学会は全部で１８０人くらいが参加、盛況です。学会は朝７時から食事、８−１１時がセッション、午後は自由時間で４時に戻り、ポスターを見、５−７時、遅いときは夜の１２時頃まで、シンポジウムとポスター討論をしています。以下が主要な発表の報告です。

1. Peter Isakson(Searle/Pharmacia)　Keynote address
彼はPhilip Needlemanの後継者でCox-2阻害剤（Celecoxib）を開発した人です。酵素の発見から７年で臨床に入ったわけです。現在バイアグラを上回り、年間の売り上げは１０００億を優に超えています。胃腸障害が少ないのが最大の利点です（質問１：アスピリンと比べて何故胃腸障害が少ないのですか？）。問題点としてCardiovascular diseaseを悪化させるという報告があります。例えば、２００１年のJAMA, 285, 954-959。これはCox-2がPGISとカップリングしている可能性を示すものです。しかし、一方、動脈硬化などは初期はマクロファージが関与する炎症反応ですから、特異的阻害剤を予防に使うと良い説もあり、実際に動脈硬化巣ではCox-2の発現が増えています。これがどちらに傾くかはdrugの将来にとって非常に大きいことですが、９１年にエンドトキシンで活性化したmonocyteで増える遺伝子、あるいは腫瘍プロモータで誘導される配列(TIS-10と言う名はここから来たのです)がCox-1と６０％相同性があるということから、急速に創薬につながっていた歴史は極めてダイナミックなものです。大腸がんの予防に良いという話(New Engl. J. Med. 348, 891-899,2003) が次のターゲットだし、また、他のガンにも効くのではという期待もあります。実際、多くの浸潤性のガンでは高率（７−８０％）でCox-2の発現増加が見られています。CNS injuryでCox-2が発現することが知られていますが（丁度、kids cPLA2の様に）、Cox-2発現細胞は神経細胞死を起こしやすい様です。ただ、既に診断されているアルツハイマーに使っても効かないという臨床データも出していました。

２．Raymond DuBoisというのもなかなかの大物ですが（Vanderbilt大学の教授です。留学希望者はいつでも言ってください）、彼もかなり多くの患者を調べて、Cox-2 positiveな症例ほど予後が悪いと言っています。これはPGE2がsrcを介して、EGFRをリン酸化し（活性型にし）、さらにPI3K-Aktといき、Aktがさらに細胞遊走を起こし（浸潤）、また、種々の遺伝子発現を行うという考えです。この結果、細胞のアポトーシスが抑制され、また、angiogenesisが増し、ガンは悪化の一路をたどるというわけです。大腸がんによいのはほぼ定説になりつつありますが、他の種類のガンにどうか、というのが今後のテーマでしょう。

３．成宮周　

彼は、接触性皮膚炎と炎症性大腸炎の話をしました。Keratinocyteで産生されたPGE2はＬＣ（Langerhans細胞）のEP4受容体を介して、細胞の遊走と分化を促進する。これは0.5％FITCを腹部皮膚に塗布し、２４時間後にリンパ節を取り出し、FACSにてMHC classII 陽性かつFITC陽性の細胞を各所のリンパ節から取り出し、カウントするという手法です。EP4 KOの皮膚ではこれが落ちており、また、EP4 antagonistで抑えられているので、皮膚免疫、特にＬＣの遊走と分化にEP４が関与しているとの話です。もう一つのモデルは潰瘍性大腸炎、あるいはクローン病のモデルで、ＤＳＳが使われます。３％ＤＳＳは炎症を起こさず、７％だと起こすことが知られています。３％のモデルにインドメサシンを加えると症状が劇的に悪化するわけです。食事にPGE2を加えると大腸炎は起こらない。つまりPGE2が大腸粘膜を保護しているわけです。ところで、３％のモデルで各種のKOを調べるとEP4KOが症状が悪化します。逆に７％ＤＳＳのモデルでもEP4 agonist使用でも症状が軽度になるわけです。このようなことから、EP4の作用に腸管粘膜のバリア形成の異常(FITC-dextranの吸収増加)と粘膜下でのＴ細胞の活性化(IFγ、IL-2産生)を見るとどちらもPGE2がEP4を介して、抑制的に働いていることがわかります。EP4 antagonist, EP4 agonistでそれぞれノックアウトの表現型が確認されているという、非常に玄人受けする良い話でした（稲葉かよさんとの共同研究）

