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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 
キーワード：ユビキチン、オートファジー、構造生物学、溶液 NMR、X 線結晶構造解析 
 
１．研究計画の概要 
ユビキチン-プロテアソーム系やオートファ
ジー系におけるタンパク質の分解は、単なる
タンパク質の破壊ではなく、複雑に制御され
た、生命活動の根幹に関わる過程である。本
研究では、（１）ユビキチン受容体、（２）ユ
ビキチンリガーゼ、（３）Atg タンパク質群
を採り上げ、X 線、NMR による立体構造の
決定、生化学的な分子機能の解析を行ない、
タンパク質分解の分子機構の解明を行なう。 
 
２．研究の進捗状況 
 
（１）ユビキチン受容体 
① p62 UBA の結晶構造を決定し、これが

溶液中では二量体を形成しているが、ユ
ビキチンとの結合にはこれが解離する
必要があることを明らかにした。 

② 従来のユビキチン(Ub)鎖の構造研究は、
テトラまでであった。ペンタ、ヘキサま
での Ub 鎖の調製法を確立した。Lys48
リンク型ヘキサユビキチンの結晶構造
を決定した。 

③ RAP80 のタンデム UIM と Lys63 リン
ク di-Ub 複合体の調製を行ない、結晶化
を試み、微結晶を得た。 

④ HeLa 細胞内の蛋白質の構造を観察する
In-cell NMR法を開発した。これにより、
細胞内でのユビキチン分子の状態を観
察し、フォールディング安定性や相互作
用の解析を行なった。 

 
（２）ユビキチンリガーゼ、プロテアソーム 
① NEDD8修飾によるSCF複合体型E3の

活性化メカニズムを提案した（論文①）。 

② ペプチド:N-グリカナーゼ（PNGase)の
NMR 解析および糖鎖との相互作用解析
を行い、PNGase の PUB ドメインが
hHR23 の Ubl ドメインと相互作用する
ことを見出した。 

③ 中性子小角散乱測定により 20S プロテ
アソームのα７サブユニットの溶液中
での構造解析を行った。７個のα７が会
合してリングとなり、20S プロテアソー
ム中のβリングと相互作用し、二重リン
グ構造を形成していることを明らかに
した（論文③と関連）。 

④ ヒストンのE3とされるUHRF1のSRA
ドメイン（DNA 結合）と DNA 複合体
の結晶構造を決定した（論文②）。 

 
（３）オートファジー 
① Atg8 とリン脂質の結合を触媒する Atg3、

および Atg5 の立体構造を X 線結晶解析
により決定した。 

② Atg12-Atg5 結合体について Atg16 との
複 合 体 の 結 晶 構 造 を 決 定 し た 。
Atg12-Atg5 結合体が Atg8 系において
新規 E3 様の役割を担っていることを明
らかにした。 

③ Atg4B による LC3 の脂質修飾状態の制
御機構を解明した（論文④）。 

 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由）本計画班は、三つのグループ（京大、
北大、名市大）で研究を進めているが、各グ
ループとも既に複数の構造解析に成功して
いる。それぞれ、タンパク質分解システムの
制御に分子論的基盤を与える成果である。 
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４．今後の研究の推進方策 
(1) ユビキチン受容体：RAP80 UIM と Lys63

型di-Ubに関して結晶化が進展しない場
合は NMR を用いて解析を行なう。また、
ヘキサ Ub の結晶構造を解いたが、これ
がテトラ Ub と大きく異なることを見い
だした。その溶液中での構造・p62 UBA
との相互作用を解析する。 

(2) ユビキチンリガーゼ・プロテアソーム：
直 鎖 型 ユ ビ キ チ ン 鎖 を 形 成 す る
HOIL-1・HOIP 複合体の相互作用部位であ
る HOIL-1(Ubl)および HOIP(UBA)の共結
晶化に成功したので、解析を進める。ま
た、NMR、X 線のほか中性子小角散乱、電
子顕微鏡も駆使し、プロテアソームおよ
び小胞体関連分解（ERAD)マシーナリー
などの超分子複合体の構造解析を行な
う。これまでの個々のタンパクレベルあ
るいはドメイン・モチーフレベルでの静
的な相互作用解析の結果を統合し、分解
装置の動作機構を理解することを目指
す。 

(3) オートファジー：Atg16 全長の X 線結晶
構造解析を行なう。オートファジーに必
須な Atg12-Atg5-Atg16 三者複合体の全
体構造をX線溶液散乱法で決定し、Atg16
および昨年決定した Atg12-Atg5 結合体
の結晶構造を組み合わせることで三者
複合体の全体構造を明らかにする。また、
オートファジー特異的ホスファチジル
イノシトール３キナーゼの構成因子で
ある Atg6 および Atg14 の X 線結晶構造
解析を行ない、これらの因子がオートフ
ァジーに果たす役割を明らかにする。微
結 晶 の 析 出 に 成 功 し た
Atg17-Atg29-Atg31 複合体について研究
を進める。 

 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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〔その他〕 
京大グループの論文⑤の成果が以下の新聞
にて報道された。京都新聞（3月 5日 26面）、
科学新聞（3 月 13 日 1 面）、日刊工業新聞（3
月 5 日 24 面）および読売新聞（3 月 5 日 3
面）および朝日新聞（4 月 3 日 13 面）。 
 
 


