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研究成果の概要（和文）：プロテアソームによる選択的タンパク質分解経路においては、標的タンパク質に提示
されるユビキチン修飾の高次構造情報（ユビキチンコード）とその識別分子（デコーダー）の使い分け、さらに
プロテアソームの制御機構など未解明な課題が山積している。本研究では、プロテアソームの機能減弱マウスの
作出による個体レベルの病態と生理の解明に加えてプロテアソーム創薬の分子基盤を提供することを目標に、ス
トレスに応答した液―液相分離依存的なタンパク質分解機構という新概念の確立に成功すると共に標的タンパク
質分解誘導剤PROTACsにユビキチン分岐鎖とその創成酵素の関与を明らかにして次世代創薬研究への可能性を開
拓した。

研究成果の概要（英文）：In the selective proteolytic pathway by proteasomes, there are many 
unresolved issues, such as the use of higher-order structural information of ubiquitin modifications
 presented to target proteins (referred as ubiquitin code) and their discriminating molecules 
(referred as decoders), as well as the action and regulatory mechanisms of proteasomes. In this 
study, we aimed to elucidate the pathology and physiology of the proteasome at in vivo level by 
creating mice with functionally weak activity of proteasomes and to provide a molecular basis for 
proteasome drug discovery. We successfully established a new concept of liquid-liquid phase 
separation-dependent proteolysis mechanism responsible for environmental stresses. Moreover, we have
 also clarified the involvement of ubiquitin-branched chains and identification of their generating 
enzymes in the selective proteolysis inducer PROTACs, opening a new possibility for next-generation 
drug discovery research. 

研究分野： 生化学

キーワード： プロテアソーム　ユビキチン　細胞内タンパク質分解　液―液相分離　神経変性疾患　遺伝学的解析　
ストレス応答　PROTACs

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、タンパク質分解の細胞内機構と病態生理研究は飛躍的に進展しつつあり、本研究では、その中核酵素であ
るプロテアソームの基礎研究から病態解明及び創薬研究への道を開拓した。プロテアソームの変異疾患が相次い
で報告されているが、それらを検証するための機能減弱マウスの作出に世界で初めて成功した。またプロテアソ
ームが環境ストレスに応答して可逆的に相分離しタンパク質の迅速分解に貢献していることの発見は、神経変性
疾患における易凝集性タンパク質の異常による封入体形成機序解明のヒントになる。標的タンパク質分解誘導剤
PROTACsにおけるユビキチン分岐鎖と創成酵素の発見は、次世代創薬研究への波及効果が期待できる。

※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 
研究代表者はこれまで酵素学的・構造学的研究（一次構造や高次構造の解析）を中心に
分子レベルでのプロテアソーム研究に邁進してきたが、本研究では新たにプロテアソー
ムの細胞生理学に取り組むとともに、ヒト疾患に関わる病理学への展望を視野に、次世
代のプロテアソーム研究を開拓することを目標とした。特にプロテアソームのタンパク
質分解研究においては、これまでプロテアソームが標的基質（ポリユビキチン化タンパ
ク質）を直接トラップして分解する直接的経路が主流と考えられていたが、この経路は
主流でなく、最近、研究代表者らは細胞内では 90%以上の標的タンパク質がシャトル
分子（UBL-UBA タンパク質：UBA ドメインでポリユビキチン化タンパク質を捕捉し
UBL ドメインでプロテアソームに受け渡す仲介因子）を介した非間接的経路であるこ
とを酵母の系で明らかにした。一方、哺乳細胞におけるプロテアソームの作動機構やス
トレスに応答した細胞内における動態は不明であった。さらにユビキチン化は、プロテ
アソーム分解に加え、オートファジー（選択的）分解、シグナル伝達、膜タンパク質の
輸送など様々な細胞機能を制御していることが判明してきた。このようなユビキチンの
多彩な機能はユビキチン修飾の構造多様性に由来しており、その機能情報は「ユビキチ
ンコード」と称されるに至っている。しかし、ユビキチンコードの解析は技術的な障壁
が高く、その作動機構の全貌はいまだ不明であった。そこで、研究代表者のグループは、
独自に開発した最先端の高分解能プロテオミクス技術を駆使して、ユビキチンコードの
全貌解明に迫った。このようにユビキチンプロテアソーム系（UPS）は、発見以来約 40
年が経過するが、依然として多くの未解明な課題が山積しており、最先端の質量分析
（mass spectrometry：MS）技術を導入した新しいタンパク質分解の仕組みの解明が希
求されていた。 
 
