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研究成果の概要（和文）：プロテアソームは、生命活動の中心的な構成要素であるタンパク質の代謝回転を制御
する細胞内タンパク質分解酵素であり、多様な生体反応を迅速に進める手段として不可欠な役割を果たしてい
る。本研究は、プロテアソームを制御するメカニズム、プロテアソーム機能の破綻により病態に至るメカニズム
の解明を目指し、分子レベルから個体レベルまでの解析を行った。その結果、プロテアソーム産生に必要な分子
の発見、組織特異的プロテアソームの機能解明、プロテアソーム機能低下に対する様々な代償機構の発見を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：The proteasome is an intracellular proteolytic enzyme complex that regulates
 the turnover of proteins and plays an essential role in advancing various biological reactions. 
This study aimed to elucidate the mechanism that governs proteasome and the mechanism leading to the
 pathological condition by a failure of proteasome function in molecular and in vivo levels. As a 
result, we identified molecules necessary for proteasome production, elucidated the role of the 
tissue-specific proteasome, and discovered various compensatory mechanisms for proteasome 
dysfunction.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： プロテアソーム　ユビキチン　タンパク質分解　タンパク質品質管理　神経変性　がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ヒトの主要な病態において、プロテアソーム量や活性の上昇あるいは低下が関与していることが明らかに
なってきた。がん組織ではプロテアソームが高発現しており、多発性骨髄腫治療におけるプロテアソーム活性阻
害剤bortezomibの成功以来、有望な分子標的として注目を浴びている。一方、プロテアソームの発現量と活性の
低下は、加齢に伴う神経変性や自己炎症症候群などタンパク質恒常性の破綻に起因する病態の主要因となる。本
研究成果はこれら疾患に対する新しい治療戦略開発の基盤を提供する成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
プロテアソームは、生命活動の中心的な構成要素であるタンパク質の代謝回転を制御するタンパク
質分解酵素であり、主にユビキチン化されたタンパク質を分解することにより、多様な生体反応を迅速
に進める手段として不可欠な役割を果たしている。近年、ヒトの主要な病態において、プロテアソーム
量や活性の上昇あるいは低下が関与していることが明らかになってきた。悪性腫瘍（がん）組織ではプ
ロテアソームが高発現しており、多発性骨髄腫治療におけるプロテアソーム活性阻害剤 bortezomib の
成功以来、有望な分子標的として注目を浴びている。一方、プロテアソームの発現量と活性の低下は、
加齢に伴う神経変性や自己炎症症候群などタンパク質恒常性の破綻に起因する病態の主要因となる。
しかし、プロテアソームの発現や活性がどのように制御され、これらの病態とプロテアソーム機能の増減
がどのように関連しているのか、その具体的な分子機構はほとんど未解明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者が一貫して行ってきたプロテアソームの分子集合機構、分子多様性について
