞過程で重要な役割を果たし

ている．また，これらの細胞機能とは全く異なり，ウイル

スや微生物の細胞への感染や増殖に脂質修飾タンパク質が

重要な機能を果たしていることも知られている１５）．

これらの脂質修飾タンパク質の脂質部位は，単に膜アン

カーとして機能するだけでなく，アシル化タンパク質やプ

レニル化タンパク質では，膜結合に影響を与えるタンパク

質側の構造的要因と組み合わさり，図２に示したような多

様な形式で，生体膜との可逆的な結合を生じ特異的な生理

活性を発現する．

またこれらの脂質修飾が原形質膜のラフトと呼ばれるミ

クロドメインへのタンパク質の局在を介して情報伝達の制

御に関わっていることを示すデータが蓄積している１６，１７）．

個々の脂質修飾タンパク質の機能発現機構の詳細について

は最近の総説を参照戴きたい１，６，１３，１８）．

これら３種の主要な脂質修飾に加えて，いくつかの新し

い脂質修飾が見出され，タンパク質の特異的機能発現に関

与していることが明らかにされている（図１B）．例えば，

生理活性ペプチドとして知られるグレリン（ghrelin）は，

N末端から３位に位置する Ser残基の -OH基が，炭素数８

の飽和脂肪酸であるオクタン酸によりエステル結合を介し

て O-アシル化されている３）．発生過程での形態形成におい

て重要な役割を担うヘッジホッグ（hedgehog）や，ショウ

ジョウバエの EGFレセプターのリガンドであるスピッツ

（spitz）は，成熟化し分泌する過程で N末端 Cys残基の

α-アミノ基がアミド結合により N-パルミトイル化され

る１９，２０）．またWntシグナル経路で機能するリガンドである

Wnt３aは，その N末端から７７位の Cys残基が S-パルミト

イル化され２１），２０９位の Ser残基が不飽和脂肪酸であるパ

ルミトレイン酸により O-アシル化されている５）．脂質修飾

タンパク質は通常，細胞内あるいは原形質膜に結合した状

態で存在するが，これらグレリン，ヘッジホッグ，スピッ

ツ，Wntはいずれも分泌タンパク質であり，その分泌過程

において，小胞体内腔でアシル転移酵素であるMBOAT

ファミリータンパク質によりアシル化されることが明らか

図２ アシル化タンパク質とプレニル化タンパク質の可逆的な膜結合を制御する多
様なメカニズム

アシル化タンパク質やプレニル化タンパク質の脂質部位を介した膜との結合は弱
く，安定な膜結合を生ずるためには，タンパク質中の連続した正荷電アミノ酸と膜
リン脂質の負荷電との静電的相互作用や，パルミトイル化による二重の脂質修飾が
必要とされる．これらの膜結合は，a）リガンド（Ca２＋，グアニンヌクレオチド等）
との結合によるタンパク質構造の変化，b）特異的タンパク質との結合による正荷
電アミノ酸のブロック，c）タンパク質リン酸化による正荷電の減少，d）可逆的な
パルミトイル化，e），f）脂質結合ドメインを持ったタンパク質との特異的結合，と
いった多様なメカニズムを介して巧妙に制御されている．
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にされた１３，２２，２３）．ヘッジホッグではこの N-パルミトイル化

