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１．研究実施の概要

自己と非自己の免疫識別の分子的基礎は，主要組織適合性複合体（MHC）に結合

するMHCリガンド（抗原ペプチド）の生成機構である。超分子蛋白質複合体である

プロテアソームは，内在性抗原のプロセシング酵素として機能する．本研究では，

MHCクラスI結合ペプチド生成の分子機構についてプロテアソームの構造- 機能変

換の仕組みを研究することによって明らかにすると共に，併せてその制御機構の解

明を目指してきた。本年度は，二種の活性化因子を併せもったハイブリッド型プロ

テアソームを発見し，本酵素が新しい内在性抗原のプロセシング酵素として作用す

る可能性を提唱した．現在，ハイブリッド型プロテアソームの遺伝学的な機能解析

を進めている．

２．研究実施内容

本研究班は、�プロテアソームの構造・機能解析グループ、�プロセシング機構解

析グループ、�免疫識別評価グループ、から構成された実践的な組織によって組織

されている。各プロジェクトの研究実施内容を以下に記す。

　�　プロテアソームの構造・機能解析グループの研究実施内容。

本年は、真核生物のATP依存性プロテアーゼであるプロテアソームが、標的蛋

白質を識別する機構についての研究を進めた。プロテアソームは、触媒ユニット

（CP: catalytic particle）と調節ユニット（RP: regulatory particle）から構成された

分子量2.5 MDaの巨大な多成分複合体であり、主としてユビキチン化された蛋白

質を選択的に分解する酵素である。今日、細胞内蛋白質の大部分がこのユビキチ

ン/プロテアソーム系で処理されると考えられている。従って、プロテアソームに

よる蛋白質分解作用を理解するためには、「分解目印」として機能するポリユビキ

チン（pUb）鎖を識別する分子機構の解明が最も重要である。これまでに我々を

含めた国内外の研究から、このpUb鎖の識別を司る分子として、約20種のサブユ

ニット群から構成されるRPの中のRpn10（regulatory particle non-ATPase 10）がポ

リユビキチン鎖レセプター （pUb-R）として作用することが判明している。さら

に我々は、昨年度から本年度に至る研究で、マウス及びヒトのpUb-R において５
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種のアイソフォーム（pUb-R1～pUb-R5）の存在を見出すと共に、これらが発生依

