
微生物におけるユビキチン様分子とプロテ
アソームによるタンパク質分解

１． は じ め に

真核生物同様のプロテアソームをもつ放線菌にはプロテ

アソームとその制御因子 ATPaseの存在は確認されていた

が，真核生物で知られているユビキチンによる分解シグナ

ルの翻訳後修飾とその分解システムは存在しないと思われ

ていた．しかし最近，ユビキチン様分子による翻訳後修飾

とその修飾タンパク質がプロテアソームを介して分解され

ていることを示す研究が報告された１）．本レビューでは，

微生物版ユビキチン―プロテアソームシステムの分解機構

についてこれまでの研究の流れを含めて記述したい．

２． 微生物におけるプロテアソーム

高分子量複合体プロテアーゼであるプロテアソームは

１９８０年代には既に真核生物と古細菌でその存在が確認さ

れていたが，真正細菌では確認されていなかった．特に大

腸菌で進んでいたプロテアーゼ研究においても生化学的実

験ではプロテアソームは確認されず，真正細菌にプロテア

ソームが存在するのかという議論が交わされていた．１９９４

年，Mycobacterium leprae のゲノム情報よりプロテアソー

ム様遺伝子が存在していることが報告され２），翌１９９５年初

めてロドコッカス属放線菌よりプロテアソームが精製され

その存在が確認された３）．放線菌由来プロテアソームは，

古細菌同様，組換えタンパク質としても発現精製が可能で

あることから，以来，真正細菌におけるプロテアソーム研

究は放線菌を中心に展開され現在に至っている．

放線菌由来プロテアソームは，複合体の成分構成がより

単純化されており，真核生物が αタイプ７種と βタイプ７
種の計１４種のサブユニットから構成されているのに対し

て αと β各１種の２成分で構成されている．しかし，そ
の四次構造は種を超えて保存されており，いずれにおいて

も触媒活性部位を複合体内部に局在させ，細胞内タンパク

質の無秩序な分解を自身の構造特性によって防いでいる．

このため，分解されるタンパク質は，複合体内部へと続く

わずかなスペースからなる入り口をアンフォールドされた

状態で送り込まれる必要がある．つまり，プロテアソーム

はタンパク質が送り込まれるとシュレッダーのごとくタン

パク質を分解するのである．このとき，タンパク質の送り

手となるのはプロテアソームに相互作用する制御因子であ

り，この制御因子は，ATP依存的に基質をアンフォール

ドする ATPase複合体である．ロドコッカス属放線菌由来

ATPaseは，真核生物由来制御因子との相同性より ARC

（AAA ATPase forming ring-like complex）と名付けられて

おり，プロテアソーム遺伝子上流にコードされている．当

初，ARCを組換えタンパク質として大腸菌で発現し試験

管内での再構成実験が行われた．その結果，ARCの ATP-

ase活性は確認できたものの，プロテアソームと ARCに

よる ATP依存的なタンパク質分解を確認することはでき

なかった４）．それは C末端に Hisタグをつけて発現・精製

したためにプロテアソームとの相互作用に必須な C末端

領域のアミノ酸が機能しなかったことによると考えられ

る５）．現在では，ARCのホモログであるMpa（Mycobacte-

rium proteasomal ATPase）がプロテアソームの制御因子と

して機能することが明らかになり，またMpa-プロテア

ソーム依存的に分解される標的タンパク質が複数決定され

ている５）．

３． 結核菌プロテアソーム研究からの新たな展開

２００３年，Darwinらは，結核菌（Mycobacterium tuberculo-

sis）のプロテアソームは同菌体の一酸化炭素（NO）抵抗

性に必須であることを発表した．マクロファージは，NO

と他の反応性窒素中間体を産生し結核菌感染を防御する

が，この防御は不完全であり感染が継続することが知られ

る．そこで，結核菌の反応性窒素中間体に対する抵抗性に

関与する遺伝子をトランスポゾンライブラリーから探索し

解析した結果，プロテアソームが酸化・窒素化ストレスへ

