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研究成果の概要（和文）：26Sプロテアソームは，タンパク質の能動的分解システムの実行機械である。植物のストレ
ス適応に関与するプロテアソームの構造変換機能の解明を実施した。植物プロテアソームに関する詳細なプロテオーム
解析を実施し，各サブユニットの同定と定量化を実現した。この手法を病原体感染時等に適用し，重複するサブユニッ
ト分子間の量的変動と高頻度の翻訳後修飾について明らかにした[J. Proteome Res. 2013]。これまで哺乳類では，病
原体感染時に「免疫プロテアソーム」の出現が報告されていたが，この発見は，植物においても，外的環境変化に応答
したプロテアソーム構造の変動により機能適応が実現することを証明した。

研究成果の概要（英文）：The proteasome is a huge protein complex that degrades damaged and selective ubiqu
itinated proteins, and is related to various environmental stress responses. Although the biochemical char
acteristic of the proteasome is well-studied in mammals, the details of the plant proteasome remains uncle
ar.  Here, we used a proteomics approach to reveal the detailed subunit composition of the plant proteasom
e. Our 2D electrophoresis and LC-MS/MS analyses combined with affinity purification demonstrated the highl
y heterogeneous subunit composition of the proteasome due to plant-specific gene duplication and putative 
post-translational modification in plant cells. Moreover, our studies demonstrated that proteasome activit
y is affected by post-translational modification in response to pathogen signaling. Our study revealed new
 insights into the plant proteasome composition and regulatory mechanism, which may contribute to increase
d pathogen resistance and improved crop yield in agriculture.
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１． 研究開始当初の背景 
 

細胞周期にはじまり個体形成といった様々
な段階の生命事象が，特定の標的タンパク質
を能動的に分解することにより直接的に制御
されている[能動的タンパク質分解は 2004 年
ノーベル化学賞受賞対象課題]。高等植物には，
タンパク質分解の実質を担うユビキチン-26S
プロテアソーム系に関係する遺伝子群が全遺
伝子の 5%以上も存在しており，他の生物種と
比較しても類をみないほど多い。これはゲノ
ムワイドでみた高等植物の特徴の一つとされ
ている[Smalle et al., Annu Rev Plant Biol, 
55: 555 (2004)]。この事実は，高等植物がも
つ優れた環境適応能力は，上述のタンパク質
分解系を媒介とした環境シグナル制御系が一
翼を担うとする仮説を裏付けるものである。 

 
申請者らは，モデル植物シロイヌナズナを

用いて，19S プロテアソームを構成するサブ
ユニット RPT2a の機能欠損変異体(rpt2a)に
おいて，葉器官等が巨大化する現象を発見し
た。その後の研究により，この原因がエンド
リデュプリケーションという細胞周期異常に
由来する細胞サイズ増大に起因することを明
らかにした [Sonoda et al, Plant J, 60: 68-78 
(2009); Sako et al, J. Plant Res, 123: 
701-706 (2010); Sako & Yamaguchi, Plant 
Signal & Behav, 5: 1119-1120 (2010)]。 
 
２． 研究の目的 
 
植物プロテアソームの特徴は，その構成サ

ブユニットの多くが２種類のパラログ遺伝子
にコードされている点にある。従って，植物
が様々なストレスに適応する際に（A シグナ
ルによる 19S の再構成を想定），このようなプ
ロテアソームの構造変換・機能変換が一翼を
担う可能性が考えられる。 

 
このことは，１）哺乳類で観察される「免

疫プロテアソーム」や「胸腺プロテアソーム」
のような特殊な機能構造体[Groettrup et al, 
Nat Rev Immunol, 10: 73-78 (2010)等]が，植
物では定常的に存在すること，２）そのよう
な再構成に伴うプロテアソームの機能変換が，
植物の発生・成長，環境適応のキューとなる
可能性，を示唆している。 
 
