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研究成果の概要（和文）：真核生物のプロテアソームは、自発的に形成されるのではなく、アッセンブリーシャペロン
の介助を受けて段階的に形成される。一方、古細菌のプロテアソームはサブユニットの自発的集合により形成される。
最近、ゲノム解析からプロテアソームアッセンブリーシャペロンの古細菌ホモログとしてPbaBが見出された。しかし、
古細菌のプロテアソーム形成におけるアッセンブリーシャペロン様タンパク質の役割は明確ではなかった。本研究を通
じて、PbaBはプロテアソーム活性因子として働くことを突き止めることができた。さらに、PbaBと20Sプロテアソーム
からなる超分子複合体の作動メカニズムを解明するための糸口を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Assembly of the eukaryotic 20S proteasome is not spontaneous self-organization but
 an ordered process involving several assembly chaperones, whereas that of the archaeal 20S proteasome inv
olves spontaneous self-assembly. Recent genomic analysis identified archaeal homologs of the assembly chap
erones, PbaA and PbaB. However, it remains unclear how such assembly chaperone-like proteins play an indis
pensable role in assembly of the proteasome subunit in archaea. This study revealed that PbaB actually fun
ctions as a proteasome activator. Furthermore, our integrative biochemical and biophysical approach includ
ing X-ray crystallography, electron microscopy, NMR spectroscopy, and small-angle neutron scattering provi
ded mechanistic clues to the molecular action of the active complex formed between the PbaB homotetramer a
nd 20S proteasome. 
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１．研究開始当初の背景 
	 プロテアソームは、細胞内でタンパク質分
解を司る巨大なプロテアーゼ複合体である。
真核細胞において本複合体の活性中心を担
う20Ｓプロテアソームは14種類28個のサブ
ユニットから構成されており、それらはいく
つかのアッセンブリーシャペロンの介助を
受けて最終的な 4次構造を形成していること
が明らかとなってきている。また、完成した
20Ｓプロテアソームは、PA28（7 量体）や 19S
制御因子基底部（6 量体）などの活性化因子
とさらなる複合体を形成することでその機
能が調節されている。これまでに知られてい
るプロテアソーム活性化因子はいずれも環
状構造をしており、各サブユニットの C末端
に存在する疎水性—チロシン—X 残基（HbYX）
モチーフを介して 20Ｓプロテアソームのα
サブユニット７量体と相互作用している。一
方、古細菌の 20Ｓプロテアソームは 2種類の
サブユニットのみからなり、それらは自発的
に集合して 4次構造形成を完成することが知
られている。 
	 本研究で対象とする古細菌の新規プロテ
アソーム結合タンパク質 PbaB は、ゲノム解
析によって、哺乳類のプロテアソームのアッ
センブリーシャペロン PAC2 のホモログとし
て同定されたものである［Kusmierczyk	 et	 al.	 
(2011)	 Nat.	 Struct.	 Mol.	 Biol.	 18,	 
622-629］。しかしながら、自発的に 4 次構
造を形成する古細菌プロテアソームは本来
アッセンブリーシャペロンの補助を必要と
しないものと考えられる。それでは、PbaB は
古細菌細胞中でいかなる機能を担っている
のであろうか？	 	 
	 
２．研究の目的 
	 これまでに、古細菌 20S プロテアソームは
自発的に 4次構造が形成されることが報告さ
れているが、なぜその古細菌においてアッセ
ンブリーシャペロンと相同性の高いタンパ
ク質が存在しているのか興味が持たれる。そ
こで、本研究ではプロテアソーム系における
アッセンブリーシャペロン様タンパク質の
役割を明らかにするために、古細菌
Pyrococcus	 furiosus由来の PbaB の多角的な
構造機能解析を行った。	 
 
３．研究の方法 
	 古細菌 PbaB が、分子シャペロンとしての
機能を有するプロテアソーム活性化因子で
あることを実証し、その作動メカニズムを解
明するために、多面的な構造機能解析を展開
する。具体的には、Ｘ線結晶構造解析、NMR
分光法、X 線・中性子小角散乱法、電子顕微
鏡法を駆使して、PbaB の高次構造およびその
ダイナミクス、基質およびプロテアソームと
の動的相互作用を徹底解明する。一方、様々