の防御として機能していると考えられた６）．このとき，単

離された遺伝子が ARCホモログをコードする mpa と，プ

ロテアソーム遺伝子下流にコードされている pafA（protea-

somal accessory factorA）であった（図１A）．そして，それ

ぞれの遺伝子を破壊した変異株ではプロテアソーム活性阻

害剤を添加して不活化したときと同様，基質タンパク質の

細胞内蓄積が観察された．更に，大腸菌を宿主としたツー

ハイブリッドシステムを利用してMpaに対して相互作用

するタンパク質を検索した結果，Pup（prokaryotic ubiquitin-

like protein）と名付けられたタンパク質が同定された１）．

話は遡ってロドコッカス属放線菌からプロテアソームが

同定された頃，同酵素をコードする遺伝子構造にある疑問

がもたれていた．プロテアソームをコードする２遺伝子

（prcB-prcA）に加えて，その上流の６４アミノ酸からなる

タンパク質をコードするオープンリーディングフレーム
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（ORF；当時 ORF７と呼ばれていた）までもがオペロンを

形成していたことである（図１A）．この低分子とユビキチ

ン分子には，低いながらも部分的な相同性が認められたこ

とに加え C末端配列（Gly-Gly-Gln-COOH）が似ていたこ

とから，微生物版ユビキチンかと研究者達は予想した．そ

こで，我々も含め ORF７遺伝子産物の機能・構造解析が試

みられたが成果が得られなかった．当時，ロドコッカス属

細菌の汎用性の高い宿主―ベクター系がなかったことや，

プロテアソームが必須遺伝子ではないため表現型での解析

が困難であったことに加え，組換えタンパク質としての

ORF７の発現・精製が容易でなかったことなどによると考

えられる．この ORF７の遺伝子産物が結核菌で同定された

Pup分子そのものであった．

４． Pupは分解シグナルとしてタンパク質に

翻訳後修飾される（図１B）

PupがMpaと相互作用することに加えて，部分的なが

らユビキチン様配列をもつことから，PupがMpa-プロテ

アソーム依存的なタンパク質分解に関与していると考えら

れ，マイコバクテリア属放線菌内に Hisタグを融合した

Pupタンパク質を発現して，アフィニティークロマトグラ

フィーで精製することが試みられた．すると驚いたことに

Pup分子より高分子領域にバンドが多数確認され，細胞内

タンパク質が Pupによって修飾されたと考えられた１，７）．

同様の現象は，プロテアソームの基質として同定された

FabD（malonyl Co-A acyl carrier protein transacylase）や PanB

（ketopantoate hydroxymethyltransferase）を用いた実験でも

確認された１）．

Pup化タンパク質の Pup修飾様式は，質量分析で明らか

にされ，Pupの C末端残基のグルタミンが，グルタミン酸

に変換され標的タンパク質上のリジン残基に結合している

ことが判明した１，７）．Pupの C末端は完全に保存されておら

ずグルタミン酸もしくはグルタミンである．従って C末

端がグルタミンの場合，脱アミド反応が起こりグルタミン

酸へ変換された後，グルタミン酸の γ-カルボキシル基と標

的タンパク質のリジン残基の ε-アミノ基との間でペプチ

図１ ユビキチン様分子（Pup）とプロテアソームによるタンパク質分解
A．放線菌におけるプロテアソーム遺伝子の構造比較．Re, Rhodococcus erythroplis; Mt, Myco-
bacterium tuberculosis; Sc. Streptomyces coelicolor.
B．Pup-プロテアソーム分解システムの反応モデル（詳細は本文参照）．
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ド結合が形成されると考えられる．ごく最近，脱アミノ反

