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    学位論文題名
Analysis of 26S proteasome-mediated protein
    ●  ●
    degradation in Sacchar07nyces cerevzszae

（出芽酵母ユビキチンープロテアソームシステムによる

    タ ン パ ク 質 分 解 機 構 に 関 す る 研 究 ）

学位論文内容の要旨

  ユピキチン・プ口テアソームシステムは、細胞周期、シグナル伝達、夕ンパク質品質管理などの多様な生命現

象を制御する．このシステムはATP依存的なタンパク質分解機構で、酵母からヒトに至るまで真核生物におい

て高度に保存されている．このシステムでは、最初に、ユピキチンが標的となる基質夕ンパク質にLys残基を

介して共有結合し、ポリユピキチン鎖が形成される．このユピキチン化反応はEl（ユピキチン活性化酵素）、

E2（ユピキチン結合酵素）およびE3（ユピキチンリガーゼ）によって触媒され、基質夕ンバク質の識別は多様

なユピキチンリガーゼE3によって行われる．次に、26Sプロテアソームが、形成されたポリユピキチン鎖を分

解シグナルとして認識し、基質夕ンバク質をATP依存的に分解する．  ́
  本研究では、ユピキチン‐プロテアソームシステムの機構解明を目指して、出芽酵母を用いて、26Sプロテア

ソームの簡易精製法の確立、26Sプ口テアソーム構築機構の解析、および、ユビキチンシステムと26Sプ口テ

アソームをつなぐ分子の同定を行い、このシステムによるタンバク質分解機構に関する新知見を得た，

！：出差醸墨26SZロテアソームQ箇墨鐘型塗Q確立

  26Sプロテアソームは、活性中心を有するCPと、その活性を制御するRPから構成される．Glickmanらは、

rpn10欠損株から26Sプロテアソームを精製し、RPはさらに8つのRpnから構成される蓋部(lid)、6つの

Rptと2つのRpnからなる基底部くbase)の2つのサブ複合体からなること、Rpnl0がlidとbaseの問に位置

してRPを安定化させることを明らかにした．一方、本研究では、抗CP抗体を用いたアフイニティーク口マト
グラフイーを考案し、野生株からの26Sプ口テアソームやRPの簡易精製法を確立し、野生株でもRPがlidと

baseに解離できることを明らかにした，

2． 26Sプロテアソー厶撞墓捲撞Q鰹擾

  rpn12-1変異は細胞周期のG2/M停止をもたらす変異として分離され、のちに、RPN12遺伝子が26Sプロテ

アソームのRPサブュニットをコードすることが明らかにされた．このrpn12-1変異を多コピー抑圧する遺伝子

としてRPN10およびRPN3が得られ、これらもRPサプュニットをコードすることが明らかにされた．RPN12

の遺伝そ破壊(Arpn12)は致死であるが、RPN10はこれを相補できることから、RPN12とRPN10は同じ機能
を有すると考えられる．そして、Rpnl0はユピキチン鎖結合能を有することが報告され、Rpnl0が26Sプロテ

アソームのユピキチンレセプターであると期待されたが、RPN10遺伝子破壊株は生育可能で増殖にも影響しな

かった．このことは、26SプロテアソームにRpnl0以外のユピキチンレセプターが存在することを示唆してい
る．そこで、Rpn12がユピキチンレセプターではないかと考え、ユピキチン鎖との結合を解析したが、検出さ

れなかった．次に、rpn12-1変異株の温度感受性を抑圧するために必要なRPN10のドメイン解析を行ったとこ

ろ、RPN10のN末端200アミノ酸(C末端領域のユピキチン鎖結合モチーフUIMを含まない）で十分であっ
た．Rpnl0のN末端領域はRPの安定化に寄与すると示唆されているので、Rpn12はユピキチン鎖結合サブュ

ニットではなく、rpn12-1変異が26Sプロテアソームの会合に影響している可能性が考えられた．そこで、細
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胞粗抽出液を用いて活性染色法を行い、rpn12-1変異が26Sプ口テアソーム構築を阻害していること、また、

