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研究成果の概要（和文）：　環境ストレスや遺伝子の変異によって生じた構造異常タンパク質は、細胞内のタン
パク質品質管理機構により適切に分解されることが細胞の生存に不可欠である。さらに細胞内で分解されきらな
かったタンパク質は、細胞内の特定の場所に輸送され、隔離されることがわかっていた。我々は、この異常タン
パク質の輸送に関わる新規因子を複数同定し、それぞれがどのように異常タンパク質の細胞内局在変化に関わる
か明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　It is essential for cell survival that structurally aberrant proteins 
generated by environmental stresses or genetic mutations be properly degraded by intracellular 
protein quality control mechanisms. Furthermore, it has been known that proteins that are not fully 
degraded within the cell are transported to specific locations within the cell and sequestered. We 
have identified several novel factors involved in transporting these abnormal proteins and clarified
 how each factor is involved in the subcellular localization of the abnormal proteins.

研究分野： 細胞内タンパク質分解

キーワード： 構造異常タンパク質　ユビキチン　プロテアソーム　オートファジー　タウ　神経変性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、異常タンパク質の輸送、隔離のための新たな経路と新たな分子メカニズムがあることがわかっ
た。まだ基礎研究の段階であるが、構造異常タンパク質の発現、蓄積は、がん細胞、老化細胞、神経変性疾患に
おける神経細胞において観察されることから、これら疾患の新規治療戦略の端緒となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 動物細胞内のタンパク質は、約 100 mg/ml と極めて高濃度水溶液状態に維持されなが

ら、1万種類以上にもおよぶタンパク質が機能を果たしている。細胞内のタンパク質は、

正しい構造をとることで本来の機能を発揮できるが、高温や活性酸素などの環境ストレ

ス、遺伝子変異により、正しい構造をとれない異常タンパク質が生じる。異常タンパク

質は、周囲のタンパク質に絡みつく、機能を阻害することで、細胞毒性を発揮すること

が知られている。このことから、細胞内のタンパク質同士がひしめき合っている環境で

は、異常タンパク質の出現を防ぎ細胞内タンパク質状態を健全に保つこと（プロテオス

テーシス）は、細胞の生存に必須である。 

細胞にはプロテオステーシスを健全に保つための機構（タンパク質品質管理機構）が

多段階的に備わっている（図１）。環境ストレスや変異などにより異常タンパク質が生

じると、最初に分子シャペロンと呼ばれる分子群が働きかけて正しい構造に巻き戻そう

とする。これに失敗した場合、異常タンパク質はユビキチンリガーゼによるユビキチン

化をうけた後、プロテアソーム系（一部オートファジー・リソソーム系）によりタンパ

ク質分解され除去される。 

分解系のキャパシティーを

超えた場合は、封入体とし

て細胞内の特定の場所に隔

離される。タンパク質品質

管理機構の破綻はアルツハ

イマー病(AD)・パーキンソ

ン病(PD)・筋萎縮性側索硬

化症(ALS)に代表される神

経変性疾患をはじめ、代謝

性疾患、循環器疾患など様々なヒト疾患において観察されており、疾患との関わりの理

解には精巧な分子機構の解明が不可欠であった。 

これまで多様な分子シャペロン群による異常タンパク質の再生機構については、詳細

に研究されてきた。しかし再生に失敗したタンパク質の行方を制御する分子機構の理解

は遅れている。すなわち、構造異常タンパク質を特異的にユビキチン化・分解する機構

や、異常タンパク質を細胞内の特定の場所へ隔離させる機構について、その全貌理解に

はほど遠かった。 

 哺乳類細胞内の異常タンパク質封入体形成の場所として aggresome が知られていた。

これまでの研究から、脱アセチル化酵素 HDAC6 がユビキチン化された異常タンパク質

を補足し、さらにダイニン複合体を介して微小管のマイナス端へと輸送し、微小管形成

中心に異常タンパク質を集めることにより、aggresome が形成されるとされてきた。実

際、微小管脱重合促進剤ノコダゾールで細胞を処理すると aggresome 形成が阻害される

が、HDAC6 を欠失させても aggresome が適切に形成されることを申請者らは様々な細

胞種を用いて観察してきた。この結果から、aggresome 形成のためにユビキチン化タン

パク質とダイニン複合体を繋ぐHDAC6以外の新規重要因子が存在することが強く示唆

されていた。申請者はプロテアソーム機能低下時に発現が強く誘導されるダイニン複合



体構成因子 DYNC1I1 を新たに見出した。DYNC1I1 欠損細胞では aggresome が形成され

ず、ユビキチン陽性の凝集体が細胞質に散在することから、DYNC1I1 が aggresome 形

成の中心分子である可能性が強く示唆された。 

 また上記解析と並行して、プロテアソーム機能低下時に蓄積するユビキチン化タンパ

ク質は核内ではなく専ら細胞質に凝集体を形成することを発見し、報告していた。ユビ

キチン系は核・細胞質に等しく存在することから、核内でユビキチン化されたタンパク

質が積極的に細胞質に運び出されていることが示唆された。そこで、ヒト培養細胞を用

いたゲノムワイド siRNA スクリーニングによりユビキチン化タンパク質の核外排出に

関わる因子の探索を行い、HUIP を同定していた。 

 

