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研究成果の概要（和文）：26S プロテアソームはタンパク質分解を実行する 20S プロテアソー

ムの両端に、調節ユニットである 19S 制御因子が会合した約 2.5MDa の巨大な複合体であり、

総数 70 余りのサブユニットが集合して構成される。このように巨大な複合体がどのように形

成されているのかを明らかにするために、これまで解析されて来なかった lid サブユニットの

分子集合機構を解析した。その結果、lid は秩序だった形成過程を経て形成され、Rpn12 が最

後に組み込まれて完成することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：The 26S proteasome is an about 2.5 MDa large protein complex 
consisting of a catalytic 20S proteasome and one or two 19S regulatory particles. More than 
70 subunits are gathered to form the 26S proteasome. To reveal how such a large complex 
is constructed, we focused on the assembly mechanism of the lid subcomplex, which has not 
yet been examined precisely. Our research revealed that the lid is assembled in a 
well-ordered way, and the assembly of the lid is completed by the integration of Rpn12.  
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１．研究開始当初の背景 
 26S プロテアソームはユビキチン化され
たタンパク質を分解することにより、すべて
の真核生物で必須の役割を果たしており、70
種類以上ものサブユニットが集合すること
により形成され（図１）、様々な生命現象（神
経、免疫、癌、老化）に関わっていることが
知られている。我々はこれまでに 20S プロテ

アソームの形成を促進する新しい分子 PAC 
(Proteasome Assembling Chaperone)1, 
PAC2, PAC3や 20Sプロテアソームと結合し
ユビキチン化タンパク質の分解に必須な 19S
複合体のサブコンプレックスである基底部
の形成に関わる新しいシャペロン分子群と
形成過程を明らかにしてきた。しかし、19S
複合体のもう片方のサブコンプレックスで
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ある蓋部の形成に関しては不明なままであ
り、19S 複合体全体、さらに 19S 複合体と
20Sプロテアソームとからなる26Sプロテア
ソーム形成機構に関しては未だ不明な点が
多い。 

 
２．研究の目的 
 プロテアソームの形成機構を明らかにす
るために、特に 19S 調節因子の形成機構に焦
点を当て、以下の 4 項目を課題とする。 
(1) lid の形成機構の解明 
 19S調節因子は lidと baseが会合して形成
されるが、非常に複雑な構造を取っている lid
自体の分子集合機構を明らかとするために、
分子生物学的手法および生化学的手法を用
い、特に形成途上の lidに着目し解析を行う。
またプロテオミクス的手法及び生化学的手
法を用い lid 形成に関与する分子の探索も行
う。 
(2) in vivo における base の形成機構の解析 
 申請者は base 形成を支援する新奇シャペ
ロン分子群を同定したが、in vivo におけるシ
ャペロン分子群の役割を詳細に検討するた
めにシャペロン分子のノックアウトマウス
およびトランスジェニックマウスを作成お
よび解析を行う。これらのマウスではプロテ
アソーム総量が増減していると予想される
ので、プロテアソームが関わる様々な高次生
命現象（癌・神経・老化・免疫）の解析を行
う。 
(3) 19S 調節因子の形成機構の解明 
 base と lid は独立して形成されるが、これ
らがどのような機構で会合しているのか明
らかとする。特に分子生物学的手法および生
化学的手法を駆使しアプローチする。 
(4) 26S プロテアソームの形成機構の解明 
 1.,2.および 3.から得られた知見を元に、
20Sプロテアソームと19S調節因子の会合機
構を生化学的・分子生物学的手法を中心に解
析する。 
 
