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研究成果の概要（和文）：p97は細胞内の様々な反応に関与している必須な AAA ATPaseであ
り，優性進行性疾患である骨パジェット病と前頭側頭葉型認知症を伴う遺伝性封入体筋炎の原

因因子である。p97には 2つの AAAドメインがあるが，疾患を引き起こす変異は N末端側半
分に集中している。本研究では，各ドメインの ATPase活性を失った変異体を作製し，その機
能を調べた。その結果，C末端側の AAAドメインは p97の機能に必須であり，その活性は N
末端側の AAAドメインによって調節されていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：P97 is an essential AAA ATPase that is required for many cellular

processes, and is identified as a causative gene for an autosomal dominant human disorder,

inclusion body myopathy associated with Paget’s disease of the bone and frontotemporal

dementia. P97 possesses two AAA domains, in which disease-related mutations are mostly

found in the N-terminal half. In this study, effects of mutations defective in ATPase

activity in each AAA domain on the function of yeast p97 were analyzed. In this result,

it is found that the C-terminal AAA domain is essential for p97 functions, which is

modulated by the N-terminal AAA domain.
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１． 研究開始当初の背景
p97は，全ての真核細胞にみられる，良く
保存された AAAタンパク質である。AAAタ
ンパク質は，ATPの加水分解によるエネルギ
ーを利用して，基質タンパク質のアンフォー
ルディングや分解，複合体の脱会合，脱凝集
などを行う分子シャペロンである。p97は，
家族性優性疾患である骨パジェット病と前
頭側頭葉型認知症を伴う遺伝性封入体筋炎
（IBMPFD）の原因因子としても同定されて
いる。p97の細胞機能は多岐にわたり，小胞
体の品質管理，膜融合，細胞分裂，アポトー
シスなどへの関与が明らかとなってきてい
る。一方，p97がどのようにしてこれらの反
応を担っているのか，その詳細については不
明な点が多い。 

p97は，200アミノ酸程度の N末端領域と
２つの AAA ドメインからなり，６量体でダ
ブルリング構造を形成する。N末端側の AAA
ドメイン（D1）は６量体形成に必須であり，
C 末端側の AAA ドメイン（D2）は高い
ATPase活性を示す。また，ATPの加水分解
に伴って D2 は大きな構造変化をおこすこと，
D2 の ATPase 活性は小胞体関連分解に必須
であり，ある基質タンパク質と直接相互作用
することなどから，D2 が主要な機能ドメイ
ンであると考えられる。一方，D1 の役割に
ついては意見が別れており，D1 の ATPase
活性を失うと D2の ATPase活性に影響を与
えるという報告と与えないという報告とが
ある。しかし，IBMPFD を引き起こす p97
変異は主にN末端ドメインとD1ドメインと
から見つかっていることから，D1 ドメイン
もなんらかの重要な役割を担っていると考
えられる。

２．研究の目的
in vivo での変異体スクリーニングおよび
精製タンパク質を用いた in vitro解析によっ
て，D1および D2の ATPase活性の役割を明
らかにする。

３．研究の方法
（１）in vivo変異体スクリーニングには，遺
伝 学 的 解 析 が 容 易 な 出 芽 酵 母
（Saccharomyces cerevisiae）を用いた。出
芽酵母の染色体上の p97ホモログ（CDC48）
遺伝子を欠失させ，プラスミドから Cdc48p
変異体を発現する酵母株を作製した。CDC48
は必須遺伝子であることから，酵母の増殖能
を指標として，変異体 Cdc48pが機能してい
るかどうか，評価した。
（２）in vitro 解析には，既に精製方法が確

立している線虫の p97ホモログ（CDC-48.1）
を用いた。様々な変異体を作製し，その
ATPase活性を詳細に調べた。

４．研究成果
（１）in vivo変異体スクリーニング

D2にATPが結合できない変異体（K534A，
K534T）および D2が ATPを加水分解できな
い変異体（E588Q）を発現する酵母はいずれ
も致死であった（図１）。また，D2の ATPase
活性が低下した変異株（E588D）は著しい増
殖阻害を示した。したがって，D2の ATPase
活性は必須であることがわかった。

一方，D1 に ATP が結合できない変異体
（K261A，K261T）を発現する酵母は致死で
はなかった（not shown）。さらに，D1が ATP
を加水分解できない変異株（N358A，R369A）
も増殖可能であった（図２）。したがって，
D1 の ATPase 活性は必須ではないことがわ
った。

しかしながら，D1が ATPを加水分解でき
ない別の変異体（E315Q）は致死であった（図
２）。E315Qは，活性部位のグルタミン酸残
基を置換した変異体であり，水を活性化する
ことができないため ATP を加水分解できな
い。一方，N358Aおよび R369Aでは，ATP
のγリン酸基に結合しATPを正しく配置す
るのに寄与する残基に変異を持っているた
め，ATPが正しい配座にならないと考えら
れる。致死変異である E315QとN358Aま
たは R369A との二重変異株を作製したと
ころ，致死にならなかった。したがって，
D1に ATPが結合し，正しい立体配座にあ
るが加水分解できない状態は，p97 の機能
を阻害することが分かった。

図１ D2変異株

図２ D1変異株



（２）in vitro解析
D1の ATPase活性は必須ではなく，D2
の ATPase 活性は必須であることから，
E315Q変異体では，D2の ATPase活性が
阻害されている可能性が考えられる。そこ
で，線虫の p97ホモログである CDC-48.1
について，それぞれの変異体を作製し，
ATPase 活性を測定した。CDC-48.1 の
ATPase 活性を室温で測定すると，D1 の
ATPase 活性は著しく低く，D2 のみが
ATPaes活性を示す。そこで，酵母 E315Q
変異体に相当する CDC-48.1（E311Q）変
異体を精製し，室温で ATPase活性を測定
したところ，野生型の 30%程度の ATPase
活性を示した。しかし，致死ではない酵母
E315D変異体（置換残基の特性が似ている
ため，弱い ATPase活性を持つためである
と考えられる）に相当する CDC-48.1
（E311D）を作製したところ，同様に野生
型の 30%程度のATPase活性しか示さなか
った。したがって，ATPase活性の低下は，
致死となった原因ではないと考えられる。
そこで，さらに詳細に ATPase活性を検
討したところ，野生型では D2 の ATPase
活性は６量体のサブユニット間で正の協同
性を示すことが分かった。さらに，
CDC-48.1（E311Q）変異体は協同性を失
っていたが，CDC-48.1（E311D）は，野
生型と同程度の協同性を示すことが分かっ
た。したがって，酵母 E315Q 変異の致死
性は，D2 の ATPase 活性の正の協同性を
失ったことに起因すると考えられる。

（３）in vivo解析と in vitro解析との相関
性
さらに，D2 の ATPase 活性の協同性と
機能との関連性を調べるため，様々な変異
体を作製し，in vitroで ATPase活性を測
定し，in vivoで発現株の増殖速度を測定し
た。その結果，ATPase 活性と増殖速度と
の相関性は低かったのに対して，協同性の
指標である Hill 係数と増殖速度は高い相
関を示した（図３）。
これらの結果から，p97 の機能には D2 の

ATPase 活性，特にその協同性が非常に重要
であり，D1 のヌクレオチド結合状態の変化
によって D2 の活性が制御されていると考え
られる。IBMPFD を引き起こす変異は N 末
端側に集中していることから，これらの変異
によって，D1 を含むＮ末端側領域と活性部
位である必須な D2 とのコミュニケーション
が影響を受け，それによって疾患が発症する
可能性が考えられる。
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