２．研究の目的 

以上の背景および申請者らの研究成果を踏まえ、構造異常タンパク質の細胞内動態の

制御機構とその病態生理的役割の解明を目的とした。 

神経細胞内での構造異常タンパク質の蓄積・封入体形成は、様々な神経変性疾患に共

通して観察される特徴として 20 年以上前に明らかにされたが、いまだに凝集体形成機

構や凝集体形成の役割についての明快な説明が存在しない状況であった。申請者らが新

たに発見した DYNC1I1 や HUIP の解析により、異常タンパク質凝集体の形成機構・量

的制御機構・細胞内局在制御機構の新たな理解が期待された。さらに異常タンパク質の

産生や蓄積は神経変性疾患の神経細胞のみならず、老化細胞やがん細胞でもみられるこ

とから、老化抑制や、がん、神経変性疾患の新たな治療戦略に結びつけることを最終的

な研究目標とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、申請者らが新たに見いだしたダイニン複合体構成因子 DYNC1I1 および

核内ユビキチン化タンパク質の細胞質搬出分子HUIPの両分子の細胞レベルの解析を通

じて、構造異常タンパク質の細胞内動態の制御機構とその病態生理的役割の包括的理解

を目指した。 

DYNC1I1 を含むダイニン複合体が aggresome 形成に関わるメカニズムの解明 

① ユビキチン鎖を認識し、ダイニンを介してユビキチン化タンパク質を aggresome に

輸送するアダプタータンパク質の探索 

 DYNC1I1 は、恒常的に発現するパラログである DYNC1I2 が存在する。DYNC1I1 の欠

損は aggresome 形成を阻害するが、DYNC1I2 の欠損は aggresome 形成を阻害しなかっ

た。このことからダイニン複合体の中でも DYNC1I2 を含むダイニン複合体ではなく、

DYNC1I1 を含むダイニン複合体が、アダプターを介してユビキチン化タンパク質を捕

捉し、aggresome に輸送していることが考えられた。 

そこで、Flag-DYNC1I1 の免疫沈降産物を質量分析器により解析し、DYNC1I1 を含む

ダイニン複合体とユビキチン化タンパク質間を介在するアダプタータンパク質の探索

を行なった。同定した DYNC1I1 結合タンパク質の中からユビキチン結合ドメインを持

つタンパク質を探した結果、PLAA と FAF2 の同定に成功した。 

② FAF2 が aggresome 形成に関わるメカニズムの解明 

先の項目で、同定したPLAAとFAF2について siRNAによるノックダウン実験を行い、

aggresome 形成に関わるのか解明を目指した。この実験から PLAA ではなく、FAF2 が



aggresome 形成に関わることが明らかとなった。さらに各種 FAF2 変異体を HEK293 細

胞に発現させ免疫沈降することにより、FAF2 のどのドメインがダイニン複合体との結

合に必要なのか、結合メカニズムの解明を目指した。 

③ プロテアソーム機能低下時に aggresome に輸送されるタンパク質の同定 

 過剰発現した構造異常タンパク質がユビキチン化を受けた後、aggresome に運ばれるこ

とはよく知られていたが、プロテアソーム機能低下時に aggresome にどのような内在性

タンパク質が輸送されるのかよくわかっていなかった。そこで、近位依存性ビオチン化

酵素と質量分析器を用いた解析により、プロテアソーム機能低下時に aggresome に輸送

されるユビキチン化タンパク質の探索を行なった。 

核内のユビキチン化タンパク質が細胞質に運び出される分子メカニズムとその生理的

意義の解明 

④ HUIP が核と細胞質をシャトルするメカニズムの解明 

HUIP は核と細胞質をシャトルすることで、核からユビキチン化タンパク質を細胞質に

排出していることが考えられた。そこでどのような因子に依存して核と細胞質を行き来

しているのか、結合タンパク質や阻害剤、変異体解析で明らかにすることとした。 

⑤ HUIP が運び出す核内ユビキチン化タンパク質の同定 

 核内にユビキチン化タンパク質が細胞質に運び出されるという現象は世界に先駆けて

申請者らが報告したものであり、どのようなタンパク質がユビキチン化を受けた後に核

から細胞質に運び出されているのかわかっていなかった。そこで、HUIP 発現細胞と

HUIP ノックアウト細胞において核に蓄積するユビキチン化ペプチドをユビキチン化ペ

プチド特異的抗体によって濃縮した後、質量分析器で同定することで、HUIP 依存的に

核から細胞質に運び出されているユビキチン化タンパク質を同定することとした。 

 

