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「超分子システムによる免疫識別の分子機構解明」

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。超分子複合体であるプロテア

ソームは、細胞内の蛋白質破壊装置であるが、同時に内在性抗原のプロセシング酵

素としても作用する。本研究では、サイトカインで誘導される免疫プロテアソーム

や本年度に発見した二種の活性化因子（PA700とPA28）を併せもったハイブリッド

型プロテアソームの遺伝学的な機能解析を行った。さらにプロテアソームのパート

ナーとして働くユビキチンシステムについても標的蛋白質の代謝的安定性を決定す

るユビキチン連結酵素（リガーゼ・E３）を中心に病態生化学・分子生物学・分子遺伝

学等を駆使して多面的に検討した。

２．研究実施内容

�　ハイブリッドプロテアソームの遺伝学的機能解析

本年度、我々は２０Sプロテアソームの両端にPA７００（lid蓋部とbase基底部からな

る活性化因子）とPA２８（IFN��誘導型因子）の２種の調節ユニットを併せ持ったヘ

テロ複合体が存在することを突き止め、この３分子複合体を“ハイブリッドプロ

テアソーム”と名付けた。そしてIFN��は“免疫プロテアソーム”のみならずハ

イブリッドプロテアソームも大量に造成することによって、内在性抗原のプロセ

シング反応を促進し、MHCクラスI- 結合リガンドを効率的に生成するように作用

する仮説を提唱した。PA２８は�、�、��の３種のサブユニットから構成されている。

最初に、ホモ多量体として存在するPA２８��のノックアウトマウスを作成し、この

遺伝子が個体成長に関与していることを見出した。さらにヘテロ多量体を形成す

るPA２８�と�のサブユニット遺伝子を同時に破壊したノックアウトマウスを作成

し、機能解析を進めた結果、内在性抗原のプロセシング提示機構にはPA28に依存

する経路と依存しない経路に大別できることが判明した。他方ごく最近、このマ

ウスを用いた解析からPA２８がIFN��依存的なRANKLシグナリング系を仲介する

TRAF６の特異的な分解に関与してていることが判明し、破骨細胞の分化の調節に

関与していることが示唆された（東京大学・谷口維昭教授らとの共同研究）。この
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結果から、PA２８はIFN��シグナリングに応答した特殊な情報伝達系の調節機構に

も関与している可能性が考えられた。現在、PA２８のKOマウスと免疫プロテア

ソームのKOマウスの交配を進めており、これらの遺伝学的な機能解析からPA２８

の個体レベルでの役割の解明を目指している。

�　ユビキチンレセプター Rpn１０に関する研究

ATP依存型の２６Sプロテアソーム（調節ユニットPA７００を含むプロテアソーム

複合体）は標的蛋白質を的確に識別してから一気呵成に食べ尽くすプロテインデ

スの実行機械である。しかし、２６Sプロテアソームが分解目印としてのポリユビ

キチン鎖を識別する分子機構は全く不明である。試験管内でポリユビキチン鎖を

結合するサブユニットRpn１０がすでに同定されているが、この分子が実際に細胞

内でユビキチンレセプターとして機能しているか否かはまだ謎である。Rpn１０は

様々な生物に存在する進化的保存性の高いサブユニットであり、２６Sプロテア

ソームを構成する他の全てのサブユニット群と同様、これまで同一生物において

は１分子種しか存在しないと考えられてきたが、本年度の研究からマウスやヒト

などの高等動物では、５種のアイソフォーム（Rpn１０a～Rpn１０e）として存在する

ことが判明した。とくにRpn１０eは胎児の脳に特異的に発現しており、普遍的に発

現しているRpn１０aとは機能的に異なることが判明した。さらにこれらのアイソ

フォームは発生依存的な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突き止めた。しかも、この遺伝子の欠損マウスを作製した結