応を触媒するタンパク質として Dop（deamidase of Pup）と

言うタンパク質が同定された８）．この遺伝子はプロテア

ソーム遺伝子の上流にコードされており PafAに相同性を

示すタンパク質である（図１A）．Dopによる脱アミド反応

には ATPの加水分解を必要としないが，ATPは補因子と

して必須であることが明らかになった．プロテアソームの

基質である FabDと PanBの Pupによる修飾は１箇所・１

分子のみで分解シグナルとして機能することから，ユビキ

チン鎖のように Pupに対して更に Pup化された poly-Pup

鎖の形成は必要ないかもしれない．

Pup修飾されたタンパク質は，野生株に対しプロテア

ソーム欠損株でその消失速度が遅くなるほか，Pup化され

る部位に変異を導入することで Pup化の抑制とともに分

解速度の遅延が起こる．上記ツーハイブリッド実験の結果

から，Pup化タンパク質は，Pupが分解シグナルとして

Mpaに認識されその後プロテアソームにより分解を受け

ると考えられる．

次に，PafA機能の欠損はプロテアソームの基質タンパ

ク質を細胞内に蓄積させることから，Pupとの関連性を調

べると，pafA 破壊株では Pup化反応が消失することが判

明し，PafAが Pup修飾反応に必須であることが明らかと

なった１）．バイオインフォマティクス解析によると，PafA

は酸―アンモニア・アミンリガーゼスーパーファミリーに

属する酵素と推定される９）．このファミリーに属する酵素

はアンモニアもしくはアミノ酸のアミノグループとカルボ

ン酸を ATP依存的に結合させる反応を触媒する．PafAの

組換えタンパク質を用いた再構成実験において基質 FabD

が C末端のグルタミンをグルタミン酸に置換した Pupに

よって修飾されることから，PafAは単独で Pupを標的タ

ンパク質に修飾する活性を持つことが示された８）．真核生

物では，ユビキチンの活性化に始まり，基質認識とユビキ

チン修飾まで基本的に E１，E２，E３の３種の酵素が必要と

なるが，真正細菌では，PafA単独で全ての標的タンパク

質の選別と Pup修飾を行うのか，それとも状況に応じて

他の因子と連携して Pup修飾反応を起こすのか今後の検

討が必要である．

５． プロテアソームによる Pup化タンパク質の分解

Pup化タンパク質のプロテアソームによる分解はどのよ

うに行われるのだろうか．Pupのアミノ酸配列の保存性

は，真核生物で高度に保存されているユビキチンとは異な

り C末端の２０数残基が高度に保存されているだけであ

る．これは，全長の約１／３に過ぎない．また，N末端領域

の保存性は C末端に比べると著しく低く， 長さも異なる．

このことから，Mpaは，Pupのどのようなアミノ酸配列や

構造を特異的に認識しているのか興味深い．この点に関し

て Liaoらは，NMRを利用して PupとMpaの相互作用に

ついて，Pupの３０から５９残基の範囲における疎水表面が

相互作用に重要であることを示唆している１０）．また，ユビ

キチンは，ユビキチン化タンパク質の分解時にイソペプチ

ダーゼの関与によりリサイクルされるが，Pupがリサイク

ルされるのかについてもまだ不明である（図１B）．

さて，細胞内のタンパク質分解においてプロテアソーム

は Pup化タンパク質だけを分解するのだろうか．我々は，

ロドコッカス属放線菌のプロテアソームの βサブユニッ
トをコードする遺伝子（prcB）を単独破壊した菌株，あ

るいは prcB と arc 遺伝子の二重破壊株を構築しプロテア

ソームの機能解析を試みた．両破壊株に，触媒活性部位に

変異を導入した不活性型プロテアソームを発現すると，同

酵素が分解するタンパク質を複合体内部に取り込んだプロ

テアソーム―基質複合体が細胞内に蓄積する．野生株，並

びに prcB 破壊株では，プロテアソームに基質を選別し送

り込む ATPaseは欠失していないので，プロテアソームと

基質タンパク質を共精製し電気泳動で観察することができ

る．そして，prcB と arc の二重破壊株に不活性型プロテ

アソームを発現した場合，同酵素と共精製されるタンパク

質が著しく減るかというとやはり多くの細胞内タンパク質

が共精製されてくるのである（未発表データ）．一方，宿

