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研究成果の概要（和文）：AAA型シャペロンp97/Cdc48/CDC-48が20Sプロテアソームと会合して、Sod1など一群の
基質タンパク質を分解することを明らかにした。Cdc48は、基質タンパク質をポアループ依存的にほどいて、20S
プロテアソームに送り込むという機能が推定された。酵母ミトコンドリアの形態と外膜タンパク質の代謝におい
て、Cdc48の補因子Ubx2はミトコンドリア外膜の膜融合因子Fzo1の代謝を促進し、Ubp3はミトコンドリアの形態
維持に必要であることを明らかにした。線虫UBXN-6は、後期エンドソーム形成に関わるCDC-48の補因子で、飢餓
によって発現が誘導されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have found that a AAA chaperone p97 (also called VCP in mammals, Cdc48 in
 yeast, and CDC-48 in nematodes) associates with the 20S proteasome, and the p97-20S proteasome 
degrades a subset of cellular proteins such as Sod1. It has been suggested that p97 threads 
substrates through its pore to unfold and translocate them to the 20S proteasome. In maintenance of 
mitochondrial morphology and turnover of mitochondrial proteins in yeast, we have revealed that a 
Cdc48 cofactor Ubx2 is involved in the turnover of a mitochondrial fusion factor Fzo1, and that 
another cofactor Ubp3 is essential for maintenance of mitochondrial morphology. UBXN-6 is a 
cofactor, which binds to both the N domain and C-terminus of C. elegans CDC-48. We have revealed 
that UBXN-6 is induced upon starvation, and that its mutant shows defective formation of late 
endosomes and short lifespan.

研究分野： 分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AAA型シャペロンp97/Cdc48/CDC-48が20Sプロテアソームと会合して、新規プロテアソームとして機能し、Sod1な
どを分解することを明らかにしたが、Sod1の変異及びヒトp97ホモログVCPの変異は、筋萎縮性側索硬化症
（ALS）の原因として報告されていることから、ALSの発症にこの新規プロテアソームが関与する可能性が示唆さ
れた。p97が他のAAA型シャペロンでも提唱されているようにポアループ依存的に基質タンパク質をほどくことが
示され、共通分子機構の解明が進んだ。ミトコンドリアの維持やエンドソームの形成に関わる補因子が同定さ
れ、これらの分子機構の一端が解明された。
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図 1. Cdc48-20Sプロテアソームによる基質
タンパク質分解のモデル図。 

１．研究開始当初の背景 
AAA 型シャペロン p97（ヒトでは VCP、酵母では Cdc48、線虫では CDC-48）は ATP 依存的
多機能分子シャペロンで、6 量体リング状ホモオリゴマーを形成する。多くの AAA 型シャペロ
ンは基質タンパク質をリングの孔に通すことでほどくが、このとき、リング孔に突き出たポア
モチーフが必須である。p97/Cdc48/CDC-48 が持つ 2 つ（D1 と D2）の AAA ドメインのうち、
D1 ドメインはポアモチーフに保存された芳香族残基がない。p97/Cdc48/CDC-48 は、やはり
基質タンパク質を孔に通してほどくのか、あるいはそれとは異なる様式で基質に作用するのか
明らかになっていない。また、p97/Cdc48/CDC-48 の多機能性は、様々な補因子が結合するこ
とによって規定されると考えられているが、その分子機構もほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）p97/Cdc48/CDC-48 のポアモチーフが機能に重要であるか否か、重要である場合にはど
のような機能を持つか、変異体を用いた in vitro 解析等により明らかにする。 
 
（２）特定の細胞機能に関わる補因子を同定する。特定の補因子の細胞機能を明らかにする。
これらの解析により、補因子による p97/Cdc48/CDC-48 の機能制御機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）酵母 Cdc48 の D1 ポアモチーフに変異のある M288Y 変異 Cdc48 が引き起こす致死性を
抑制する変異を解析し、酵母 Cdc48 のタンパク質分解系における役割とその具体的な分子機構
を明らかにする。 
 
（２）M288Y 変異 Cdc48 を発現する株のプロテオーム解析により、変異 Cdc48 の発現により
細胞内量が変動するタンパク質を同定し、それらのタンパク質精製標品を用いた in vitro 系で、
分解活性を確認する。 
 