３．研究の方法 
(1) lid 形成機構の解明 

 申請者は既に哺乳類細胞における 19S調節
因子の base の分子集合機構を明らかとして
いる。同様の手法を用いて、より複雑な構造
をとる lidの分子集合機構の解明が可能であ
る。具体的には以下２点に焦点を絞る。 
①lid サブユニットの分子集合機構の解析 
 培養細胞において lidサブユニットをノッ
クダウンすると、形成途上の lid が検出され
ることが既に申請者によって確認されてい
る。全ての lid サブユニットを各々ノックダ
ウンすることにより蓄積する形成途上の lid
を解析することにより、その形成機構を明ら
かにできると考えられる。具体的にはノック
ダウンした細胞から形成途上の lidを分画お
よび免疫沈降後、形成途上の lid に含まれる
サブユニットをイムノブロットにより同定
する。同時に免疫沈降物を nano-LCで分離後、
タンデム質量分析により網羅的に複合体を
解析する。また、in vitro においてリコンビ
ナントタンパク質を用いたサブユニット間
の直接相互作用を確認することにより、lid
の各々のサブユニットの位置を推測でき、
lid 形成を有機的に理解できると予想される。 
②lid 形成時に結合する因子の探索 
 baseや20Sプロテアソームには様々なシャ
ペロン分子が一時的に結合し、その形成を支
援していることが明らかとなっているが、
lid にも形成過程に結合してその形成を支援
する分子が存在する可能性がある。これらの
分子は完成したプロテアソームには結合せ
ず、形成途上のプロテアソームにのみ結合す
るので通常の手法では同定が困難である。申
請者は既に形成途上の lidの精製法を確立し
ているので、精製された形成途上の lid を
nano-LC で分離後、タンデム質量分析により
網羅的に解析することにより形成途上の lid
に含まれる未知分子の同定を行う。 
 
(2) in vivo における base 形成機構の解析 
 申請者は base 形成を支援する新奇シャペ
ロン分子群、p28、S5b、p27、Rpn14 を同定し、
base形成機構及び19S形成機構の一端を明ら
かとした。これらのシャペロン分子群は癌細
胞で高発現しており、特に p28 は肝細胞癌で
高発現しているタンパク質としても同定さ
れていることから、癌細胞維持に必要なプロ
テアソーム量を確保していることが伺える。
そこで哺乳類個体における p28の役割を明ら
かにする目的で、p28 の条件付きトランスジ
ェニックマウス、および条件付きノックアウ
トマウスを作製する。哺乳類細胞を用いた解
析から p28の減少はプロテアソーム形成に支
障を来すことから、条件付きノックアウトマ
ウスを用いて個体でも同様の結果が期待で
き、プロテアソーム形成異常が引き起こす
様々な現象を観察することが可能である。ま
た p28は肝細胞癌で高発現していることから、



 

 

p28 の条件付きトランスジェニックマウスを
用い p28を高発現させた肝臓を含め各種臓器
においてプロテアソームを観察する。 
 
４．研究成果 
 HEK293細胞においてlidサブユニットをノ
ックダウンし、細胞抽出液をグリセロール密
度勾配遠心により分離し、得られた分画にお
いて抗 lidサブユニット抗体を用いてウエス
タンブロットを行ったところ、形成過程の
lid が蓄積していることが明らかとなった。
この蓄積物を免疫沈降し、沈降物を nano-LC
を用いて分画し、質量分析機により内容物を
同定したところ、これらは特定の lid サブユ
ニットが蓄積したものであった。これらの結
果を併せると、lid サブユニットは秩序だっ
た形成機構が存在することが明らかとなっ
た。また、各サブユニットをノックダウンす
ることにより生じる中間体の内容物を決す
ることにより、lid サブユニットの立体的な
位置を予測することができた。 
 形成過程に関してはフリーの lid には
Rpn12 が含まれず、Rpn12 以外のサブユニッ
トが集合してフリーの lid を形成し、最後に
Rpn12 が組み込まれて 19S が完成することを
明らかとした（図２）。 

 図２：19S 複合体の形成過程  
数字は Rpn サブユニットの番号を示す。Lid
は Rpn3,7,15 と Rpn5,6,8,9,11 からなる中間
体を経て、最後に Rpn12 が組み込まれて完成
する。 
 
 また、形成過程の lid を免疫沈降し沈降物
を nano-LC で分離後、タンデム質量分析機で
結合分子を探索したが、特異的に結合する分
子を同定することは出来なかった。このこと
は lid の形成が 20S プロテアソームや base
とは異なりシャペロンを介さずに行われて
いる可能性を示唆している。 
 p28 の条件付きトランスジェニックマウス、
ノックアウトマウスの作製に関しては、ター
ゲティングベクターの作製を終え、現在、組
換え ES 細胞の取得を目指している。 
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