の先端的な研究をさらに発展させる形で、プロテアソームを制御するメカニズム、およびプロテアソーム
機能の破綻により病態に至るメカニズムの解明を目指し、次の 4つの目標を設定した。(1)プロテアソー
ムサブユニットの転写を制御する機構の解明、(2)プロテアソームの分子集合機構とその病態生理的意
義の理解、(3)プロテアソームの細胞内動態の解析、(4)プロテアソーム機能低下により惹起される病態
生理の解析。 

 
３．研究の方法 
本研究では、上記(1)〜(4)のテーマについて、哺乳類細胞を用いたゲノムワイド siRNA スクリーニン
グ、出芽酵母を用いた遺伝学によるスクリーニング、線虫・ショウジョウバエ・マウスなど多彩なモデル生
物を用いた個体レベルの解析、生化学的・分子生物学・細胞生物学的手法、先端的質量分析やイメ
ージング技術を駆使し、上記研究課題に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
(1)プロテアソームサブユニットの転写を制御する機構の解明 
 プロテアソームによるタンパク質分解作用は細胞機能の発現と維持に必須の働きを持つため、適切
なプロテアソームの量の調節は細胞恒常性維持のために重要な機構である。しかし、プロテアソーム
サブユニット群の転写制御機構は、特に哺乳類においてほとんど解析されておらず、この解明に取り
組んだ。 
① プロテアソーム機能低下時に働く転写因子 Nrf1の活性化に働くプロセシング酵素 DDI2の同定 
 小胞体膜貫通型転写因子 Nrf1 は、プロテアソーム機能正常時には絶えずプロテアソームによる小
胞体関連分解を受けているが、プロテアソーム機能低下時には分解を免れ、未知のプロテアーゼによ
りプロセシングを受けて活性化され、核内に移行してプロテアソームサブユニット群の発現を亢進させ
る(bounce-back response と呼ぶ)。我々は、Nrf1の細胞内局在を指標としたゲノムワイド siRNAスクリー
ニングより DDI2 をプロセシング酵素として同定した。DDI2は HIVプロテアーゼに類似したアスパラギ
ン酸プロテアーゼドメインとユビキチン鎖に結合する Ubl ドメインをあわせ持つ分子であった。DDI2 欠
損細胞を作製したところ、プロテアソーム阻害時に生じるはずのプロテアソームサブユニット群の転写
亢進が著しく減弱しており、Nrf1 がプロセシングされない全長フォームとして細胞内に蓄積していた。
DDI2 のプロテアーゼ活性変異体や Ubl ドメイン欠損体ノックイン細胞でも同様に bounce-back 
response が減弱することから、プロテアーゼ活性依存的、ユビキチン鎖結合依存的に Nrf1 のプロセシ
ングに関わっていることが明らかになった。Nrf1 活性化による代償的プロテアソーム発現亢進はプロテ
アソーム阻害剤耐性の主要因となっており、実際に DDI2をノックダウンするとがん細胞株がプロテアソ
ーム阻害剤感受性となる。DDI2 を標的とした創薬により、プロテアソーム阻害剤との併用によるがん治
療への貢献が期待される。 
② 胸腺特異的プロテアソームサブユニット β5tの転写制御機構の解明 
我々は以前、胸腺皮質上皮細胞（cTEC）特異的に発現するプロテアソームの触媒サブユニット β5tを
発見し、胸腺における CD8+ T 細胞の正の選択（将来有用である可能性の発達途上の未熟 T 細胞を
生存させる過程）に必須であることを明らかにしてきた。しかし、β5t が cTEC 特異的に発現する機構は
不明であった。cTECを単離後培養すると β5tの発現が次第に失われることから、単離直後と単離後培
養したcTECのトランスクリプトーム解析を行い、転写因子に着目したところ、胸腺器官形成に必須の転
写因子 Foxn1 の発現が単離後培養により急速に失われることが明らかとなった。β5t 遺伝子上流の配
列の解析から、Foxn1の結合可能と予想される配列が 13ヵ所存在することを見いだし、さらにその中か
ら、最も重要な配列をレポーターアッセイにより特定した。当該配列の点変異マウスを作出したところ、
β5tの発現が著減するとともに、CD8+ T細胞の正の選択不全が観察された。T細胞の再生によるがん
