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研究成果の概要（和文）：プロテアソームによる効率的な蛋白質分解にはポリユビキチン化だけでは不十分で、基質蛋
白質自身に構造をとらないUnstructured領域が必要である。本研究ではUnstructured領域のプロテアソームへのアクセ
スを制御し、ターゲット特異的な分解の制御を可能とする以下二つの研究を行った。（１）Unstructured領域への分子
の結合や修飾により、Unstructured領域の性質が変わり、分解が阻害されることを示した。（２）ポリグルタミン異常
伸長ハンチンチンをプロテアソームに運び込むアダプター蛋白質の開発を行い、その分解促進作用を示した。

研究成果の概要（英文）：Effective proteolysis of a folded protein by the proteasome requires the presence 
of an unstructured region in the substrate in addition to a polyubiquitin chain. Here, we propose two 
methods of regulating substrate-specific proteasome-mediated protein degradation by regulating the 
unstructured region of the protein. First, we show that degradation rates can be regulated by modulating 
the unstructured initiation region by the binding of modifier molecules, in vitro and in vivo. These 
results suggest that artificial modulation of proteasome initiation is a versatile method for 
conditionally inhibiting the proteasomal degradation of specific proteins. Second, we develope adapter 
proteins that deliver specific proteins containing effective unstructured initiation sites to the 
proteasome. Using this method, we succeed in inducing degradation of the mutant huntingtin protein, which 
contains an abnormally expanded polyglutamine tract.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生命活動は TPO に合わせた蛋白質濃度
調整によって支えられている。そのため細
胞内の人工的な蛋白質濃度調整法は基礎研
究から臨床応用にまで必要とされる大変重
要な技術である。この方法として現在主流
なのは、蛋白質生成過程の制御法である。
蛋白質分解も濃度調整の手法として高いポ
テンシャルを秘めており、蛋白質分解から
の濃度調整も可能になれば、より迅速でよ
り厳密な濃度調整が可能になるはずである。
しかしながら基質特異性の低さから、蛋白
質分解の制御はまだ実用段階ではない。そ
こで本申請では細胞内で最も厳密な選択的
分解が可能なユビキチンｰプロテアソーム
システム（UPS）を利用した、全く新しい蛋
白質濃度制御方法の開発を目指す。 
 UPSは分解すべき蛋白質のみを厳密に選
択し分解する。UPSの基質選択はこれまで、
ユビキチン化システムだけにより行われ、
ユビキチン化システムが分解制御を担って
いると信じられてきた。しかし、最近申請
者らは、UPS による蛋白質分解にはポリユ
ビキチン鎖をシグナルとするプロテアソー
ムへの運び込みだけでは不十分で、基質蛋
白質自身にアンフォールド・分解の起点と
なる構造を取らない Unstructured 領域が必
要であることを証明した（Inobe et al. Curr. 
Opin. Struct. Biol. 2008）。プロテアソームに
運び込まれたポリユビキチン化蛋白質の
Unstructured 領域は、プロテアソームの
ATPase リングに引っ張られ、アンフォール
ドされ、分解へと導かれる。申請者は有効
な Unstructured 領域をもつ標的蛋白質は、
プロテアソームに運び込まれさえすれば、
ポリユビキチン鎖を必要とせず分解される
ことを明らかにし、効率的な分解を引き起
こす Unstructured 領域の特性を次々に決め
ている（Prakash, Inobe et al. Nat. Chem. Biol. 
2009）（Inobe et al. Nat. Chem. Biol. 2011）。
これらの結果は、Unstructured 領域が最終的
な蛋白質の運命を決めており、Unstructured
領域のプロテアソームへのアクセスを制御
すれば分解の制御が可能であることを示し
ている。 
 
２．研究の目的 
 こ の よ う な 背 景 か ら 申 請 者 は
Unstructured 領域に着目した制御で、プロテ
アソームによる分解調整を行えるのではな
いかと考えた。そこで次の分解制御方法の
開発を本申請の目標にする。 
 Unstructured 領域をターゲットにした