存的なalternativeスプライシングによって、一つの遺伝子から派生してくることを

明らかにした。興味深いことに、その中のpUb-R5を有するプロテアソームは、脳

に特異的に発現しており、全ての組織細胞に発現しているpUb-R1をもった普遍型

プロテアソームと機能的に異なっていることを見い出した。そこで、pUb-Rの分

子多様性の意義を解析する為に、この遺伝子の欠損マウスを作製した結果、胚生

致死になることが判明した。

　　ユビキチンの機能解析

平成11年度は，ユビキチン（Ub）リガーゼとユビキチン様蛋白質Ubl（Ub-

like protein）についての研究が著しく進展した．ここ数年、ユビキチンシステ

ムの研究領域では、標的蛋白質にユビキチンを連結させる酵素であるユビキチ

ンリガーゼ（Ub活性化酵素E1及びUb結合酵素E2に引き継ぐ意味からE3とも呼

ばれる）は、標的基質の運命を左右する最重要酵素として認識されてきたが、

幾つかの先駆的例を除いて、E3の分子的実体は不透明であった。そこで、E3の

研究を精力的に進めた結果、平成１１年度に２種の新しいE3を発見することに成

功した。一つは、IκBのユビキチン化に働くリE3としてSCFFbw1複合体を同定

したことである。IκBは、様々な機能を担う転写因子NF- κBの負の制御因子

であり、そのシグナル依存的なリン酸化とこのリン酸化修飾に連携したユビキ

チン依存的な選択的分解が、NF- κBのシグナル伝達系において中枢的な役割

を担っていることが判明していたが、多くのグループが激しく競合しながら探

索していたIκBリガーゼの実体は、長い間不明であった。本年度、我々を含め

た国内外の複数の研究グループが、ほぼ同時期にSCFFbw1がIκBのユビキチン

リガーゼであることを報告した。さらに我々はSCFFbw1と協同して働く300-

kDaの新しい活性化因子を同定すると共に新規な翻訳後修飾による制御機構

（後述）も見い出した。

さて、我々が見い出したもう一つのユビキチンリガーゼは"Parkin"である。

1998年、常染色体劣性若年性パーキンソニズム（AR-JP）の原因遺伝子産物Parkin

が、順天堂大・慶応大のグループによって発見された。ParkinはN末端領域に

Ubl（Ubiquitin-like）ドメインをもちC末端領域にRING-Fingerモチーフをもつ分

子として記載されたが、その機能は全く不明であった。我々は、上記のグルー

プと提携しながら、ParkinがRING-Fingerモチーフで特異的なE2（UbcH7）をリ

クルートし、Ublドメインで標的分子を識別する新規なユビキチンリガーゼとし

て作用することを発見した。これまでに調べた患者の遺伝子変異では、全てこ

の機能が喪失していることから、今回得られた結果は、 AR-JPの発症原因の本

態を突き止めた事を意味している。即ち、ユビキチン/プロテアソーム系の破綻
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が黒質神経細胞死を誘発してパーキンソン病様症状を引き起こすことを示唆し

ている。本研究は、神経変性疾患が蛋白質の品質管理機構の異常によって発生

することをはじめて解明したことになり、今後、ユビキチン化蛋白質の異常蓄

積が恒常的に観察されるアルツハイマー病やハンチントン舞踏病など他の神経

変性疾患の研究にも多大な影響を与えると予想される。

他方、我々は、代表的なUblモディファイアー分子の一つである Rub-1 

（modifier related to ubiquitin-1）の新しいライゲーション機構を構成する活性化

酵素E1と結合酵素E2を世界に先駆けて発見すると共にそのターゲット分子が

ユビキチンリガーゼ SCF複合体のサブユニットcullinであることを見い出した。

そしてcullin-1のRub-1修飾が、前述のIκBリガーゼSCFFbw1の活性を顕著に増

強することをインビトロの再構成実験により証明した。さらに、Rub-1修飾が分

裂酵母のSCFPOP1の機能に必須であることを遺伝学的手法により明らかにす

ると共に、ごく最近Rub-1化を触媒するE1の遺伝子欠損マウスが早期に胎生致

死になることも解明して、この修飾システムの生物学的重要性をインビボで確

認した。本研究は、Rub-1が新規な蛋白質の機能変換システムとして作動してい

ることを示しており、今後のユビキチン研究に計り知れない影響を与えると推

察される。

　�　プロセシング機構解析グループの研究実施内容

本年度の研究は、プロテアソームが内在性抗原のプロセッシング酵素として免

疫制御に関与することの機構と意義を解明するプロジェクトとして立案した。当

該研究グループでは、これまで研究代表者のグループと提携して，ガンマ型イン

ターフェロン （IFN- γ） に応答して「免疫プロテアソーム」が造成され、内在

性抗原の迅速な処理に適応することを明らかにしてきた。さらに本年、IFN- γが

もう一つの免疫型酵素である「ハイブリッドプロテアソーム」を造成することを

見出した。これまでに、プロテアソームの調節ユニット（RP）としてPA700とPA28

の二種の存在が知られており、これらは独立に触媒ユニット（CP）に会合して２

種類の活性型プロテアソーム複合体を形成すると考えられていた。ところが、ご

く最近、我々は細胞内に二つの調節因子「PA700」と「PA28」を共有したプロテ

アソームが存在することを突き止め、この新型酵素を「ハイブリッドプロテアソー

ム」と命名した。興味深いことに、このハイブリッドプロテアソームはIFN- γ処

理によって強く誘導されることが判明した。併せて我々は、ハイブリッド型プロ

テアソームが26Sプロテアソーム（homo-PA700 complex）と同様にATP依存性プ

ロテアーゼとして作用することを証明すると共に、本酵素が本質的に重要な内在

性抗原のプロセッシング酵素である可能性を示唆した。

　�　免疫識別評価グループの研究実施内容
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本プロジェクトは抗原提示担当遺伝子群の分子進化研究から、免疫システムが

構築されてきた原理を解明し、将来における免疫識別評価に備えることを最大の

目標にしている。平成１０～１１年度にかけては、PA28の分子進化研究を進め、γ型

サブユニットが祖先遺伝子であり、γ型インターフェロンに応答するαとβサブ

ユニットの遺伝子が、TAP遺伝子・MHC遺伝子・免疫プロテアソーム遺伝子らと

ほぼ同時期に太古の染色体重複によって造成されたことを明らかにした。

また，MHC領域に存在するIFN- γ誘導性のdi-ubiquitinについてもその機能解析

を試み，予備的であるが，細胞内蛋白質を標的とした新しいモディファイアー分

子として作用する知見を得つつある．
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