治療が有望視されるなか、本知見は胸腺依存的 T細胞の産生・再生の基礎を提供すると期待される。 
③ 出芽酵母プロテアソーム転写因子 Rpn4の新たな認識コンセンサス配列の同定因子 
酵母プロテアソームサブユニット遺伝子上流には転写因子Rpn4が認識するコンセンサス配列が存在
することが知られていたが、プロテアソーム形成シャペロン遺伝子はこの配列を持たないとされていた。
我々は、これら遺伝子群において新たな Rpn4認識配列を同定した。この成果は、形成シャペロンもプ
ロテアソームサブユニット群と協調的に発現制御を受けることを明らかにするとともに、Rpn4 が直接制
御する遺伝子群、すなわちプロテアソーム機能低下時に発現上昇して代償的に働く機構の理解(研究



項目(4))につながる成果である。 
 

(2)プロテアソームの分子集合機構とその病態生理的意義の理解 
プロテアソームは 33 種類のサブユニットが個別に転写・翻訳されたのちに、正確に分子集合が行わ
れ、機能的なプロテアソームが完成する。これまで我々は、プロテアソームがサブユニットだけでは自
律的に会合できずプロテアソーム形成特異的に働くシャペロン分子が複数必要であることや、そのス
テップワイズな形成機構がプロテアソームの分子多様性（免疫プロテアソーム、胸腺プロテアソーム）を
生じさせる背景となっていることを明らかとしてきたが、なお未解明の部分が多い。我々は、プロテアソ
ーム形成に働く新しい仕組みの発見、プロテアソームの新しい分子多様性の発見およびその病態生
理的意義の解明に取り組んだ。 
① Bag6、TRC/GET経路がプロテアソーム形成に関与することを解明 
 酵母を用いた網羅的な遺伝学的スクリーニングにより、tail-anchored タンパク質の膜挿入に働く GET
経路がプロテアソームの分子集合に関与することを明らかにした。哺乳類においても、TRC 経路（GET
経路に相当）および Bag6 が形成途上のプロテアソームを小胞体に局在させることにより分子集合を促
進することを明らかにした。膜環境は栄養状態やタンパク質恒常性などにより影響を受けやすいこと、
Bag6やTRC経路の分子が構造異常タンパク質の分解に働いていることなどが知られ、プロテアソーム
の生合成を調節する新しい機構として、研究が進展することが期待される。 
②  マウス初期胚特異的なプロテアソーム形成シャペロン ZPACの発見 
 受精卵は、最初は母親由来の因子により発生が開始するが、その後母性因子が分解され、接合子
由来の mRNAやタンパク質に置き換わる母性-胚性転移（MZT）が生じる。MZTの時期特異的に発現
する因子を探索したところ、ZPAC(zygotic proteasome assembly chaperone)と名付けた因子が同定され、
既知のプロテアソーム形成シャペロンである Ump1に結合することを見いだした。ZPACは Ump1の安
定化を促進することにより、MZT 期のプロテアソームの急激な増産を、分子集合を促進することにより
助け、母性タンパク質分解を促進し、胚発生に必須の役割を果たしていることを明らかにした。プロテ
アソームの分子集合の時期特異的・細胞特異的な重要性を示した成果である。 
③  胸腺プロテアソームの分子集合機構と免疫制御機構の分子実体の解明 
 胸腺プロテアソームは、構成型プロテアソームから触媒サブユニットだけが入れ替わった構成を持つ。
胸腺プロテアソームサブユニット β5tは、構成型サブユニットよりも優先的に形成途中に組み込まれるこ
とを明らかにした。また、胸腺プロテアソームが他のプロテアソームには作り出せないユニークな特徴を
持つペプチド断片を切り出してMHCクラス I上に提示させることにより、T細胞の選別に働くことを明ら
かにした。免疫学の長年の謎である「正の選択の仕組み」を解明する成果である。 
④  プロテアソーム形成の最初期過程の解明 
これまで我々のグループを中心として、プロテアソーム形成シャペロンである PAC1-PAC2、

PAC3-PAC4 の 2 種類のヘテロダイマーがプロテアソーム形成初期過程の土台となる α リング（α1-α7
からなるヘテロ 7 量体）の形成に重要であることを示唆する結果を得ていたが、その詳細なメカニズム
