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研究成果の概要（和文）：ケモテクノロジーを活用した成果として、プロテアソームのユビキチン受容体結合化
合物の取得、プロテアソームの形成を阻害する化合物の取得、プロテアソーム阻害剤と合成致死となる化合物の
同定、人工的にマイトファジーを誘導するPROTACの作製、オートファジーアダプターOptineurinに対する人工抗
体monobodyの取得とOptineurin機能の新しい解明を行った。またこれら研究の過程で、プロテアソームの発現を
制御する新しい仕組み、プロテアソームによる新しい分解メカニズムとしての液滴形成、リボソームリサイクル
に重要なユビキチン化-脱ユビキチン化サイクルの発見を行った。

研究成果の概要（英文）：The results of using chemo-technology include: obtaining compounds that bind
 to the ubiquitin receptor of the proteasome, obtaining compounds that inhibit proteasome formation,
 identifying compounds that are synthetic lethal with proteasome inhibitors, creating PROTAC to 
artificially induce mitophagy, and obtaining monobody against optineurin, which led to the 
elucidation of new functions of optineurin. During these studies, we also discovered a new mechanism
 for regulating proteasome expression, liquid droplet formation as a new degradation mechanism by 
the proteasome, and the ubiquitination-deubiquitination cycle, which is important for ribosome 
recycling.

研究分野：タンパク質分解
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでユビキチン化を介した標的タンパク質分解誘導方法は確立されていたが、今回の成果により、ユビキチ
ン化を介さずに直接プロテアソームによる分解を誘導する基盤を作ることが出来た。また、ミトコンドリア分解
誘導も実現でき、機能低下ミトコンドリアクリアランス不全に起因すると考えられる疾患の新しい治療戦略とな
る可能性がある。また、プロテアソームの制御機構が数多く明らかになり、プロテアソーム機能亢進や低下が関
与する疾患群の治療標的を創出出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

生体の生命活動を支える主たる機能分子であるタンパク質は、数分〜数ヶ月と個々に多様な半減期
をもって代謝回転しており、この動的な新陳代謝の中心はタンパク質分解が担っている。プロテアソーム
とオートファジーは真核細胞内の主たるタンパク質分解系である。プロテアソームによるタンパク質分解
は、ユビキチン修飾を目印とした高い選択性をもった分解であり、細胞周期、転写制御、シグナル伝達
をはじめとした様々な生命活動の制御に必須の働きを担っている。一方、オートファジーは、細胞質成
分や細胞内小器官を隔離膜で取り囲み、リソソームと融合させることによりその内容物を大規模に分解
する系であり、栄養飢餓に応答してアミノ酸を確保する役割や、プロテアソームでは分解し得ないタンパ
ク質凝集体やオルガネラの分解を行うことができる。この二大分解系は各々独自の生理的機能を有す
るとともに、タンパク質品質管理やオルガネラ恒常性維持に協調して働くことが知られている。いずれの
分解系においても、その基質選択性に標的タンパク質のユビキチン修飾と特異的なデコーダー分子が
重要な役割を果たしている。我々はこれまでに、プロテアソームユビキチン受容体サブユニットの発見と
その多様性の機能解析、プロテアソーム会合因子による分子多様性とその生理的意義、プロテアソー
ムの形成機構、PINK1-Parkin 経路による損傷ミトコンドリアのオートファジーによる排除機構（マイトファ
ジー）について研究を行ってきた。これらの成果は、発生工学やゲノム編集を用いた遺伝学的解析、発
現制御、変異体解析などの手法による細胞・生物個体の攪乱を通じて得られたものであるが、これら従
来型の研究手法では、細胞の生存に必須な因子、多機能性タンパク質、非生理的に縮重的に（相補的
に）働きうる分子群、短時間で生じる事象の経時的解析において困難に直面している。これらの問題を
解決するためには、特定のタンパク質間相互作用を瞬時に阻害することが出来る研究手法の開発が不
可欠である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ユビキチンの主たる役割のひとつであるタンパク質分解・オルガネラ分解に焦点をあて、
細胞内の二大分解系であるプロテアソームとオートファジーによる分解過程において、特定のタンパク
質間相互作用をタイムリーに喪失させることが可能な化合物や阻害ペプチドを利用し、遺伝子改変や
発現制御実験では解決できない諸問題の解明と制御を目指す。さらに、その成果を活かして、プロテア
ソームおよびオートファジー分解系と分解標的タンパク質（オルガネラ）を直接連携させるキメラ化合物
を作出し、ユビキチン化を介さない直接的かつ選択的な分解誘導法の確立を目指す。 

