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研究成果の概要（和文）：プロテアソームは選択的タンパク質分解によりタンパク質恒常性の維持に中心的な役
割を果たしているが、核内のタンパク質品質管理機構は不明である。我々はプロテアソームが高浸透圧ストレス
によりわずか数秒で核内にfociを形成することを見出した。このfociはK48結合ユビキチン化タンパク質、p97、
および複数のプロテアソーム結合タンパク質を含む可逆性の新規構造体であり、そのクリアランスにはプロテア
ソーム活性、p97およびRAD23Bが必要であった。基質を探索したところリボソームタンパク質が同定されたこと
から、リボソームの組み立てプロセスが高浸透圧ストレスに対して脆弱であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The proteasome is the primary proteolytic machinery in cells and thus is a 
central regulator of the proteostasis network, but protein quality control (PQC) in the nucleus is 
largely unknown. Using EGFP knock-in cell lines of the proteasome subunit, we find that hyperosmotic
 stress induces rapid formation of nuclear foci of proteasomes within a few seconds. The foci are 
reversible structure that contains K48-linked ubiquitylated proteins, p97, and multiple 
proteasome-interacting proteins. The foci formation is dependent on ubiquitylation and their 
clearance requires active proteasomes, p97, and RAD23B, suggesting that this structure is a novel 
nuclear proteolytic center for adapting to nuclear stress. We identified ribosomal proteins as major
 ubiquitylated substrates that degraded in the foci, suggesting that the assembly process of the 
ribosome is vulnerable to hyperosmotic stress. Collectively, we identified the p97-RAD23B axis and 
the proteasome as a nuclear PQC pathway.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
プロテアソームは、ユビキチン化された不要
タンパク質を選択的に分解することで、タン
パク質恒常性の維持に中心的な役割を果た
している。この 10 年ほどでプロテアソーム
の構造解析と作動機構、形成機構に関して研
究が大きく進展したが、プロテアソームの細
胞内動態とその機能に関する研究は世界的
に大きく立ち遅れている。また、細胞質のタ
ンパク質品質管理やオルガネラ分解の機構
は次々と明らかになってきたが、核内のタン
パク質分解については不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
我々はプロテアソーム可視化細胞を用いた
動態解析の過程で、高浸透圧ストレス刺激に
よりプロテアソームが核内に小さな foci（プ
ロテアソームスペックルと命名）を形成する
ことを発見した。スペックル形成は可逆的で
あり、ストレスが解消されるとプロテアソー
ムは再び核内に分散する。本研究では新規の
核内構造体であるプロテアソームスペック
ルの形成機構とその生理的意義を解析する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）プロテアソームスペックルの細胞生物
学的解析：プロテアソームサブユニット
EGFP-3xFLAG タグノックイン細胞を用いて
高浸透圧ストレス刺激時の動態や性状を生
細胞タイムラプスイメージングや電子顕微
鏡により解析する。次いで、プロテアソーム
阻害剤等の各種阻害剤を用いてプロテアソ
ームスペックル動態の変動を解析する。 
 
（2）プロテアソームスペックル構成因子の
同定・機能解析：プロテアソームサブユニッ
ト EGFP-3xFLAG タグノックイン細胞を用い
て高浸透圧ストレス刺激時と未刺激時のプ
ロテアソーム結合タンパク質を質量分析計
（MS）により相対定量解析する。候補分子の
局在解析と siRNA ノックダウンあるいはノ
ックアウトにより、プロテアソームスペック
ル形成における機能解析を実施する。  
 
（3）プロテアソームスペックルに集積する
ユビキチン化基質の同定：ユビキチン鎖の高
親和性プローブ TR-TUBE と抗ユビキチン化
ペプチド抗体を用いて高浸透圧ストレス刺
激により変動するユビキチン化基質を質量
分析により網羅的に同定する。 
 
上記の解析により、プロテアソームスペッ

クルの形成機構と形成の生理的意義を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
（1）プロテアソームスペックルの細胞生物
学的解析 
 プロテアソームは通常、核質と細胞質に存

在するが、我々は 0.2 M スクロースや 50 mM 
NaCl による高浸透圧刺激によりプロテアソ
ームが数秒で核内に多数の foci を形成するこ
とを見出した。なお、この foci はプロテアソ
ームサブユニット EGFP ノックイン細胞だけ
ではなく内在性のプロテアソーム抗体によ
る免疫染色でも観察された（図 1）。 