果、酵母における解析と異なり、早期に胎生致死になることが判明した（投稿中）。

基質識別に関与すると想定されるサブユニットにアイソフォームが存在すること

は、２６Sプロテアソームに分子多様性（普遍的プロテアソームと組織特異的プロ

テアソーム）があることを示唆しており興味深い知見と考えている。現在、Rpn１０

のコンデイショナルKOマウスを作成中である。

�　NF-�B系を制御するユビキチンリガーゼの調節機構解明

NF-�Bは発生・炎症・免疫・アポトーシスなど幅広い領域で重要な役割を果た

している転写因子である。このシグナル伝達系のキー分子は、負の調節因子I�B

であり、NF-�Bは通常細胞質でI�Bと会合し不活性型として存在している。I�Bは

様々な細胞外シグナルに応答して活性化されたI�Bキナーゼ複合体（IKK）によっ

てリン酸化されると、ユビキチンプロテアソームシステムで急速に分解される。

その結果、I�Bで覆われていたNF-I�-Bの核移行シグナルが顕在化してNF-�Bは核

へ輸送され多くの標的遺伝子群の転写が活性化される。この情報伝達系ではI�B

の選択的な分解が鍵となっており、I�Bにユビキチンを連結するリガーゼ（I�B-E

３）の同定を廻る研究は、世界的に激しい競合を巻き起こした。I�Bは遺伝子ファ

ミリーを構成しているが、代表的なI�B�を対象にしてE３の探索を進めた結果、同
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定されたI�B�-E３はSCF（S�p１/Cul-１/F-box）と名付けられた３分子複合体であっ

た。我々はI�B�を識別するF-boxサブユニットがFbw１�（�TrCP１）とFbw１b

（�TrCP２）の２種のアイソフォーム（両者は高い相同性を示すが、遺伝子座は異な

る）として存在すること、そしてそれらがホモダイマーを形成して標的基質に会合

することを明らかにした。

さらに我々は、I�B�-E３を同定する過程でSCFを横成するCul-１がNEDD８（ユビ

キチンと約６０％の相同性を有するモディファイヤー分子）によって修飾されてい

ることに気付いた。我々はすでにNEDD８がユビキチンシステムと同じように独

自のE１とE２のカスケード反応でCulファミリー蛋白質群に共有結合することを明

らかにし、それらの反応を触媒するヒト酵素遺伝子群の分子クローニングに成功

していた。本年度は、分裂酵母の遺伝学的解析からNEDD８システムがSCFの機能

引いては細胞の生存に必須であることを証明した。さらにNEDD８の活性化酵素

であるE１（APP-BP１とUba３のヘテロダイマー）の触媒サブユニットUba３の遺伝子

を欠損させたノックアウトマウスを作成した結果、早期胎生致死になることを見

い出し、このモディファイヤー系が高等動物の個体発生においても必須な役割を

果たしていることを明らかにした（投稿中）。またごく最近、試験管内での再構成

システムを確立してNEDD８がSCFを活性化する分子機構の解明にも成功した。

本研究から、生理学的に最も重要なユビキチンリガーゼと見なされているSCFに

巧妙な制御系が備わっていることが明らかとなった。

�　家族性パーキンソン病原因遺伝子“パーキン”の機能解析

本年度に同定したもう一つのユピキチン連結酵素は、家族性パーキンソン病の

原因遺伝子産物“パーキン”である。パーキンは、１９９８年、順天堂大学・水野美

邦教授と慶應義塾大学・清水信義教授のグループが、常染色体劣性遺伝性若年性

パーキンソニズム（AR-JP）の原因遺伝子としてポジショナルクローニングに成功

した"parkin "の遺伝子産物である。我々は水野教授らとの共同研究により、パー

キンの機能解析を行い、本分子がRING型のユビキチンリガーゼであることを明ら

かにした。即ち、パーキンはC端側半分を占めるRING１-IBR（in between RING）-

RING２領域でE２をリクルートすること、そしてN端領域のユビキチンと相同性の

高 いUbL（ubiquitin-like）ド メ イ ン とUPD（unique parkin domain）ド メ イ ン

（RING/IBRとUbLを連結する領域）を介して標的基質をトラップしそのユビキチ

ン化反応を触媒する酵素であることを示した。

その後の研究から、調べた限り全てのAR-JP患者にみられる変異型パーキンが

E３としての機能を完全に喪失しており、この疾病がパーキンのloss-of-functionで

発症することがほぼ確定した（投稿中）。この成果はこれまで手掛かりのなかった

バーキンソン病の原因解明と治療法確立への道を開く画期的なものと考えられ

－91－



る。現在、パーキンの標的分子の同定を精力的に進めている。本研究は、その社

会的な要請に鑑み、極めて緊急性の高い研究と位置づけている。さらにこの結果

は、神経変性疾患が蛋白質の品質管理機構の破綻によって発症することをはじめ

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

大な影響を与えることが予想される。本研究に関連して我々は、細胞内蛋白質の

正常と異常を区別するユビキチン連結酵素が存在すると推定しており、その異常

が様々な神経変性病を誘発するとの認識から、その同定と作用機構の解明を目指

している。
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