４．研究成果 

DYNC1I1 を含むダイニン複合体が aggresome 形成に関わるメカニズムの解明 

 HEK293 細胞に発現させた Flag-DYNC1I1 の免疫沈降産物から、ユビキチン結合ドメイ

ンを持つタンパク質として FAF2 と PLAA を同定できた。FAF2 と PLAA が aggresome

形成に働くのか siRNA を用いたノックダウン実験を行なったところ、FAF2 のノックダ

ウンにより aggresome の形成が抑えられた。さらにダイニン複合体とユビキチン化タン

パク質の結合が FAF2 を介したものか、ノックダウン実験を行ったところ、FAF2 欠損

時にダイニン複合体とユビキチン化タンパク質結合の減少が確認できた。以上のことか

ら、FAF2 はダイニン複合体と共に、ユビキチン化タンパク質を aggresome に輸送する

新規因子であることを明らかにできた。 

次に FAF2 がどのドメインを介して、ダイニン複合体と結合するのか、種々のドメイ

ン欠損変異体を作製し、結合実験を行なった。FAF2 は小胞体に局在することが報告さ

れているタンパク質であり、主に、ユビキチン結合ドメイン、膜貫通ドメイン、p97 結

合ドメインの 3 種類のドメインから構成されるが、各種変異体を用いた実験から、膜貫

通ドメイン周辺の細胞質側でダイニン複合体と結合することが明らかになった。 

 最後に、aggresome 形成の生理的意義を調べるため、FAF2 やダイニン複合体がどのよ

うなユビキチン化タンパク質を aggresome に輸送しているのか、プロテアソーム機能低

下時に aggresome に輸送されるタンパク質の同定を、近位依存性ビオチン化酵素と質量

分析器を用いた解析により試みた。この解析から、複数のアミノアシル tRNA 合成酵素



が、プロテアソーム機能低下時に aggresome に輸送される可能性が明らかとなった。実

際、フェニルアラニル tRNA 合成酵素に対する抗体を使用した免疫染色の実験から、内

在性のフェニルアラニル tRNA 合成酵素は、プロテアソーム阻害時に aggresome に輸送

されていることを新たに発見した。 

現在 FAF2 やダイニン複合体が、プロテアソーム機能低下時のフェニルアラニル tRNA

合成酵素の aggresome への輸送に関与しているのか明らかにし、アミノアシル tRNA 合

成酵素がプロテアソーム機能低下時に aggresome に運ばれる生理的意義を解析中であ

る。 

核内のユビキチン化タンパク質が細胞質に運び出される分子メカニズムとその生理的

意義の解明 

 Venus-HUIP を細胞に発現させ、HUIP の細胞内局在を観察したところ専ら細胞質であ

った。HUIP が核から細胞質にユビキチン化タンパク質を運び出すためには一度核に入

り、細胞質に搬出される必要がある。核から細胞質へのタンパク質の輸送で最も重要な

受容体は CRM1 が知られていた。そこで、Venus-HUIP 発現細胞に対して CRM1 の阻害

剤である Leptomycin B (LMB)で処理したところ、LMB 処理 15 分後には Venus-HUIP が

核にも局在するようになった。このことから Venus-HUIP は、核に入った後 CRM1 によ

って 15 分以内に素早く核外搬出されていることが明らかになった。 

 CRM1 は核外搬出シグナルという法則性のあるアミノ酸配列を認識することが知られ

ている。そこで、HUIP の核外搬出シグナルを公開されているプログラムを用いて予測

したところ、3 ヶ所核外搬出シグナルの候補が得られた。それぞれ変異を導入し解析し

たところ、2 ヶ所が実際に核外搬出シグナルとして機能し、ユビキチン化タンパク質の

核外搬出に重要であることがわかった。 

 HUIP もユビキチン結合ドメインを持つタンパク質であるため、このユビキチン結合ド

メインが、ユビキチン化タンパク質の核外搬出に必要なのか、欠損変異体を用いて実験

を行なった。その結果、野生型 HUIP はユビキチン化タンパク質を核外搬出する能力を

持つが、ユビキチン結合ドメイン欠損変異体は持たないことが明らかとなった。このこ

とから、HUIP はユビキチン結合ドメインを介して核内のユビキチン化タンパク質を捕

捉し、核外搬出シグナルと CRM1 によって、細胞質に搬出していることがわかった。 

 ユビキチン化タンパク質が核から細胞質に運び出されるという現象は、我々のグルー

プが独自に発見したものであり、どのようなユビキチン化タンパク質が核外搬出を受け

ているのかわかっていなかった。そこで、HUIP 欠損細胞で核内に蓄積するユビキチン

化タンパク質を、ユビキチン化ペプチド特異的抗体と質量分析器により同定した。TMT

ラベル法により定量的に解析したところ、種々のユビキチン化ヒストンが HUIP 欠損細

胞で核内に蓄積することがわかった。 

 HUIP の欠損が細胞増殖に必要かさまざまながん由来培養細胞と、非がん細胞由来であ

る hTERT RPE1 細胞を用いて実験を行なった。すると使用したすべてのがん細胞では

HUIP の欠損は細胞増殖に影響を与えなかったが、hTERT RPE1 細胞においては、細胞

増殖の抑制が観察された。核内にユビキチン化ヒストンが蓄積するために hTERT RPE1

細胞の増殖抑制がおきているのか現在解析を行い、ユビキチン化タンパク質核外搬出の

生理的意義を明らかにしようとしているところである。 
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