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研究成果の概要（和文）：生体を構成する細胞は、適切な時期にタンパク質を合成し、分解する必要がある。このタン
パク質の分解は厳密に制御されており、その制御の破綻は様々な疾患（免疫疾患、神経変性疾患、メタボリックシンド
ロームなど）の原因となる。細胞内のタンパク質を選択的に分解するプロテアソームは、進化的に保存された複数の活
性化因子によって制御されている。しかし、各活性化因子の生理的役割や機能分担は明らかではない。そこで本研究は
、プロテアソームの多彩な機能を担うと考えられる活性化因子群の遺伝子欠損マウスを作製し、その表現型解析を行な
うことを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Intracellular protein degradation is highly regulated by the Ubiquitin and Proteas
ome system (UPS), which plays critical roles in many biological processes such as cell cycle progression, 
stress response, signal transduction, and so on. The impairment of the UPS is associated with diverse arra
y of diseases such as neurodegenerative diseases, and immune diseases.
Proteasome is a barrel-shaped multisubunit protease complex that consists of latent 20S core particle (CP)
 and regulatory particles (RPs). The function of CP is regulated by evolutionarily conserved multiple RPs 
in the cells. However the function and physiological roles of each RPs are not well understood. To reveal 
the specific function of each RPs, we generated knockout mice of one of the proteasome-associated protein 
whose function has not yet been elucidated in mammal.
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン・プロテアソームによる選択的

タンパク質分解は細胞周期進行やシグナル

伝達など、多くの生命現象の制御に必須であ

る。ユビキチンは分解されるべきタンパク質

を修飾する小分子であり、プロテアソームは

ユビキチン修飾されたタンパク質を選択的

に分解する分解酵素である。プロテアソーム

は多数のサブユニットから構成される複合

体であり、その活性は多様なプロテアソーム

活性化因子群によって制御されている。プロ

テアソーム活性化因子には、進化的に保存さ

れた PA700複合体や PA200, PA28などが存
在する。また、上記以外にもプロテアソーム

と相互作用し、プロテアソーム機能を制御す

るタンパク質の存在することが明らかとな

っている。Ecm29は、その一つであり、その
機能は未解明である。 
 
２．研究の目的 
 哺乳動物における Ecm29 の生理的役割を
明らかにする目的で、Ecm29の遺伝子欠損マ
ウスを作製し、その表現型とプロテアソーム

機能を解析する。また Ecm29 欠損細胞のス
トレスに対する脆弱性を解析し、プロテアソ

ームのストレス応答性と Ecm29 の役割を解
明する。 
 
３．研究の方法 
Ecm29 欠損マウスの作製：Ecm29 遺伝子の
第２エキソンを標的としたターゲティング

ベクター(図１)を作製し、常法により ES 細
胞への導入、相同組換え ES細胞の選択、キ
メラマウスの作製を行う。ES 細胞のジャー
ムライントランスミッションによって得ら

れる Ecm29+/-マウスを交配し、Ecm29-/-マウ

スを得る。 

 

表現型解析：常法に従い野生型と Ecm29-/-マ

ウスの血液生化学検査と組織検査を行う。異

常の認められた臓器・組織があった場合には、

その臓器・組織に応じた機能解析を行う。 
プロテアソーム機能解析：主要臓器のタンパ

ク質粗抽出液を密度勾配遠心によって分画

し、プロテアソームのペプチダーゼ活性を測

定する。またプロテアソーム構成成因子の発

現を解析する。 
ストレス応答の解析：野生型または Ecm29
欠損マウスの胎児線維芽細胞を採取し、様々

なストレスを負荷して、そのストレス応答性

解析する。またストレス応答時におけるプロ

テアソーム機能を解析する。 
 

４．研究成果 

 Ecm29+/-マウス同士を交配した結果、約

1/4 の頻度で Ecm29-/-マウスは生まれ、顕著

な発生異常は認められなかった。また

Ecm29-/-マウスはオスメスとも不妊ではなく

繁殖可能であった。主要臓器における Ecm29
タンパク質の発現を調べたところ、Ecm29-/-

マウスでは Ecm29 は全く発現していなかっ
たため、第２エキソンの欠失はヌル変異とな

ること、Ecm29はマウスの発生および成長に
必須ではないことが判明した。また Ecm29-/-

マウス主要臓器組織のHE染色では形態的に
異常な組織像は観察されず(図２)、血清の生
化学検査でも野生型と有意な差は認められ

なかった。 

 主要臓器におけるプロテアソームのペプ

チダーゼ活性を測定したところ、その活性は

野生型と同等であり、またプロテアソーム構

成因子も正常と差はなかった。さらにユビキ

チン化タンパク質の発現や細胞内局在をウ

エスタンブロットおよび免疫組織化学で解
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図１ ターゲティングベクターの模式図 

図２ Ecm29欠損マウスの組織像 
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析したが、いずれの臓器でもユビキチン化タ

ンパク質が異常に蓄積した像は観察されな

かった。すなわち Ecm29 はプロテアソーム
のペプチダーゼ活性、分子集合に必須ではな

く、その欠損によってユビキチン化タンパク

質が分解できずに蓄積することもなかった。

なお他のプロテアソーム活性化因子が代償

的に発現上昇して、Ecm29欠損を機能相補し
ていないか、その他のプロテアソーム活性化

因子 PA28と PA200の発現を調べたが、その
発現に変化は見られなかった(図３)。 

 
次いで、野生型と Ecm29-/-マウスの胎児線維

芽細胞を採取し、様々なストレスを負荷した。

細胞に過酸化水素による酸化ストレスを負

荷した結果、野生型細胞ではプロテアソーム

活性の低下とプロテアソーム構成因子の解

離が観察された。一方、Ecm29欠損細胞では、
プロテアソーム活性の顕著な低下が観察さ

れず、プロテアソーム構成因子の一部がプロ

テアソーム複合体から解離せずに維持され

ていることが判明した。以上の結果から、

Ecm29 はストレス応答によるプロテアソー
ムの解離に関わる可能性が考えられた。今後、

その分子機序を解明することが重要である。 
 Ecm29 欠損マウスのプロテアソーム機能
がほぼ正常であったことから、Ecm29欠損を
機能相補するタンパク質が存在する可能性

が考えられ、他のプロテアソーム活性化因子

が関わっていないか、そして新規制御因子が

プロテアソームと相互作用していないか、解

析する必要がある。 
 PA28および PA200は Ecm29欠損によっ
て代償的に発現上昇していなかったが、機能

的に相補している可能性は否定できない。そ

のため、PA28や PA200欠損マウス等との多
重欠損マウスを作出している。Ecm29と一次
構造的に類似性の高い PA200 とのダブル欠
損マウスでは、それぞれの単独欠損では観察

されない表現型を示しているため、今後その

表現型を詳細に解析していきたい。また新規

制御因子が存在しないか、精製したプロテア

ソームの構成因子を解析することを予定し

ている。 
 さらに Ecm29 は免疫サイトカインである
インターフェロンγの刺激によって発現が

上昇することから、Ecm29欠損細胞のインタ
ーフェロンγ応答性の解析を開始している。 
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