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研究成果の概要（和文）：26Sプロテアソームは真核生物のタンパク質分解酵素複合体で出芽酵母からヒトにまで高度
に保存されている。真核生物において26Sプロテアソームは増殖に必須であるが、その理由は詳しくわかっていない。
この理由を知るために１）原核生物のプロテアソームには存在せず、真核生物のプロテアソームにのみ存在するペプチ
ダーゼ活性の解析、２）真核生物細胞に存在するミトコンドリアとの機能的関連、３）機能未知の26Sプロテアソーム
サブユニットの解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The 26S proteasome is a eukaryotic protease complex conserved from yeast to 
human. In eukaryotes, the 26S proteasome is essential for growth, but where this essentiality comes from 
remains unknown. To address this issue, I examined two peptidase activities, which reside only in 
eukaryotic proteasomes, the functional relationship between the 26S proteasome and mitochondria, which 
are the essential eukaryotic organelles, and some proteasome subunits, whose functions have not been 
clarified yet.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
26S プロテアソームは真核生物に保存され
た総サブユニット数が６０を超える巨大な
タンパク質分解酵素複合体で、ユビキチンシ
ステムと協調して選択的なタンパク質分解
を行っている。26S プロテアソームはペプチ
ダーゼ活性を持つ 20S core particle (CP)と
CP を活性化し、ユビキチン化タンパク質を
捕捉し基質タンパク質の構造を解きほぐす
19S regulatory particle (RP)が CP の両端、
もしくは片方に結合して形成されている。こ
れまで 26S プロテアソームサブユニットの
同定や立体構造の解明などがなされてきた
一方で 26S プロテアソームが何故真核生物
の増殖に必須なのかという根本的な問いに
関しては不明なままである。一方、原核生物
である古細菌にも 20S CP に相当するプロテ
アソームが保存されているが、古細菌のプロ
テアソームは増殖に必須ではないことがわ
かっている。 
 真核生物において 26S プロテアソームが
増殖に必須となった理由を知るための手が
かりが得られると思われる解析可能な事象
の一つとして真核生物のプロテアソームは
原核生物のプロテアソームより活性の種類
が２種類増えているという点がある。真核細
胞の 20S CP はお互いに相同な７つのαサブ
ユニットと７つのβサブユニットがそれぞ
れαリング、βリングを形成しそれらのリン
グがαββαと４つ重なって形成されてい
る。一方、古細菌のプロテアソームではαサ
ブユニット、βサブユニットはそれぞれ 1 種
類しかない。ペプチダーゼ活性はβサブユニ
ットが担い、古細菌においてはキモトリプシ
ン様活性しか持っていない一方で真核生物
ではキモトリプシン様(β5)、カスパーゼ様
(β1)、トリプシン様(β2)の３つのプロテアー
ゼ活性を持っている。出芽酵母ではキモトリ
プシン様活性のみが増殖に必須であること
が分かっているが残り２つの活性も真核生
物において酵母からヒトまで保存されてお
り、現時点では３つの活性を揃えて持たない
真核生物は見つかっていない。このことから
真核生物として生存するためには３つの活
性全てが何らかの形で必要とされていると
予想される。しかし、その必要性がなぜ生じ
ているのかということに関しては全く不明
である。高等動物になると βサブユニットは
さらに免疫プロテアソームで機能する β１i、
β２i、β５i、胸腺プロテアソームに組み込ま
れる β５t と増えており、進化の過程でプロ
テアソームのサブユニットの種類はさらに
増える方向にあると考えられる。 
 次の事象は細胞内小器官とプロテアソー
ムとの連携である。真核細胞となり複雑さを
増した細胞内小器官が恒常性を保ち機能す
るために 26S プロテアソームが必須となっ
た可能性がある。例えば、小胞体内で生成さ
れた変性タンパク質は小胞体内から引き出
されプロテアソームで分解される。この小胞

体関連分解(ERAD)と呼ばれる仕組みを阻害
するとミトコンドリアを介したアポトーシ
スが誘導される。また、ミトコンドリアが生
み出す活性酸素(ROS)の毒性を軽減させるた
めにもプロテアソームが必要であることが
知られている。しかし、申請者らは出芽酵母
においてミトコンドリアの呼吸欠損による
と思われる増殖遅延がプロテアソームの機
能を減弱させる事によって抑圧されるとい
う先に述べた事柄と一見矛盾する非常に興
味深い事象を見いだしている。この事象はプ
ロテアソームと細胞内小器官の関係は一方
的にどちらかがどちらかを必要としている
のではなく相互に持ちつ持たれつの発達に
よって形成されてきた可能性を示しており、
その様な中で 26S プロテアソームが真核生
物において必須となった可能性がある。 
 プロテアソームが増殖に必須となった理
由を探る手がかりの最後として、真核生物に
は 20 S プロテアソームを制御する 19 S RP
が存在するという事象がある。19S RP は少
なくとも 19 種類のサブユニットからなるが、
このうち３つのサブユニット(Rpn10, Rpn13, 
Sem1)を除き全て増殖に必須である。ほとん
どのサブユニットが必須なのは、各サブユニ
ットの欠損で 19S RP 全体の構築や構造に異
常が生じるためと予想することもできる。し
かし、各サブユニットが構造維持のためだけ
に働いているとは思い難く、それぞれのサブ
ユニットにおいて、増殖に必須である理由を
説明できる固有の機能が隠されていないか
どうか検証する必要がある。現時点では 19S 
複合体の基底部に含まれる ATPase の６量
体が基質の巻き戻しと 20S への送り込み蓋
部に含まれる Rpn11 が脱ユビキチン化タン
パク質であるという程度しか明らかになっ
ていない。いまだ明らかとなっていない 19S 
RP の機能により 26S プロテアソームが増殖
に必須となった可能性がある。 
 