研究期間内に明らかにすることは以下の通りである。 
・プロテアソームの複数のユビキチン受容体による基質選別機構の解明 
・プロテアソーム会合因子によるプロテアソーム機能制御機構の解明 
・プロテアソームのダイナミックな分子集合の生理的意義の解明 
・複数のオートファジーアダプターによる基質選別機構の解明 
・既知のオートファジー経路を介さない、ユビキチン依存性の新規オルガネラ分解機構の解明 
・プロテアソームと標的タンパク質を連結し、分解を誘導する化合物の樹立 
・オートファジーと標的タンパク質（オルガネラ）を連結し、分解を誘導する化合物の樹立 

以上の課題について、ケモテクノロジーを駆使することにより、タンパク質分解の誘導・阻害のアウトプ
ットを細胞生物学的・生理学的に観察・考察し、ユビキチンバイオロジー分野に新しい概念と発見をもた
らす。 
 
３．研究の方法 

α-ヘリックスを介したタンパク質間相互作用(PPI)を阻害するステープルペプチドをデザイン・合成する
方法は確立されており、研究開始当初はこの技術を用いて研究を推進する。同時に、低分子化合物・
天然物取得のためのアッセイ系を立ち上げ、同様の効果を発揮する化合物の取得を目指す。PPI 阻害
化合物の取得は必ずしも容易ではないため、立体構造情報に基づいた in silico スクリーニングを行うな
ど、多方面からアプローチする。 

 
４．研究成果 
(1) ケモテクノロジーによるプロテアソーム制御 
プロテアソームユビキチン受容体 Rpn10の立体構造情報に基づき、小ポケットの存在する部位を絞り
込み、in silico スクリーニングを行うことで結合化合物の候補を多数取得した。これらの化合物について
SPR により結合・解離の評価を行い、有望な候補を得ることが出来た。今後は、本化合物の最適化、お



よび PROTAC化を行い、ユビキチン化を介さないプロテアソームによる直接標的タンパク質分解誘導技
術を確立を目指す。 

 

(2) 栄養環境に応答したプロテアソーム分子集合の動的制御の生理的意義の解明 
プロテアソーム分子集合の要であるアセンブリーシャペロン Ump1に結合する化合物を化合物アレイ
により取得し、当該化合物投与によりプロテアソーム機能が低下することを細胞レベルで確認した。本化
合物は生体内で誘導される内在性物質に類似した化合物であり、生体におけるプロテアソーム機能制
御機構の新しい存在を示唆する手がかりを得た。 

 

(3) プロテアソーム阻害と合成致死となる化合物として OSMI-1の同定 

プロテアソーム阻害と合成致死となる経路を同定することにより、プロテアソーム阻害剤使用時の体制
克服を目指した。。細胞死を誘導しない程度にプロテアソーム機能を阻害した状況でゲノムワイド
siRNA スクリーニングを実施し、プロテアソーム機能低下時に細胞生存維持に働く機構を網羅的に探
索した。その結果、O-GlcNAc修飾経路がプロテアソーム機能低下に応答してプロテアソームの比活性
（質）の維持に働くこと、プロテアソーム阻害剤と O-GlcNAc転移酵素（OGT）阻害剤 OSMI-1の併用に
より相乗的な細胞死を誘導することを明らかにした(iScience 2020)。 

 

(4) プロテアソーム機能低下時に働く新しい機構 DDI2-Nrf3軸の発見 
プロテアソーム機能低下時には、プロテアソーム機能を是正しようとする細胞の応答機構として、プロ

テアソーム全33サブユニットの転写が一斉に亢進するbounce-back機構が知られる。この機構に関わる

転写因子としてNrf1が知られていたが、我々はNrf1を小胞体膜から切り離すことにより活性化させるプロ

テアーゼDDI2を発見した (eLife 2016)。さらに、同じCNCファミリー転写因子であるNrf3の活性化にも

DDI2が不可欠であること、Nrf3はプロテアソーム形成を支援するシャペロンPOMPの発現亢進に重要で

あることを明らかにした（Mol Cell Biol 2020）。Nrf3は大腸がんに高発現し、細胞の生存に重要な働きを

していることから、がん治療への応用が期待される。 

 