申請者らが発見した葉サイズが巨大化した

変異体は，「器官サイズ制御型」プロテアソー
ムの存在を示唆している。本研究では，上記
の背景を基に，様々なストレス適応型プロテ
アソームの構造ならびに機能的解明を目指す。 
 
本研究課題は，「ストレス適応型」プロテ

アソームの構造と機能性に着目し，３課題を
実施する。申請者は，すでにプロテアソーム
がエンドリデュプリケーションを介した器
官サイズ制御に関与することを明らかにし

た[Plant J. 2009 他]。さらに現在は，プロテ
アソームサブユニット構造変動や相互作用
因子の存在等も明らかにしている。このよう
なダイナミックな構造変換に関する報告は，
酵母・動物細胞においてもほとんど報告され
ていない。従って，植物プロテアソームの新
たな機能性の発見につながる。これに加えて，
ストレス適応制御という命題は，ストレス寛
容植物の作出，ひいては植物の生産性に直結
する問題である。 
 
３． 研究の方法 
 
「植物プロテアソーム構造の多様性」という
視点を基軸として，本研究では，下記３課題
を効率よく実施，遂行する。 
(1) 計画１）プロテオミクスを用いたプロテ

アソームサブユニット構造変換の解明 
(2) 計画２）プロテアソーム相互作用ネット

ワークの解明 
(3) 計画３）サブユニット機能変換を利用し

たプロテアソーム新機能性の解明 
 
４． 研究成果 
 
(1) 計画１）プロテオミクスを用いたプロテ

アソームサブユニット構造変換の解明 
（雑誌論文７） 
細菌やウィルスといった病原体から身を

守ることは生物に必須の能力である。私たち
人間と同じように，植物もまた病原体の攻撃
に対する優れた防御応答機構を備えている。
そうした環境ストレス応答において，ユビキ
チン・プロテアソームシステム（UPS）は，
タンパク質の能動的分解を制御することで，
様々な細胞機能を制御している。面白いこと
に，プロテアソームを構成するサブユニット
をコードする遺伝子に多くの重複が見られ，
酵母やヒトに比べて複雑なサブユニット構
成をもつこと，そして何らかの特別な機能制
御機構が存在する可能性が示唆されていた。 

 
 最新のプロテオミクス解析技術を駆使す
ることで，これまで困難であった植物プロテ
アソームのアフィニティー精製および詳細
なサブユニット構成の実態を明らかにする
ことに成功した。さらに，病原体感染のシグ
ナル物質となるFlg22を処理した植物から精
製したプロテアソームでは，通常型に比べて
サブユニット構成が変化し，プロテアソーム
のペプチダーゼ活性が上昇していることを
発見した。これらの結果は，植物の病原体応
答では，何らかの翻訳後制御により植物のプ
ロテアソーム機能変換が起こっていること
を示唆している。哺乳類のプロテアソームは
病原体感染時の抗体産生に重要な関与する
ことが知られているが，植物ではそれとは異
なる独自のプロテアソーム機能が防御応答
に貢献している可能性があり，より詳細な制
御メカニズムの解明が期待される。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図．環境ストレスに応答したプロテアソーム
サブユニット機能の翻訳後制御モデル（上）
とアフィニティー精製/2次元電気泳動/MS解
析結果（下）。 
 
 
(2) 計画２）プロテアソーム相互作用ネット

ワークの解明 
（雑誌論文 9） 
ユビキチン -プロテアソームシステム

（UPS）は，タンパク質の能動的分解を制御
することで，様々な細胞機能を制御している。
植物では，酵母や動物と異なり，プロテアソ
ームを構成するサブユニットの多くに遺伝
子重複があり，その機能性の違いが注目され
ている。シロイヌナズナ RPT2 には，
AtRPT2aとAtRPT2bという2つのパラログ
分子がある。以前に，RPT2a の変異体（rpt2a）
のみがエンドリデュプリケーションを伴う
細胞分裂異常とそれに伴う器官（葉）サイズ
の増大を示すことを報告した[Plant J. 60: 
68, 2009]。 
シロイヌナズナ rpt2a 変異体が，糖に対す