に加え，C末端 Gly残基にエステル結合によりコレステ

ロールが結合する２４）．また，酵母の自食作用（オートファ

ジー）に必須なユビキチン様タンパク質である Atg８とそ

の哺乳類ホモログである LC３の C末端 Gly残基のカルボ

キシル基が，ホスファチジルエタノールアミンのアミノ基

とアミド結合により結合していることが示されている４）．

これらの新しく見出された脂質修飾は，いずれも脂質修飾

されたタンパク質の分泌，局在，特異的な機能発現に必須

であることが明らかにされている．今後さらに新しい脂質

修飾が見出されることも予想され，脂質修飾タンパク質の

発現する生理機能はさらに広がりをみせるものと推測され

る．

３． タンパク質脂質修飾と疾患

タンパク質 N-ミリストイル化やタンパク質プレニル化

は，発がんウイルスのがん遺伝子産物である Srcタンパク

質や Rasタンパク質に生ずる修飾反応であり，これらのタ

ンパク質の発がん活性に必須であることから，がんとこれ

ら脂質修飾との関連が知られていた２５）．特に，Rasタンパ

ク質の変異とがん化との強い相関が明らかになり，K-Ras

タンパク質では肺がんで２５％，大腸がんで５０％，膵臓が

んでは８０％に変異が生じ，活性化していることが報告さ

れている２６）．これらの事実を背景として，活性化 Rasの活

性を阻害することにより抗がん活性を発現する抗がん剤と

して，プレニル化阻害剤を使用する試みが進行してい

る２７）．また，N-ミリストイル化とがんとの関連について

も，N-ミリストイル化反応を触媒する N-ミリストイル転

移酵素（NMT）の発現が大腸がんや腺がんで上昇してお

り２８），さらに NMT基質である Srcの活性が大腸がんや肺

がん等で上昇していることが見出されている２９）．これらが

んとの関連に加えて，最近，脂質修飾が直接疾患に関与し

ている例が次々と見出されている（図３）．

ヒト遺伝性疾患であるヌーナン症候群と類似の疾患であ

る Noonan-like syndromeにおいては，Ras-MAPK経路の制

御タンパク質である SHOC２の２位 Ser残基が，遺伝子変

異に伴い Glyへと変化し，本来生じない N-ミリストイル

化が生じる．このため，SHOC２の細胞内局在が変化し，

成長因子刺激に伴う情報伝達に異常をきたし疾患が生じる

（図３A）３０）．パルミトイル化に関しては，ある種のがんや

ハンチントン舞踏病，統合失調症といった疾患がパルミト

イル化酵素（PAT）の機能不全と関連している可能性が示

図３ タンパク質 N-ミリストイル化とタンパク質ファルネシル化が関与する疾病
［A］ヒト遺伝性疾患である Noonan-like syndromeでは，Ras-MAPK経路の制御タンパク質である SHOC２の
２位 Ser残基が遺伝子変異に伴い Glyへと変化し，本来生じない N-ミリストイル化が生じ，SHOC２の細胞
内局在が変化することで成長因子刺激に伴う情報伝達に異常をきたし，疾患が生じる．
［B］ヒト遺伝性疾患であるプロジェリア症候群では，核タンパク質であるラミン Aにおいて，遺伝子変異に
伴いラミン A前駆体（プレラミン A）の C末端近傍に５０アミノ酸の欠失が起き，C末端がファルネシル化
されたままの変異ラミン Aが生じる．このため，ラミン Aの核への輸送に異常が起こり，正常な細胞増殖
が阻害される．
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唆されている３１）．またプレニル化に関しても，ヒト遺伝性