２．研究の目的 
以下の３点に注目しユビキチンシステムと
連携して選択的なタンパク質分解を行う 26S
プロテアソームが真核生物において増殖に
必須となった理由を知ることを目的とする。 
 
１）真核生物の 26S プロテアソームのみが持
つカスパーゼ様とトリプシン様ペプチダー
ゼ活性の意義 
 
２）真核細胞の小器官であるミトコンドリア
が正常に機能するために必要とされる 26S
プロテアソーム機能 
 
３）真核生物にのみ存在する 19S RP 複合体
のサブユニットの機能解析 
 
３．研究の方法 
(1) 原核生物にはなく真核生物になってか
ら保存されている 20S プロテアソームのト



リプシン様活性、カスパーゼ様活性が出芽酵
母の増殖に必須となるような条件（合成致死
変異、もしくはあるタンパク質の過剰発現に
よる増殖抑制）を探索する。 
 
(2) プロテアソームの変異で増殖が回復し
たミトコンドリア変異株を遺伝学的、生化学
的に解析し、増殖が回復した仕組みを調べる。 
 
(3) 19S 複合体を形成する様々な必須サブユ
ニット遺伝子欠損株から変異原処理などに
より増殖可能となった偽復帰変異株を単離
する。得られた偽復帰変異体から各サブユニ
ットが増殖に必須な理由と各サブユニット
固有の機能を知る。 
 
４．研究成果 
(1) カスパーゼ様活性を担うβ1 サブユニッ
トとトリプシン様活性を担うβ2 サブユニッ
トを共にキモトリプシン様の活性を持つよ
うβ5 型に改変した出芽酵母を作製した。こ
のプロテアソーム改変酵母は通常培養条件
下では生育に支障は見られなかった。次にこ
の変異株内で出芽酵母の各遺伝子を過剰発
現させ変異株の増殖を悪くするような遺伝
子を探索した。このようにして得られた遺伝
子産物は本来β1β2 サブユニットに依存し
て分解されているが、β1β2変異株内では効
率よく分解されなくなり増殖に悪影響を起
こしている可能性が考えられる。出芽酵母の
ほぼ全遺伝子に関して調べ、その結果４つ選
択した。現在、これらの遺伝子産物が実際に
β1β2 に依存して分解されているのか過剰
発現ではない状況で検証中である。 
 
(2) ミトコンドリアリボソームサブユニッ
ト Mrpl35 の欠損変異株やミトコンドリア融
合に関係する Fzo1 の欠損変異株の増殖遅延
はプロテアソーム非必須サブユニット Pre9
や Sem1 の欠損変異などで抑圧されるという
表現型がどのような分子メカニズムにより
引き起こされているか解析を行った。その結
果、プロテアソーム変異株においてあるタン
パク質が増えており、その結果、ミトコンド
リアの膜電位がある程度回復していること
が分かった。今後は逆にミトコンドリア機能
が異常亢進した場合などに26Sプロテアソー
ムが必要である場合がないかどうかなどさ
らに26Sプロテアソームとミトコンドリアと
の関連を調べていく予定である。 
 
(3) 機能未知である 19S RP サブユニットで
ある Rpn8, Rpn3 に関して解析を行い Rpn8 は
別の 19S RP サブユニットで脱ユビキチン化
活性を持つRpn11と結合して機能するタンパ
ク質であることが分かった。Rpn8 と Rpn11 は
結合してお互いに安定化するらしい。Rpn3 に
関しては温度感受性変異株を単離し、温度感
受性を抑圧するような多コピー抑圧遺伝子
の単離を行った。また(2)の課題から新たに

得られたミトコンドリア変異株の増殖を回
復させる変異の中で Rpn2 が抑圧遺伝子とし
て働く変異を同定した。26S プロテアソーム
と協調して働く遺伝子に変異が入っている
可能性がある。 
 
その他、プロテアソーム結合タンパク質 PI31
が増殖に必須となる条件やプロテアソーム
遺伝子発現に関わる転写因子 Rpn4 がプロテ
アソーム以外にどのような遺伝子発現に関
わっているか、プロテアソームが効率よく形
成されるための条件などを調べた。 
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