分解抑制方法の開発 
 人工アダプター蛋白質による分解誘

導方法の開発 

 以上の分解の抑制と誘導方法を用いて、
最終的には細胞内の自在な蛋白質濃度の調
整を可能にしたい。以下に目標の詳細を記
す。 
(１)Unstructured 領域をターゲットにした
分解抑制方法の開発 
 申請者は第二のプロテアソーム分解シグ
ナルとして働く Unstructured 領域の特徴に
ついて調べ上げ、効率的な分解を引き起こ
す Unstructured 領域の特徴を明らかにした
（Inobe et al. Nat. Chem. Biol. 2011）。このよ
うな Unstructured 領域の性質をリガンドの
結合や翻訳後修飾により変化させれば、分
解を抑制できると期待される。以下の研究
目標で、Unstructured 領域認識蛋白質や小分
子の結合、翻訳後修飾が分解効率にどのよ
うな影響があるかをまず調べ、この知見を
もとに人工的に Unstructured 領域の性質を
改変する方法を開発し、疾患において分解
の異常亢進が見られる病因蛋白質の分解抑
制を試みる。 
1-1. Unstructured 領域への結合・修飾による
分解制御の分子機構 
1-2. Unstructured 領域の人工改変による分
解抑制法の開発 
(２)人工アダプター蛋白質による分解誘導
方法の開発 
 任意の蛋白質をプロテアソームに運び込
むアダプター蛋白質の存在が明らかになっ
てきた（Prakash, Inobe et al. Nat. Chem. Biol. 
2009）。アダプター蛋白質はプロテアソーム
と基質蛋白質に同時に結合することができ
るため、基質をプロテアソームに運び込む
ことができる。そして運び込まれた蛋白質
のうち、Unstructured 領域を持ったものだけ
が分解されていく。しかしながらその詳細
な分子機構は明らかにされていない。そこ
でアダプター蛋白質の分解誘導機構を明ら
かにし、細胞内での異常蓄積が問題となる
ポリグルタミン病の原因蛋白質などの分解
を誘導する人工アダプター分子の開発を目
指す。 
2-1. モデル蛋白質を用いたアダプター蛋
白質の作用機構の解明           
2-2. 人工アダプター蛋白質の開発 
 
３．研究の方法 
(1) Unstructured 領域をターゲットにした分解
抑制方法の開発 
 Unstructured 領域をターゲットにした分解
制御が可能であるか検証した後、Unstructured
領域をターゲットにする分子を開発し、病因
蛋白質の分解抑制を試みる。 
1-1. Unstructured 領域への結合・修飾による分
解制御の分子機構 
 プロテアソームに効率的に認識される



Unstructured 領域の特性を、Unstructured 領域
への蛋白質や小分子の結合、翻訳後修飾によ
り変化させれば、分解を制御できるはずであ
る。そこで小分子の結合により誘導的に構造
形成が起こるスタフィロコッカスヌクレア
ーゼ変異体を Unstructured 領域として用いた
モデル基質蛋白質や、蛍光色素 FlAsH/ReAsH
と特異的に結合するテトラシステイン（Cys4）
モチーフを Unstructured 領域として持つモデ
ル蛋白質を構築する。そしてこれらモデル基
質蛋白質のプロテアソームによる分解が、小
分子により抑制されるか検証する。すでに精
製プロテアソームを用いた予備実験で Cys4

モチーフを含む Unstructured 領域への ReAsH
の結合により、効率的分解が阻害されること
を確認している。さらに ReAsH による分解阻
害が培養細胞や酵母細胞内でも可能か調べ
る。また Unstructured 領域のリン酸化などの
翻訳後修飾による性質変化が、分解効率にど
のような影響を与えるかもモデル基質蛋白
質を用いて検証する。 
1-2. Unstructured 領域の人工改変による分解
抑制方法の開発 
 プロテアソームによる分解の制御を目指
して、Unstructured 領域をターゲットにした
薬剤の開発を行う。ここでは Unstructured 領
域が分解シグナルとなり、疾患において分解
異常がみられる病因蛋白質の分解抑制を目
指す。特に癌において分解が亢進する癌抑制
蛋白質 p53 の人工的な分解抑制を第一のター
ゲットとする。まずは高速抗体作成法やファ
ージディスプレイ法で、Unstructured 領域に
結合する抗体やペプチドを迅速に作成し、分
解抑制分子として用いる。また p53 の
Unstructured 領域は様々なパートナー蛋白質
と相互作用し、多くの修飾も受ける。そのた
めパートナー蛋白質に結合する小分子によ
っても、p53 の分解を制御出来ると考えられ
る。そこで Unstructured 領域だけでなく、パ
ートナー蛋白質も対象にして、小分子化合物
ライブラリから、結合小分子をスクリーニン
グする。このようにして得られた分子の分解
制御効果を in vitro や培養細胞系で検証する。
分解抑制が確認できた分子は、よりよい分解
抑制のためのリード分子とする。 
 
