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研究成果の概要（和文）： 
ユビキチン依存タンパク質分解は、細胞周期など種々の細胞生理機能においてタンパク質の識

別と分解の制御に重要な役割を担っている。分解タンパク質の配送識別に関与する UBL-UBA タ

ンパク質(出芽酵母 Dsk2)の制御のしくみを知るため、Dsk2 と相互作用するプロテアソームタン

パク質及び新規調節因子を同定しその機能解析を行った。本研究により、ユビキチン−プロテア

ソーム分解経路における UBL-UBA タンパク質の配送調節のしくみが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ubiquitin-dependent protein degradation regulates the recognition and delivery of 
degradable proteins in various cellular functions including the cell cycle. To understand 
a functional role of UBL-UBA protein, yeast protein Dsk2, which is involved in the delivery 
process of protein degradation, we identified the Dsk2-interacting proteasome subunits 
and its accessory factors and analyzed their cellular functions. In this study, as a result, 
we clarified the regulatory function of UBL-UBA protein in the delivery system of the 
ubiquitin-proteasome pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン依存タンパク質分解は、細胞周

期、ストレス応答、蛋白質の品質管理などの

細胞生理機能においてタンパク質の選別と

分解を制御する中心的役割を担っている。こ

のユビキチン依存タンパク質分解経路は、
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（１）ポリユビキチン鎖を分解タンパク質に

付加するユビキチン経路と、（２）ポリユビ

キチン鎖で標識された分解タンパク質をプ

ロテアソーム装置で分解する経路で構成さ

れるが、ユビキチン経路とプロテアソームの

両経路に比べ、分解タンパク質の配送と識別

の分子機構はまだよく分かっていなかった。 

 UBL-UBA タンパク質は、N 末端に

UBL(Ubiquitin-like)ドメイン、C 末端に

UBA(Ubiquitin-associated)ドメインの特徴

的な構造を持ったタンパク質である。我々は

UBL-UBA タンパク質である出芽酵母 Dsk2

と Rad23 の機能解析を行って、C 末端 UBA

ドメインの分解タンパク質ポリユビキチン

鎖との結合及び N 末端 UBL ドメインの１９

S粒子 レセプターRpn1との相互作用を介し

て、UBL-UBA タンパク質がポリユビキチン

化分解蛋白質をプロテアソームに配送する

可動型の配送因子であることを明らかにし

た。これらの研究の背景と研究成果に基づき、

ユビキチン−プロテアソーム分解系の「第３

の経路」として位置付けられる配送経路と、

分解タンパク質の選択性における配送因子

の調節的役割を解明することは重要な研究

課題となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ユビキチン経路とプロテアソー

ム経路を介在する「第３の経路」；分解タンパ

ク質の識別・配送経路の分子機構を解明する

ことを主な目的として、分解タンパク質の配

送に関与する出芽酵母Dsk2の機能解析を行

った。 

 
３．研究の方法 
（１）出芽酵母の遺伝学的解析をとおして配

送経路の調節に関与する新規因子を同定した。

配送因子 UBL-UBA タンパク質（出芽酵母

Dsk2）の抑圧変異株の分離とその変異遺伝子

の同定、変異株の解析をとおして、配送経路

に関連する遺伝子のスクリーニングを行なっ

た。Dsk2 と相互作用する出芽酵母の遺伝子を

同定し、その変異表現型を利用して、同定し

た因子の諸性質を分子生物学的手法により調

べた。 

 
（２）分子遺伝学的方法と平行して、

UBL-UBA タンパク質と相互作用する結合タ

ンパク質について、TAP タグなどの手法によ

る網羅的検索とマススペクトログラフーペプ

チド解析を行い、プロテアソムタンパク質と

ユビキチンレセプターに対する新規の結合タ

ンパク質を網羅的にスクリ−ニングした。 

 
 （３）UBL-UBA タンパク質（Dsk2）の

UBL(ubiquitin-like）ドメインの K 変異体を

作成し、変異 UBL-UBA タンパク質とポリユ

ビキチン鎖（K29,K48,K63）との選択的相互

作用の解析、プロテアソームとの結合能及び

ユビキチン依存タンパク分解に対する効果に

ついて、免疫沈降、Tag-pull down 結合実験

等 で 調 べ た 。 ま た 、 ユ ビ キ チ ン 鎖

（K29,K48,K63）変異体を作成して細胞内で

発現させ、ユビキチン依存タンパク分解に用

いられるポリユビキチン鎖（K29,K48,K63）

の選択性を調べた。 
 
４．研究成果 

（１）過剰発現した Dsk2 は生育阻害を引き

起こすことを利用して、その生育阻止を抑圧

するサプレッサーを分離した。その温度感受

性変異の致死を相補する遺伝子変異を解析

し、プロテアソーム base の構成タンパク質

Rpt4 を同定した。また、そのマルチコピーサ

プレッサーNas2 を同定した。Nas2-Rpt4 複合

体が Base 前駆体を構成した。同様にして

Nas2,Hsm3,Nas6,Rpn14 を介して Rpt1-6 の

Base 複合体が形成されることを示した。 



 

 

 

（２）出芽酵母 Dsk2 と相互作用する新規の

遺伝子 Dif1を同定してその機能解析を行い、

Dif1 タンパク質は、NaCl,KCl,CaCL2 などの

高塩濃度による浸透圧ストレスに対して感

受性を示す配送因子の結合タンパク質であ

ることを示した。 

 

（３）タンパク質の配送を担う UBL-UBA タン

パク質 Dsk2 自身がユビキチン化されている

ことが明らかになったのを踏まえ、ユビキチ

ン鎖の選択と配送因子 Dsk2 のユビキチン化

の配送経路における役割の解析を行った結

果、UBLドメイン内の K２８ユビキチン鎖が、

配送因子（Dsk2）自身の分解と安定性とプロ

テアソームとの相互作用に関与することを

示した。 

 
（４）出芽酵母の Gtr1—Gtr2 はヘテロ複合体

で機能する。Gtr1, Gtr2 の各々が単独のタン

パク質として細胞内で相互作用するタンパ

ク質を、酵母 two hybrid 法に用いて網羅的

に同定したところ、Gtr２がない酵母中で

Gtr1 が Ego3 と結合した。また、Gtr1 がない

時 Gtr2 が Ego1 と結合した。ヘテロ２量体 G

タンパク質の Gtr１、Gtr2 は単独で相互作用

タンパク質 Ego1, Ego3 に結合することを示

した。また、Gtr1, Gtr2 欠失株は、カフェイ

ンストレスに感受性を示した。ストレスに応

答して分解される出芽酵母のスモール Gタン

パク Gtr2 の分解のしくみと配送経路との関

係を解析し、Gtr1-Gtr2 複合体の TOR シグナ

ル経路への関与が示唆された。 

 

これらの解析結果は、ユビキチンープロテア

ソーム分解経路の配送因子として働く

UBL-UBA タンパク質が、プロテアソーム調節

粒子の形成経路の調節的役割をもつこと、ま

た、配送因子 Dsk2 がストレス応答に関与す

ることを示唆している。プロテアソーム粒子

の生合成、及びタンパク質分解とストレス応

答制御の今後の研究に重要な知見を供する

と考えられる。 
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