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研究成果の概要（和文）：プロテアソームは巨大で複雑なタンパク質分解装置である。本研究で

は、プロテアソームやそのパートナーであるユビキチンに関する基礎から生理病態学に関する

研究を包括的に推進した。とくにプロテアソームが液滴を形成してタンパク質分解センターと

なること、胸腺プロテアソームによるキラーT 細胞レパトア形成機構、ユビキチンコード（多彩

な情報）の解析、そして PINK1 と Parkin によるマイトファジー（不良ミトコンドリアのオート

ファジーによる選択的除去機構）の解明などにおいて画期的な成果が得られた。 

 

研究成果の学術的意義や社会的意義 

プロテアソームの液-液相分離による動作原理の解明やユビキチン修飾の構造・機能の多様性の

解析は、世界を先導する独創的な成果であり、細胞内タンパク質分解の研究領域に新基軸を拓い

た。また PINK1（プロテインキナーゼ）と Parkin（ユビキチンリガーゼ）によるマイトファジ

ーの研究はパーキンソン病の発症機構の核心に迫るものであり、他の神経変性疾患などの研究

に対する波及効果も大きく社会的インパクトは比類のないものとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：The proteasome is a supramolecular proteolytic apparatus. In this study, 

we challenged comprehensive analyses of the proteasome and its partner “ubiquitin” from action 

mechanisms to physiopathological roles. Especially, elucidations regarding the formation of 

proteasome liquid droplets by liquid-liquid phase separation to serve as a proteolytic center, the 

mechanism of killer T cell repertoire formation by the thymoproteasome, the ubiquitin code, and 

a selective autophagic elimination pathway of defective mitochondria (mitophagy) by PINK1 and 

Parkin were breakthrough achievements. 
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１．研究開始当初の背景 

プロテアソーム研究は発見以来約30年が経過しているが、現在、そのパートナーであるユビキチ

ン研究あるいは連携関係にあるオートファジー研究の爆発的な発展と連動しつつあり、これら

の研究領域は拡大の一途を辿っている。但し世界的に急拡大しつつあるユビキチンやオートフ

ァジーの領域とは異なり、国内ではプロテアソーム阻害剤を利用した研究を除くと、本酵素自体

を目標にした研究は、研究代表者ら及びその共同研究者以外には皆無の状況である。一方、欧米

等国外ではプロテアソーム研究はPROTAC（Proteolysis Targeting Chimera：細胞内の不要なタ

ンパク質をユビキチン化してプロテアソームで選択的に破壊するツール）など多彩に展開して

おり、多くのテーマにおいて凌ぎを削った競合の渦中にある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、研究代表者のライフワーク研究の集大成としてプロテアソームの動作原理の解明

から生理病態学への統合を目指す。具体的には、下記の３課題に対して分子から個体レベルの研

究を多面的に幅広く展開していく。 

(1) プロテアソームに関する包括的基盤研究 

長年の課題であるプロテアソームの形成機構については、我々が発見した多数の分子集合シャ

ペロンを中心に現在なお世界的に拡大の一歩を辿っている。他方、プロテアソームのパートナー

であるユビキチン・システムについては、膨大な多様性を内包しており、とくにユビキチン鎖の

種類や長さに刻印された「ユビキチンコード」とも言われている膨大な情報は、大きな謎となっ

ているが、それらの個々の機能については、殆ど分かっていない。そこで最先端の高性能質量分

析計を駆使してユビキチン鎖の構造について網羅的な解析手法を開発し、このユビキチン鎖の

多彩な機能の解明に挑戦する。さらに本研究では、依然として未解明なプロテアソームが触媒す

るタンパク質分解のパスウェイの解明という基本的な命題の解明にも挑む。加えて研究代表者

らが最近開拓しつつあるプロテアソームと環境ストレス応答についてもトッピクス研究として

推進する。 

(2) 生理病態学１：分子病態研究 

プロテアソームとオートファジーの破綻による神経変性疾患の研究については、国内外での重

要性が注目されている。また近年、家族性パーキンソン病の原因遺伝子として発見されたPINK1

（プロテインキナーゼ）とParkin（ユビキチンリガーゼ）によるミトコンドリアの品質管理機構

とパーキンソン病に関する研究は、国内外で大躍進を遂げているが、PINK1とParkinの活性制御

機構については、まだ不明なことが多くその解明に挑む。 

(3) 生理病態学２：分子免疫研究 

研究代表者らは、二種の免疫型プロテアソーム（Immunoproteasome とThymoproteasome）を発見

し、プロテアソームの免疫研究分野では、世界の頂点に君臨している。免疫プロテアソームによ

る内在性抗原のプロセシング提示経路等の研究に加えて、胸腺プロテアソームによる胸腺にお

けるCD8+（キラー）Tリンパ球の正の選択によるレパトア形成に関する研究は、国内外を問わず

研究代表者ら及び共同研究者以外に殆ど存在せず、世界の研究者たちの耳目を集めている。しか

し胸腺プロテアソームには、未解決の大きな謎が残っている。それは「正の選択」を誘導するMHC-

class I結合ペプチドの同定とその作用メカニズムの解明である。本課題では、この「正の選択」

誘導ペプチドを同定してバーネットが提唱したクローン選択説の核心に迫る。 

 

