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ヱ．はじめに

    細胞周期の制御や細胞増殖・癌化にかかわる短寿命蛋白質（サイクリン、Myc、p53な

ど）、あるいは、誤翻訳、放射線やUV照射、熱ショックなどにより生成する異常蛋白質は、ユ

ピキチン（Ub）．プロテアソームシステムにより特異的かつ迅速に分解されると考えられてい

る。この分解システムでは、最初に、El、E2、E3からなるマルチUb化酵素群が基質蛋白質に

Ub分子を鎖状に付加する。次に、26Sプロテアソームが、生成したマルチUb鎖を認識し、マ

ルチUb化された基質蛋白質をATP依存的に分解する。マルチUb鎖を有する蛋白質を認識し

分解する26Sプ口テアソームは、20Sプロテアソーム（高分子量多機能プロテアーゼ複合体）を

中央に持ち、その両端に20Sプロテアソームの活性を制御する制御サブユニツ卜複合体が会合し

た巨大分子複合体である。今まで、26Sプロテアソームの特異的基質であるマルチUb化基質蛋
白質の調製が確立されていなっかったため、26Sプロテアソ―ム特異的な活性の測定は困難であ

った。また、本分解システムが発見されて以来、マルチUb化される基質蛋白質を同定あるいは

特異的に測定するためのツールが求められてきた。さらに、26Sプロテアソームに含まれる制御

サブュニッ卜群はどの様にマルチUb化蛋白質分解活性を制御するかについても不明であった。

そ こ で 本 研 究 で は 、そ れ ら の 問 題 を解決 する ため に、 以下 の実 験を 行っ た。

2、マルチUゐ鎖を1Iif~するモノクローナル抗体の作成

    ウサギ網状赤血球から、Ub．アフイニティイク口マトグラフィイーなどを行なうことにより、

高い比活性を有するUb化酵素群の精製法を確立した。このUb化酵素群は基質蛋白質を効率よ

くマルチUb化し、生成したマルチUb化基質蛋白質は、ブタ心筋26Sプ口テアソーム標品によ

りATP依存的に分解された。調製した、マルチUb化1Jゾチームを免疫原とし、遊離のUbと

は反応せず、マルチUb鎖のみを特異的に認識するモノクローナル抗体を作成した。

3ーi、He乙a細胞をffi。ユた熱ショック鰐における#mRair;9ユビ辛チン化蛋白質の解析

    Ubは、熱処理によって、発現が誘導されることから、熱ショック蛋白質のーっに数えられ

る。さらに、ユピキチンが熱ショックで誘導される理由は、ストレスにより細胞内に生じる変性

蛋白質を即座に分解し、排除するためだと考えられている。そこで、熱ショックにより生じる変

性蛋白質がマルチUb化されて分解されるかを明らかにするために、作成したマルチUb鎖特異

的抗体を用いて、熱ショックの温度の変化とマルチUb化蛋白質の生成との関連を解析した。そ

の結果、43℃以上の熱ショックではマルチUb化蛋白質は一過的に細胞質に増加したが、37℃

に戻して培養すると、マルチUb化蛋白質はもとの値にもどった。一方、分子量23KのUb化

蛋白質が熱ショック直後に消失し、37℃に戻して培養すると再び出現した。しかも、熱ショツ
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ク温度が43℃では2時間、44℃では4時間、45℃では8時間以内に再び出現した。23KのUb化