る感受性に違いがあることを見出した。下図
のように，培地にスクロースやグルコースを
添加すると，rpt2a 変異体のみが高濃度の糖
に対するストレス感受性が高まる。また，19S
サブユニット遺伝子の発現解析の結果，
RPT2a 遺伝子は糖に対する発現促進反応性
を示した。糖添加により，ユビキチン化タン
パク質の蓄積も観察された。植物の糖応答に
は解糖系の初発酵素ヘキソキナーゼのアイ
ソザイム HXK1 が関与することが明らかと

なっているが，この変異体 gin2 背景では，
RPT2a 遺伝子の糖誘導性が解除された。これ
らのことから，植物の糖応答にプロテアソー
ム，そして RPT2a が関与することが示され
た。 

 

 
図．プロテアソームサブユニット RPT2 欠損
変異体の糖応答性-rpt2a 変異体のみが糖に
対して高感受性を示す。 
 
 
(3) 計画３）サブユニット機能変換を利用し

たプロテアソーム新機能性の解明 
（雑誌論文 10） 
ユビキチン-26S プロテアソームシステム

は，タンパク質を能動的に分解することによ
って細胞周期やシグナル伝達など，さまざま
な生命現象の制御に機能している。このうち，
26S プロテアソームは，実際のタンパク質分
解を担う巨大なプロテアーゼである。プロテ
アソームは 60以上のサブユニットからなり，
それぞれのサブユニットが特異的な機能を
もつことが示唆されている。 

RPT2a が“遺伝子サイレンシング”を抑制
的に制御することを明らかにした。rpt2a 変
異体に，外生遺伝子の形質転換を試みたとこ
ろ，ほとんど形質転換体が得られないという
現象に遭遇した。この現象を解析したところ，
外生遺伝子のプロモーター領域の DNA メチ
ル化が増加したことが原因であることを突
き止めた。DNA のメチル化は遺伝子の配列
を変化させることなく遺伝子の発現パター
ンを変化させるエピジェネティック制御の
一つである。これらの結果から，RPT2a を構
成因子にもつプロテアソームは，DNA メチ
ル化を負に制御することで，遺伝子発現の制
御に関与することを明らかにした。 
今回の研究によって，プロテアソームがエ

ピジェネティックと関与することが初めて
示された。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. rpt2a変異体では遺伝子サイレンシング
が生じる-ハイグロマイシン耐性遺伝子を野
生型および rpt2a 変異体に形質転換した植物
体のハイグロマイシン耐性を調べた。上は通
常培地，下はハイグロマイシン添加培地で生
育させた。rpt2a 変異体は導入した耐性遺伝
子の発現が抑制されたため，ハイグロマイシ
ンに感受性を示した。 
 
(4)その他の主要な成果 
 
① シロイヌナズナを用いて，ユビキチン/

プロテアソーム依存的なタンパク質分
解を制御するSCFタイプE3についての
網羅的な解析を実施した。シロイヌナズ
ナでは多種類のSCFタイプ型E3が存在
し，それらが各組織及び細胞内器官で特
異的な役割を果たすと示唆される結果
を得た。また，ダイズを用いてユビキチ
ン化タンパク質の網羅的解析を実施し
た。（雑誌論文 11，12） 

② シロイヌナズナユビキチンリガーゼ
ATL31 は，14-3-3 タンパク質を標的と
して基幹代謝 C/N 制御や CO2/N 制御に
関与すること（雑誌論文 1，3，4，15，
16），また膜交通を介して病原体応答に
関与すること（雑誌論文 2，8）を明らか
にした。 

③ 植物免疫に関与する制御因子 NSL2 と
転写因子 ERF9 に関する研究を実施し
た。（雑誌論文 8，13） 

④ 亜鉛欠乏にプロテアソームが関与する
ことを明らかにした。（雑誌論文 14） 
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