２．研究の目的 
研究代表者はエネルギー依存性のタンパク質分解装置であるプロテアソームの構造と
機能の解明を目指した研究を包括的に推進し、分子基盤の確立や動作原理の解明など多
くの課題の解明に成功してきた。その結果、細胞内タンパク質分解に関する分子生物学
的研究が飛躍的に発展し、多くの知見が集積しつつある一方、現在、プロテアソームの
生理学研究においてはまだ不明の重要なテーマが数多く残っている。実際、プロテアソ
ームの発現量や活性が加齢やストレスにより変動すること、プロテアソームの機能低下
が神経変性疾患、老化、発達障害などに関与することがハエや線虫などで報告されてい
るが、哺乳動物個体では実証されていない。そこで本研究では、プロテアソームの細胞
生理学的理解を深化するために、第一にこれまで殆ど研究されてこなかった個体レベル
でのプロテアソームの動態や機能の解析を目指した。そのためにプロテアソームの機能
減弱マウスや発現レベル・局在を可視化するためのノックイン（KI）マウス、活性レベ
ルをモニターするトランスジェニック（Tg）マウスなど複数の遺伝子改変動物を独自の
アイデアに基づいて作出することを計画した。第二に、研究代表者らが偶然見出した、
既存の概念とは一線を画したプロテアソーム動態の不思議な現象、即ち「ストレスに応
答して生じるプロテアソーム顆粒（非膜性構造体）の時空間的なダイナミズム」の解析
を目指した。特にこの新規のプロテアソーム顆粒が、近年、世界中で注視されている液
滴 Liquid Droplets（＝Biomolecular Condensates, Membrane-less Organelles）であり、
それらが液-液相分離 Liquid-Liquid Phase Separation（LLPS）で形成されるか否かにつ
いて、物理化学的手法で解明すると共にその生理学的意義を解明することを目標にした。
第三に、ユビキチンコード（様々なユビキチン鎖の高次構造が有する多彩な情報）の解
析を目標に、定量プロテオミクス技術と化学ツールを駆使し、ユビキチンコードの全体
像を解明することに挑んだ。これらの課題は、ユビキチンをパートナーとするプロテア



ソームの細胞生理学研究において新たな領域を開拓することを念頭に研究代表者のラ
イフワーク研究の集大成として企図した。 
 
３．研究の方法 
（1）プロテアソーム遺伝子改変マウスの作出 
研究代表者らは、プロテアソーム構成サブユニット psmd12 の異なる部位に変異をもつ
３種類のヘテロ変異マウスを系統化することに成功した。これらの変異マウスのうち、
最も欠失領域が大きい系統について、理研マウスクリニックにて生化学的解析、行動解
析を実施した。またプロテアソームの量（発現レベル）や局在を定量的にモニター（可
視化）できるマウスとして PSMB2-EGFP-3FLAGKI/KI KI（ノックイン）マウスを作出し
た。さらにプロテアソームの活性をモニターできる mCherry-P2A-EGFP-deg Tg（トラ
ンスジェニック）マウス（プロテアソーム活性が弱い場合、緑/赤の蛍光比が高い値と
なる）も作出した。前者は蛍光標識プロテアソーム遺伝子導入マウスであり、後者は P2A 
self-cleaving peptide とユビキチン非依存的プロテアソーム依存的に急速分解される蛍
光基質（deg : d410 [ODC degron]）をマウス遺伝子に組み込んだ遺伝子導入マウスで
ある。In vivo での活性評価は、マウス組織を透明化後にライトシート顕微鏡を用いた
レシオ測定蛍光イメージングによる定量解析を行って検証した。 
 