疾患であるプロジェリア症候群にプレニル化反応が関与し

ていることが明らかにされた．即ち，核タンパク質である

ラミン Aにおいて，遺伝子変異に伴いラミン A前駆体（プ

レラミン A）の C末端近傍に５０アミノ酸の欠失が生じ，

本来切断除去されるべきファルネシル化された C末端が

保持された変異ラミン Aが生じる．このため，ラミン A

の核への輸送に異常が生じ，正常な細胞増殖が阻害される

（図３B）３２）．さらに，GPIアンカー化については，GPIアン

カーの欠損が血液疾患の一種である発作性夜間血色素尿症

（PNH）や遺伝性 GPI欠損症（IGD）と呼ばれる難治性の

貧血や静脈血栓を引き起こすことが知られている３３）．ま

た，GPIアンカーをタンパク質に転移するトランスアミ

ダーゼ複合体を構成するタンパク質をコードする遺伝子

（PIG-U, PIG-T, GPAA１）ががん遺伝子として機能するこ

とが示されている３４）．以上のように，近年，タンパク質脂

質修飾の異常が疾患に直接関与する例が次々と明らかにさ

れており，今後さらにその数は増加するものと予想される．

４．３種の主要な脂質修飾タンパク質の合成過程

A． アシル化タンパク質の生合成

タンパク質アシル化には主として二つのタイプが存在す

る．一つはタンパク質 N末端 Gly残基に起きる N-ミリス

トイル化であり，他の一つは分子内 Cys残基に起きる

S-パルミトイル化である（図４A，B）．N-ミリストイル化

が通常タンパク質合成（翻訳）と同時に起きる不可逆的な

修飾であるのに対して，S-パルミトイル化は翻訳後に起き

る可逆的な修飾である．

N-ミリストイル化されるタンパク質の N末端にはMet-

Gly-で始まる８～９アミノ酸から成る N-ミリストイル化シ

グナルと呼ばれる配列が存在する３５）．タンパク質の翻訳途

中にメチオニンアミノペプチダーゼ（MAP）により開始

Metが切断除去された後，露出した N末端 Gly残基の

α-アミノ基に NMTがミリストイル-CoAのミリストイル

基を転移する（図４A）．

S-パルミトイル化は，タンパク質分子内部の Cys残基に

パルミトイル転移酵素（PAT）がパルミトイル-CoAのパ

ルミトイル基を転位する反応（図４B）である．最近，こ

の反応を触媒する PATとして，酵母から哺乳類まで広く

保存された DHHCファミリータンパク質が同定された３６）．

ヒトには２３種類の DHHCファミリータンパク質が存在

し，それぞれの基質特異性が異なり，特異的な基質タンパ

ク質のパルミトイル化を担っているものと考えられてい

る．これらの PATは膜結合酵素であり小胞体，ゴルジ体

あるいは原形質膜に局在すると考えられている．

これらの細胞質で生ずる N-ミリストイル化と S-パルミ

トイル化に加え，最近，前述のようにいくつかの分泌タン

パク質の分子内部の Ser残基の -OH基がそれぞれ特異的

な脂肪酸により O-アシル化されていることが見出され，

それらのアシル化が小胞体膜上に局在するアシル転移酵素

であるMBOATファミリータンパク質により小胞体内腔

で生じていることが明らかにされた１３）．

B． プレニル化タンパク質の生合成

タンパク質プレニル化には，ファルネシル化（炭素

数１５）と，ゲラニルゲラニル化（炭素数２０）の２種があ

る（図１B）．ファルネシル化はファルネシル転移酵素

（FTase）により，ゲラニルゲラニル化はゲラニルゲラニル

転移酵素 Iおよび II（GGTase I, II）により触媒される１２）．

FTaseと GGTase Iは，い ず れ も C末 端 に CaaX（CaaX

box：Cは Cys，aは脂肪族アミノ酸，Xは任意のアミノ

酸）というコンセンサス配列を持つタンパク質を基質とす

る．Xが Ala, Ser, Cys, Gln, Metの場合，CaaX boxは

FTaseにより認識され，ファルネシルピロリン酸を供与体

として CaaX boxの Cysの -SH基がファルネシル化され

る．また，Xが Leu, Ile, Pheの場合，GGTase Iにより認識

され，ゲラニルゲラニルピロリン酸を供与体としてゲラニ

ルゲラニル化が起きる．これらのイソプレノイドの付加に

続いて，aaXの３アミノ酸が，プレニル化された CaaX

boxを認識する特異的プロテアーゼ（Rce１）により切断除

去される３７）．この後，C末端に露出した Cys残基のカルボ

キシル基がメチル転移酵素（Icmt）により S-アデノシルメ

チオニンをメチル供与体としてメチル化される（図４C）３８）．

FTaseと GGTaseはいずれも細胞質に存在するが，Rce１と

Icmtはいずれも小胞体に局在するため，プレニル化タン

パク質は小胞体を経由して原形質膜へ移行する．ゲラニル

ゲラニル化を触媒するもう一つの酵素である GGTase II

は，C末端に CC，CXCあるいは CCXX（Cは Cys，Xは

任意のアミノ酸）という配列を持つタンパク質を認識し，

これらの配列中の二つの Cys残基の両方をゲラニルゲラ

ニルピロリン酸を供与体としてゲラニルゲラニル化す

る３９）．

C． GPIアンカータンパク質の生合成

GPIアンカータンパク質は，タンパク質 C末端のカルボ

キシル基にエタノールアミンを介して GPIが結合した構

造を持ち，原形質膜の外表面に局在する（図１A）．GPIア

ンカータンパク質の合成は小胞体膜上の内腔側で起きる．

これらのタンパク質は，N末端にシグナルペプチドを，ま

た C末端に２０～３０アミノ酸から成る GPIアンカー化を指

令する GPIアンカー化シグナルを持つ１４）．細胞質の遊離リ

ボソーム上で合成が始まった GPIアンカータンパク質前

駆体は，シグナルペプチドを介して小胞体膜表面へ移行

し，N末端から膜透過を開始する．この後，C末端に存在
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する GPIアンカー化シグナル中の疎水領域が膜透過停止

配列として働き，膜透過が停止し小胞体膜上に固定され

る．続いて膜貫通領域の N末端側に隣接する親水性領域

がトランスアミダーゼにより認識され切断された後，新た

に露出した C末端カルボキシル基に，末端にエタノール

アミンを有する GPIアンカーがアミド結合により結合す

る（図４D）．このような過程により小胞体膜の内腔側表面

に局在した GPIアンカータンパク質は，小胞輸送により

ゴルジ体を経由して原形質膜へと到達し，原形質膜の外表

面に膜タンパク質として局在する．

図４ 脂質修飾タンパク質の合成過程
［A］N-ミリストイル化は細胞質の遊離リボソーム上でタンパク質合成と同時に起きる．メ
チオニンアミノペプチダーゼ（MAP）による開始Metの脱離の後，N-ミリストイルトラ
ンスフェラーゼ（NMT）により N-ミリストイル化が起きる．
［B］S-パルミトイル化は，タンパク質合成後に，小胞体膜，ゴルジ体膜あるいは原形質膜
に局在するパルミトイルトランスフェラーゼ（PAT）により N-ミリストイル化タンパク
質，プレニル化タンパク質，膜貫通型タンパク質等の膜結合タンパク質中の Cys残基に
起きる．
［C］プレニル化では，タンパク質合成後，細胞質においてファルネシル転位酵素（FTase），
ゲラニルゲラニル転位酵素（GGTase）によりプレニル基の付加が起きた後，小胞体膜上
で特異的プロテアーゼ（Rce１），メチル転位酵素（Icmt）により C末端３アミノ酸の除去
と C末端システイン残基のメチル化が起きる．
［D］GPIアンカー化は小胞体膜上で起きる．N末端に存在するシグナルペプチドにより小
胞体内腔へ移行したタンパク質は C末端の疎水領域で膜に固定された後，トランスアミ
ダーゼにより C末端疎水領域の切断，および GPIとの結合が起きて GPIアンカータンパ
ク質が生成する．
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５． 脂質修飾タンパク質の一般的検出法