３．研究の方法 

(1) 本研究は生化学、細胞生物学、分子生物学、構造生物学、タンパク質化学、分子遺伝学、免

疫学を基盤とした最先端技術を多面的に使用した。 

(2) プロテアソームの動態解析：CRISPR/Cas9 法を駆使した各種蛍光タグノックインヒト培養細

胞株を作製した。また Cre-loxP システムを導入して条件的プロテアソーム機能減弱マウスを作

出した。さらにプロテアソームの発現レベルや局在を細胞内で可視化・定量可能な蛍光標識プロ



テアソーム遺伝子のノックイン（KI）マウスや、生細胞でプロテアソーム活性を直接モニターで

きるように設計した外来の「蛍光標識基質遺伝子」導入トランスジェニック（Tg）マウスを作出

した。 

(3) ユビキチンコードとデコードの定量プロテオミクス解析：AQUA (Stable isotope labeling 

control peptide) ユビキチンペプチドを作製、超高感度質量分析装置（LC-MS/MS）により、ユ

ビキチン鎖の種類（8 種類）や分岐鎖（K48-K63 鎖）を微量で検出定量する方法「Parallel Reaction 

Monitoring PMR 法」を開発して活用した。またポリユビキチン鎖の新規高親和性プローブ「TR-

Tube」を作製し、細胞内のユビキチン化基質の網羅的解析法を開発した。さらに「TR-Tube」と

定量的な高分解能質量分析計解析と組み合わせた分析からポリユビキチン鎖の長さを測定する

方法「Ub-ProT 法」を開発した。 

 
４．研究成果 

(1) プロテアソームに関する包括的基盤研究 

 26S プロテアソームにはユビキチンを識別して捕捉するリセプターが三種（Rpn1・Rpn10・Rpn13）

存在する。これらの役割を解明する目的で、酵母の大部分（14 種）のユビキチンシグナルのデ

コーダー分子である UBDs（ユビキチン相互作用タンパク質）に結合したユビキチン鎖を、超高

感度質量分析装置（LC-MS/MS）により、網羅的に解析した。その結果、90%以上のユビキチン化

タンパク質が Rad23 や Dsk2 などの UBL（プロテアソームと結合）- UBA（ユビキチン鎖と結合）

シャトル分子によって、プロテアソームに運搬されること、さらにその上流に CDC48/p97 ATPase

シャペロンが存在し、その cofactor である Npl4 によって K48 ユビキチン鎖の分解選択性が規

定されているという新規分解パスウエイ（図 1 参照）の

存在を明らかにした（Mol. Cell 2017）。細胞内には大

量に存在するユビキチン K48 鎖や K63 鎖以外に K48-K63

分岐鎖がかなりの量で存在し、枝分かれした（K48-K63分

岐型）ユビキチン鎖が、NF-B のシグナル伝達を正に制

御していること（Mol. Cell 2016）、そして K48-K63分

岐型ユビキチン鎖が、プロテアソーム依存性のタンパク

質分解に関与しているという予想外の作用を発見した

（PNAS 2018）。また細胞内のユビキチン鎖の長さを測定する手法を開発し、Ub-ProT 法と命名

した。本方法により、基質タンパク質に付加したユビキチン鎖の長さが、通常 2〜7 重鎖であり、

ユビキチン選択的シャペロンである p97 ATPase 複合体が細胞内のユビキチン鎖長制御に関与す

ることを明らかにした（Nat. Commun. 2018）。 

 これまでの研究から、プロテアソームは出芽酵母の

核と細胞質に各々1 M と 100 nM の濃度で均一に拡散

して存在することを見出した（Nat. Commun. 2014）。

さらに最近研究代表者らは、プロテアソームが環境ス

トレスに応答して細胞質と核において急速に凝縮し

て、特異的な顆粒を形成することをヒト培養細胞で発

見した。即ち、エネルギーが低下（ATP 枯渇ストレス）

すると、大部分のプロテアソームが、分〜時間単位に細

胞質で集積し、多数のサイトゾル顆粒 PSG（Proteasome Storage Granule）を、そしてアミノ酸

飢餓や高浸透圧ストレス下では、秒単位で多数の小さな（〜500 nm）核内顆粒 P-Foci（Proteasome 

Foci）を形成することを見出した。そしてプロテアソームのシャトル分子 RAD23B とポリユビキ

チン鎖が液－液相分離（LLPS）を引き起こすこと、そしてその結果、形成されたプロテアソーム

顆粒が液滴（メンブレンレスオルガネラ）として、核内におけるタンパク質分解のセンターであ

ることを明らかにした（Nature 2020）。これは既存の概念を覆す全く新規なプロテアソームの作

動機構として世界に衝撃を与えた（図 2）。 



 (2) 生理病態学１：分子病態研究（パーキンソン病に関する研究） 