４．Katheleen Metters（Merckの人）はDP antagonistを開発して、これがアレルギー性鼻炎に効きそうだとの実験をサルを使って示していました。すぐ、臨床に入りそうです。まず、chemical libraryから化合物をスクリーニングし（これは８種類の受容体を発現した細胞で結合阻害で見るのです。Merckが人のＰＧ受容体のパテントを全て持っているのが強いですね）。次に候補物質を血小板凝集阻害で見るわけです。この実験をやったことのある人はわかると思いますが、PRP (platelet-rich plasma)で薬効を見ます。PGD2は血小板凝集を阻害するので、これで機能の評価が出来るわけです（質問２：第二次スクリーンングでなぜ、PRPを使うのでしょうか。創薬の視点から答えてください）。こうして良さそうなものがあると、さらに化学合成を行い、最強のものをつかみます。これをサル、あるいはvolunteerで調べるわけです。ここから臨床へ向かいます。彼女はDP antagonistが鼻炎に良いという根拠として、サルの鼻腔にPGD2をいれると粘膜浮腫がおこり、この効果はヒスタミンの１００倍以上、ただし、15KD(15-keto-13,14-dihydro-PGD2)にはこの効果が無いので、DPを標的としました。（質問３：なぜ、controlに15KDを使ったのでしょうか）。

５．平井さん（前にセミナーに来ましたね。今回は僕が近くにいて、質問の通訳をしました）は落ち着かず、うろうろしていましたが、発表は堂々として、内容が良いので拍手も非常に大きかったです。内容は東大で練習したことに加えて新しいことは少ないですが、RamatrobanというBaynasという会社の作ったトロンボキセン拮抗薬が、実はCRTH2のよりよい拮抗薬であることを見いだしました。彼は、特異的agonistを用いた実験で、ＤＰよりCRTH2がよりよい炎症反応の標的になるであろうことを、CD11b, CD40L, cytokine productionで示し、これに対してＤＰagonist(BW245C) ではむしろcyclic AMPをあげて改善することを示しました。真っ白なノックアウトマウスを見せていました（質問４：真っ白なノックアウトマウスは何を意味しますか？）。

6． Olof Radmark  5-リポキシゲナーゼの活性化機構です。Ｓ２７１，Ｓ６６３がそれぞれ、MMK2, ERK2の燐酸化部位であり、in vitroで活性をあげることを示しました。Neutrophilを使い、アラキドン酸＋ionophoreの実験では燐酸化は不要だが、浸透圧ストレス、アラキドン酸単独投与などの実験では、P38やERKによる燐酸化が必要であることを変異体を用いて示しました。

後は、例のinteracting proteinでHuman dicerを候補としてとらえた。これは５−リポキシゲナーゼに特異的に結合し、１２−や１５−リポキシゲナーゼには結合しない。だから何なんだ、Dicerを過剰発現したり、抑制すると５−リポキシゲナーゼ活性に変化があるのかどうか、など当然の質問が出ました（質問５：Dicerてなんですか。）

7． Roy Soberman (Harvard) 久しぶり登場

ＬＴＣ４Ｓの膜でのtopologyをやっていました。結論としては、Ｎ末、Ｃ末の双方を細胞質側に向けた２回膜貫通タンパクであるとのことです。FLAPとLTC4Sの両方のC末にクロもフォア(ECFPなど)をつけて、FRETで相互作用を見ていました。定常状態でこの二つのタンパクは結合しているようです。刺激に応じた変化は無いのか、LTC4Sはhomodimerを作っているのに、さらにどのような結合をするのか、などと厳しい質問が（私がしたんですが）出ましたが、答えられませんでした。
8． Wohana Cho (Chicago)