なモデル基質タンパク質を用いて PbaB の変
性タンパク質に対するシャペロン活性とプ
ロテアソーム分解促進機能を詳細にキャラ
クタライズする。 
	 
４．研究成果 
（１）PbaB のシャペロン活性とプロテアソー
ム分解促進機能の解明：	 
	 PbaB	 が ATP 非依存的に 9 残基からなるモ
デルペプチド基質および 140 残基の天然変性
タンパク質 α-シヌクレインのプロテアソー
ム分解を促進することを明らかにした（図 1）。
また、その活性化促進は 20S プロテアソーム
との結合モチーフである C末端部分を介して
担われていることを示した。さらに、PbaB は
シャペロン活性（変性タンパク質の凝集阻害
能）を有し、その機能はやはり C末端部分に
担われていることを突き止めた。	 

図 1：PbaB 存在下および非存在下における 20Sプ
ロテアソームによるα-シヌクレインの分解活性 
（左から 1 番目：20S プロテアソームのみ、2 番
目：PbaB存在下、3番目：PbaBおよび ATP存在
下、4番目：HbYXモチーフが欠損した PbaB存在
下） 
	 
（２）PbaB のシャトル型プロテアソーム活性
化機能の実証：	 	 
	 基質タンパク質との結合を契機に PbaB が
プロテアソームに高親和性を獲得するのか
否かを検討した。PbaB との結合が確認された
α-シヌクレインをモデル基質タンパク質と
して、基質存在下および非存在下における
PbaB と 20S プロテアソーム（不活性型）との
プルダウンアッセイを行った。その結果、少
なくともα-シヌクレインのPbaBへの結合は、
PbaBと20Sプロテアソームの相互作用に対し
て影響を及ぼさないことが明らかとなった。	 
	 
（３）プロテアソーム活性化因子 PbaB の作
動メカニズムの解明：	 
	 X 線結晶構造および電子顕微鏡解析により、
PbaB はホモ 4 量体構造を形成しており、触手
のように伸びた C 末端部分を介して成熟型
20S プロテアソームに結合することを見出し



 

 

た（図 2）。以上の結果に基づき、一部の C末
端を介して 20S プロテアソームの両端に結合
した PbaB が、残りのサブユニットの C 末端
部分で変性タンパク質を捕捉し、プロテアソ
ームへ導くことによりその分解を促進する
というモデルを提唱した。	 

	 
図 2：PbaB の結晶構造（左）、PbaB-20S プロテア

ソーム複合体の電子顕微鏡画像（右）	 

	 
（４）PbaB の基質認識機構の解明：	 
	 PbaB が基質タンパク質を認識する相互作
用様式を NMR 分光法および中性子小角散乱法
を利用して捉えることを試みた。PbaB のモデ
ル基質として天然変性タンパク質である α-
シヌクレインを用いた。中性子小角散乱の解
析の結果、α-シヌクレインは PbaB に捕捉さ
れることにより、慣性半径が単独の状態と比
べ有意に小さくなることが明らかになった
(図３)。また、α-シヌクレインは分子の一
部に僅かながら α へリックス構造を有して
いるが、PbaB の結合に伴いこの構造が崩れる
ことも見出した。	 

	 
図３：ギニエプロットから導かれた α-シヌクレ
イン単独およびPbaBとの複合体中のα-シヌクレ
インのみ慣性半径（Rg）を示す。	 

●PbaB 非存在下、○PbaB 存在下	 

	 
一方、NMR 解析により、α-シヌクレインは

主に N 末端付近の残基(37-42 番目)を介して
PbaB と相互作用していることが明らかとな
った（図４）。興味深いことに、このα-シヌ
クレイン上の PbaB 結合部位は、分子中でわ
ずかに α へリックスを形成している領域と
一致していた。このように中性子小角散乱と
NMR 分光法の連携を通じて、PbaB との結合に
伴う α-シヌクレインの構造変化を捉えるこ

とができた。	 

図４：PbaB とα−シヌクレインの NMR 相互作用解

析。PbaB 非存在下（黒）および存在下（赤）にお

ける 15N 標識α−シヌクレインの 1H-15N	 HSQC スペク

ル。	 
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