
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)

2014～2012

タンパク質分解の仕分け制御におけるユビキチンレセプターの調節機能の解析

Analysis of ubiquitin receptors on regulatory functions of protein degradation

２０１５０３９４研究者番号：

小林　英紀（KOBAYASHI, HIDEKI）

岡山大学・学内共同利用施設等・教授

研究期間：

２４５７０１６０

平成 年 月 日現在２７   ５ ２２

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：ユビキチン依存タンパク質分解は、細胞内外の環境ストレス応答における制御システムに重
要な役割を担っている。本件研究では、出芽酵母と葉緑体を用いて、ストレス応答とタンパク質分解の制御について解
析した結果、酵母の塩ストレスではUBL-UBAユビキチンレセプターが、栄養ストレスではGタンパク質Gtr1-Gtr2複合体
が、葉緑体の光ストレスではD1タンパク質分解とFtsH-チラコイド構造が分解制御に関与することが示された。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin-dependent protein degradation plays important roles in stress responses 
of extra- and intra-cellular environment. In this study, we analyzed the regulation of protein 
degradation in stress responses using budding yeast and chloroplast. The results indicate that UBL-UBA 
protein Dsk2 is involved in salt stress, Gtr1-Gtr2 complex is involved in nutrient stress, and 
FtsH-thylakoid structure is involved in D1 degradation in chloroplast.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン依存分解システムは、ユビキチン