蛋白質を同定するために、その部分アミ・/酸配列を決定したところ、23K蛋白質はUb化され

たヒストンH2Aであることが明らかとなった、

3ー 2、 NIH3丁 3,rffHlhif2で の 変 異 Ubの 発 現 カ 漂 シ ョ ッ ク 応 答 に お よ ば す ． 影 響

    熱ショック時に誘導されるUbの役割とマルチユピキチン鎖のユピキチン分子同士の結合部

位を明らか にするために、マルチUb構造を形成できない変異Ub（48番と63番のLysをArg

に置換）過剰発現させた細胞に熱ショックを与え、その影響を解析した。各クローンを変異Ub

誘 導後 、24時間 培養 し 、41～47℃で 30分 間熱 ショ ック に曝 した 後、さらに37℃で5時

間培養した。41℃の熱ショックでは各ク口ーンに差は見られなかったが、43℃以上の熱ショ

ックでは、 正常型Ubや63番のLysをArgに置換した変異Ubを過剰発現したク口一ンに比べ、

48番のLysをArgに置換した変異Ubを過剰発現したク口ーンで生存率 が約80％以下に低下

し た。 これ は、 48番 の 変異 によ りUb分子同士の結合（Ub48番のLysとUbC末端の結合）

が阻害され 、蛋白分解のマーカーとしてのマルチUb鎖が形成されないためと考えられる。

4、出芽酵母26sプ口テアソーム制御サブュニツ卜の機能解析

    最近、ヒト26Sプロテアソーム制御サブユニッ卜遺伝子がクローン化され、ホモロジー解析

の結果、プ口テアーゼとは無関係な機能を持つと考えられていた酵母遺伝子と高い相同性を示す

ことが明らかになった。そこで、ヒ卜制御サブュニットのホモログである出芽酵母遺伝子S駅カ

（転写因子），s亅蹴3（氓NAのプロセッシングに関与），NM（細胞周期制御），aM5（細胞周期制御），

NASj（TNFシグナル関連蛋白質），S乙恥（j血ヱ変異抑制），S乙W2価nj変異抑制）の各遺伝子産

物が、酵母26Sプ口テアソームのマルチUb化蛋白質の分解活性の発現にどのように関係するか

を、それらの温度感受性変異株を用いて解析した。マルチUb鎖特異的FK1抗体を用いて、制御

サブュニット変異株でのマルチUb化蛋白質の蓄積を解析した。その結果、sen3，nねユ，皿asユ，sun2，

の温度感受性変異株でマルチUb化蛋白質の異常な蓄積がおきていることが明らかになり、これ

らの遺伝子産物が酵母26Sプ口テアソームの制御サブュニットとしてマルチユピキチン化蛋白

質分解活性発現に必須であることが明らかとなった。

    次 に、 マル チUb化蛋 白質 の異 常な蓄積が生じ たNJNユとSEN3遺伝子に着目 し、蛋白

分解活性発現との関係をさらに解析するため、n血jとsen3の温度感受性変異株のN末端則を解

析した。N末端則とは、Ub依存的蛋白分解システムによって分解される細胞内蛋白質の寿命は

それ自身のN末端アミノ酸の種類に規定されるという蛋白質の寿命決定の法則である。n血ヱと

sen3の変異株に各種N末端アミノ酸を有するpーgalを発現させ、制限温度下でバルスチェイス

実験を行い、各B－ga1の寿命を解析した。野生株では法則通りの結果であったが、変異株ではB

－galの寿 命が 延長 され た。 以上 の 結果より、出芽酵母のNJNj、SEN3遺伝予産 物は制御

サブュニットとして26Sプロテアゾームの蛋白分解活性発現に深く関わっていると結論できる。

    一方、n面J変異のマルチコピーサプレッサーとして分離されたSUNヱはマルチUb鎖結合

サブ ュ ニッ トと 報告 され てい るヒ トS5aやシロイヌナズナMBPlと高いホモロジ ーを示し

た。そこで、SUNj遺伝子産物がマルチUb鎖結合活性を有するか否かを明らかにするために、

SUNj遺伝子産物を大腸菌で発現 させ、マルチUb化蛋白質によるファーウエスタンブロット

解析 を 行った。その結 果、SUNJ遺伝子産物がマルチUb鎖結合活性Ub鎖結合活性 を有する

こ と 、 SUNi遺 伝 子 欠 損 変 異 体 を 用 い た 実 験 よ り 、 SUNj遺 伝 子 産 物 C末 端 側 147ア ミ

ノ酸がマルチUb鎖結合部位であ ることが明らかになった。以上の結果より、SUNi遺伝子産

物は26Sプロテアソ・一ムのマルチUb鎖認識サブュニットとして機能していると考えられる。
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学 位 論 文 題 名

