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研究成果の概要（和文）：我々は過去四半世紀以上に亘り、プロテアソームと名付けた巨大で複
雑なタンパク質分解装置の構造と機能から生理・病態に至る研究を多面的に推進してきた。本
研究期間においては、プロテアソームによる動態・作動機構（核移行機序・ユビキチンレセプ
ターの同定など）の解明、形成機構の解明（多数の分子集合シャペロンを発見）、胸腺プロテア
ソームによる CD8+T 細胞のレパトア形成機構（正の選択仮説）等の研究を包括的に進めた。と
同時にユビキチン研究（PINK1/Parkin系によるミトコンドリアの品質管理機構）やオートファ
ジー研究（選択的基質 p62による Nrf2 依存性ストレス制御機構）においても先駆的な成果を挙
げてきた。 
 
研究成果の概要（英文）：Over the past 25 years, our research work focused on elucidating 
comprehensively the structure and molecular/physiological functions of the proteasome, a 2.5-MDa 
sophisticated multisubunit protease complex. During this program, we have studied spatio-temporal 
dynamics and action mechanisms such as nuclear translocation and identification of ubiquitin receptors, 
in-depth mechanisms underling proteasome assembly by identifying as multiple proteasome-dedicated 
chaperones, and the immunological roles of the newly-discovered thymoproteasome that govern positive 
selection of CD8+ T cells in the thymus. In addition, we also conducted not only ubiquitin study; i.e., 
quality-control of mitochondria by the PINK1/Parkin pathway, but also autophagy study involving a 
novel Nrf2-dependent stress-regulated system by p62, an autophagy selective substrate. 
 
研究分野： 生物学 
 
科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 
 
キーワード：蛋白質・バイオテクノロジー・酵素・脳神経疾患・免疫学 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)プロテアソームの構造と形成機構の解析 
本酵素は触媒ユニット（CP）と調節ユニット
（RP）から構成された分子量 250万・総サブ
ユニット数 66 個からなる超分子複合体であ
る。これまでに CP の構造と分子集合機構は
ほぼ解明したが、RP についてはほとんど不明
であり、RPの構造解析と形成機構の解析が大
きな問題となっていた。 
 (2) 胸腺プロテアソームの機能解析 
 我々は、2007 年、胸腺に特異的に発現して
いるβ5t を含む胸腺プロテアソームを発見し、
本酵素の遺伝学的解析に成功した。しかし胸
腺プロテアソームの「自己と非自己を識別す
る」T 細胞のレパトア形成（バネーットのク
ローン選択説）における重要な役割を示唆し

たが、その分子機構は不明であリ、この解明
は適応免疫システム成立の基軸となると考
えられていた。 
 (3) ユビキチン研究 
我々は、2000年、日本で発見された家族性パ
ーキンソン病（AR-JP）の原因（常染色体劣
性）遺伝子 Parkin がユビキチンリガーゼで
あることを証明したが、その後の解明に苦戦
しており、この解明はパーキンソン病の発症
機構解明を考えると切迫した状況にあった。 
 (4)オートファジー（自食作用）研究 
我々は、恒常的オートファジーに関連する選
択的基質 p62がストレス応答に関与すること
を発見したが、その病態生理学的意義の解明
は焦眉の急であった。 
 

機関番号： 82609 

研究種目： 特別推進研究 

研究期間： 2009～2013 

課題番号： 21000012 

研究課題名（和文）プロテアソームを基軸としたタンパク質分解系の包括的研究  

                     

研究課題名（英文）In-depth Analysis of Proteasome-Mediated Regulatory Proteolysis  

 

研究代表者  

 田中 啓二 （TANAKA, Keiji） 

公益財団法人東京都医学総合研究所・生体分子先端研究分野・所長 

 研究者番号：10108871 

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）634,000,000 円 、（間接経費）190,200,000 円 

 
 



２．研究の目的 
細胞内の大規模なタンパク質分解系はユビ
キチン・プロテアソームシステムとオートフ
ァジー・リソソームシステムから構成されて
おり、これらをコードする遺伝子群はゲノム
遺伝子総数の約 5% を占める。細胞内のタン
パク質分解系は、生命活動の作動原理や多彩
な病態生理学的機能に密接に関係しており、
生命の謎を解くキープレイヤーであると共
に健康を守るための生体監視システムとし
ても重要な役割を担っている。我々はタンパ
ク質分解の全貌解明のために分子から個体
レベルに至る幅広い研究に邁進してきた。そ
の結果タンパク質分解の理解は徐々に深ま
り、タンパク質分解の重要性は、生命科学の
隅々に幅広く浸透し、タンパク質分解研究は
未曾有の発展を遂げた。しかしタンパク質分
解の生命活動における役割については、なお
未解明な謎が山積しており、本プログラムは
それらの謎の解明に向けて真正面から取り
組むものであった。そのためにプロテアソー
ムを基軸にユビキチン・オートファジーを含
めたタンパク質分解系の包括的研究を多面
的に展開してきた。具体的なテーマとしては、
巨大で複雑なプロテアソーム複合体の形成
機構と分子多様性および本酵素と可逆的に
相互作用する機能未知な PIPs (proteasome 
interacting proteins)の作用機構を解析する
ことであった。さらに Parkin ユビキチンリ
ガーゼを中心としたユビキチン代謝系の研
究、そしてオートファジー（自食作用）の遺
伝学的な機能解析研究を進め、これらのタン
パク質分解経路の病態生理学的意義を解明、
健康科学の発展に貢献すること目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は生化学、細胞生物学、分子生物学、
構造生物学、分子遺伝学、免疫学を基盤とし
た最先端技術を多面的に活用して推進した。
とくにプロテアソームの構造・動態情報は、
極低温電子顕微鏡(Cryo-EM)による単粒子解
析や蛍光相関分光法（FCS/FCCS）を駆使して
行った。また発現解析、相互作用分子の分離、
ユビキチン鎖の解析には、マイクロアレイ解
析、ゲノムワイドな網羅的 RNAi スクリーニ
ング、超高感度質量（LC-MS/MS）分析、など
を多用した。加えて出芽酵母の分子遺伝学的
解析や多数の遺伝子変換（KO・Tg）マウスの
作出を行った。このように分子から個体レベ
ルまで、プロテアソームの全貌を明らかにす
るために必要な技術を多面的に導入した。 