まず、細胞膜の内側と核膜の外側はリン脂質の構成が異なっていることを示し、ついで、同じＣ２ドメインを持っていても、カルシウム刺激でPKCaは細胞膜へ、５−リポキシゲナーゼは核膜へ、また、cPLA2も核膜、ゴルジへ行くことを示しました。キメラでも作っているのでしょう。５−リポキシゲナーゼのＣ２ドメイン中のＷを変異させると細胞膜へも動くことを示しました。次にcPLA2がmembraneへ言った後、戻る時間を決めているのが、燐酸化であると言うことをS505A変異体、S505E変異体で示しました。後で話すC. Leslieと根本的に異なる点です。ビアコアも使って、Koffが変化することを示していました（質問６：核膜と細胞膜内側のリン脂質構成はどの様に違うでしょう？）。

9． Alan Brach (Vanderbilt)は冴えていましたね。人のリポキシゲナーゼには皮膚（上皮）に特異的に出ている12R-Lox, eLOX3, 15-Lox-2という三種類があります。ELox3は触媒部位に変異があり、脂肪酸を基質にしてもリポキシゲナーゼ活性がないのです。ところが、昨年（？）Human Mol Gen.にNCIE(congenital ichthyosiform erythroderma, Nは何を指すんだろう？)という遺伝性皮膚疾患（皮膚が鱗のようになりかなり悲惨です）の原因遺伝子が、見つかり、３例は12R-Lox, ３症例は先ほどのeLox3に変異があったのです。ここで、eLOX3に何らかのcatalysisがあるのでは、と思い、１２−HPETE (234 nmに吸収極大)溶液にこのタンパクを入れてみたところ、なんと、吸収が２８０nmに動いて行くではありませんか。（質問７；何が出来ていると思いますか、いくつか候補をあげてください）。最終産物はわからないが、リポキシゲナーゼの研究を酵素学で丹念に進めてきたAlanが宝の山にぶち当たったようですね。

10． Per Johan Jakobsson(カロリンスカ)はmPGES-1を見つけた人ですが、これはLTC4合成酵素、FLAP等と並んで、MAPGE familyを形成しているタンパクです。GSHの存在下にPGE2を作り、また、エンドトキシンなどでtranscriptionが促進されることからその重要性が認識されていました。残念ながら、大きな進歩はなく、ただ、２Ｄ結晶を作り、電顕で観察するとhomotrimerを形成していることを証明しました。

11． Laurent Audoly (Pfizer)はこのmPGES-1 KO を作り（なんと、最初からDBA strain由来のESを使っているのです）、我々と同じようなcollagen誘導性関節炎モデルを作ったところ、scoreは１以下だし、組織の破壊もほとんど無いし、また、Cox-2の欠損マウスと異なり、collagen抗体も変化が無いのです。この意味ではcPLA2欠損と非常によく似ています。そして、血中のTNFα量を量ると、なんと、これが野生型より高くなっているわけです（これもうちと同じ？）。TNFが関節炎を悪化させるのはよく知られていることにも関わらず、症状は圧倒的に軽減しています。これは非常に面白いと思いませんか。PGE2はTNF等を押さえる作用があるので、このKOでTNFが増えることは当然あることです。それにしても最終的な症状が軽くなると言うところが非常に重要で、脂質メディエーターの役割を示しているように思えませんか。ちなみに、このKOでPGE2の産生は１／３位に低下しています（質問８：PGE2を作る酵素にはこれ以外にどのようなものがありますか？）。ちなみに彼の論文は現在、PNAS投稿中で、また、他のタイプのPGE2合成酵素のノックアウトも計画しているようでした。