図 1 高浸透圧刺激によるプロテアソームスペッ
クル形成 
 
このプロテアソーム foci はユークロマチン

領域に形成し、PML ボディーや Cajal ボディ
ーなどの既知の核内ボディーとは共局在し
ないが、ユビキチン（特に K48 結合ユビキチ
ン鎖）を含有する新規の核内構造体である
（図 2）。 

図 2 プロテアソームスペックルはユビキチン化
基質を含有する 
 
  プロテアソーム foci は可逆的な構造体であ
り、高浸透圧刺激後数秒で形成し、5 分後ま
で数が増加した後、3 時間ほどで消失する。
このプロテアソーム foci はユビキチン活性化
酵素E1の阻害剤存在下では形成しないため、
ユビキチン化基質がまず凝集し、プロテアソ
ームが集積することが示唆された。また、foci
のクリアランスにはプロテアソーム阻害ま
たはユビキチン選択的シャペロン p97 の阻害
により遅延したため、p97 による抽出とプロ
テアソーム依存的分解が必要であり、核内に
おけるユビキチン化タンパク質の分解の場



を可視化していることが示唆された（図 3）。 

 
図 3 各阻害剤によるプロテアソームスペックル
動態の変動 
 
 また、FRAP 解析により、プロテアソーム
およびユビキチンはスペックル構造に比較
的自由に出入りしていることが明らかとな
った（データ未提示）。 
 
（2）プロテアソームスペックル構成因子の
同定・機能解析 
 プロテアソームスペックルの構成因子を
同定するため、低ホルマリン架橋下でプロテ
アソームを免疫沈降し、質量分析解析を行っ
た。その結果、ユビキチン化基質をプロテア
ソームに運搬する RAD23B やプロテアソー
ムと結合するユビキチンリガーゼ UBE3A、
ユビキチン選択的シャペロン p97 など多数の
結合分子が同定された（図 4）。これらの分子
は核質に多く存在し、浸透圧刺激によりプロ
テアソームスペックルに局在化することが
明らかとなった（データ未提示）。 
 

図 4 架橋/質量分析解析によるプロテアソーム
スペックルの構成因子の同定 
 
 次いで、siRNA ノックダウン解析を行った
ところ、RAD23B または UBE3A ノックダウ
ン細胞において、プロテアソームスペックル
の形成が有意に阻害された（図 5）。このこと

から、プロテアソームスペックルはユビキチ
ン化基質の凝集が先に起こり、シャトル分子
である RAD23B を介してプロテアソームが
集積することが明らかとなった。プロテアソ
ーム結合型のユビキチンンリガーゼ UBE3A
の役割は不明であるが、プロテアソーム機能
の制御あるいは凝集性タンパク質のさらな
るユビキチン化が想定された。 

図 5 RAD23B と UBE3A はプロテアソームスペッ
クルの形成に関与する 
 
（3）プロテアソームスペックルに集積する
ユビキチン化基質の同定 
 高浸透圧刺激により変動するユビキチン
化基質を質量分析計を用いて解析したとこ
ろ、複数のリボソームタンパク質が同定され
た。そこで、電子顕微鏡により細胞を観察し
たところ、興味深いことにリボソーム形成の
場である核小体内部の DFC 構造が高浸透圧
刺激により消失し、核質に高密度凝集体が出
現することが明らかとなった（図 6）。リボソ
ームは核内で複雑な過程を経て組み立てら
れ、かつ膨大な量が合成されるため（毎分
1000 分子以上）、形成に失敗したリボソーム
前駆体あるいは複合体取り込みに失敗した
オーファンサブユニットが核内タンパク質
分解の主要な基質であると考えられる。 

 
図 6 ユビキチン化基質の網羅的同定と電子顕
微鏡解析 



そこで、EGFP 融合リボソームサブユニッ
ト安定発現細胞を用いて生細胞タイムラプ
スイメージング解析を行ったところ、高浸透
圧ストレスにより核質に凝集体を形成し、プ
ロテアソームと共局在すること、プロテアソ
ームスペックル内で分解されることが確認
された（図 7）。 

 
図7 プロテアソームスペックルにおけるリボソー
ムサブユニットの分解 
 
これらの結果より、プロテアソームスペッ

クルは核内タンパク質分解の場であり、プロ
テアソームが p97とRAD23Bと連携して易凝
集性タンパク質を分解除去するという機構
が示唆された。そしてリボソームタンパク質
が主要な基質であることを明らかにした。今
後、本知見をもとに、核内タンパク質の品質
管理を担うユビキチンリガーゼを探索する
と共に、動物個体内でこのような現象が起こ
るか検討したい。 
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