その構築阻害がRPN10の過剰発現により若干回復することを明らかにした，一方、酵母2-hybrid法により、

Rpn12と相互作用するプ口テアソームサプュニッ卜を解析したところ、Rpn3が検出され、また、このRpn3

との相互作用はrpn12-1遺伝子産物では検出されなかった．この結果から、ipn12-1変異による26Sプ口テア

ソーム構築阻害は、Rpn12とRpn3とのサブュニット問相互作用の不全によると考えられる，次に、26Sプロ

テアソームの会合様式を解析するために、野生株とrpn12-1変異株で、PREl (CPサブュニット）、丑鬥竹(base

サブュニット）およびRPN11 (lidサプュニット）の各遺伝子にエピトープタグを融合した株を作成した．それら

の株を用いたゲルシフト解析から、rpn12-1変異株において、不完全ながら26Sプロテアソームがわずかに形

成していること、また、アフイニティー精製による解析から、rpn12-1変異はlid、base各サブ複合体の会合に

影 響 を 与 え な い が 、 lid-base間 の 結 合 が 不 安 定 に な っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た ．

  以上の結果から、RPN12とRPN10の遺伝学的相互作用は、rpn12-1変異により、lid-base間相互作用が不

安定になり、わずかに形成される不安定な26SプロテアソームをRpnl0が安定化させることによルポリユビキ

チン化夕ンパク質の代謝が進行すると説明できる．

3．ユピキ垂2擡22Z！2質Rad23、Dsk2堕捲餞盤擾

  26Sプロテアソームのユピキチンレセプターを同定するために、しゝくっかのプロテアソームサブュニットをり

コンピナントタンバク質として調製してユピキチン鎖との結合を解析したが、いずれもネガテイブであった，一

方、DNA修復関連夕ンパク質Rad23が26Sプ口テアソームと結合すること、RAD23と丑鬥竹ロに遺伝学的相

互作用があることが報告された，そこで、Rad23のようなプロテアソーム結合夕ンバク質がュビキチンレセプ

ターとして機能する可能性を考え、Rad23とその関連夕ンバク質Dsk2のユピキチンープロテアソームシステ

ムにおける機能について解析を行った． Rad23/Dsk2はプロテアソームとの相互作用に関与するユビキチン様ド

メイン(UbL)と、UBAドメインの2つの特徴的なドメインをもつ．はじめに、Rad23/Dsk2リコンピナントタ

ンバク質を用いたGST-pull downを行い、ユピキチン鎖との直接の結合が検出された，次に、Rad23/Dsk2を

Flag融合夕ンバク質として酵母に発現させて免疫沈降実験を行ったところ、ユピキチン化夕ンバク質と26Sプ

ロテアソーム占の結合が検出され、面V VOにおける相互作用が明らかになった．また、UBAドメインがユピキ

チン鎖との結合に必要であることも明らかになった．以上の結果から、Rad23/Dsk2はユピキチン鎖結合夕ンパ

ク質であり、ユピキチンシステムと26Sプロテアソームをっなぐ分子であると考えられる．次に、Rad23/Dsk2

のタンバク覃分解における生理的役割を明らかにするために、RAD23.  DSK2およびRPN10の各遺伝子の破

壊株を作成し、増殖とポリユビキチン化夕ンパク質の蓄積を調べた．その結果、4dsk2Arad23二重変異株は温

度感受性を示し、非許容温度下においてポリュピキチン化タンパク質の蓄積が検出され、さらに

Arpnl OAdsk2Arロカヨ三重変異株は成長速度が著しく遅く、許容温度下においてもユピキチン化タンパク質が蓄

積することが明らかとなった．また、UbLとUBAの各ドメインを欠いた兄虹）2ぷやA9懃は三重変異株の温

度感受性を抑圧できないことから、Rad23やDsk2の機能発現にUbLとUBAの両ドメインが必要であること

が明らかになった．以上の結果から、Rad23′D8k2は、ユピキチン‐プロテアソームシステムにおけるユピキチ

ン化夕ンバク質の分解に対して促進的に働く分子であり、ポリユピキチン化夕ンバク質を26Sプロテアソーム

ヘリクルートする機能を有すると考えられる，
  次に、Rad23m8k2が結合するプロテアソームサプュニットの同定を行ったところ、baseのnon．ATPaseサ