12． 裏出良博（OBI）はあまり眠りの話はせず、二つのタイプの酵素の結晶について話していました。堅い話で、それなりに評価できます。

13． フランクオースチン（ハーバード、７８歳）相変わらず元気にスキーをしています。仕事は新しい話はありませんでした。また、ただ一人のスライド使用で、結構受けていました。

14． Gerald Lambeau（ニース大学）

最近、データベースからXIIBというタイプをとってきたところ、触媒部位(H

→Ｌ）に変異があり、活性はないとのこと。腎、小腸、肝に発現し、腫瘍化に伴い、発現が減少するそうです。

15． Chrisinal Leslie (National Jewish)はいつもと同じですが、カルシウム濃度が低いとcPLA2はゴルジに行き、高くなると核膜、小胞体へ移動するとのことです。ゴルジの中でもb1,4galactosyltransferase (GT)のあるシス（トランス？）ゴルジへ動くそうで、TGN38とはcolocalization しません。彼女の話で特徴的なのは、一度ついたcPLA2が離れる要因は何かと言うことです。Ｃ２だけだと、早い速度でまた細胞質に戻るが、全長だと長く膜にいる。これは464のＷが重要な役割をしていると言うのです。実際にW464G変異体は素早く細胞質に戻るし、また、W464Fは野生型と同じように膜にとどまります。Ｗの持つ疎水性が膜との結合に必要だと言う点で、先のChoの燐酸化説と異なっています。
１6．Bill PowerllがYIAのセッションに登場し、皆を驚かせましたが、彼が長年、主張してきたeosinophil、basophilの活性化にPGD2, 5-oxo-ETEが重要な役割を果たしているという考え、また、eosinophilの活性化には15R-methyl-PGD2が最も効果的という話は、今、CRTH2 (DP２)や5-oxo-ETEのクローニングにより証明されたように思います。Billは夏休みに横溝君と寺脇君が来るかも知れないと言うことをとても喜んでおり、早めに日にち（バンクーバーの前か後か）知りたいそうです。彼は横溝君にPDとして来てもらって、5-oxo-ETEを産生する酵素を単離してくれないかと言っていました（質問９：アラキドン酸から5-oxo-ETEが出来るとしたらどのようなrouteが考えれますか？）

１８．Colin Funk　ここからは僕がセッションの座長で最初にoverviewをし、その後、和泉、Jillyの順で話しましたが、二人の話は省略。和泉君の話では、Ｃ末端の意義に関する奥野君の仕事が非常に評価されていました。

α—actinのプロモータを用いて肺の平滑筋にCysLT1を過剰発現したマウスを作製し、その表現型を解析しました。このほか、血管内皮、気道上皮にそれぞれ特異的プロモータを用いてＴＧを作ったそうです。今回話したのは、平滑筋の高発現マウスですが、これは色々なアレルギーモデル実験でも、non TGと全く変化が無いのです。ただ、老齢化すると肺に炎症像が増えるというのが彼らの唯一の表現型でした。CysLT2 KOはどうやっても相同組換え体がとれず、諦めたと言っていました。多分、本当でしょう。

１９．Joseph Parello (CNRS)

　彼はBLT1を大腸菌で発現させ（synthetic cDNA, codon usageを考え）→封入体に入ったものを可溶化し、→精製する。その後、何らかの方法で（detergentの量を少しずつ減らしながら）refoldingする。だいたい、リットル培養で15-20 mg of protein,最終精製品で3m位とれるそうです。CDをとると51%がαヘリックス、また、１５％βストランドが見えます。興味あるのはここからで、こうしてrefoldingしたタンパクはLTB4との結合能を有しています（Kdがnativeと比較して１０倍くらい高い）。８０％は単量体で、２０％がdimerを作っています。クロスリンクして、SDS-PAGEにかけるのです。糖鎖付加を受けていないので、４５Ｋ、９０Ｋのbandがきれいに見えます。リガンドを加えるとmonomer３０％、dimer７０％となり、逆に拮抗薬を与えると（GSKのものです）もとの値に戻ります。リガンド依存性のdimer形成にＣterminalが関係しないことはC290のＣ末を完全に無くした欠損変異体でもおこるのです。彼らは、dimer形成にヘリックス６(TM6)が関連していることを、比較的簡単な方法で示しました。Mutantは使っていません（質問１０：どのような方法が考えられますか？）