通常，タンパク質の脂質修飾の検出にはMALDI-TOF

MS等の質量分析が用いられる．即ち細胞や組織中に存在

する目的タンパク質を二次元電気泳動や液体クロマトグラ

フィーにより一定量精製し，プロテアーゼ等で切断後，得

られたペプチドの質量を質量分析により求める．これを

DNAの配列から推定される質量と比較することで脂質修

飾が検出される．この手法は，特定のタンパク質に生ずる

脂質修飾を検出し，その修飾部位を明らかにする方法とし

て優れているが，細胞毒性を有するタンパク質等の微量し

か発現しないタンパク質や特殊な条件下でのみ発現するタ

ンパク質の解析は困難であり，ゲノム中に存在するすべて

のタンパク質を対象にした網羅的な解析は不可能である．

質量分析を用いることなく特定の遺伝子産物に生ずる脂

質修飾を検出する場合，通常，遺伝子導入した培養細胞を

用いた代謝標識が用いられる（図５A）．即ち，N末端ある

いは C末端にタグを付与した目的遺伝子（cDNA）を COS-１

細胞等の培養細胞に導入し，特異的なラジオアイソトープ

（RI）-標識基質とインキュベート後，細胞溶解液を得る．

これを抗タグ抗体を用いて免疫沈降後 SDS-PAGE，フルオ

ログラフィーにより目的遺伝子産物における修飾の有無を

検出する４０）．３種の主要な脂質修飾はすべてこの手法によ

り検出可能である．この際，N-ミリストイル化，パルミト

イル化の検出には RI-標識ミリスチン酸，パルミチン酸

が，プレニル化の検出には RI-標識メバロン酸が，また

GPIアンカーの検出には GPIアンカーの構成成分であるエ

タノールアミンの RI-標識体が用いられる．これらの手法

には RI-標識基質の使用が必要であったが，最近ではケミ

カルバイオロジーの手法の発展に伴い，クリックケミスト

リーと呼ばれる反応を応用した検出法が開発され，RIを

用いない代謝標識によって，脂質修飾タンパク質を検出す

ることも可能となっている．この場合，目的タンパク質に

アジド修飾脂質を取り込ませた後，アルキン化したビオチ

ンや蛍光色素等の検出試薬を反応させて検出する４１，４２）．

これらの遺伝子導入した培養細胞における代謝標識は，

細胞で実際に発現した特定の遺伝子産物に生ずる脂質修飾

を直接検出する手法として優れているが，培養細胞を使用

することから操作が煩雑であり，多検体の試料の解析が難

しく，またフルオログラフィーによる RI-標識の検出に時

間がかかるという欠点を有している．また，細胞毒性を有

するタンパク質や，分子量の大きなタンパク質，複数回膜

貫通型タンパク質といった，遺伝子導入した細胞でごく少

量しか発現しないタンパク質の解析は困難である．これら

図５ 代謝標識法を用いた脂質修飾タンパク質の検出
［A］遺伝子導入細胞における代謝標識を用いた検出．
［B］無細胞タンパク質合成系における代謝標識を用いた検出．
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の問題を解決する手法として無細胞タンパク質合成系にお