（３）酵母ミトコンドリアの形態と機能の維持には、ミトコンドリア外膜タンパク質の代謝が
重要であり、これに Cdc48 が関わることが分かっているが、この機能に必要な補因子を探索す
るため、補因子変異株の網羅的解析を行う。 
 
（４）線虫の CDC-48 の補因子 UBXN-6 は、CDC-48 の N ドメインと C 末端に同時に結合す
るユニークな補因子であることが分かっているが、UBXN-6 を必要とする細胞機能については
よく分かっていないので、UBXN-6 欠損変異体の表現型を詳しく解析する。 
 
４．研究成果 
（１）M288Y 変異の致死効果は、20S プロテアソームとの結合に重要と推定される Cdc48 の
C 末端配列の変異により抑制され、また、20S プロテアソームのβサブユニットの変異によっ
ても抑制されることから、M288Y 変異 Cdc48
が 20S プロテアソームと複合体を形成し、新規
プロテアソームとして機能すること、この
Cdc48-20S プロテアソームにより細胞増殖に
必須のタンパク質が過剰に分解されて致死とな
る可能性が示唆された（図 1）。 
 
（２）M288Y 変異 Cdc48 により分解が促進さ
れるタンパク質を、質量分析法により探索し、
Sod1 (superoxide dismutase)など複数の候補
タンパク質を同定した。精製標品による in vitro
再構成系において Sod1 が M228Y 変異
Cdc48-20S プロテアソームにより、ATP 依存的
に分解されることを明らかにした（図 2）。現在、
この in vitro 反応系を用いて、詳細な分子機構
を解明している。さらに、M288Y 変異による
致死に関与するCdc48の補因子を探索し、Ufd2
と Shp1 を同定した。これらの結果から、M288Y 変異 Cdc48 は Ufd2 などと協調して基質タ
ンパク質を認識結合し、これをほどいて、リング孔を通し、20S プロテアソームで分解すると
いうシナリオが推定される。すなわち、他の AAA 型シャペロンと同様に、Cdc48 は基質タン
パク質をほどいて孔に通すメカニズムが強く示唆された。 
 
（３）新規p97-20SプロテアソームのSod1以外の複数の基質候補タンパク質を精製し、in vitro
再構成系においてそれらの分解を検討したが、新規プロテアソームが確実に分解しているとの
結論に至った Sod1 以外の基質はない。また、Sod1 が過剰に分解されても致死にはならないの
で、M288Y 変異による致死に関わる基質の同定にも至っていない。 



 
図 2. Cdc48-20S プロテアソームによる
Sod1の分解。 
□野生型 Cdc48-20S プロテアソーム、
●M288Y変異Cdc48-20Sプロテアソー
ム。 

 
（４）ヒトでは、p97/VCP 及び Sod1 の変異によ
り筋萎縮性側索硬化症（ALS）を発症することが
知られており、p97-20S プロテアソームによる
Sod1 の分解が ALS と関連するかどうかを明らか
にすることは興味深い。新規 p97-20S プロテアソ
ームに関連する研究成果をまとめた総説を発表し、
その中で ALS の新しい発症機構の可能性につい
て考察した。 
 
（５）ミトコンドリアの形態と外膜タンパク質の
代謝における Cdc48 の補因子の変異体を解析し
た結果、Ubx2 がミトコンドリア外膜の膜融合因
子 Fzo1 の代謝を促進するのに対して、Ubp3 はミ
トコンドリアの形態維持に必要であるが、Fzo1 の
代謝には影響しないことが明らかとなり、これら
の補因子はそれぞれ別々にミトコンドリアの形態
と膜タンパク質の代謝に働くことが分かった。 
 
（６）線虫の UBXN-6 は、CDC-48 の N ドメインと C 末端の両方に結合するユニークな補因
子である。UBXN-6 の細胞機能を明らかにするため、様々なストレス（熱、酸化、飢餓、小胞
体ストレスなど）応答時の UBXN-6 の量を定量したところ、飢餓ストレス時にのみ増加するこ
とを見出した。そこで、オートファジーとの関連を明らかにするため、飢餓ストレス時のエン
ドソーム-リソゾーム輸送のマーカーGLO-1::GFP の挙動を解析したところ、UBXN-6 欠損変
異株では、GLO-1::GFP のクリアランスが遅れることが分かった。さらに詳しい解析から、
UBXN-6 は後期エンドソーム形成に関与していることを明らかにした。また、UBXN-6 欠損変
異株では、寿命が有意に短縮することも明らかにした。 
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