４．研究成果 
（１）プロテアソーム研究 
① 作動原理とダイナミズム 
 本課題では、動的なタンパク質新陳代謝の
中心装置であるプロテアソームの作動原理

について標的であるユビキチン化タンパク
質を捕捉するレセプターサブユニット
（Rpn10 と Rpn13）のトポロジーやプロテア
ソーム全体の高次構造を極低温電子顕微鏡
を用いた単粒子解析（独 Max-Planck 研究所
の W. Baumeister 博士との共同研究）で決定

した（PNAS 2012、他）（図）。この結果、
プロテアソームの作動機構の最重要課題で
あった基質（ユビキチン化タンパク質）識別
機構の解明に成功した。また蛍光相関分光法
（FCS/FCCS：一分子イメージングと生細胞
内における拡散係数の測定）を用いてプロテ
アソームの動態の解析から細胞質（約 200 
nM）と核内（約 1μM）の濃度が判明した（Nat 
Commun 2014）。加えて Rpn10 と Rpn13 の
KO マウスを作出、これらの遺伝子が初期（胎
生）発生に必須であることも明らかにした
（MCB 2007, 投稿準備中）。さらにアンカー
アウェイ法を用いてプロテアソームが核内
に輸送され機能することが酵母の細胞増殖
に必須であることを見出した。一方、プロテ
アソームが環境変動において顆粒（細胞質
proteasome granule“PG”顆粒や核内 proteasome 
speckle“PS”微粒子）を形成するというダイ
ナミズムを発見した（投稿準備中）。これは
タンパク質分解系の新たなストレス応答シ
ステムである。 
 
② 分子集合機構 
 プロテアソームは生命科学史上他に類を見

ない巨大で複雑な酵素複合体であり、Holo (ホ
ロ) 酵素であるプロテアソームは触媒機能を



司る 20S CP 複合体の両端に調節機能を担う
19S RP複合体から構成されている。このよう
な超分子複合体であるプロテアソームの形成
機構は、発見以来の謎であったが、我々は本
酵素に特化した約10 種類の分子集合シャペ
ロン群を世界に先駆けて発見、「シャペロン
依存性の巨大分子集合機構」という新概念を
提唱した（Nature 2005, Mol Cell 2006, Cell 
2009a, Cell 2009b, Mol Cell 2011 他、多数）。
その結果、プロテアソーム形成の基本機構が
明らかになってきた（図）（総説NRMCB 2009, 
MMB 2012, Biol Chem 2012）が、最近、細胞
のストレス応答に関与するコンベンショナル
な分子シャペロンBag6 がその上流で作用し
ていることが判明、プロテアソーム形成機構
の研究は新たな展開が示唆された（Nat 
Commun 2013）。またこれらほとんど全ての
プロテアソーム形成シャペロン群の立体構造
解析にも成功しつつある（NSMB 2008, JBC 
2010, JBC 2012, Structure 2014、他）。 
 
③ 胸腺プロテアソーム 
 適応(獲得)免疫の最大のテーマは「自己と
非自己の識別」である。しかし同じ素材（ほ
とんどの場合 20 種のアミノ酸から構成さ
れたペプチド）で生成される自己と非自己
を厳格に識別することは容易でない。教科
書的には抗原ペプチドを収容した主要組織
適合性遺伝子複合体 MHC と T 細胞受容体
TCR の相互作用によって非自己の侵入を感
知すると記載されているが、非自己抗原の
MHC 提示機構（分子レベルの自己と非自己
の識別機構）の研究は、依然として未解明
の課題が山積している。我々は，プロテア
ソームに分子多様性があること、即ち２種
の免疫型プロテアソームを発見してこの課
題に挑んできた。細胞性免疫（Cell-mediated 
Immunity）の場合、1994 年、我々は内在性
抗原のプロセシングに特化した酵素として
“免疫プロテアソーム”を発見した（Science 
1994 他多数）が、最近、この亜型酵素の変
異が、プロテアソームで最初のヒト遺伝病
（中條-西村症候群）を引き起こすこと発見
した（PNAS 2011, JCI 2011）。 

