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研究成果の概要（和文）：ユビキチン-プロテアソームシステム及びオートファジーに関与する
種々のタンパク質および超分子複合体を対象として X線結晶構造解析、核磁気共鳴法、中性子
小角散乱法等を用い、構造生物学的研究を行った。ユビキチン受容体やユビキチンリガーゼの

機能発現およびプロテアソーム複合体の形成、調節のメカニズムやポリユビキチン鎖の構造に

関する知見を得ることに成功したほか、脱脂質化酵素 Atg4Bと LC3の複合体、E1酵素 Atg7、
E3様酵素 Atg12-Atg5結合体，Atg8と受容体 Atg19の複合体，そして LC3と受容体 p62の
複合体の立体構造を決定し、Atg8/LC3 の可逆的脂質修飾機構および選択的オートファジーに
関わる受容体との相互作用機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Structural studies of proteins and protein complexes related to the 
ubiquitin-proteasome system and autophagy were conducted using X-ray crystallography, 
NMR and small-angle neutron scattering techniques. The details of the ubiquitin 
interaction mode of ubiquitin receptors,the working mechanism of E2 (UbcH5b) and the 
activation mechanism of SCF E3 by NEDD8 were revealed. We also determined the structures 
of deconjugating enzyme Atg4B bound to LC3, E1-like enzyme Atg7, Atg12-Atg5 conjugate, and 
Atg8-Atg19 and LC3-p62 complexes, clarifying the molecular mechanisms of reversible Atg8 lipidation 
and autophagic receptor recognition by Atg8/LC3. 
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン－プロテアソームシステムは、

基質タンパク質の時間・空間特異的な分解を
通して、様々な細胞内事象に積極的に関与し
ていることが明らかにされており、当該シス
テムの動作原理を解明するために、種々の因

子が次々と同定・機能解析されていた。しか
しながら、分子・細胞生物学的なアプローチ
が活況を呈していたのに比べて、構造生物学
的な観点からの研究が行なわれた例は限ら
れていた。これは、ユビキチン修飾したタン
パク質を構造解析に耐えうる純度で大量に
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調製する手法が確立されていなかったこと、
巨大なタンパク質複合体を取り扱う解析技
法が成熟していなかったためであると思わ
れる。オートファジーに関しては、ユビキチ
ン－プロテアソーム系に比べて、新しい研究
分野であったことから、Atgタンパク質群の
構造情報のみならず、機能についても限られ
た知見しかない状況にあった。Atg関連の構
造情報は、僅かに、本研究分担者の野田らが
Atg8 およびその結合因子群の立体構造をあ
る程度明らかにしていたのみで、例えば、
Atg8 が可逆的脂質修飾を受けるメカニズム
や、選択的オートファジーに果たす役割につ
いての分子レベルでの理解は進んでいなか
った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ユビキチン-プロテアソームシ
ステム並びにオートファジーというタンパ
ク質分解系に関与する種々のタンパク質に
ついて立体構造解析を行ない、それらがタン
パク質分解系において果たしている役割・機
能を明らかにすることを目指した。得られる
構造学的知見は、「機能発現メカニズムの理
解に繋がる」と言う基礎科学的価値を持つが、
それに加えて、これら分解系の破綻が引き起
こす神経変性疾患等の発症メカニズムにつ
いて、分子的・構造学的理解を促し、ひいて
は、その治療を目的とする薬剤の設計や治療
法の開発にも重要な指針を与えると予想さ
れ、応用研究への貢献も期待できる。 

 
３．研究の方法 
【役割分担】タンパク質分解に関わる事象は、
極めて広範囲にわたる。本研究では、代表者
の杤尾（京大）と分担者の栗本（名市大、山
口も含む）、野田（北大）の三つのグループ
が、各々、個別の領域を対象として研究を進
めた。杤尾がユビキチン受容体やユビキチン
鎖そのものの構造解析を、栗本がユビキチン
リガーゼの構造・機能の解明を担当した。野
田は、オートファジーにおいて中心的役割を
担うユビキチン様蛋白質 Atg8 を研究の中心
に据え、その可逆的脂質修飾機構および積荷
認識機構の解明を目指した。 
 
【概要】構造解析には、X線結晶回折法、溶
液NMR法を中心に用い、試料によっては中
性子小角散乱を用いた複合体の形状データ
取得を行ない、総合的な解釈を行なった。タ
ンパク質間相互作用の解析には、精製したタ
ンパク質試料を用い、NMR、ITC (Isothermal 
Titration Calorimetry)、分析超遠心、GST
プルダウン法等を利用した。オートファジー
における機能解析のためには、Atg8 結合系、
Atg12 結合系をそれぞれ in vitro 再構成し、
これを用いた。一連の実験において、相互作

