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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　　近年、ミトコンドリア蛋白質合成系に異常をもたらすミトコンドリア翻訳因子の病的変異が相次いで同定されている。また、ある種の抗がん剤や抗生物質が、ミトコンドリアリボソームに作用して誤翻訳や翻訳抑制を誘発して副作用をもたらすことが問題となっている。ミトコンドリアにおける蛋白質合成の分子機構の詳細、その高次生命現象との関わり、ミトコンドリアリボソームの機能構造相関に関する知見、等を得る重要性が高まっている。本研究では、哺乳類ミトコンドリア翻訳伸長因子tu(EF-Tumt)のリン酸化に伴うミトコンドリア蛋白質合成系の制御機構及びその細胞死における生理的な意義について解析した。

　　HL-60細胞は、TPA処理によって単球/マクロファージへと分化する。分化を終えてマクロファージとしての役割を終えた細胞は最終的にアポトーシスへと向かうが、それに先立ってミトコンドリアの肥大やミトコンドリア膜電位の低下、シトクロムCの放出、などが起こることが明らかにされている。申請者は、HL-60細胞においてTPA処理に応答してmt翻訳活性が著しく抑制されることを見いだしている（Takeuchi N. et al.（2003）　J Biol Chem.）。本研究では、HL-60細胞におけるEF-Tumtのリン酸化とその細胞死における役割に着目して研究を進めた。
1 EF-Tumtリン酸化酵素の同定：
 in  vitroでEF-Tumtをリン酸化する活性を指標にしてHL-60細胞からEF-Tumtリン酸化酵素を分離精製し、質量分析を行ったところ、protein kinase C delta (PKCδ)であることが明らかとなった。組み替えPKCδがin vitro でEF-Tumtをリン酸化できること、PKCδ特異的な阻害剤であるRottolerinが細胞抽出液中のEF-Tumtリン酸化活性を阻害することを確認した。最近EF-Tumtのリン酸化が心筋の虚血再灌流に伴って促進されること（He H. et al (2001) Circ Res.）、心筋の虚血再灌流に伴ってPKCがミトコンドリアに移行すること(Murriel CL.et al.(2004) J Biol Chem)が２つのグループから独立に報告されており、これらはin vivoにおいてPKCがEF-Tumtのリン酸化酵素であることを支持している。

2 PKCδの細胞内局在 の解析（細胞内におけるPKCとEF-Tumtのco-localizationの検証）：
　細胞分画によってPKCの細胞内局在を調べたところ、HL-60細胞ではTPA処理に応答してPKC が細胞質からミトコンドリアへ移行することが明らかになった。さらにproteinase K protection assayおよびミトコンドリア分画の解析から、PKCδはミトコンドリアの内部（内膜およびマトリックス）まで挿入されることを明らかにした。また、EF-Tumtの大部分がミトコンドリア内膜に結合した形で存在していることも明らかにした。ミトコンドリア内膜およびマトリックスにおけるPKCとEF-Tumtのco-localizationは、in vivo においてPKCが実際にEF-Tumtをリン酸化することを支持する結果であり、PKCδはミトコンドリア内膜もしくはマトリックスでEF-Tuをリン酸化すると考えている。

3 EF-Tumtの特異的分解の発見：
　HL-60細胞を長時間TPA処理するとEF-Tumtが特異的に分解を受けることを見いだした。さらにその様子を二次元電気泳動で解析した結果、酸性側のEF-Tumtから分解されて行くことが明らかとなった。申請者はそれまでに、二次元電気泳動でEF-Tumtを解析すると酸性側のEF-Tumtのみがリン酸化されていること明らかにしており、リン酸化EF-Tumtがより不安定であることが示唆されたとともに、EF-tumtのリン酸化が分解のシグナルとなっている可能性が考えられた。
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	欧文概要　ＥＺ

Mitochondria play pivotal roles in eukaryotic cells in producing cellular energy and essential metabolites, as well as in controlling apoptosis by integrating numerous death signals. Recently, evidence has emerged that mitochondria are also implicated in the regulation of cell growth and differentiation. The coordination of mitochondrial and nuclear genetic systems in the cell is necessary for proper mitochondrial biogenesis and cellular functioning. However, little is known about the control of mitochondrial translation activity.

In the present work, we have studied the phosphorylation of mitochondrial translation elongation factor Tu (EF-Tumt) during apoptosis in HL-60 cells in response to TPA.  We have isolated the EF-Tumt phophorylating kinase from HL-60 lysates on the basis of its ability to phosphorylate recombinant EF-Tumt. Mass spectrometric analysis as well as antigenic properties of the purified kinase identified it as PKC. We show that PKC tanslocates from cytosol into mitochondria during TPA-treatment of HL-60 cells, accompanied by the increased phosphorylation at T505 and S643, which are believed to prime the enzyme to be activated. We also show that phosphorylated EF-Tumt is specifically degraded in HL-60 cells in response to TPA-treatment. We propose that phosphorylation of EF-Tumt and the resulting degradation of EF-Tumt is a trigger for the downregulation of mitochondrial translation system, and leads to apoptosis of HL-60 cells in response to TPA-treatment.
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