 しかし「自己と非自己の識別」を生体レベ

ルで考えると、その原点はクローン選択説で
予言され、遺伝子再構成機構で実証された無
数（1018）の TCR を持つ CD4+/CD8+T リンパ
球のレパトア形成に集約できる。T 細胞のレ
パトア形成は胸腺で行われ、皮質での正の選
択（positive selection：有用な T 細胞の生存）
と髄質での負の選択（negative selection：自己
と反応する有害な細胞の除去）という２段階
の‘教育’によって成し遂げられるとする仮説
が、十数年前に免疫の世界を蹂躙した。しか
しその後、レパトア形成は「負の選択」のみ
で十分であり「正の選択」不要論が学会の主
流を占める時代が続いたが、我々が 2007 年
cTEC（胸腺皮質上皮細胞）にのみ発現してい
る“胸腺プロテアソーム”を発見すると、状況
は一変し世界は「正の選択」必須仮説に転じ
た。この酵素が正の選択を誘導すること、即
ち CD8+T リンパ球のレパトア形成（細胞レベ
ルの自己と非自己の識別機構）に必須である
ことが明らかになり、世界に衝撃を与えた
（Science 2007, Immunity 2010他多数：図）。 
 
(2) ユビキチン研究 
現在、非分裂細胞であるニューロン死の主た
る原因がミトコンドリア品質管理の破綻、そ
の結果として産生される ROS などによる酸
化ストレスであるという説が一般化しつつ
ある。我々は若年性に発症する家族性パーキ
ンソン病  (PD)の原因遺伝子産物である
Parkin（ユビキチン連結酵素）と PINK1（タ
ンパク質リン酸化酵素）がミトコンドリアの
膜電位を常に監視して、膜電位を失ったミト
コンドリアを不良品と見なして主としてオ
ートファジーで処分する役目を担っている
こと、そしてこの品質管理機構が破綻して不
良ミトコンドリアが細胞の中に蓄積すると、
ドーパミンニューロン死を引き起こし最終
的に PD が発症する、というスキームを明ら
かにした(J Cell Biol 2010)。その後、PINK1- 
Parkin システムよる不良ミトコンドリアの監
視には巧妙な制御機構が存在することを明
らかにした。 
① PINK1（タンパク質リン酸化酵素）の解
析：最近、膜電位消失に伴って分解を免れ蓄

積した PINK1 が二量体の形成（JBC 2013a）
を通した自己リン酸化によって活性型に変



換することを明らかにした (Nat Commun 
2012：図)。そして PINK1 の標的分子が Parkin
とユビキチンであることを明らかにした（次
項参照）。この PINK1 の量的・質的制御が、
ミトコンドリア不良処理の開始反応である
ことを明らかにした。 
② Parkin（ユビキチン連結酵素）の解析：申
請者らは 2000 年に Parkin のリガーゼ活性を
初めて明らかにしたが、最近、Parkin が PINK1
依存的に損傷ミトコンドリアに移行し外膜
タンパク質をユビキチン化（プロテアソーム
やオートファジーによる浄化の指標）するこ
とが判明した。興味深いことに、細胞質 Parkin
は不活性型であり、ミトコンドリア局在化

Parkin は活性型であるが、この変換機構は長
い間不明であった。しかしごく最近、我々は
Parkin が PINK1 によってリン酸化されるこ
と（JBC 2013b）、そして同時に（驚くべきこ
とに）ユビキチンが PINK1 によってリン酸化
されると活性型に変換することを示し、
Parkin の活性化機構の全貌を解明した
（Nature 2014：図）。 
 
(3) オートファジー研究 
高齢化社会を迎えた今日克服すべき疾病の
代表例は、アルツハイマー病などの神経変性
疾患や癌である。これらの患者の細胞内に封
入体と呼ばれる異常タンパク質を主成分と
する凝集物が沈着することが病態発生に不
可分であると考えられている。そしてその成
因が不良品を適切に処理できないタンパク
質分解系の破綻があることも示唆されてき
た。我々はマウス遺伝学的手法を駆使してオ
ートファジー欠損が神経変性疾患を発症さ
せることを発見し、この分野の研究者たちに
大きな衝撃を与えた（Nature 2006）。さらに
オートファジー欠失による凝集体形成の鍵
を握る分子として p62 という選択的オートフ
ァジーの adaptor タンパク質の同定に成功し
（Cell 2007）、その後 p62 が mTORC1 依存的
なリン酸化を介して Keap1-Nrf2（酸化ストレ
ス応答）系を直接活性化する環境ストレスの 
新たな応答機構を発見した(Nat Cell Biol 2010, 

Mol Cell 2013：図)。ごく最近プロテアソーム

欠失による凝集体形成（オートファジーの欠
失に比較して急激に成長）にも p62 が関与し
ていることを突き止め、プロテアソームとオ
ートファジーの密接な関係が示唆された（論
文投稿中）。 
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