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研究成果の概要（和文）：プロテアソームはATP依存性の巨大タンパク質分解酵素であり、ユビキチン化されたタンパ
ク質を分解することで様々な生命現象を制御している。我々は、プロテアソームの細胞内動態に影響を与える因子を探
索したところ、ミトコンドリア機能欠損株においてプロテアソームが細胞質に顆粒構造を形成することを見出した。プ
ロテアソーム顆粒は、ATPレベルの低下により形成が誘導され、野生株でも老化した細胞において観察された。また、
プロテアソームの顆粒形成はヒト培養細胞にも保存されていた。興味深いことにATP除去による顆粒形成は試験管内で
も再構築可能であり、プロテアソーム自身がATPセンサーとして機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The proteasome is an ATP-dependent protease complex responsible for targeted prote
in degradation in eukaryotic cells. To identify factors that affect the proteasome dynamics, we screened a
 yeast mutant library and found that the proteasome formed a large cytoplasmic granule in almost all the m
itochondrial mutants. We found that lowered cellular ATP levels induce the granule formation of the protea
some even in the wild-type cells. Importantly, the granule formation of the proteasome is conserved in yea
st and humans. Furthermore, the purified proteasomes formed fibrous aggregated structures by ATP depletion
. Taken together, these results suggest that the proteasome itself senses cellular ATP levels and autonomo
usly forms reversible granule structure in responding to cellular environments.
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１．研究開始当初の背景 
プロテアソームは ATP 依存性の巨大タンパ
ク質分解酵素であり、ユビキチン化されたタ
ンパク質を分解することで様々な生命現象
を制御している。プロテアソームの構造や分
子集合機構に関する研究は大きく進展した
が、細胞内動態に関する研究は世界的にも大
きく立ち遅れている。 
 
２．研究の目的 
プロテアソームの細胞内動態に影響を与え
る因子を、出芽酵母変異体ライブラリーを用
いて探索したところ、ミトコンドリア機能欠
損株においてプロテアソームが細胞質に顆
粒構造を形成することを見出しており、この
プロテアソーム顆粒がどのような機構で形
成されるのか、どのような生理的意義がある
のか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
プロテアソームサブユニットに GFP をノッ
クインした酵母細胞、ヒト培養細胞をそれぞ
れ作製し、遺伝学的スクリーニングや細胞生
物学的手法によりプロテアソーム顆粒の形
成機構と生理的意義を明らかにする。また、
試験管内においてプロテアソーム顆粒形成
の再構築を試みる。 
 
４．研究成果 
①酵母遺伝子破壊株ライブラリーを用いた
プロテアソーム局在制御因子のスクリーニ
ング 
出芽酵母の変異体ライブラリー（非必須遺伝
子については遺伝子破壊株ライブラリー、必
須遺伝子についてはその発現を減弱させた
Dampライブラリーを用いた）約 6000株につ
いて、プロテアソームサブユニットに GFPを
融合したライブラリーを作製した。次いで、

共焦点顕微鏡によりプロテアソーム局在に
異常を示す変異体のスクリーニングを行っ
た。その結果、ミトコンドリア呼吸欠損変異
株においてプロテアソームが細胞質に顆粒
構造を形成することを見出した（図１）。 
②プロテアソーム顆粒と既知の細胞内構造
物との関連性 
既知の顆粒構造体やオルガネラ、ユビキチン

関連因子との共局在を解析したところ、ユビ
キチンと Sec13がプロテアソーム顆粒と共局
在した。Sec13は COPIIベシクルや核膜孔な
どの構成因子であるが、COPII や核膜孔の他
の構成因子とは共局在しなかったため、プロ
テアソーム顆粒内の Sec13は単独で存在する
ことがわかった。一方、ユビキチン欠失細胞
において、プロテアソーム顆粒は断片化して
いたため、ユビキチンは微小なプロテアソー
ム凝集物を顆粒構造に集積させる機能をも
つことがわかった。 
③細胞老化とプロテアソーム顆粒形成の関
連性 
出芽酵母の定常期には若い娘細胞由来の Q
細胞と古い母細胞由来の NQ細胞が混在して
いるが、プロテアソーム顆粒は NQ細胞にお
いて定常期の早い時期から観察された。NQ
細胞ではミトコンドリア活性が低下してお
り、実際、ミトコンドリアの膜電位が低い細
胞においてプロテアソーム顆粒が観察され
た。 

④プロテアソーム顆粒形成の機構 
ミトコンドリア機能の低下は酸化ストレス
の蓄積、ATPレベルの低下、脂質代謝異常な
どを引きこすが、各種変異体や薬剤を用いて
検討したところ、ATPレベルの低下がプロテ
アソーム顆粒形成を促進することがわかっ
た（図 2）。 
⑤ヒト培養細胞を用いたプロテアソーム顆
粒の解析 
ニットに GFP をノックインしたヒト培養細
胞株を作製した。次いで、薬剤により ATPレ
ベルを低下させたところ、細胞質にプロテア
ソーム顆粒が観察された（図 3）。また、酵母
と同様にユビキチンが共局在することを見
出した。現在、蛍光相関分光法により、ATP
レベルの低下に伴い、プロテアソーム動態が



どのように変動するか解析を行っている。 
 
⑥試験管内におけるプロテアソーム顆粒の
再構築 
GFP融合プロテアソームを精製し、ATP濃度
などバッファーの組成を変化させることで
顆粒形成が起こるか蛍光顕微鏡を用いて解
析したところ、透析により緩衝液中の ATPを
除くことで、プロテアソームがファイバー状
に凝集することを見出した。現在、電子顕微
鏡や高速 AFM により、凝集したプロテアソ
ームがどのような構造をもつのか解析中で
ある。 
 
以上の解析によりプロテアソーム自身がATP
センサーとして機能し、細胞の外的環境に応
答して存在様式を変えることが示唆された
（図４、投稿準備中）。 
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