(2) プロテアソームの核内顆粒（P-Foci）とサイトゾル顆粒（C-Granules）の解析 

研究代表者らはプロテアソームサブユニットに蛍光タンパク質 GFP をノックインし
たヒト培養細胞株（過剰発現でなく、tagging も毒性がなく細胞は正常）を作出し、プ
ロテアソームの動態観察に供した。その結果、活発に増殖している細胞では、プロテア
ソームは核と細胞質に各々1 M と 100 nM の濃度で均一に拡散して存在するが、研究
代表者らは、プロテアソームが環境ストレスに曝されると核と細胞質において急速に凝
縮して、特異的な顆粒（非膜性構造体）を形成することをヒト培養細胞で発見した。こ
れらの核と細胞質で発見した顆粒を各々P-Foci および C-Granules と命名し、それらの
形成機構と生理的意義の解明のために最先端の「トライブリッド」型超高分解能質量分
析計（Orbitrap Fusion Lumos）を駆使して核内 P-Foci 顆粒やサイトゾル C-Granules
顆粒に含まれるタンパク質を網羅的に解析した。 
 
（3）ユビキチンコードの解析 
ユビキチンをパートナーとするプロテアソーム系（UPS）による選択的タンパク質分解
経路は、ユビキチン化に関与するユビキチンリガーゼについては広く研究がなされてい
るが、標的タンパク質に提示されるユビキチン修飾の高次構造情報（ユビキチンコード）
とその識別分子（デコーダー分子）の使い分けと機能連携、さらにプロテアソームの制
御機構に関しては未解明である。そこで、研究代表者らは、上記の超高分解能質量分析
計（Orbitrap Fusion Lumos）を駆使して細胞内のユビキチン鎖の解析を網羅的に行っ
た。質量分析計を用いたユビキチン化基質の高深度プロテオーム解析法（parallel 
reaction monitoring: PRM）、とくにユビキチン分岐鎖の解析には、ミドルダウン質量
分析により、細胞内で形成されているユビキチン鎖の高次構造を決定した。さらに UPS
により分解されるタンパク質は 5,800 種類以上存在すると想定されており、UPS 制御
分子の機能解析には網羅的な解析が必須となる。そこで質量分析計 Orbitrap Fusion 
Lumos を用いた高深度比較プロテオーム解析やユビキチン化基質の網羅的同定法を開
発しリードアウトとすることで個々のデコーダー分子の基質選択性を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）プロテアソーム遺伝子改変マウスの作出 
本研究で作出に成功した世界初のプロテアソーム機能減弱 psmd12+/m マウスは、発育
遅延や運動障害の症状を示し、個体レベルでのプロテアソームの働きを調べるために、
非常に有用であった。この変異マウスは、運動障害や、行動異常、老化に焦点を当てた