次に、今度はαβγの三量体Ｇproteinを入れて再構成の実験を行っています。Ｇタンパクを入れるとKdが低下し、nMのorderとなります。ここでクロスリンクしたタンパクの分子量を質量分析計でとくと、なんと受容体２個＋Ｇタンパク１の再構成が出来上がるのです。なお、この内容は現在、JMBに投稿中だそうです。結晶化、NMR解析なども進めているようです。

２０．Jana Stankova (University of Sherbrooke)はRola-Pleczynskiの奥さんでした。種々のサイトカインでCysLT1がどのように変化するかを示したものです。マクロファージではTh2サイトカインではCysLT1 upregulatiionし、逆にINFγでmRNAが減ります。Upregulationする仕組みは、mRNAの安定性では無いことを示しました（ちなみに、mRNAのT1/2は約３時間だそうです）（質問１１：mRNAの安定性を決めるのはどのような因子が関係しますか、また、ある特定のmRNAの半減期はどのように決めますか？）。ところが、培養気管支平滑筋細胞では、同様にTh1サイトカインとTh2サイトカインが調節しますが、この場合は、IFNγはIL-4, IL-13等と同じようにupregulationに回ります。このメカニズムはわからないようです。もう少し、転写レベルでの仕事が必要ですね。

２１．Larry Marnett (Vanderbilt)は新しいeicosanoidということで、２−アラキドノイルglycerol（２−AG）を基質として、シクロオキシゲナーゼ、各種のプロスタグランディン合成酵素をかけて産物を質量分析で同定していました。トロンボキセンを除いて、全てのタイプが出来るようです。In vitroの反応なので、どこまで追求するかは問題ですが、生理活性があるか、また、生体内で検出できるかが山でしょう。これも大きく言ってエンドカンナビノイドの一種と言うことになります。

最後のセッションは病気とエイコサノイドというタイトルで、（１）喘息、（２）関節リウマチ、（３）動脈硬化の三つが話されました。（１）は人の話の引用ばかりではっきり言って拍手をする気にもなれませんでした。（２）はUniv. Chicagao IllinoisのLeslie CriffordでPGE2と関節障害をまとめ、cPLA2阻害、PGES-1阻害、EP4阻害の三つの可能性を論じました。（３）Andrea Habenichit,今まで動脈硬化はもっぱら１５−あるいは１２−リポキシゲナーゼが関与すると言われていましたが、動脈硬化巣をみると実は５−リポキシゲナーゼが大部分（おそらく泡沫マクロファージやdendritic cells）であること、５−リポキシゲナーゼの阻害により、炎症と動脈硬化が抑制しうるのではという話で、その話っぷりを含めて大変興味深いものでした。興味ある人は彼が最近、PNAS, Bloodに論文を書いているので見てください。

全体としては成宮さんや私、あるいはAudollyに見られるようなノックアウトを主体とした現象論の華やかさと、他方、しっかりした生化学（Bill Smithを始めてとして）、それに長い間生化学をやって、遺伝疾患と結びついたAlan Brashの話とそれぞれの分野がしっかりとしていて久しぶりにレベルの高い学会でした。日本人で口演したのは、成宮、平井、清水の３名でしたが、色々な大学、研究所、それに製薬会社（塩野義、大正、旭化成、BML）などから２０名近い参加があったと思います。あえて、Best presentationをあげれば、それはAlan Brashということになります。