(5) プロテアソーム発現誘導不全によるCD4+ T細胞の老化・疲弊 

CD4+ T細胞の加齢に伴う機能低下が個体老化の促進や炎症を引き起こすことが注目されている。本

研究開発において、細胞刺激に応じたプロテアソームの発現誘導の欠陥が老化・疲弊CD4+ T細胞の

特徴であることを明らかにした(Genes Cells 2019)。通常のT細胞では、TCR刺激に際してMEK–ERK–

AP-1経路、IKK–NFκB経路、calcineurin-NFAT経路を介して10倍以上のプロテアソーム遺伝子群の発

現が誘導されるが、老化CD4+ T細胞では全く誘導されなくなること、逆にプロテアソーム機能低下

(Rpn13-/-)T細胞ではPD-1+CD44Highの老化T細胞が顕著に増加しており、プロテアソーム機能の低下お

よび発現誘導の減弱がCD4+T細胞の機能低下と密接に関連していることが示唆された。 

 

(6) 高浸透圧刺激誘導性核内プロテアソーム液滴形成による核内タンパク質品質管理の場の構築 

プロテアソーム局在可視化細胞樹立過程で、高浸透圧刺激によってプロテアソームが核内に液滴を

形成することを佐伯班と共同で見いだした。核内に生じたユビキチン化された異常タンパク質とユビキチ

ン鎖結合分子RAD23による液滴が形成され、さらにプロテアソームがリクルートされることにより核内異

常タンパク質分解の場として機能していることを明らかにした(Nature 2020)。 

 

(7) リボソームリサイクルに必要なユビキチン化-脱ユビキチン化サイクルの解明 

タンパク質分解と合成はいずれも栄養応答の影響を大きく受け、両者は適切に制御される必要がある。

タンパク質分解と合成の連携機構を探る過程で、リボソームに結合する唯一の脱ユビキチン化酵素であ



るOtu2に注目し、リボソームサブユニットeS7Aのユビキチン化とOtu2による脱ユビキチン化のサイクルが

効率的なタンパク質合成に必須であることを明らかにした(iScience 2021)。 

 

(8) プロテアソーム機能低下による免疫不全を伴う自己炎症症候群の分子メカニズムの解明 

近年、プロテアソームサブユニット変異による自己炎症症候群 PRAAS (proteasome-associated 

autoinflammatory syndrome)が知られていたが、新たに免疫不全を伴う自己炎症症候群(PRAAS with 

immunodeficiency, PRAAS-ID)の原因遺伝子変異 β1i G156D、およびそのプロテアソーム機能異常を

来すメカニズムの解明に成功した。プロテアソーム機能異常がきたす病態メカニズム解明やその制御、

治療方法の開発に貢献することが期待される (Nature Communications 2021)。 

 

(9)プロテアソーム活性化剤の探索 

細胞中の latent なプロテアソームを活性化させる低分子化合物の取得を目指し、精製したプロテアソ

ームを用いて、プロテアソームにより切断されると蛍光を発する基質を指標に、東大創薬機構の 20万超

の低分子化合物ライブラリーを用いてスクリーニングを実施した結果、in vitro でプロテアソームを強く活

性化させる化合物を一つ得ることが出来た。In vitroではプロテアソームのモデル基質 Suc-LLVY-MCA

および変性 SOD1 タンパク質の分解を促進することが出来たが、細胞ではプロテアソームの活性化を認

めることが出来なかった。プロテアソームと化合物の共結晶構造解析を試みるも構造を解くに至らなか

った。当該化合物の類縁体の探索を AMED BINDS の支援により行い、数十の化合物を取得しプロテ

アソームの活性化を試みるも、いずれも活性可能が低かった。引き続き AMED BINDS の支援の下、プ

ロテアソームの X線結晶構造解析データに基づいた in silico スクリーニングにより、プロテアソームが活

性化させると考えられるポケットにはまり込む化合物の探索を継続中である。 
 
(10) PROTACを使用した人工ミトコンドリア分解系の構築 
 PROTAC を利用して人工的にマイトファジーを誘導してミトコンドリアを分解する系を構築した（内藤班
との共同研究、JCB 2020）。さらにこの系を応用して、リン酸化ユビキチンは Parkinの活性化に必要で
あるものの、マイトファジーの誘導には必須でないことを明らかにした。オートファジーアダプター

Optineurinが ATG9Aをミトコンドリア上にリクルートさせることでマイトファジーを駆動していることを発見
した。 
 
(11)ケモテクノロジーによるオートファジーアダプターの機能解析 
 オートファジーアダプターOptineurinに対する人工抗体モノボディを公募研究の林班と共同で開発し
た。これを細胞に発現させることで、Optineurinの隔離膜への集積がセリン・スレオニンキナーゼ TBK1
の活性化に必須であることを証明した。 
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