ユビキチン・プロテアソームシステムによる蛋白分解の機構と

    生理役割に関する研究

    ユピキチン・プロテアソームシステムは、細胞内非リソソーム系のエ

ネルギー依存性蛋白分解系であり、放射線やUVの照射、あるいは、熱

ショックなどにより生成する変性蛋白質の分解、細胞周期ガ制御、免疫

始動の制御、受精・発生・分化の制御、さらに、アルツハイマー病や

パーキンソン病などの神経疾患やアポトーシスに関与すると考えられて

いる。この分解システムでは、ユビキチン分子が鎖状に付加したマルチ

ユビ キチン化蛋白質を、26Sプロテアソームが認識し、分解する。現

在ま でに、本システムの主要経路は解明されつっあるが、26Sプロテ

アソームの特異的基質であるマルチユビキチン化蛋白質の調製や、その

基質蛋白質の特異的同定のためのツールの作成が求められてきた。また、

  26Sプロテ アソ ーム に含 まれる 制御 サブュニット群が26Sプロテア
ソームのマルチユビキチン化蛋白質分解活性をどのように制御するかに

ついても不明であった。．

  本論文提出者は、ユビキチン・プロテアソームシステムにおける分解

シグ ナルであるマルチユビキチン鎖や、26Sプロテアソームの制御サ

プユニットの役割に関する一連の研究を展開し、以下の成果をおさめた。

  （1）26Sプロテアソームの特異的基質であるマルチユピキチン化蛋
白質 の大量調製法を開発し、26Sプロテアソームの特異的活性測定法

を確立した。さらに、その基質蛋白質を免疫原として用いて、遊離のユ

ビキチンとは反応せず、マルチユピキチン鎖のみを特異的に認識するモ

ノクローナル抗体を作成し、マルチユビキチン化蛋白質の特異的同定法

を確立した。

  （2）マルチユビキチン鎖特異的抗体を用いて、熱ショックに伴うマル
チユピキチン化蛋白質の変動を追跡し、高分子量マルチユビキチン化蛋

白質が一過的に細胞質に蓄積すること、一方、核内に存在するユビキチ

ン化ヒストンH2Aが一過的に脱ユビキチン化されることを明らかにし、



ヒストンH2Aに結合しているユビキチンが遊離して変性蛋白質分解の
マーカーであるマルチユビキチン鎖を形成するという考えを提案した。
（3）マルチユビキチン鎖構造を形成できない変異ユビキチンを作成し、
それを過剰発現させた細胞において、ユビキチンの48番のLysをA
rgに置換した変異ユビキチンを用いた場合に、熱ショックに伴う細胞
の生存率が顕著に低下することを見い出し、ユビキチンの48番のLy
sを介するマルチユビキチン鎖の形成が熱ショック応答に必須であるこ
とを明らかにした。
（4）ヒト26Sプロテアソーム制御サブユニットのホモログである出
芽酵母遺伝子SびG1（転写因子）、SEN3（tRNAプロセシングに
関与）、NIN1（細胞周期制御）、CIM5（細胞周期制御）、NAS
j（TNFシグナル関連蛋白質）、SUNI（ロinl変異抑制）、Sび
N2（ロinl変異抑制）の各温度感受性変異株における制限温度下での
マルチユビキチン化蛋白質の蓄積を、マルチユビキチン鎖特異的抗体を
用 い て 解 析し 、sen3、 ロinl、 nasヱ 、sun2変 異株 でマ ル
チユビキチン化蛋白質の異常な蓄積を見い出し、それらの遺伝子産物が
26Sプロテアソームのマルチユビキチン化蛋白質分解活性の発現に必
須であることを明らかにした。また、NIN1、SEN3遺伝子産物が、
蛋白質の寿命決定の法則であるN末端則に従う蛋白分解活性発現に関与
することを明らかにした。さらに、nメnl変異のマルチコピーサプ
レッサーとして分離されたSUNヱ遺伝子産物がマルチユビキチン鎖結
合活性を有し、そのC末端側が活性発現に必須であることを見い出し、
S UN1遺伝子産物が26Sプロテアソームのマルチユビキチン鎖認識
サブユニットであることを明らかにした。
（5）マルチユビキチン鎖特異的抗体を用いて、アルツハイマー病脳神
経原線維変化のPHF画分がマルチユビキチン化されていること、パー
キンソン病のL ewy小体にマルチユビキチン化蛋白質が存在すること
を見い出し、マルチユビキチン鎖特異的抗体が病態解析に応用できるこ
とを明らかにした。
  以上の新知見およびそれを得るために用いた新研究技法は、ユビキチ
ン・プロテアソームシステムの蛋白分解の機構や生理的役割の理解にと
どまらず、広範な生理現象に深くかかわる蛋白分解の意義を理解する上
で、重要な寄与をなすものである。
  審査員一同このことを高く評価し、本論文提出者が博士（薬学）の称
号を受けるにふさわしいものと一致して判断した。