は不明のままであった。これらシャペロンと各 α サブユニットをノックダウンした細胞を生化学的、細胞
生物学的に詳細に解析することにより、PAC3/PAC4 が α4-α7 からなる“半 α リング”の形成を最初に支
援し,その後,α1、α2、α3 サブユニットが順次リクルートされ α リングが形成されることを明らかにした。そ
の間、PAC1-PAC2 は形成途上の α リングの誤った二量体化を防ぐとともに、PAC1 に存在する核外移
行シグナルの助けにより、形成途上の α リングを細胞質に留めることにより、プロテアソーム形成に有利
に働いていることを明らかにした。α リング形成はプロテアソーム形成の最初期のステップであり、その
制御機構の理解はプロテアソーム形成を標的としたがん治療への創薬基盤を提供する可能性があ
る。 
 
 (3)プロテアソームの細胞内動態の解析 
プロテアソームは細胞環境に応答して会合因子を変動させたり、自身が翻訳後修飾を受けることによ
り機能変換を受けることが予想されているが、その詳細はほとんど分かっておらず、この解明に取り組
んだ。 
①  古くなったプロテアソームの目印となる特異的修飾の同定 
 プロテアソーム機能は加齢とともに低下していくことが知られている。プロテアソームの質を維持する
ことは細胞恒常性維持に重要であるが、古くなって機能が低下したプロテアソームが細胞内から除去
される仕組みは不明であった。我々は、サブユニットのひとつRpn11にFlagタグを付加したノックインマ
ウスを作製し、さらにCre リコンビナーゼを発現させることにより Flagタグが EGFPタグに切り替わる工夫
を施した。このマウスを用いて、新規合成間もない新しいプロテアソームと、合成後時間が経過した古
いプロテアソームの相違を探索したところ、古いプロテアソームはユビキチン化タンパク質結合能が低
いこと、チオレドキシン様酵素 Txnl1 や脱ユビキチン化酵素 Usp14 の結合が亢進していること、Rpn3
サブユニットのリン酸化が亢進していることを明らかにした。さらに、この系を利用してプロテアソームの
ターンオーバーを定量的にアッセイする系を構築し、ゲノムワイド siRNA スクリーニングを実施した。そ
の結果、casein kinaseであるCSNK2A2がプロテアソームのターンオーバーを正に制御する因子として
同定された。CSNK2A2 のノックダウンにより Rpn3 のリン酸化が減弱し、CSNK2A2 の過剰発現により
Rpn3のリン酸化が亢進することから、古くなったプロテアソームが CSNK2A2により Rpn3にリン酸化修
飾を付加され、これが目印となって古いプロテアソームが分解されることが示唆された。 
②  プロテアソームユビキチン鎖受容サブユニット Rpn10 と Rpn13の役割の解明 



 プロテアソーム内の主要なユビキチン鎖受容体は、すべてのプロテアソームに存在する Rpn10 と一
部のプロテアソームに存在する Rpn13 である。単独および二重欠損マウスの解析により、両者が主に
縮重的に働いている、各受容体特異的に分解されているタンパク質が存在すること、各々マウスの発
生に必須であることを明らかにした。Rpn13 がプロテアソームに会合する分子機構解明のため結晶構
造解析も行った。Rpn13はがん細胞で発現が亢進している有望な創薬標的であり、有用な情報を提供
する成果である 
③ プロテアソーム会合因子 Sirt1および PI31の機能解明 
 プロテアソーム新規会合因子として Sirt1 を同定し、タンパク質品質管理に働いていることを明らかに
した。また、従来、プロテアソーム阻害因子として考えられていた proteasome inhibitor 31-kDa (PI31)が
in vivoではプロテアソーム機能を正に（in vitroでは負に）制御していることを明らかにした。 
 
(4)プロテアソーム機能低下により惹起される病態生理の解析 
プロテアソーム機能は細胞恒常性維持に必須であり、その機能低下は神経変性疾患、細胞老化、自
己炎症など様々な病態を引き起こすことが知られている。しかし生体がどのようにプロテアソーム機能
低下に応答しているのか、その分子機構はほとんど不明であり、我々はその解明に取り組んだ。 