ける代謝標識が挙げられる（図５B）．実際，この手法を用

いて N-ミリストイル化やプレニル化，GPIアンカー化と

いったタンパク質合成と共役した脂質修飾が比較的容易に

検出できるが８，９），このことは一般にあまり知られていな

い．

６． 無細胞タンパク質合成系

無細胞タンパク質合成系とは，タンパク質の合成装置で

あるリボソームや翻訳因子などを含む細胞や組織抽出液

に，タンパク質を構成するアミノ酸，エネルギー源である

ATPなどを加え，目的タンパク質をコードする RNAまた

は DNAを鋳型として，タンパク質を試験管内で合成する

方法である．RNAを鋳型にする方法では，鋳型 RNAとし

て全 RNA, mRNA, in vitro 転写産物が用いられる．DNA

を鋳型にする方法（転写／翻訳系）では，鋳型 DNAとし

て，転写プロモーターと翻訳開始点の下流に組み込まれた

目的遺伝子を含むプラスミドや PCR／RT-PCRの産物を用

いることができる．これまでに大腸菌４３），コムギ胚芽４４），

ウサギ網状赤血球４５），昆虫培養細胞４６）の抽出液など，様々

な生物種由来の無細胞タンパク質合成系が確立され，市販

されている．無細胞タンパク質合成系は，生細胞を用いる

発現系と比較して，必要とするいくつかの成分を混合する

操作のみで短時間でタンパク質合成が生じる．このため，

多検体の目的タンパク質を速かに合成することができ，ま

た合成タンパク質を簡単に標識することができる．細胞に

とって毒性のあるタンパク質の合成が可能であることも大

きな利点である４７）．

無細胞タンパク質合成系に，タンパク質合成能のみなら

ず，種々のタンパク質翻訳後修飾能が存在することが確認

されている．例えば，開始Met脱離，N-アセチル化と

いった翻訳反応と共役して生じる修飾４８，４９）や，リン酸化，

ユビキチン化５０）といった，翻訳後に生じる修飾反応も検出

できることが報告されている．また，ミクロソーム膜画分

を添加することで，小胞体膜上で生じる糖鎖付加，シグナ

ルペプチド切断５１）や，膜タンパク質の膜への組み込み５２）が

検出できることも知られている．このミクロソーム膜画分

存在下での無細胞タンパク質合成系を用いることによっ

て，脂質修飾の一つである GPIアンカー化が検出できる

ことが報告されている．この場合，ミクロソーム膜画分存

在下で GPIアンカータンパク質をコードする mRNAを翻

訳させると，リボソーム上で合成が開始されたタンパク質

は，シグナルペプチドを介して小胞体内腔へと移行し，小

胞体内腔において GPIアンカー化シグナルを介した GPI

アンカー化反応が進行する．このタンパク質に生じた GPI

アンカー化は，得られたタンパク質を PI-特異的ホスホリ

パーゼ C（PI-PLC）で処理することにより，GPIアンカー

部分が遊離されることで検出される５３）．この GPIアンカー

化に加えて，N-ミリストイル化５４）やプレニル化５５）といった

翻訳と共役した脂質修飾が無細胞タンパク質合成系で検出

できることが知られている．この方法では，修飾反応に特

異的な RI-標識基質（［３H］-ミリスチン酸，［３H］-メバロン

酸）存在下で，目的遺伝子に対応する mRNAをウサギ網

状赤血球溶解液等の無細胞タンパク質合成系を用いて翻訳

させる．これを SDS-PAGE，フルオログラフィーに供与し

てタンパク質への RI-標識基質の取り込みから修飾の有無

を検出する（図５B）．

無細胞タンパク質合成系により，ゲノム全体を対象とし

た網羅的な解析を実行するためには全ゲノムをカバーする

cDNAリソースを用いて解析を行う必要がある．ヒトをは

じめとする多くの生物の cDNAリソースの整備が世界各

国で精力的に進められている５６）．特にヒト cDNAに関して

は，日本の貢献が大きく，現在では約２２，０００個程度とさ

れるヒト遺伝子の約７割（１５，０００個）の cDNAクローン

が比較的安価で市販される状況になっている．近い将来，

ヒトを含むいくつかの生物について，その全ゲノムをカ

バーする cDNAリソースが利用可能になるものと推測さ

れる．

７． 無細胞タンパク質合成系を用いた

脂質修飾シグナルの解析

タンパク質の脂質修飾は N末端や C末端のわずか数ア

ミノ酸のアミノ酸配列により指令される．従って，特定の

脂質修飾を指令するアミノ酸配列要求性が正確に明らかに

なれば，対象とするタンパク質のアミノ酸配列から特定の

脂質修飾の有無を正確に予測することができる．実際，こ

れまでに明らかにされたアミノ酸配列要求性をもとに

N-ミリストイル化，パルミトイル化，プレニル化，GPIア

ンカー化のそれぞれについて，タンパク質のアミノ酸配列

から脂質修飾の有無を予測するプログラムが開発され，い

ずれもインターネット上で公開されている（表１）．しか

しながら，後述するように，これらの予測プログラムの信

頼性はいずれも高いとは言い難いのが現状である．

生理的に極めて重要な役割を果たすことが知られている

アシル化反応の一つである N-ミリストイル化は，N末端

の７～９アミノ酸から成る N-ミリストイル化シグナルによ

り指令される．この N-ミリストイル化シグナルについて

は，主として精製した NMTと基質ペプチドを用いた解

析５７，５８）から，この配列中の各位置のアミノ酸の要求性につ

いては明らかにされているものの，N末端配列のみから修

飾の有無を正確に予測できるほどの詳細なアミノ酸配列要

求性の解明には至っていない．特に，N-ミリストイル化に

必須である N末端Met-Gly-という配列は，開始Metの脱

離後，N-ミリストイル化だけでなく，N-アセチル化される
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可能性もあり，この二つの N末端修飾のアミノ酸配列要

求性の関係については何ら知見が得られていなかった．そ

こで我々は，無細胞タンパク質合成系における代謝標識法

を用いて，この N-ミリストイル化を指令する N-ミリスト

イル化シグナルに要求されるアミノ酸配列の要求性を詳細

に検討した．即ち，N末端に N-ミリストイル化モチーフ

［Met-Gly-X-X-X-Ser-X-X-X（Xは任意のアミノ酸）］を持

つモデルタンパク質を用い，部位指定変異によりモチーフ

内の各アミノ酸について一連の置換変異体を作製し，無細

胞タンパク質合成系における［３H］-ミリスチン酸の取り込

みにより N-ミリストイル化を，また［３H］-アセチル CoA

の取り込みにより N-アセチル化を検討した４８，５４）．

その結果，効率良く N-ミリストイル化が生ずるために

は，N末端のMet-Gly-配列に加えて，それに続く３位と

６位及び７位のアミノ酸の種類とその組み合わせが極めて

重要であることが示された．例えば，６位が Serの場合，

３位には１２種ものアミノ酸が許容されるのに対し，６位が

Ser以外のアミノ酸の場合では Asn, Glnといったごく少数

のアミノ酸のみが３位に許容される（図６）４８）．

また，７位のアミノ酸が Lysである場合，３位のアミノ

酸の要求性が変化し，Pro以外の殆どのアミノ酸が許容さ

れるようになることが見出された．さらに N-ミリストイ

ル化と N-アセチル化を指令するアミノ酸配列は一部重複

しており，Met-Gly-X-X-X-Ser-X-X-Xモチーフを N末端に

持つタンパク質のうちの一部は N-ミリストイル化ではな

く N-アセチル化が生じていることが明らかになった．特

に３位が Asp, Gluの場合，その多くが N-ミリストイル化

ではなく N-アセチル化されることが示された４８）．さらに，

表１ タンパク質脂質修飾の予測プログラム

脂 質 修 飾 プログラム名 ホームページアドレス（URL）

N-ミリストイル化 MYR Predictor http:／／mendel.imp.ac.at／myristate／SUPLpredictor.htm
N-ミリストイル化 Myristoylator http:／／au.expasy.org／tools／myristoylator／
パルミトイル化 CSS-Palm http:／／csspalm.biocuckoo.org
プレニル化 PrePS http:／／mendel.imp.ac.at／PrePS／
GPI-アンカー化 big-PI Predictor http:／／mendel.imp.ac.at／gpi／gpi_server.html

図６ 無細胞タンパク質合成系における代謝標識を用いた N-ミリストイル化シグナルにお
けるアミノ酸配列要求性の検討

TNFの成熟領域の N末端をMet-Gly-X-X-X-Ser-モチーフに一致させた変異体を用いて，３
位と６位のアミノ酸の組み合わせが N-ミリストイル化に及ぼす影響を，ウサギ網状赤血球
溶解液を用いた無細胞タンパク質合成系における代謝標識を用いて検討した．３位と６位
のアミノ酸の組み合わせが N-ミリストイル化に大きく影響することがわかる．
［A］６位がセリンの場合の３位アミノ酸の影響．
［B］６位がアラニンの場合の３位アミノ酸の影響．
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３位，６位，７位のアミノ酸の組み合わせによっては，単

