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研究成果の概要（和文）：プロテアソームは細胞内の主要なタンパク質分解酵素であり、タンパ

ク質の機能を不可逆的に不活性化する。我々は、プロテアソームによる分解の結果として生じる

短鎖ペプチドが生理的意義を有するという可能性を検討するために、細胞質および核に存在す

るペプチドをC18カラムにより精製した。質量分析により同定を行い、いくつかのペプチド 配

列の同定に成功した。また切り出すペプチドの質を変換する細胞およびマウスの作出に取りかか

った。 

研究成果の概要（英文）：The proteasome is the major proteolytic enzyme and irreversibly inactivate 

protein functions in cells. We assumed that short peptides generated by proteasomal degradation of 

cellular proteins have some physiological functions. To examine this hypothesis, we purified cytosolic 

and nuclear short peptides with C18-column. By using mass spectrometry, we succeeded in identifying 

sequences of these peptides. We also started to generate cell lines and mice in which peptide cleavage by 

the proteasome is altered. 
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１．研究開始当初の背景 
 プロテアソームは酵母からヒトに至るすべ
ての真核生物において、生存に必須の働きを
する細胞内タンパク質分解酵素複合体であ
る。その作用は、ユビキチン化されたタンパ
ク質を選択的に分解することにある。この“ユ
ビキチン・プロテアソームシステム”は細胞
周期、シグナル伝達をはじめ、細胞内のあら

ゆる機能を円滑に進行させるために不可欠な
システムである。 

 プロテアソーム作用の主たる生物学的意義
は、タンパク質を分解することによりその機
能を不 可逆的に不活性化することにあると
され、その分解産物の行方や意義については
解析の対象とされることは殆どなかった。し
かし、最近になり、プロテアソームの多様な
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触媒活性により作り出されるプロテアソーム
の分解産物が、生理的に重要な役割を果たし
ていることを示唆する結果が得られ始めてい
る。つまり、プロテアソームは 66 個のサブ
ユニットからなる複合体であるが、そのうち 
β1、β 2、β 5 と呼ばれる3つのサブユニットが
それぞれカスパーゼ様活性(酸性アミノ酸の
後のペプチド結合を切断する活性)、トリプ
シン様活性(塩基性アミノ酸の後)、キモトリ
プシン様活性(疎水性アミノ酸の後)という異
なる触媒活性を持つ。なぜプロテアソームが
このような多様な触媒活性を持っているの
か、その理由は現在まで不明である。しかし、
NF-κB p50サブユニットや転写因子 YB-1
は、前駆体タンパク質から、それぞれプロテ
アソームのキモトリプシン様活性、カスパー
ゼ様活性により限定分解を受けることによ
り、活性型に転換されることが知られる。ま
たプロテアソームにより産生される短いペプ
チド断片に関しても、キモトリプシン様活 
性が低下した特殊なサブユニット β5t を β5 
の代わりに組み込んだプロテアソームが産生
するペプチドが、胸腺においてT 細胞の分化
を制御していることを、我々は明らかにして
きた。 

 以上のように、プロテアソームの分解産物
が重要な生理機能を持つ少数の例が知られ、
それが プロテアソームの有する多様な触媒
活性により実現されていることが推測され
る。プロテアソームが基質とするタンパク質
の種類の豊富さ(細胞内の大半のタンパク質
はプロテアソームにより分解されると推測さ
れている)を考慮すると、プロテアソーム分
解により生理機能を獲得するという機構は、
より普遍的なものである可能性が考えられる。 

 
２．研究の目的 
 プロテアソームにより短いペプチドにまで
断片化された産物が、主要組織適合抗原複合
体(MHC)クラス I 分子に提示され自己と非
自己識別のための旗印として免疫系に利用さ
れることや、不活性化型として合成された後
に、プロテアソームによる部分的な分解(限
定分解)を受けることによりはじめて活性を
獲得する分子が存在することから、プロテア
ソームによる分解が、その分子の生理的機能
の終焉であるとの考え方だけでは、生命現象
の理解には不十分である。 

 本研究は、プロテオミクス/ペプチドミク
スとプロテアソーム活性変換モデル生物を用
いた解析を軸として、プロテアソームの分解
産物が獲得する生理機能の存在を明らかにし、
新しい学問領域の創造を目指す。すなわち、プ
ロテアソームによるタンパク質分解=タンパ

ク質の機能喪失、という固定概念を覆し、生
命科学研究領域に新しい分野を切り開くとと
もに、プロテアソームによるタンパク質分解
亢進あるいは分解不全が癌、炎症、神経変性
をはじめとした数多くのヒト疾患に関与して
いることを鑑みると、新しい創薬標的や、リ
ード分子となり得るペプチドの同定などが期
待される。 

 
３．研究の方法 
 プロテアソームの多様な触媒活性、機能性
タンパク質のデフォルト分解、および分解産
物であるペプチドの核内動態が、分解産物に
新たな生理的機能を付与する鍵であるとの想
定の下、触媒活性変換酵母をもちいた遺伝学
的解析、触媒活性変換マウスの作製による表
現型の観察、それらのモデル生物を用いたプ
ロテオミクスおよび核ペプチドミクスを組み
合わせることにより、プロテアソームによる
タンパク質分 解産物が生理機能を獲得して
いる可能性を探求し、さらに分解により機能
を獲得する分子・ペプチドの同定を目指す。
(1) プロテアソームの多様な触媒活性はなぜ
必要か? 

