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研究成果の概要（和文）：プロテアソームはユビキチン化タンパク質を選択的に分解することで様々な生命現象
を制御している。プロテアソームは増殖中の細胞では主に核に局在化するが、定常期の酵母やカルシウムイオノ
フォアで刺激したヒト培養細胞では細胞質に移動する。この核外輸送はレプトマイシンBで阻害されないため、
プロテアソームには専用の核外輸送担体が存在する可能性がある。本研究では、プロテアソームの細胞内局在を
人為的に制御可能な細胞を作出し、半定量プロテオミクス解析すると共に遺伝学的な解析を試みた。その結果、
核外輸送に伴い変動するプロテアソーム結合分子を多数同定することに成功し、核外輸送に欠損を示す変異体の
取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：The proteasome mainly localizes in the nucleus in proliferating cells, but 
it moves to the cytoplasm in human cultured cells stimulated with calcium ionophore and in yeast at 
stationary phase. Because this nuclear export was not inhibited by leptomycin B, unidentified 
dedicated exportin for the proteasome might exist in these cells. In this study, we first generated 
yeast cells that capable of artificially controlling intracellular localization of the proteasome. 
Then, using the above phenomenon and cells, proteasome interacting proteins were analyzed by a 
quantitative mass spectrometry. As a result, we identified a number of known and novel proteasome 
interacting proteins that change upon nuclear export of the proteasome. In addition, we obtained six
 mutants that are defective in nuclear export of the proteasome. Further analysis of these factors 
will uncover the molecular mechanism of nucleocytoplasmic transport of the proteasome.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
プロテアソームは、ユビキチンが付加され

た標的タンパク質を選択的に分解すること
で、不要タンパク質のクリアランス、細胞周
期の進行、シグナル伝達など、細胞内におけ
る様々な生命現象の制御に中心的な役割を
果たしている。近年、プロテアソームの作動
機構、形成機構に関する研究が大きく進展し
たが、プロテアソームの細胞内動態とその機
能に関する研究は世界的に大きく立ち遅れ
ている。そこで、我々は酵母およびヒト培養
細胞をモデル系として、プロテアソームの細
胞内動態を分子細胞生物学的に解析してき
た。その結果、プロテアソームは極めて動的
な分子であり、細胞質核間を複合体として行
き来していること、種々のストレスに応じて
細胞質性の顆粒構造や核内 foci を形成するこ
となどがわかってきた。しかしながら、プロ
テアソームの細胞質核間輸送の機構、特に核
外輸送機構については全く不明である。 
 
２．研究の目的 
プロテアソームは増殖中の細胞では主に

核に局在化し、核内のプロテアソーム活性は
細胞の増殖に必須である。出芽酵母では培地
中の炭素源が枯渇すると、プロテアソームは
細胞質に移動し顆粒を形成することが知ら
れている。我々は、ヒト培養細胞をカルシウ
ムイオノフォアで刺激するとプロテアソー
ムが迅速に核外に輸送されることを見出し
た（未発表）。いずれもレプトマイシン B 処
理により阻害されないため、プロテアソーム
にはリボソームのように専用の核外輸送担
体が存在する可能性がある（未発表）。そこ
で本研究は、上記の現象を利用してプロテア
ソームの核外輸送の分子機構を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではプロテアソームの核外輸送機

構を解明すべく以下の解析を実施する。ヒト
培養細胞および酵母を用いてプロテアソー
ム結合タンパク質の定量プロテオミクス解
析を行うと共に、酵母を用いた各種遺伝学ス
クリーニングにより、プロテアソーム専用エ
クスポーティンを探索する。次いで、動物培
養細胞および酵母においてエクスポーティ
ン候補分子の変異体を作製し、プロテアソー
ム局在に影響を与えるか解析する。 
(1) 定量プロテオミクス解析によるプロテア

ソーム専用エクスポーティンの探索 
(2) 酵母遺伝学スクリーニングによるプロテ

アソーム核外輸送関連因子の探索 
(3) プロテアソーム専用エクスポーティン候

補分子のノックアウト細胞の作製と表現
型解析 

 
４．研究成果 
(1) プロテオミクス解析 
ヒト培養細胞ではカルシウムイオノフォ

ア刺激、酵母で培養条件によりプロテアソー
ムの核外移行が観察される（図 1）。そこで、
プロテアソームサブユニットに EGFP と
FLAG タグをノックインしたヒト培養細胞、
出芽酵母を用いて、まずプロテアソーム相互
作用因子の探索を行った。経時的に解析する
ため、細胞を低濃度ホルマリンにより固定し、
それらよりプロテアソームを免疫沈降し、相
互作用する分子を半定量プロテオミクス解
析（X-link/IP/MS）により解析した。 