一の N末端配列でありながら，N-ミリストイル化と N-ア

セチル化によるヘテロな修飾が生じ得ることが見出され

た．この３位と６位及び７位のアミノ酸の組み合わせの制

限は，これまでに生体内で N-ミリストイル化が生じてい

ることが実験的に証明された殆ど全ての N末端配列で満

たされていることが確認された．このことから，これらの

アミノ酸配列要求性が生体内に存在する N-ミリストイル

化タンパク質に適用可能であることが明らかになった５４）．

そこで，この３位，６位，７位のアミノ酸配列要求性を

用いて，これまでに見出されていなかった生理的に重要な

N-ミリストイル化タンパク質を，その N末端配列のみか

ら発見できないかと考え，以下の実験を行った．ここで

は，アポトーシス誘導因子 Bidについて見出された翻訳後

N-ミリストイル化反応に注目し解析を行った．

８． アポトーシス過程で翻訳後 N-ミリストイル化される

タンパク質の探索

Bidはアポトーシスの過程において重要な役割を果たす

細胞質タンパク質であり，アポトーシス刺激に伴いカス

パーゼ-８により切断されミトコンドリアへ移行し，ミト

コンドリアからのシトクロム c の遊離を誘導することに

よりアポトーシスを進行させる．このカスパーゼ-８によ

る切断に伴い生じた Bidの C末端側フラグメント（trun-

cated Bid；tBid）が，翻訳後に N-ミリストイル化を受ける

こと，さらにこの N-ミリストイル化が tBidのミトコンド

リアへの移行およびシトクロム c の遊離に必須であるこ

とが明らかにされた（図７）５９）．

このように，Bidに生ずる翻訳後 N-ミリストイル化は，

アポトーシスのレセプター経路とミトコンドリア経路とを

直接連結する役割を担う極めて重要な翻訳後修飾である．

カスパーゼ基質の中には，Bidと同様にカスパーゼ切断に

伴いその C末端側フラグメントの N末端に Gly残基を露

出する基質が数多く存在する．このことから，Bid以外に

もアポトーシス過程で翻訳後 N-ミリストイル化を生ずる

カスパーゼ基質が存在するものと予測された．そこで，

我々はカスパーゼ切断に伴い N末端に Gly残基を新たに

露出する既知のカスパーゼ基質の中から，N-ミリストイル

化に要求される３位，６位，７位の制限を満たすものを見

出し，この配列の N末端１０残基をモデルタンパク質であ

る TNF成熟領域に融合し，この融合タンパク質の N-ミリ

ストイル化を無細胞タンパク質合成系における代謝標識に

より検討した．その結果，細胞骨格系タンパク質であるア

クチンやゲルゾリンの C末端側カスパーゼ切断断片の

N末端１０アミノ酸が， tBidの N末端１０アミノ酸と同様，

効率良くタンパク質 N-ミリストイル化を指令することが

明らかになった６０）．アクチンとゲルゾリンの全長 cDNAを

遺伝子導入した COS-１細胞を用いた解析から，アポトー

シス誘導に伴いアクチンとゲルゾリンがカスパーゼにより

切断され，その C末端側断片（tアクチン，tゲルゾリン）

が実際に翻訳後 N-ミリストイル化を生ずることが示され

た６０，６１）．さらに，これらの C末端側のカスパーゼ切断断片

に生ずる翻訳後 N-ミリストイル化は tアクチンではミトコ

ンドリアへの移行を指令する６０）が，アポトーシスの促進も

抑制も起こさないこと，また，tゲルゾリンでは，細胞内

局在に影響を与えないが，アポトーシス阻害活性に直接関

与すること（図８）を見出し，翻訳後 N-ミリストイル化が

細胞骨格系タンパク質を介したアポトーシスの制御に重要

な役割を演じている可能性を示した６１）．

以上のように，アクチン，ゲルゾリンがアポトーシス過

程で，カスパーゼ切断に伴い翻訳後 N-ミリストイル化を

生じ，その局在や機能を変化させることは明らかである．

しかし，これらの現象の分子機構やその生理的意義，また

Bidに生ずる翻訳後 N-ミリストイル化との関連等について

は明らかではなく，今後の検討課題である．これらの結果

は，翻訳後 N-ミリストイル化が，Bidのみに生ずる例外的

な修飾反応ではなく，生理的に重要な機能を担う，普遍的

なタンパク質修飾の一つであることを示している．このア

クチンおよびゲルゾリンに生ずる翻訳後 N-ミリストイル

化の発見に続いて，我々の用いた方法と全く同様の手法を

用いて，セリン／スレオニンキナーゼである PAK-２がア

ポトーシス過程で翻訳後 N-ミリストイル化され，アポ

トーシスを促進させることが他のグループからも報告され

た６２）．さらに，前述のアジド修飾脂質（azido-myristate ana-

logue）とアルキン化したビオチンを用いた代謝標識によ

り，Jurkat細胞においてアポトーシス誘導に伴い１５個の

タンパク質が N-ミリストイル化されることが示された６３）．

これらのタンパク質のアポトーシスにおける機能は不明で

あるが，今後の解析から，アポトーシス過程で生ずる翻訳

後 N-ミリストイル化の機能の全体像が次第に明らかに

なってゆくものと考えられる．

９． 無細胞タンパク質合成系と質量分析の組み合わせに

よるタンパク質脂質修飾の解析

無細胞タンパク質合成系における代謝標識による検出法

は，簡便に脂質修飾を同定できるという長所を持つが，修

飾部位，結合様式，といった修飾反応の詳細な解析が不可

能であるという欠点を有していた．最近市販された昆虫細

胞抽出液を用いた無細胞タンパク質合成系は，哺乳類由来

のウサギ網状赤血球溶解液と同様の翻訳後修飾能を持ち，

質量分析が可能な量のタンパク質合成が認められた．そこ

で我々は，この昆虫細胞抽出液を用いた無細胞タンパク質

合成系で得られたタンパク質を用いて質量分析によりタン

パク質修飾が検出できないかと考え，アフィニティー精製
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したモデル修飾タンパク質を電気泳動後，ゲル内消化し，