表現型解析、生化学的解析を実施し、プロテアソーム機能の低下による病態発症機構を
解明しつつある。また理研マウスクリニックにて生化学的解析、行動解析を実施したと
ころ、肝機能低下、栄養不良、頭部形態異常、白血球数増加、動き出し遅延、文脈依存
学習記憶の異常が有意に検出された（論文準備中）。一方、プロテアソームの発現・局
在をモニターできる PSMB2-EGFP-3FLAGKI/KI KI（ノックイン）可視化マウスでは、尾
から採取・初代培養した線維芽細胞において、予想通り PSMB2(プロテアソーム4)が
細胞質に比して核で濃染されていることが確認された。現在、加齢に伴うプロテアソー
ム機能低下がどの組織から始まるかについて解析しつつある。さらにプロテアソームの
活性をモニターできる mCherry-P2A-EGFP-deg Tg（トランスジェニック）マウスとし
ては、プロテアソームのレシオメトリックセンサー（mCherry-P2A-EGFP-degron）の
Rosa26-KI マウス（プロテアソーム活性モニターマウス）の作出に成功した。そして上
記 psmd12 変異マウスとプロテアソーム活性レポーターマウス（mCherry-P2A-
eGFPdegron, Rosa26 KI）を交配し系統化した。同マウスの MEF 細胞を用いてレシオ
メトリック蛍光測定を実施したところ、プロテアソーム活性（eGFP/mCherry）が野生
型に較べ約 30％低下していることが明らかとなった。In vivo での活性評価は、マウス
組織を透明化後にライトシート顕微鏡を用いたレシオ測定蛍光イメージングによる定
量解析を行っている。今後、Cre-loxP システムを導入して条件的プロテアソーム機能減
弱マウスを作出し、細胞・臓器におけるプロテアソームの個別の役割を in vivo で解析
することを計画している。 
 
（2）プロテアソームの核内顆粒（P-Foci）とサイトゾル顆粒（C-Granules）の解析 
研究代表者らは高浸透圧ストレス刺激によりプロテアソームが核内に液滴（P-Foci）を
形成し核内タンパク質の品質管理に関与すること、K48 連結型ユビキチン鎖とシャトル
分子 RAD23B が多価性相互作用（Multivalent Interaction）によりプロテアソームの液
－液相分離を駆動することを見出した。高分解能質量分析計（MS）により、P-Foci の
構成因子として、プロテアソームへ基質（ユビキチン化タンパク質）を運搬する RAD23B
（シャトル分子）、p97/VCP AAA+ATPase（ユビキチンシャペロン）、UBE3A/E6AP
（ubiquitin E3 ligase）などを同定した。そして P-Foci は種々の物理化学的性質、即ち 
顆粒の融合、Circularity（円形度～1.0）、高い流動性（Fluorescence recovery after photo-
bleaching：FRAP)、両親媒性アルコール溶解性などの解析から、液滴（Liquid droplets 
= Membrane-less Organelles, Biomolecular Condensates）であること、そして RAD23B
とポリユビキチン鎖の多価性相互作用（Multivalent Interaction）に依存した液-液相分
離（Liquid-Liquid Phase Separation: LLPS）で形成されることを in vivo・in vitro で明
らかにした。そしてこの P-Foci は既存の核内構造体とは異なった新規な核内構造体で
あり、既知の浸透圧ストレス応答シグナル経路に依存しなかった。興味深いことに全て
の P-Foci はユビキチンを含み、ユビキチン化を阻害するとその形成は完全に抑制され
た。また RAD23B のサイレンシング（KO）も高浸透圧ストレス依存的な P-Foci の形
成を完全に抑制した。加えてプロテアソーム阻害剤処理により巨大化し、そのクリアラ
ンス（消失・浄化）が著しく遅延したことから、核内でストレスにより生じた異常タン
パク質を急速分解するセンター（Protein Quality Control：PQC）になっていることが
判明した。さらに質量分析計（MS）を用いた解析から、高浸透圧ストレス依存的にユ
ビキチン化修飾がみられるタンパク質として、多数のリボソームサブユニットやヒスト
ン H1 を同定した。さらに、同定したリボソームサブユニットやヒストン H1 に対する
特異抗体を用いた細胞内局在の観察から、高浸透圧ストレス依存的にリボソームタンパ
ク質や染色体のヒストン H1 が P-Foci に集積して凝集体を形成し、これが経時的にプ
ロテアソームにより消去されることを確認した。この結果より、P-Foci は核内のタンパ
ク質分解センターであることが示唆された。これらの知見を基に研究代表者らは「異常
タンパク質がユビキチン化されて凝集体を形成し、それらを足場としてプロテアソーム
が集積・分解し、異常タンパク質の蓄積を抑制する」という新しいタンパク質分解モデ
ルを提唱した（Nature 2020）。さらに研究代表者らはプロテアソームサブユニットに