常染色体劣性若年性遺伝性パーキンソン病の原因遺伝子産物である PINK1（タンパク質リン酸

化酵素）と Parkin（ユビキチン連結酵素）による不良ミトコンドリアのマイトファジーによる

品質管理機構を解明、膜電位が低下した不良ミトコンドリアの累積が引き起こすパーキンソン

病の発症機構解明にほぼ成功した。即ち、PINK1 が Parkin とユビキチンの両者をリン酸化する

キナーゼであること、リン酸化ユビキチンが Parkin の活性化因子であること（Nature 2014）、

活性化された Parkin の触媒・形成する“異常ミトコンドリア上のリン酸化ユビキチン鎖”が

Parkin 受容体であること（J. Cell Biol. 2015）などを明らかにした。実際、Parkin の活性化

機構をリン酸化ユビキチンの Site-specific interaction mapping 法で解明した（J. Biol. Chem. 

2015）。これらの知見に基づき PINK1 と Parkin によるミトコンドリアのユビキチン修飾が

positive-feedback cycle で急速に進行することを明らかにした（総説 EMBO J 2016）。さらに

PINK1—Parkin 依存性のマイトファジー経路において Rab (GTP-GDP)サイクルが関係しているこ

とを見出した（Elife 2018）。加えて家族性パーキンソン病の責任遺伝子 PINK1の X 線構造解析

にも成功した（Sci. Rep. 2018）。またミトコンドリア外膜に局在する脱ユビキチン化酵素 Usp30

の構造解析に成功し、マイトファジーの可逆的な制御機構を分子レベルで解明した（Nat. Struct. 

Mol. Biol. 2017）。 

 (3) 生理病態学２：分子免疫研究（免疫型プロテアソームの研究） 

我々は、プロテアソームに分子多様性があり、標準（構成型）酵素以外に触媒サブユニットが変

換した免疫プロテアソーム（Science 1994）と胸腺プロテアソーム（Science 2007）が存在する

ことを世界に先駆けて発見した。その後、これらの機能変換した

亜型酵素に関する膨大な研究から、前者は細胞性免疫の始動反

応に、そして後者はキラー（細胞傷害性）T 細胞の「正の選択：

Positive Selection：有用な T 細胞の生存」によるレパトア形

成に必須な役割を果たしていることを明らかにした（図 3 参照）

（総説 Nat. Immunol. 2018）。実際、胸腺プロテアソームは皮質

上皮細胞 cTEC の MHCI との相互作用によっては CD8+(キラー)T

細胞の正の選択を行うことできるが、殆どの免疫プロテアソー

ムは関与しないことを明らかにした。プロテアソームは MHC ク

ラス I 結合ペプチド産生の主要酵素であることから、両プロテ

アソームにより産生・提示される MHCI 結合ペプチドの性質の違

いが正の選択の実態であると想定される。そこで免疫プロテアソームと胸腺プロテアソームの

みを発現している細胞を作出、質量分析機を駆使して、それらの MHCI 結合ペプチドを網羅的に

同定して胸腺プロテアソームが免疫プロテアソームとは異なる特徴を有するペプチドを産生す

ることを明らかにした。そして既知の正の選択モデル（OT-I TCRTg）マウスを用いて、胸腺プロ

テアソーム産生ペプチドの特徴を導入した改変ペプチドの効果を検証した結果、胸腺プロテア

ソームは TCR（T 細胞受容体）と低親和性 MHCI ペプチドを産生することにより正の選択を促進す

ることを示唆する結果を得た（Nat. Commun.2015）。また胸腺プロテアソーム遺伝子（5t）と免

疫プロテアソーム(1i, 2i, 5i)の 4 遺伝子を同時欠損させた変異マウスの解析から、胸腺プ

ロテアソームのみならず免疫プロテアソームもその一部が胸腺皮質における CD8+T 細胞のレパ

トア形成に関与していることを見出した（Nat Immunol 2016）。さらに胸腺プロテアソーム5t

の胸腺特異的な発現機構について、転写因子 Foxn1 が5t の cTEC 特異的発現に関与しているこ

と突き止めた（Nat. Commun. 2017）。加えて胸腺プロテアソームが、CD8+T 細胞の生存を決定し

ているのみならず、CD8+T 細胞の機能の獲得、いわゆる教育（TCR 応答性）に関与していること

も突き止めた（Nat Immunol 2016）。そして胸腺プロテアソームのヒト SNP 解析による Variation

とキラーT 細胞のレパトア形成について解析した (JCI Insight 2017)。 
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