質量分析計を用いてMSおよびMS／MSにより解析した

（図９）．

その結果，N-ミリストイル化，プレニル化といった脂質

修飾や，開始Metの脱離，N-アセチル化といった N末端

修飾について，修飾部位，修飾様式の同定を含めた詳細な

解析が可能であることが示された６４，６５）．

例えば，翻訳後 N-ミリストイル化が生ずることが見出

された tゲルゾリンについてこの解析系を用いて解析した

ところ，ミリストイル CoA存在下で無細胞合成した tゲ

ルゾリンでは N末端 Gly残基が N-ミリストイル化された

ペプチド断片が明確に検出された．これに対して，ミリス

トイル CoA非存在下での合成ではこの N-ミリストイル化

ペプチドは検出されなかった．また，２位 Glyを Alaに置

換し N-ミリストイル化を阻害した G２A変異体について解

析したところ，驚いたことに，この変異体は N末端 Gly

残基が N-ミリストイル化される代わりに，もう一つの

N末端修飾である N-アセチル化が生じていることが明ら

かになった６４）．この結果は，これまで N-ミリストイル化の

阻害による効果を検討するために，長年にわたって世界中

で行われてきた G２A変異体を用いた解析では，N-ミリス

トイル化が阻害されていたことに加え，N-アセチル化が生

じていた可能性が高いことを示す重要な結果と考えられ

る．

以上の例で示されたように，無細胞タンパク質合成系と

質量分析を組み合わせた解析手法は，N末端修飾や脂質修

飾といったタンパク質合成と共役したタンパク質修飾の解

析手法として極めて有効な手段である．

１０． 昆虫細胞由来無細胞タンパク質合成系を用いた

ヒト N-ミリストイル化タンパク質の網羅的同定

前述の翻訳後 N-ミリストイル化タンパク質の探索にお

いて，目的タンパク質の N末端１０アミノ酸を含む融合タ

ンパク質を無細胞タンパク質合成系を用いて代謝標識によ

り解析する方法が極めて効果的であったことから，同様の

手法を用いてヒトゲノム中に存在する N-ミリストイル化

タンパク質の網羅的な探索法の確立を試みた．この場合，

無細胞タンパク質合成系としては，質量分析が可能な昆虫

細胞由来のものを使用した．ここでは，ヒト cDNAリ

ソースを出発材料とし，N-ミリストイル化タンパク質の網

羅的同定を試みた．約２，０００個の cDNAから成る，かず

さ DNA研究所ヒトタンパク質発現クローン（Flexi ORF

clones）６６）を解析対象とし，この中から N末端にMet-Gly配

列を持つ cDNA１４１個を選択した．その N末端１０アミノ

酸をモデルタンパク質 tゲルゾリンの N末端１０アミノ酸

と置換した融合タンパク質のセットを構築し，これらの

N-ミリストイル化を昆虫細胞由来無細胞タンパク質合成系

（転写／翻訳システム）における［３H］-ミリスチン酸標識

により検討した（図１０）６７）．

その結果，１４１個の cDNAクローン中の２９個の cDNA

の翻訳産物の N末端配列が効率良く N-ミリストイル化を

指令することが明らかになった．これら１４１個の融合タン

パク質の N末端アミノ酸配列について，N-ミリストイル

化を予測する二つの予測プログラム（MYR Predictor,

Myristoylator）６８，６９）を用いて予測を行い，代謝標識による実

験結果と比較した．その結果，二つの予測プログラムでの

予測結果は多くのサンプルについて互いに異なり，またい

ずれの予測プログラムについても，実験結果と一致しない

サンプルが多数存在していることが示され，これらの予測

プログラムの信頼性は低いことが明らかになった（図１０

下段）．次に，融合タンパク質を用いた実験から N-ミリス

トイル化を生ずることが見出された２９個のサンプルにつ

いて，その全長 cDNAを用いて無細胞タンパク質合成系

および，遺伝子導入細胞（COS-１細胞）における代謝標

識により N-ミリストイル化を検討した．その結果，２９個

のうち少なくとも２７個の全長 cDNAの翻訳産物に N-ミリ

ストイル化が生ずることが示された．これらのタンパク質

を無細胞タンパク質合成系で合成，精製し，質量分析によ

り解析した結果，N末端 Gly残基にミリストイル基の付加

が確認された．

これら２７個のタンパク質についてデータベース検索を

行ったところ，２７個中の９個は，三量体型 Gタンパク質

αサブユニット（Gαi１），低分子量 Gタンパク質（Arf１），

非受容体型チロシンキナーゼ（Abl１），ホスホジエステラー

ゼ（PDE２A）といった既知の N-ミリストイル化タンパク

質であり，いずれも細胞情報伝達において重要な機能を担

う生理活性タンパク質であった．残りの１８個は，これま

でに N-ミリストイル化が生ずることが報告されていない

新規の N-ミリストイル化タンパク質であり，このうち

１３個は機能未知のタンパク質であった．機能の報告され

ている５個の新規 N-ミリストイル化タンパク質のうちの

４個は，E３ユビキチンリガーゼ（MGRN１），細胞骨格制

御タンパク質（FMNL２），細胞骨格結合タンパク質

（DIXDC１），アポトーシス関連タンパク質（AMID）といっ

た，細胞情報伝達に直接関わる生理活性タンパク質であ

り，これらのタンパク質の機能発現に N-ミリストイル化

が重要な機能を果たしているものと推察された．これらの

新規な N-ミリストイル化タンパク質の機能発現における

N-ミリストイル化の役割については，現在検討中である．

また，５個の機能既知の新規 N-ミリストイル化タンパク

質のうち残り１個は，Serinc１と呼ばれるアミノ酸輸送体

タンパク質であり，１１回膜貫通型の膜貫通タンパク質で

あると報告されたタンパク質であった７０）．さらに，１８個の

新規 N-ミリストイル化タンパク質の中には，この Serinc１
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図７ Bidの翻訳後 N-ミリストイル化とアポトーシス誘導
Bidは TNF刺激等のアポトーシス刺激に伴いカスパーゼ-８により切断さ
れ，生じた C末端側フラグメント（tBid）の N末端が N-ミリストイル化
を受けミトコンドリアへ移行する．ミトコンドリアへ移行した tBidはミ
トコンドリア外膜の透過性を亢進しミトコンドリアからのシトクロム c
の漏出を誘導してアポトーシスを進行させる．