主細胞に Hisタグ融合 Pupを過剰発現し，上記遺伝子破壊

株と野生株から Pup化タンパク質を精製して電気泳動で

比較すると，タンパク質のバンドパターンに大きな違いは

認められない．また，prcB 破壊株に対して prcB と arc の

二重破壊株における Pup化タンパク質の細胞内蓄積量が

著しく増加するという印象もあまり受けない．

これらの結果は，細胞内のプロテアソーム依存的なタン

パク質分解は，単純に Pup化されたタンパク質を ARCと

ともに分解しているだけではなく Pup化タンパク質以外

の分解にも大きく寄与していることを強く示唆している．

また，Pup化タンパク質は，プロテアソーム以外のプロテ

アーゼによっても分解されるのかもしれない（未発表デー

タ）．

酵母２６Sプロテアソームの制御因子複合体のうち，

ATPaseである Rpt４（regulatory particle triple-A protein）単

独，あるいは Rpt１／２からなる組換え ATPase複合体は，

古細菌由来プロテアソームと作用して ATP依存性タンパ
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ク質分解活性を上昇させることが確認されている１１）．この

時，プロテアソームと ATPaseが結合した複合体は確認さ

れず，両複合体の相互作用には安定な物理的相互作用は必

要ないのかもしれない．従って，条件が整えば他の ATP-

ase複合体でもプロテアソームに基質を提供するパート

ナーとして機能するのかもしれない．

ロドコッカス属細菌や大腸菌を宿主とした組換え Pup

の精製が困難であることは，発現した Pupの半減期が両

宿主では非常に早いことを意味する．細胞内 ATP依存性

プロテアーゼは，高次構造を取らない状態に近いタンパク

質についてはサイズや種類を問わずよく分解する．Pupは

ユビキチンとは異なり安定な構造を取っていないと考えら

れることから１０），他の ATP依存性プロテアーゼにも認識

され分解される可能性がある．

６． お わ り に

これまで，微生物における選択的なタンパク質分解とし

て，N末端アミノ酸の性質依存的にその半減期が決定され

る N末端則１２）や，終止コドンが欠失した mRNA上でタン

パク質合成が滞ってしまったリボソームを解除するために

分解シグナルと終止コドンを供給する tmRNA（transfer-

messenger RNA）による C末端への分解シグナル付加１３）な

どが大腸菌を中心に研究されてきた．

今回紹介した Pupタンパク質とその関連分子並びにプ

ロテアソームは，放線菌のゲノムでは遺伝子クラスターと

して一定の領域内にコードされていることが明らかになっ

ているが（図１A），近年の細菌のゲノム解析によって，放

線菌以外のグラム陰性菌にも同様のクラスターが存在する

ことが明らかになっており，Pupによる翻訳後修飾機構と

Pup化タンパク質の分解系が広く保存されていることが示

唆されている１４）．放線菌から端を発した Pup依存性タンパ

ク質分解系については，まだその系の一部が解明されたの

みであり不明な点はまだまだ存在するが，今後の研究の進

展に期待したい．
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線虫 C. elegans の神経系における感覚―運
動変換機構

は じ め に

動物の持つ神経系の重要な働きのひとつは，環境中から

もたらされる様々な感覚情報を適切に行動に反映させるこ

とである．sensory-motor transformation（感覚―運動変換）と

は，このような感覚入力から行動出力への変換の過程をい

う．感覚―運動変換の研究は，行動出力，あるいは神経細

胞の電気的応答などと，感覚入力との因果関係が明瞭であ

ることから，いろいろな感覚系を対象に分子レベル，神経

細胞レベル，少数の神経細胞からなる局所回路レベルな

ど，さまざまな階層で行われてきているが，きわめて複雑

な回路構造を持つ高等動物の脳・神経系においては，その

全体像を理解することは容易ではない．
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