鎖をタンパク質に付加するユビキチン化、お

よび、ユビキチン鎖で標識されたタンパク質

の分解を行うプロテアソームからなる「ユビ

キチン−プロテアソーム経路」と、ユビキチ

ン−プロテアソーム両経路を介在して、分解

タンパク質を的確に識別しプロテアソーム

に運ぶ「配送経路」で構成される。 

 我々は、UBL-UBA タンパク質である出芽

酵母 Dsk2 と Rad23 の機能解析とおして、

タンパク質分解を正負に調節する新規の制

御因子を同定し、解析を進めてきた。また、

近年、ERAD 分解システムに Dsk2 が優先的

に関与すること、ユビキチン鎖の種類・長さ

の選択性、Dsk2/Rpn10 によるタンパク質分

解と隔離(Aggregation)の仕分制御等が国内

外の研究により示唆されており、細胞環境ス

トレスに応答してタンパク質を排除・隔離す

る制御システムにおいてもタンパク質分解

の果たす役割の重要性が認識されるように

なった。これら国内外の研究進展に鑑み、ユ

ビキチン依存分解システムにおいて、ストレ

スに応答した分解タンパク質の識別と選択

機能を担うユビキチンレセプターの役割を

解明することは、ユビキチン依存分解システ

ムの重要な研究課題の一つとなっている。 
 
２．研究の目的 
ユビキチン依存タンパク質分解は、細胞周期

などの細胞生理機能とともに、蛋白質の品質

管理など細胞内外の環境ストレス応答におい

て、分解タンパク質を識別・仕分けする制御

システムの中心的役割を担っている。ユビキ 

チン化されたタンパク質をプロテアソームに

運ぶ可動型のUBL-UBAユビキチンレセプター

は、分解タンパク質の識別と配送の調節機能

に加え、細胞ストレスに応答にした分解タン

パク質の仕分制御に関与することが示唆され

ているが、仕分制御の分子機構は未だよく分

かっていない。本研究では、分子遺伝学的手

法の有用な出芽酵母を主な実験材料とし、植

物葉緑体とほ乳類培養細胞の実験結果と比較

解析することにより、ストレス応答における

タンパク質分解の識別・仕分制御とUBL-UBAユ

ビキチンレセプターの調節的役割を解明する

ことを目的とする。 

３．研究の方法 

(1) 出芽酵母の遺伝学的解析により種々のス

トレス環境におけるDsk2ユビキチンレセプ

ターの変異体をスクリーニングし、ストレス

に耐性および感受性を示すDsk2と相互作用

する新規遺伝子の分析を行った。同様に出芽

酵母Gtr1とGtr2と相互作用する遺伝子を網

羅的にスクリーニングし、栄養ストレス下に

おける結合の様式を分子遺伝学的に解析した。 

(2) 植物（ほうれんそう）の葉緑体を分離し、

光ストレス下におけるD1タンパク質分解、

FtsHプロテアーゼの動態とチラコイド膜の

構造と動態、およびその関連性を分子整理学

的手法により解析した。 

４．研究成果 

UBL-UBA ユビキチンレセプター(Dsk2,Rad23)

は、ユビキチン化した分解タンパク質をプロ

テアソームへ配送する生理機能に加え、細胞

の環境ストレスに応答にした分解タンパク

質の仕分と識別に関与することが示す結果

を得た。 

 

(1) 環境ストレスとタンパク質ユビキチン

化の関係を解析するため、ユビキチンレセプ

ターDsk2 と相互作用するタンパク質を

two-hybrid 法により分離して、出芽酵母の新

規 Dsk2 結合タンパク質 Irc22 を同定した。

Irc22 はゲノムデータベースに機能未知とし

て記載された遺伝子であった。Irc22 の抗体



を作成して、ユビキチンレセプターとの相互

作用、タンパク質分解、ストレス応答への影

響について解析した結果、高塩ストレスに対

して Dsk2 が正に、Irc22 が負に相互作用する

ことにより、タンパク質分解を介してストレ

ス応答に関与することが示された。（関口猛、

小林英紀） 

(2) 出芽酵母の Gタンパク質 Gtr1-Gtr2 複合

体は、細胞のアミノ酸シグナルにより栄養ス

トレスを感知するリン酸化酵素複合体 TORC1

を制御している重要なタンパク質である。

Gtr1-Gtr2 複合体がどのような仕組みで

TORC1 を制御しているかを明らかにするため、

TORC1 と 相 互 作 用 す る 他 の 制 御 因 子

（Ego1-Ego3、Kog1-Tco89）と Gtr1-Gtr2 複

合体間の結合様式を出芽酵母の遺伝学的解

析を行った結果、TORC1 経路において、

Gtr1-Gtr2 複合体と Ego1-Ego3 複合体の相互

作用には,TORC1 コンポーネントの Kog1 と

Tco89のGtr1のGDP/GTP型変換に依存した選

択的結合を介して調節されていることが示

された。（小林英紀、関口猛） 

(3) 植物が強度の光ストレスにさらされる

と、光合成システム IIの D1 タンパク質が損

傷を受けて葉緑体のグラナで FtsH プロテア

ーゼによりタンパク質分解されることが明

らかになっていた。この成果に基づいて本研

究では、更に葉緑体の光ストレス応答の解析

を進め、光合成を行っている葉緑体に過剰な

光が照射されたとき、タンパク質分解にとも

なって葉緑体チラコイド膜上で光合成関連

タンパク質が移動して凝集すること、また膜

が本来持っている積み重なり構造が緩むこ

とを示した。また、光照射に伴って引き起こ

されるチラコイド膜の構造変化と FtsH の分

布変化を解析した。電子顕微鏡によりチラコ

イド膜を観察した結果、FtsH プロテアーゼの

分布変化と構造変化の相関がみられた。光ス

トレスにより、チラコイド膜の凝集が緩んで

FtsH プロテアーゼが D1 タンパク質にアクセ

スし易くなって D1 タンパク質が分解される

ようになることが示された。本研究の構造的

解析により、D1 タンパク質の凝集は光の強さ

に応じて変化し、光環境が強すぎる場合（光

ストレス）にはチラコイドの凝集と FtsH プ

ロテアーゼの分布が不可逆的に起こること

で葉緑体の機能が阻害されることが示され

た。（小林英紀、山本泰） 
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