図８ 翻訳後 N-ミリストイル化された
tゲルゾリンはアポトーシスを阻
害する

IRES-ベクターを用いて，tゲルゾリン
と EGFPとを COS-１細胞において共発
現させ，エトポシド処理によるアポ
トーシス誘導に対する感受性を検討し
た．この際，アポトーシスは核の断片
化の有無をヘキスト染色により検出す
ることで検討した．tゲルゾリンを発
現した細胞（EGFP-ポジティブ細胞）で
は細胞の形態変化も核の断片化も生じ
ていないのに対して（左図，上段），N-
ミリストイル化を阻害した tゲルゾリ
ン G２A変異体を発現した細胞では，
細胞の球形化と核の断片化が認められ
た（左図，下段）．右図は，EGFP-ポジ
ティブ細胞中のアポトーシス細胞の割
合を示した．tゲルゾリン発現細胞で
はアポトーシスが強く抑制されている
ことがわかる．

図９ 昆虫細胞由来無細胞タンパク質合
成系と質量分析を組み合わせた脂
質修飾タンパク質の解析

N末端あるいは C末端にタグを付加した
cDNAを作成し，これを鋳型として
mRNAを作製する．続いて，目的とする
脂質修飾に必要な基質（ミリストイル
CoA，ファルネシルピロリン酸，ゲラニ
ルゲラニルピロリン酸等）の存在下で，
昆虫細胞由来無細胞タンパク質合成系に
よりタンパク質合成を行う．これをア
フィニティー精製し，電気泳動後，ゲル
内消化し，質量分析計を用いてMSおよ
びMS／MSにより解析を行う．
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以外に，その疎水性プロットから膜貫通タンパク質である

と推定されるタンパク質が３個存在した．これまでに，ウ

イルス由来のタンパク質中に N-ミリストイル化された膜

貫通タンパク質が存在することが報告されている７１）．ま

た，我々は，昆虫であるカイコの Gタンパク質共役型受

容体（GPCR）であるチラミン受容体の N末端が N-ミリ

ストイル化されていることを明らかにしている７２）．しか

し，ヒト由来のタンパク質については，これまでに N-ミ

リストイル化された膜貫通タンパク質の存在を示す明確な

データは報告されていない．今回見出されたヒト由来の膜

貫通タンパク質に生ずる N-ミリストイル化がどのような

機能を持つのかが注目される．

以上，約２，０００個の cDNAクローンを解析対象として

解析を行った結果，１８個の新規な N-ミリストイル化タン

パク質が見出された．ヒトのゲノム中には２２，０００個程度

の機能的な遺伝子が存在するとされていることから，ヒト

全 cDNAを解析対象として同様の解析を行うことで，計

算上，約２００個もの新規な N-ミリストイル化タンパク質

が発見されるものと予測される．これらのことから，

cDNAクローンと無細胞タンパク質合成系を用いた解析法

は，ゲノムから脂質修飾タンパク質を網羅的に同定する手

法として極めて優れていると考えられる．

１１． お わ り に

脂質修飾タンパク質の多くは，細胞情報伝達をはじめと

する多くの細胞の機能発現過程において重要な役割を果た

しており，またその異常は，様々な疾病に関連することも

明らかになってきた．しかしこのような生理的な重要性に

もかかわらず，タンパク質の脂質修飾の解析は，他の翻訳

後修飾と比較して遅れている．これまでに実験的に同定さ

れた脂質修飾タンパク質の数は，生体内で発現している全

脂質修飾タンパク質のごく一部でしかないことは明らかで

ある．本稿で紹介した無細胞タンパク質合成系を用いた代

謝標識法は，生体サンプルから抽出したタンパク質を必要

とせず，目的タンパク質をコードする cDNAとラジオア

イソトープを使用できる環境さえあれば，簡易な設備で容

易に解析が可能であり，cDNAリソースを対象とした網羅

的解析手法としても極めて有効である．また，この手法と

質量分析を用いた解析とを組み合わせることで，修飾部位

や修飾基の同定といった脂質修飾の詳細な解析も可能であ

る．本稿ではタンパク質 N-ミリストイル化について紹介

したが，同様の手法がプレニル化や GPIアンカー化と

いった他の脂質修飾にも適用可能である．今後，これらの

手法がプロテオーム解析を行っている多くの研究者に用い

られ，様々な生物種由来の cDNAリソースから多くの新

規な脂質修飾タンパク質が見出され，その機能解析が進む

ことを期待したい．

本稿において紹介した筆者らの研究のうち，昆虫細胞由

来無細胞タンパク質合成系を用いた研究成果は（株）島津製

作所との共同研究により得られたものである．鈴木崇博

士，安藤英治博士をはじめ，関係の皆様に感謝致します．

また，その他の研究は，私の研究室に所属した学部学生，

大学院生とともに行った研究である．興味を持って研究に

邁進してくれた守屋康子博士，石坂瑠美博士をはじめとす

る多くの皆さんにこの場を借りて感謝の意を表します．
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