(2) 人工アダプター蛋白質による分解誘導方
法の開発 
 目的蛋白質を効果的にプロテアソームに
運ぶアダプター蛋白質の特徴を明らかにし、
任意の蛋白質の分解を誘導する人工アダプ
ター分子を創り出す。 
2-1. モデル蛋白質を用いたアダプター蛋白
質の作用機構の解明 
 モデル蛋白質を用いた実験において、ユビ
キチン化されていない蛋白質がアダプター
蛋白質を介してプロテアソームに運び込ま
れ分解されることがわかった（Prakash, Inobe 
et al. Nat. Chem. Biol. 2009）。現在までにアダ
プター蛋白質はプロテアソームと基質蛋白

質に同時に結合可能でなければならないと
分かっているが、それだけでは効率的な分解
を誘導しない。そこでどのようなアダプター
蛋白質が、どのような基質蛋白質を、効率的
にプロテアソームに運び込み分解を誘導す
るのか調べる。アダプター・基質のモデル蛋
白質として、複合体形成が容易で物性研究の
進んでいる FRB-FKBP-Rapamycin系を利用し、
蛋白質工学的に様々な特性（Unstructured 領
域の長さや位置、アミノ酸配列など）を持つ
アダプターと基質を作成する。全てのアダプ
ター−基質の組み合わせに対して、基質の分
解効率を調べ上げ、効率的なアダプターの条
件を明らかにする。 
 さらにこの知見を基に、癌抑制蛋白質 Rb
のアダプター蛋白質だと言われるパピロー
マウィルスの E7 蛋白質などの細胞内でアダ
プター機能を持つと考えられる蛋白質の、詳
細なアダプター機能分子メカニズムを明ら
かにする。特に上記で明らかになった条件に
注目して、この適合条件を乱すことにより、
アダプター機能が失われるか確認する。 
2-2. 人工アダプター蛋白質の開発 
 任意の蛋白質をプロテアソームに運び込
み、分解を誘導するアダプター蛋白質を開発
する。アダプター蛋白質はターゲット蛋白質
結合部位とプロテアソーム結合標識が必要
である。ターゲット結合部位としてはリガン
ドや抗体、ファージディスプレイ法より得た
ペプチドなどが候補となる。プロテアソーム
結合標識はポリユビキチンや UbL などが使
用出来る。さらに 2-1 の成果をもとに改良し
つつ、効率的分解を誘導するアダプター蛋白
質を作成する。 
 本申請では、その蓄積がハンチントン病な
どの神経変性疾患を引き起こす、ポリグルタ
ミン（PolyQ）異常伸長蛋白質をターゲット
蛋白質として用いる。異常伸長 PolyQ に結合
するペプチド QBP1 とプロテアソーム結合標
識を融合したアダプターは、PolyQ 蛋白質を
プロテアソームに運び込み、その分解を促進
するはずである。すでに予備実験により、こ
のようなアダプター蛋白質がポリグルタミ
ン蛋白質の分解を誘導し、凝集体形成を抑え
ることがわかっている。さらに将来の臨床応
用を見越して、高効率で小型・安定なアダプ
ターに改良する。 
 
４．研究成果 
1,Unstructured 領域をターゲットにした分解
抑制方法の開発 
 Unstructured 領域のアミノ酸配列に注目し、
分解を引き起こす配列の特徴を調べた。その
結果、Unstructured 領域の多くの物理化学的
性質（電荷や疎水性など）は分解の受けやす
さと相関はなかったが、複雑度（SEG アルゴ
リズムにより計算）は分解の受けやすさと相
関があった。つまり複雑なアミノ酸配列から
構成される Unstructured 領域をもつ蛋白質だ
けがプロテアソームによって分解されるこ