用の鍵となる残基、部位を確定するために、
構造データに基づいてアミノ酸置換を適宜
導入した変異体を作製し解析を行なった。ま
た、Atg 群の in vivo 機能解析のために、出
芽酵母を用いた実験も行なった。オートファ
ジー活性は ALPアッセイ法および API のプロ
セシング観察により調べた。脂質化 Atg8 の
量はウエスタンブロッティング法により調
べた。 

 
【測定機器等】NMR 装置は、各研究室が保
有する装置を用いたほか、国内有数の磁場強
度を発生する 920 MHz超高磁場装置（分子
化学研究所）も利用した。X線回折データの
取得は放射光施設SPring8もしくは高エネル
ギー加速器研究機構（KEK）にて行った。 
 
【試料調製】NMR測定用に、種々の安定同
位体標識を施したタンパク質を調製したほ
か、栗本らの研究では、代謝標識を利用して
糖ペプチドの調製を行なった。中性子小角散
乱による構造解析には、重水素化したタンパ
ク質を用い、得られた散乱曲線を結晶構造に
基づく計算結果と比較することにより構造
を推定した。 
 
４．研究成果 
京大・杤尾 

p62は神経変性疾患等で見られる細胞内の
ユビキチン陽性の封入体に多く認められる
タンパク質で、ユビキチン－プロテアソーム
系およびオートファジーの両方のタンパク
質分解系に深く関わると考えられている。
p62は複数の機能領域を有し、種々のタンパ
ク質と相互作用する。我々は p62の UBAド
メインの構造解析を行ない、これが溶液中で
二量体を形成すること、二量体ではユビキチ
ンと結合できず、ユビキチンと結合する際に
は単量体に解離することを明らかにした。こ
れは、これまでに見つかっていた UBA には
見られない全く新しい相互作用モードであ
る。また、ユビキチンとの複合体中での p62 
UBA の構造も決定し、二量体でユビキチン
と結合できない理由を構造学的に解明した。 
ポリユビキチン鎖には、Lys48 結合型、

Lys63結合型、直鎖型など、結合様式によっ
て異なるアイソフォームがあり、それぞれが
細胞内において異なる「シグナル」として働
く。これらアイソフォームの構造学的な特徴
は、既に結晶構造等で報告されていたものの、
溶液中での振舞い、特に、細胞内での状態を
より直接的に反映する長いユビキチン鎖の
構造・物性については全く知見がなかった。
我 々 は 、 高 速 AFM (Atomic Force 
Microscopy)を用いて 12量体以上を含む種々
の鎖長、結合型のポリユビキチン鎖を観察し、
それらの動的特性について知見を得た。 



 

 

従来の構造生物学は、高度に純化された試
料を用いた試験管内実験に依存しており、そ
の細胞内機能と立体構造を関連づけるため
には、アミノ酸置換変異導入等と組合わせた
分子・細胞生物学実験の結果と合わせて解釈
する必要がある。しかし、「細胞内」と「試
験管内」では大きく環境が異なるため、両者
間には大きなギャップが存在する。我々は、
このギャップを埋めるべく、生きた細胞内の
タンパク質の構造情報を従来にない精密さ
で得る手段として、in-cell NMR法を開発し
た。これにより、細胞内でタンパク質－リガ
ンド相互作用を原子レベルでモニターでき
ることを示した。さらに、同法によってHeLa
細胞内のユビキチンを観察し、ユビキチンの
フォールディング安定性が、試験管内実験か
ら予想されるよりも、遙かに不安定であるこ
とを示唆するデータを得た。 

Rap80はDNA修復に関連するタンパク質
であり、二つの連続する UIM 領域を通して
Lys63型ユビキチン鎖と特異的に相互作用す
る。我々は、この tandem UIM (tUIM)と
Lys63結合型ジユビキチンの複合体の溶液構
造とダイナミクス解析を行なった。tUIM は
単独では極めてフレキシブルで定まった立
体構造を持たないが、複合体中では 1本の安
定なαへリックス構造をとることがわかっ
た。実際には、tUIM の二つの UIM は単独
でもヘリックス性を有するが、UIM間のリン
カー領域がランダムコイル状となっている
ため、1 本のヘリックスにはならない。複合
体形成に伴い、このリンカー部がヘリックス
構造に転移し、tUIM全体として 1本のヘリ
ックスになることがわかった。 

 
名市大・栗本、山口 
ユビキチン結合酵素 E2であるUbcH5bに

ユビキチン(Ub)がエステル結合した複合体
の結晶構造を決定し、その構造を詳細に解析
した。その結果、UbcH5bと Ubの連結部が
転移反応の遷移状態様の構造を形成してい
ること、およびUbcH5bはその連結部位と反
対側の分子表面で他の Ubを結合することに
よりらせん状に伸展する複合体を形成する
ことを明らかとした。これよりUbcH5b~Ub
連結体は活性部位が連なったらせん状の構
造形成により多彩な Ub結合反応を触媒する
というメカニズムが示唆された。 
ユビキチンリガーゼ E3 に関しては、