蛍光タンパク質 GFP をノックインしたヒト培養細胞株において、解糖系と呼吸鎖の阻
害剤（2-Deoxy-D-glucose ＋ NaN3）を添加して ATP を枯渇させると細胞質にプロテ
アソーム顆粒（C-Granules）が生じることを見出した。そして顆粒内のプロテアソーム
が活性型である（触媒活性部位に共有結合する蛍光 Probe で検出）ことやユビキチン結
合アダプターp62（ユビキチンと共同して相分離・液滴化を引き起こす分子）が含まれ
ることなども明らかにしており、核内で生じる P-Foci とは、構成成分が異なっている
ことを見出した。この ATP レベル低下によって形成するプロテアソーム液滴（C-
Granules）について MS 解析を進めたところ、ATP 低下によってユビキチン化プロテ
オームが大規模にリモデリングされること、種々の複合体由来オーファンタンパク質が
ユビキチン化され RAD23B を介して液－液相分離（LLPS）することが明らかとなった。
この ATP ストレス応答性液滴は、ATP レベルが回復すると速やかに消失するが、プロ
テアソームの分解活性は必要なく、プロテアソームの脱ユビキチン化活性とユビキチン
選択的シャペロン p97 ATPase 活性が必要であった。つまり、本液滴の機能はユビキチ
ン化タンパク質の迅速かつ一過的な隔離であると推定された。また、興味深いことに、
ATP レベル低下が長時間続くとユビキチン化タンパク質が不溶化したため、相分離が
凝集体形成（液-固転移）に関与することが明らかとなった（投稿準備中）。これらの知
見は、神経変性疾患の発症機構との関連性から注目される。 
  
（3）ユビキチンコードの解析 
近年、ユビキチンコードの多様性は世界的に注目されているが、その高次構造解析は難
解を極めてきた。そこで、研究代表者のグループは、ミドルダウン質量分析により、細
胞内で形成されているユビキチン鎖の高次構造を決定すると共に、安定同位体標識した
化学合成ユビキチンを内部標準とすることで絶対定量系を確立し、ユビキチンコードの
複雑性を解明してきた。一方、プロテアソーム阻害剤ベルケイドやセレブロンモジュレ
ーターのレナリドミドが多発性骨髄腫の治療薬として大きな成功をおさめ、現在、米国
のベンチャー企業およびアカデミアを中心に「UPS 創薬」が爆発的に進展している。特
にタンパク質分解誘導剤 PROTAC（Proteolysis-targeting chimera）は UPS を利用した
新しい創薬モダリティーとして脚光を浴びており、これまで undruggable とされた抗が
ん剤ターゲットへの応用展開が国内外でしのぎを削っている。このような社会的趨勢に
より、UPS の基礎研究に対するニーズと期待が急速に高まっているが、PROTAC の作
動機構におけるユビキチン鎖の多様性については、殆ど研究されていない。研究代表者
のグループは、エピゲノム制御分子 BRD4 を標的とした VHL 型 PROTAC の作用を促
進する補助因子 TRIP12 を同定し、二つのユビキチンリガーゼが協調して K29/K48 分
岐型ユビキチン鎖を形成することで、プロテアソーム分解を促進させることを明らかに
した（Mol Cell 2021）。またごく最近、cIAP1 の分解誘導剤 LCL-161（SMAC ミメテ
ィクス：SM）が、K11/K48/K63 分岐鎖の形成を誘導し、cIAP1 のプロテアソーム分解
を強力に促進することを明らかにした（論文改訂中）。このように本研究において、ケ
ミカルプロテインデグレーダータンパク質分解誘導剤 PROTAC が誘導する新たなユ
ビキチン修飾、新規 PROTAC 開発、ユビキチン化学プローブ開発などについて著しい
進展があった。 
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