とが分かった。細胞内の 6000 個あまりの蛋
白質の寿命を比較したところ、蛋白質末端に
複雑なアミノ酸配列の Unstructured 領域をも
つ蛋白質の寿命は、末端に Unstructured 領域
を持たない蛋白質より平均４～８時間ほど
短いことがわかった。一方末端に偏りのある
アミノ酸配列の Unstructured 領域を持つ蛋白
質は、持たない蛋白質に比べ、ほとんど寿命
の差は無いことが明らかとなった。このこと
から細胞内の多くの蛋白質のプロテアソー
ムによる分解の受けやすさも、Unstructured
領域のアミノ酸配列の複雑さからも説明す
ることができる（Fishbain, Inobe et al, (2015) 
Nature Struct. Mol. Biol.）。 
 上記の研究結果などから、蛋白質の最終的
な運命を決めているのは、Unstructured 領域
の性質であると推察される。そこで我々は
Unstructured 領域への分子の結合や修飾によ
り、Unstructured 領域の性質が変わり、分解
効率も変わるのではないかと考えた。まず蛋
白質の分解は Unstructured 領域に結合する小
分子によって阻害されるかどうかを調べた。
このために、Unstructured 領域内にテトラシ
ステインモチーフ（CCPGCC）を含むモデル
基質を構築した。テトラシステインモチーフ
は二砒素蛍光試薬である FlAsH や ReAsH に
より認識される。このモデル基質は通常
Unstructured 領域がプロテアソームに認識さ
れ、分解されたのに対し、ReAsH の存在下で
は分解を逃れることができた。このことは
ReAsH の結合した Unstructured 領域は分解を
引き起こすことが出来ないことを示してい
る。このような Unstructured 領域リガンドに
よる分解の阻害は、人工のテトラシステイン
モデル基質だけでなく、天然変性蛋白質(IDP)
においても観察された。IDP のモデル蛋白質
である変異 Staphylococal Nuclease（SNase）を
含むモデル基質は、通常プロテアソームによ
って分解されるが、ジヌクレオチド阻害剤
prAp の変異 SNase への結合により、分解を免
れることができた。この結果は、他の多くの
IDP のプロテアソームによる分解も、その結
合パートナーによって調節されていること
を示している。さらに Unstructured 領域を認
識する抗体によっても容易に分解阻害でき
る。Unstructured 領域にテトラヒスチジン
（His6）タグを持つモデル蛋白質のプロテア
ソームによる分解は、抗 His6タグ抗体により
阻害されることを観測している（Takahashi, 
Matouschek, and Inobe (2015) ACS Chemical 
Biology）。 
 現在、細胞内抗体を用いて細胞内ターゲッ
ト蛋白質の分解抑制を試みている。 
 
2,人工アダプター蛋白質による分解誘導方法
の開発 
 ユビキチン化されていない任意の蛋白質
をプロテアソームに運び込むアダプター蛋
白質の存在が最近明らかになってきた
（Prakash, Inobe et al. Nat. Chem. Biol. 2009）。

本研究では神経変性疾患を引き起こす凝集
性の蛋白質（ポリグルタミン蛋白質など）を
対象としたアダプター蛋白質を設計し、その
分解誘導効果を検証した。 アダプター蛋白
質はターゲット蛋白質結合部位とプロテア
ソーム結合標識が必要である。ターゲット結
合部位としてはリガンドや抗体、ファージデ
ィスプレイ法より得たペプチドなどを用い
た。プロテアソーム結合標識はポリユビキチ
ンや UbL などを使用した。 
 まずその蓄積がハンチントン病を引き起
こす、ポリグルタミン（PolyQ）異常伸長ハ
ンチンチンをターゲット蛋白質としてアダ
プター蛋白質の開発を行った。異常伸長ポリ
グ ル タ ミ ン に 結 合 す る ペ プ チ ド
Polyglutamine-binding peptide 1（QBP1）とプ
ロテアソーム結合標識（ポリユビキチンやユ
ビキチン様ドメイン）を融合したアダプター
（Ub-QBP1）を設計し作成した。Ub-QBP1 ア
ダプター蛋白質は設計通りプロテアソーム
と PolyQ 異常伸張ハンチンチン・エクソン１
に結合することが出来た。このアダプターは
in vitro の精製蛋白質を用いた系で、変異異常
ハンチンチン・エクソン１をプロテアソーム
に運び込み、その分解を促進した。変異異常
ハンチンチンを発現する培養細胞において
も、QBP1 アダプター蛋白質は異常ハンチン
チンの分解の促進し、凝集体の減少が確認さ
れた（投稿準備中）。 
 また筋萎縮性側索硬化症（ALS）の原因蛋
白質である変異 SOD1 に対するアダプターも
作成し、現在その分解誘導効果を検証中であ
る。 
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