NEDD8修飾による SCF複合体型E3の活性
化メカニズムについてNMRを用いた解析を
行った。その結果、NEDD8はユビキチンの
E2 (UbcH5b) と相互作用するが、NEDD8
自身の E2 (UBC12) とは相互作用しないこ
とが判明した。さらに、UbcH5b 分子表面上
でNEDD8結合部位とRBX1結合部位は隣接
していたことから、ひとたびNEDD8の修飾

を受けた SCF 複合体は NEDD8 自身の E2
である UBC12を排除しつつ、RBX1と協働
してユビキチンのE2であるUbcH5b を選択
的にリクルートすることが示唆された。こう
した仕組みにより、E3 活性の亢進に寄与し
ているものと考えられる。一方、糖タンパク
質のUb化に関わる SCF複合体型E3の基質
認識サブユニット Fbs1 について、安定同位
体標識を施した糖ペプチドとのNMRを用い
た相互作用解析を行った。これにより、Fbs1
が糖鎖とタンパク質の結合部位付近を認識
して結合すること、およびその結合により細
胞質ペプチド：N-グリカナーゼによる糖鎖の
切除を抑制することを明らかとした。こうし
た Fbs1 の働きは、糖タンパク質の効率的な
Ub化に寄与していると考えられる。この他、
直鎖型ユビキチン鎖を形成するユビキチン
リ ガ ー ゼ 複 合 体 の 構 成 要 素 で あ る
HOIL-1(Ubl)-HOIP(UBA)複合体のX線結晶
構造解析により、その立体構造に関する情報
を得ることができた。 

 

プロテアソームについては、その形成に関
与 す る 分 子 シ ャ ペ ロ ン で あ る 酵 母
Dmp1-Dmp2 およびヒト PAC3 の結晶構造
を明らかとした。さらに、α5 サブユニット
との共結晶構造を決定することにより、この
分子シャペロンがα5 サブユニットと特異的
に結合した複合体が核となることで、αリン
グの形成が進行することが示唆された。この
ほか、プロテアソーム調節因子 PA28 複合
体、およびαリングを構成する 7種類のサブ
ユニットのうち単独で14量体を形成するα7
サブユニットについてタンパク質の重水素
標識を利用した中性子小角散乱法による構
造解析を行った。その結果、PA28 複合体
は 3個のαサブユニットと 4個のβサブユニ
ットが交互に配置し 20S プロテアソームと
の相互作用面同士で会合したダイマー（14
量体）とモノマー（7 量体）との平衡にある
ことが明らかとなった。 
また、α7 サブユニットが形成するダブル
リング構造が、2 つのαリングが本来βリン
グとの相互作用にあずかる面同士で会合し

UbcH5b~Ub連結体によるユビキチン鎖形成モデル 



 

 

たものであることを明らかとした。さらに、
こうしたダブルリング構造中の特定の 2箇所
のサブユニットのみが交換可能な状態にあ
るという興味深い結果を得た。 

 
北大・野田 
①オートファジーにおいて、選択的な積荷認
識に関わる受容体 Atg19 および p62に関して、
Atg8およびその哺乳類ホモログLC3との複合
体の構造決定に成功し、オートファジー受容
体が Atg8/LC3 と相互作用するために共通に
持つ配列である Atg8-family interacting 
motif （AIM）を同定した。さらに Atg8 と AIM
の相互作用はオートファゴソームによる選
択的積荷認識に重要であることを明らかに
した．また Atg19 およびそのパラログである
Atg34 の積荷認識ドメインの立体構造を決定
し、直接積荷認識に関わる領域が免疫グロブ
リンホールドを取っており、抗体と類似の様
式で認識を行うことを明らかにした。 
②LC3 の脱脂質化に関わる酵素 Atg4B と LC3
との複合体構造を明らかにした。LC3 が結合
することで Atg4B の 2つの領域が大規模な構
造変化を起こすこと、そのことが Atg4B の基
質特異性と膜への接近を制御していること
を明らかにした。 
③Atg8 が脂質化される過程では、最初に E1
酵素 Atg7 による活性化を受けることが必須
である。Atg7 の構造を明らかにし、Atg7 が
どのように Atg8 を認識、活性化し、E2 酵素
である Atg3 に Atg8 を受け渡しているのかを
分子レベルで明らかにした。 
④Atg8 が Atg3 から脂質に渡される過程に
対し、Atg12-Atg5 結合体が E3 様酵素として
働き、促進していることを明らかにした。
Atg12-Atg5 結合体の立体構造を明らかにし、
共有結合以外の分子間相互作用で球状の立
体構造を取ることを明らかにした。 
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