(2) プロテアソームは機能性ペプチドを産生
するか?  

の二つの観点から、研究を推進した。 

４．研究成果 
(1) 多様な触媒活性はなぜ必要か？ 
 ①酵母遺伝学を用いた解析 
プロテアソームの３種類の触媒活性のうち、
キモトリプシン様活性はタンパク質分解に
重要な働きを担うことが知られているが、そ
の生理的意義が不明であるカスパーゼ様活
性およびトリプシン様活性の機能を明らか
にする目的で、遺伝学的改変が容易な出芽酵
母を用いて、両活性を喪失する株の作出を試
みた。 
 ストラテジーとしては、カスパーゼ様活性
を担うβ1 サブユニットの基質特異性を決定
する構造（S1ポケットと呼ばれる）およびト
リプシン様活性を担うβ２サブユニットの
S1 ポケットを構成するアミノ酸残基をキモ
トリプシン様活性を担うβ5 と同様の配列に
置換することとした（図１）。 

 
 これらの株のプロテアソームの 3種類の基



 

 

質分解活性を調べたところ、意図したとおり
にカスパーゼ様活性とトリプシン様活性を
消失し、キモトリプシン様活性が保たれてい
ることが明らかとなり、このストラテジーに
よる遺伝子改変が本研究目的を遂行するた
めに理想的であることがわかった（図２）。 
 
 酵母におけるカスパーゼ様活性とトリプ
シン様活性の生理的意義を明らかにする目
的で、この二重変異株を用いて SGA(synthetic 
genetic array)と呼ばれる、網羅的遺伝学的相
互作用解析を実施した。その結果、遺伝学的
相互作用を示す遺伝子を複数個同定するこ
とに成功した。今後これを手がかりに、この
２種類の活性が生理的にどのような場面で
機能を果たしているのかを明らかにしてい
く予定である。 

 
 ②哺乳類培養細胞およびマウスへの上記
変異に導入 
 最終的にはヒトの身体においてどのよう
な機能を果たしているのかを明らかにする
ことが目標であるので、①と同様の変異を人
の培養細胞へ導入することとした。まず、カ
スパーゼ様活性のみに変異を入れたβ２
mutant を過剰発現する細胞株を作製した。こ
の変異β2 サブユニットは効率的にプロテア
ソームに組み込まれた。活性を①と同様に計
測すると、カスパーゼ様活性のみが特異的に
著減していることが明らかとなった。この細
胞におけるタンパク質分解の影響を検討し
たが、ユビキチン化タンパク質の蓄積は見ら
れず、in vitro でも基質分解にも野生型細胞と
の間に差異は認められなかったことから、カ
スパーゼ様活性はタンパク質分解全般には
必須ではないことが示唆された。 
 さらに、同様の変異、すなわちプロテアソ
ームのカスパーゼ様活性を失った哺乳類個
体を作出するため、ES 細胞に上記の変異を持
つβ2 サブユニットのノックインを試みた。
その結果、変異アリルのノックインに成功し
た ES 細胞クローンを 1 個取得することに成
功した。現在この ES 細胞を用いて、キメラ
マウスを作出中である（図３）。 
 
(2) 細胞内ペプチドの網羅的同定 
 プロテアソームは常に細胞内においてユ
ビキチン化されたタンパク質を分解してお 

 
り、従って 3〜30 アミノ酸長の短いペプチド
断片が大量に産生されていると考えられる。
細胞質中には多数のアミノペプチダーゼが
存在するためにこのような短いペプチドの
寿命は長くないと考えられるが、一部のもの
はHsp70などのシャペロン分子で保護される
ことが報告されている。 
 このようなプロテアソームにより産生さ
れる短いペプチドは、単に分解副産物として
その後さらにアミノペプチダーゼにより分
解されアミノ酸の供給源となるのみなのか、
あるいは何らかの機能を発揮するのか、現時
点では不明である。そこで、細胞内のこのよ
うなペプチドを同定し、その機能解析を行う
ことを試みた。 
 哺乳類培養細胞細胞からペプチドを抽出
する条件について、pH、界面活性剤、塩濃度
を様々にけんとうした。最終的には C18 カラ
ムに結合する 
ペプチドを精製し、これを MALDI-TPF/TOF
型質量分析装置により同定することとした。
その結果、10 本程度のペプチドを細胞質およ
び核の分画から同定することに成功した。 
 続いて、これらのペプチドがプロテアソー
ム依存的に産生されているものかどうかを
検討するために、プロテアソーム阻害剤によ
りこれらのペプチドが消失するかを測定し
たが、多くのペプチドはプロテアソーム阻害
剤存在下でも検出された。従って、現時点に
おいてはプロテアソーム依存的に産生され
る細胞内のペプチドを検出することには成
功できていない。 
 今後さらに質量分析の感度や精製条件を
検討することにより、効率よくプロテアソー
ム依存的に産生されるペプチドの同定を目
指す。ペプチドの同定方法確立後は、(1)で樹
立した酵母や哺乳類培養細胞を用いて、カス
パーゼ様活性やトリプシン様活性特異的に
産生されるペプチドの同定を目指す。 
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