①  プロテアソーム機能低下によるタンパク質毒性を軽減させる新規因子 CG5445の発見 
プロテアソーム機能低下時には様々な因子が代償的に細胞保護的に働くと予想されるが、具体的に
どのような因子が働いているのか明らかではない。我々はショウジョウバエ遺伝学を用いて、P エレメン
トをランダムに挿入させることにより遺伝子発現を促進させるハエライブラリーを作製し、これとプロテア
ソーム機能を低下させたハエとを交配することにより、プロテアソーム機能低下の表現型を軽減する系
統を選別した。その結果、これまで機能未知であった CG5445 の過剰発現がプロテアソーム機能低下
による表現型を抑制することを見いだした。CG5445はユビキチン結合ドメイン UBA を有する分子であ
り、UBA依存的にレスキューすることを明らかにした。神経変性に対する影響を観察するため、筋萎縮
性側索硬化症の原因変異タンパク質 TDP43 M337V を複眼に発現させた神経変性ショウジョウバエを
用いたところ、CG5445をノックダウンすると増悪化し、CG5445を過剰発現すると改善することが分かっ
た。生化学的解析から、CG5445 は変性タンパク質の可溶化性を向上させていることが分かった。神経
変性疾患治療の有力な創薬標的となりうることが期待される。 
②  プロテアソーム機能低下がミトコンドリア機能低下による増殖遅延を回復させる機構解明 
 酵母遺伝学的解析から、ミトコンドリア機能異常による増殖遅延がプロテアソーム機能低下により回
復するという意外な現象を見いだし、プロテアソーム機能低下により分解を免れ蓄積した Mia40 により
ミトコンドリアの融合と膜電位が改善するという分子機構を明らかにした。酸化ストレスによりプロテアソ
ームが解離・機能低下することが知られていたが、その生理的意義を解明する成果である。 
③  蓄積したユビキチン化タンパク質を核外へ排出する機構の解明 
 プロテアソーム機能が低下するとユビキチン化タンパク質が細胞内に蓄積する。しかし、プロテアソー
ムの基質タンパク質は核内にも細胞質にも同等に存在するにもかかわらず、ユビキチン化タンパク質
は専ら細胞質に蓄積することを見いだした。核外移行阻害剤処理によりユビキチン化タンパク質は核
に蓄積することから、プロテアソーム機能低下時にユビキチン化タンパク質は核から細胞質に積極的
に排出されていることが分かった。その責任分子としてUBINと POSTを同定した。UBINはユビキチン
化タンパク質と結合し、POSTはUBINと結合し、自身のNES依存的にユビキチン化タンパク質を核外
へ排出させる。線虫において UBIN、POST の発現を抑制すると生存率が低下することから、ユビキチ
ン化タンパク質の核外排出が個体の恒常性維持に必要な働きをしていることが示唆される。 
④  ヒト β5t遺伝子多型の病態生理的意義の解析 

β5tは CD8+ T細胞の産生に不可欠な、胸腺皮質上皮細胞特異的に発現するプロテアソームの触媒
サブユニットであるが、ヒトでは約 3%のアレル頻度で G49Sのアミノ酸置換を起こす遺伝子多型が存在
することが知られていた。まず、このアミノ酸置換を意義を探索したところ、β5t の活性化に必要なプロ
ペプチドのプロセシング不全が生じること（すなわち β5tは触媒活性を発揮しない）、同様の変異をマウ
スに導入すると CD8+ T 細胞の産生不全が生じることから、ヒトにおいても同遺伝子多型をホモで有す
る人口の約 0.1%においても CD8+ T細胞の産生不全が生じていると推定される。ヒトコホートで疾患と
の関連を探索したところ、重篤な感染症とは有意な関連は見られなかったが、自己免疫疾患であるシ
ェーグレン症候群との関連を示唆する結果が得られた。Bare lymphocyte syndrome I型は CD8+ T細
胞が存在しない極めて希な疾患であるが、比較的軽症で、上気道の慢性感染症や気管支拡張症など
が主要な症状である。本遺伝子多型はそれに比し圧倒的に保因者が多く、原因不明の気道疾患の要
因となっている可能性も考えられることから、今後はより大きなコホートを用いた前向き研究が必要であ
る。 
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