ブュニットRpn1とRpn2が検出された．この結果は、UbLドメインと26Sプロテアソームとの相互作用がATP

非依存的であることと矛盾しない．以上の結果から、細胞内のユピキチン化夕ンパク質はRad23/D8k2と結合

し、26Sプロテアソームのbaseサブュニットにりクルートされると考えられる．

  Rad23m8k2がポリユビキチン化夕ンバク質を結合できることが明らかになったが、ポリユピキチン化された

各種夕ンバク質を特異的に認識しているのかについて不明である．そこで、D8k2結合夕ンバク質を同定するた

めに、Flag．D8k2をbaitとした免疫沈降物をPMF（炸ptide伽88五ngerprint）法により解析した．その結果、

D8k2結合夕ンパク質として、ユピキチン、Ufd2、Cdc48、26Sプロテアソームなどが同定された．次に、Ufd2
について同様に解析したところ、Ufd2結合夕ンパク質として、Cdc48、Ufd1、Np14などが同定された，Ufd2

はU．boxを持つユピキチン鎖伸長活性を有するE4として報告されたが、生理的な基質は不明である．Cdc48

（哺乳類ではVCP）は細胞可溶性画分に存在するAAA．ATPaseで、アダプタータンバク質Ufd1、Np14または
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Shpl、と複合体を形成する．最近、Cdc48-Ufdl-Np14複合体はERAD (ER-associated degradation、小胞体関
連夕ンパク質分解）において、ポリユピキチン化夕ンパク質を小胞体から細胞質側へ引きずり出す分子であると

報告された．そこで、Rad23、Dsk2およびUfd2がERADに関与するかを明らかにするために、これらの各変

異株を作成し、小胞体ストレスであるツ二カマイシンに対する感受性を解析した結果、 fd2A UA dsk2zlrad23三

重変異株のみがツ二カマイシン感受性を示した．この結果は、Rad23、Dsk2およびUfd2がERADに関与して

いることを示唆している，今後、これらのタンバク質のERADへの関与に関する詳細な研究が必要である．

【まとめ】

1． 出 芽 酵 母 野 生 株 か ら の 19S制 御 サ ブ ュ ニ ッ ト 複 合 体 RPの 簡 易 精 製 法 を 確 立 し た ．

2． 26Sプロテアソーム構築におけるプロテアソームサブュニットRpn12とRpnl0の役割を明らかにするとと

    もに、26Sプロテアソームの再構成系を構築し、26Sプロテアソームの構築機構を明らかにした．

3． Rad23とDsk2が、ポリユビキチン化夕ンパク質の結合夕ンパク質として働き、ポリユピキチン化夕ンパク

  質の26Sプロテアソームヘのりクルートに関与することを明らかにした。

― 768―



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Analysis of 26S proteasome-mediated protein
    I  ●
    degradation in Sacchar07nyces cerevzszae