図 1．プロテアソームの核外移行 
 
その結果、プロテアソーム活性化因子

PA200（酵母では BLM10）や安定化因子
ECM29（Ecm29）、脱ユビキチン化酵素 USP14
（Ubp6）、ユビキチンリガーゼ UBE3C（Hul5）
など既知のプロテアソーム結合分子が核外
移行に伴い減少することがわかった。しかし、
これらの分子はいずれも核に豊富に存在す
る分子であり、酵母や培養細胞で遺伝子破壊
あるいは siRNA ノックダウンをし、プロテア
ソームの細胞内局在を解析したが、残念なが
らプロテアソームの核外移行に影響しなか
った。よって、これらの分子は単に核内プロ
テアソームの制御因子である可能性が示唆
された。 
 

(2) 酵母遺伝学的スクリーニング 
出芽酵母遺伝子ノックアウトライブラリ

ーを用いて休止期のプロテアソーム細胞質
顆粒形成能が低下する株の探索を行ったと
ころ、脂質代謝酵素、細胞壁合成、転写因子、
cAMP 経路の制御因子など多岐にわたる 35
遺伝子が同定された。これらの遺伝子欠失株
中ではプロテアソームの細胞質顆粒形成不
全が再現性良く観察されるが、対数増殖期に
おけるプロテアソームの核局在には影響せ
ず、また、経時的観察においても核外輸送遅
延等は観察されなかった。 
 
(3) 酵母アンカーアウェイ株を用いた遺伝学
的スクリーニング 

FKBP タグおよび FRB タグを用いて、ラパ
マイシン依存的にプロテアソームを核から
細胞質に輸送できるアンカーアウェイ株を



作製済みである。プロテアソームの核局在は
細胞増殖に必須であるため、これを利用し
EMS 処理によりラパマイシン存在下でも増
殖できる突然変異復帰体の取得を試みた。約
48 万クローンから、62 株の突然変異復帰体
を取得し、蛍光顕微鏡を用いた 2 次スクリー
ニングより最終的に 6 株を得た（図 2）。これ
らの突然変異復帰体ではラパマイシン依存
的にプロテアソームが核膜内側に蓄積した
ため、プロテアソームの核外輸送に関与する
遺伝子の変異が想定される。しかし、アンカ
ーアウェイ株は戻し交配等が困難であった
ため、今後、全ゲノムシーケンスにより、変
異遺伝子を直接同定する。 

 
図 2. アンカーアウェイ株の突然変異復帰体
の取得 
 
 (4) インポーティン結合タンパク質 Sts1 を
用いた解析 
酵母 Sts1はインポーティン αおよびプロテ

アソームと直接相互作用し、プロテアソーム
核移行のアダプター分子として機能する。
STS1 遺伝子は必須遺伝子であるため、染色体
上の STS1 遺伝子のプロモーターをガラクト
ー ス プ ロ モ ー タ ー に 置 き 換 え た 株
（GAL1pr-STS1）を新たに作製し、プロテア
ソーム局在を迅速に制御する系を作出した。
Sts1 発現のオン・オフに伴い、2 時間以内に
プロテアソーム局在を核、細胞質にそれぞれ
変化させることが可能である。本株を用いて、
X-link/IP/MS 法により、プロテアソームの相
互作用分子をさらに探索した。なお、プロテ
アソームのサブ複合体 19S lid、base、20S CP
の各サブユニットを bait としてそれぞれ解析
した。その結果、全てのサブ複合体に共通し
て変動する分子として PA200 や ECM29 など
が（１）と同様に同定された他、機能未知の
新規結合タンパク質を同定した（図 3）。デー
タベースより、本タンパク質は cAMP-PKA
シグナル伝達経路に関与していること、プロ
テアソームサブユニットと直接相互作用す
ることが示唆されており、プロテアソーム制
御因子である可能性が高い。今後、本分子に
焦点を絞り解析する。 
 
本研究で作出した様々なツール、確立した

種々の解析法は、プロテアソームの細胞質・
核間輸送の解析に有用と考えられるため、引
き続き解析を実施することで、プロテアソー
ム専用エクスポーティンの探索を試みる。 
 

図 3. GAL1pr-STS1 株を用いた解析 
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