（出芽酵母ユビキチン―プロテアソームシステムによる

    タ ン パ ク 質 分 解 機 構 に 関 す る 研 究 ）

  ユビキチン‐プ口テアソームシステムは、細胞周期、シグナル伝達、夕ンバク質品

質管理などの多様な生命現象を制御する。このシステムは酵母からヒトに至るまで真

核生物において高度に保存されている。このシステムでは、最初に、ユピキチンが標

的となる基質夕ンパク質にりシン残基を介して共有結合し、ポリユピキチン鎖が形成

される。次に、26Sプロテアソームが、形成されたポリユビキチン鎖を分解シグナル

として認識し、基質夕ンパク質をATP依存的に分解する。分解マシンである26Sプ

ロテアソームは、活性中心を有するCPとその活性を制御する、RP (lidとbaseのサ

ブ複合体からなる）から構成される。

  本論文提出者は、出芽酵母を用いて、26Sプロテアソームの構築機構や26Sプロテ

アソームヘのポリユピキチン化夕ンバク質のりクルート機構に関する一連の研究を

展開し、以下の成果をおさめた。

（1）抗CP抗体を用いたアフイニテイークロマトグラフイーを考案し、野生株から

の26SプロテアソームやRPの簡易精製法を確立し、かつ、RPがlidサブ複合体と

baseサプ複合体に解離できることを明らかにした。

（2)26SプロテアソームのRPサブュニッ卜をコードするRPN12遺伝子とRPN10

遺伝子の遺伝学的相互作用を解析し、ipn12-1変異株の温度感受性を抑圧するために

RPNZOのN末端200アミノ酸で十分であることを明らかにした。また、ipn12-1変

異が26Sプロテアソームの構築を阻害すること、その構築阻害がRPN10の過剰発現

により回復することを明らかにした。さらに、酵母two-hybrid法により、Rpn12と

相互作用するプロテアソームサブュニッ卜としてRpn3を同定し、rpn12-1遺伝子産

物とRpn3との相互作用が検出されないことを明らかにし、rpn12-1変異による26S
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  プロテアソームの構築阻害は、Rpn12とRpn3とのサプュニット間相互作用の不全に

  よると提案した。次に、26Sプロテアソームの会合様式を解析するために、野生株と

  ipn12-1変異株で、PREI (CPサプュニット）、h'PNl (baseサブュニット）および

  RPN11 (lidサブュニット）の各遺伝子にェピトープタグを融合した株を作成し、それ

  らの株を用いて、rpn12-1変異によってlidとbaseのサブ複合体間の結合が不安定に

  なっていることを明らかにし、Rpnl0が不安定な26Sプロテアソームを安定化する

  と提案した。

    （3）ユピキチン様夕ンパク質Rad23とDsk2が、iri vitroおよびinvivoにおいて、

  ユピキチン様ドメイン(UbL)を介して26Sプ口テアソームと結合し、UBAドメイン

  を介してユピキチン鎖と結合することを明らかにした。次に、RAD23, DSK2およ

  びRPN10の各遺伝子の欠失株を作成し、RAD23とDSK2の二重欠失変異株が温度

  感受性を示し、非許容温度下においてポリユピキチン化夕ンバク質を蓄積すること、

  そして、RAD23、DSK2およびRPN10の三重欠失変異株の成長速度が著しく遅く、

  許容温度下においてポリユビキチン化夕ンバク質を蓄積することを明らかにした。ま

  た、UbLとUBAの各ドメインを欠いたRt4D23やDSK2は三重変異株の温度感受性

  を抑圧できないことを明らかにし、Rad23やD8k2の機能発現にUbLとUBAの両

  ドメインが必要であると提案した。さらに、Rad23m8k2が結合するプロテアソーム

  サプュニットとして、baseサプュニットRpn1とRpn2を同定した。以上の結果から、

  Rad23のsk2は、ポリユピキチン化夕ンパク質を26Sプロテアソームヘリクルートす

  る役割をはたすと提案した。  1

    （4）PMF（peptidema8sflnge坤rint）法により、Dsk2結合夕ンバク質として、ユ

  ピキチン、Ufd2、Cdc48および26Sプロテアソームを同定した。また、同様の方法

  により、Ufd2結合夕ンバク質として、Cdc48、Ufd1およびNp14を同定した。さら

  に、Rad23、Dsk2およびUfd2の三重欠失変異株が小胞体ストレスであるツニカマ

  イシン感受性を示すことを明らかにし、Rad23、Dsk2およびUfd2が小胞体関連夕

  ンバク質分解（Emゆ）に関与すると提案した。

    以上の新知見およびそれらを得るために用いた新研究方法は、26Sプロテアソーム

  の構築原理や26Sプロテアソームによるポリユピキチン化夕ンバク質認識機構の理

  解にとどまらず、ユピキチン・プロテアソームシステムによる細胞機能の制御機構を

  理解する上で重要な寄与をなすものである。

、  審査委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。
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