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プロテアソーム複合体形成シャペロンの構
造と作用機構

１． は じ め に

プロテアソームはユビキチン化されたタンパク質を特異

的に分解することにより，タンパク質の寿命を制御し，細

胞周期をはじめとするさまざまな生命現象の調節を行って

いる．プロテアソームはプロテアーゼ活性を有する２０S

プロテアソームに１９S制御因子複合体が会合し，２６Sプロ

テアソームとしてユビキチン化修飾されたタンパク質を分

解する．２６Sプロテアソームは３３種類，６６個のサブユ

ニットから構成される分子量２５０万の巨大な複合体であ

る．そして，２０Sプロテアソームはそれぞれ異なる７種類

の αと βサブユニットが α１～α７と β１～β７の αと βリン
グを形成し，αββαの順に積み重なった中空樽状の構造を
とる．１９S制御因子複合体は生化学的に base（基底部）と

lid（蓋部）に区分されるサブ複合体とサブユニット Rpn１０

から形成されており，baseは６種類の ATPase活性を有す

るサブユニット（Rpt１～Rpt６）と Rpn１，２，１３，lidは Rpn３，

５～９，１１，１２，１５からなる１）（図１）．２６Sプロテアソーム

はこれら６６個のサブユニットが厳密に配置することによ

り選択的分解活性を有する複合体を形成する．本稿では

図１ プロテアソーム複合体と分子集合経路
（上段）酵母２０Sプロテアソームはそれぞれ異なる７種類の αと βサブユニットから構成される．複合体
形成には Ump１，Pba１-Pba２，Pba３-Pba４の３組の専用シャペロンを必要とする．
（下段）酵母１９S制御因子複合体は二つのサブ複合体（base，lid）からなり，base複合体の形成には Nas６，
Nas２，Hsm３，Rpn１４の４組の専用シャペロンを必要とする．
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２６Sプロテアソームの複合体形成に関わる専用シャペロン

の構造及び機能解析，そしてその作用機構について我々の

研究成果を中心に紹介する．

２． プロテアソーム複合体形成シャペロン

それぞれ１種類の αと βサブユニットからなる古細菌
２０Sプロテアソームは自発的に形成される．真核生物のプ

ロテアソーム複合体も自発的に分子集合して形成されると

考えられてきた２）．しかし，その後の研究から真核生物の

２０Sプロテアソームの複合体形成には専用のシャペロンや

βサブユニットのプロペプチドが必須であることが明らか
とされた．酵母２０Sプロテアソームの複合体形成は

Ump１，Pba１-Pba２，Pba３-Pba４の３組のシャペロンを必要

とすることが報告されている．そして，Pba１-Pba２，Pba３-

Pba４は αリング形成，Ump１は αリング形成後の経路に
関わることが示された３）（図１）．また近年，酵母１９S制御

因子複合体の形成に関わる専用シャペロンとして Nas６，

Nas２，Hsm３，Rpn１４の４分子が見いだされ，これらはす

べて１９S制御因子複合体の base形成に関与していること

が報告された４～７）．１９S制御因子複合体はこれらのシャペ

ロンを含む Rpt３-Rpt６-Nas６-Rpn１４，Rpt４-Rpt５-Nas２，Rpt１-

Rpt２-Rpn１-Hsm３の３種類のサブ複合体を形成した後base複

合体を形成し，lidと結合することで１９S制御因子複合体

となる（図１）．

３．２０Sプロテアソーム複合体形成シャペロンの構造

２０Sプロテアソームの複合体形成は，専用のシャペロン

やプロペプチドを必要とする．その過程においてシャペロ

ンはどのような作用メカニズムにより複合体形成に関与し

ているか，またシャペロンを必要とする理由を理解するこ

とを目的として，シャペロンの構造と機能の解析が行われ

ている．

２０Sプロテアソームシャペロンの構造に関してこれまで

に酵母 Pba１-Pba２及び Pba３-Pba４複合体と酵母 Pba３に相

当するヒト PAC３の結晶構造が決定されている８，９）．Pba１-

Pba２複合体は２０Sプロテアソームに結合した状態で構造

が報告されている（図２A）．Pba１-Pba２は，互いに類似し

た立体構造をとりヘテロ二量体を形成することで，２０Sプ

ロテアソームの αサブユニットに１９S制御因子結合側か

ら結合していた．その結合部位は αリングの α５と α６の
位置であり，α２，α４，α７との接触も見られた．そして，
Pba１-Pba２の役割として（１）相互作用による αサブユニッ
トの配置，（２）不適切な αリング二量体形成の阻害，（３）α

サブユニットの N末端領域からなる αリングのゲート形
成の補助，（４）不完全状態での制御因子結合の阻害，以上

四つの可能性が示唆された．

Pba３-Pba４複合体はシャペロン単独状態及び複合体形成

中間体である α５サブユニットを含んだ Pba３-Pba４-α５とし
て構造を決定した（図２B）．Pba３-Pba４複合体はそれぞれ

の分子で α５サブユニットを特異的に認識しており，３者
複合体構造と２０Sプロテアソームの立体構造をもとに作

製した Pba３-Pba４-αリングモデルより Pba３-Pba４複合体は

α４，α５，α６サブユニットの配置を規定し，αリング形成
における起点を形成する役割を果たしている可能性を示し

た（図１，２A，２C）．

４．１９S制御因子複合体形成シャペロンの構造

１９S制御因子複合体形成シャペロンの立体構造は機能が

未知の段階で Nas６と Rpt３サブユニットの C末端ドメイ

ンの複合体の構造１０）が報告されていた．その後，複合体形

成機構の解明を目指し Rpn１４及び Hsm３の X線結晶構造

解析を行い，その立体構造の決定に成功した１１～１３）．

Rpn１４は配列中にWD４０リピートを持つ分子量４６，０００

のタンパク質であり，プロテアソームの Rpt６サブユニッ

トの C末端ドメイン（Rpt６-C）と相互作用する．Rpn１４の

結晶構造はWD４０リピート配列により形成された，７枚の

羽からなる βプロペラ構造と約８０残基からなる N末端ド

メインから形成されていた（図３A）．βプロペラ構造はタ
ンパク質間相互作用に関わることが示されており，βプロ
ペラの中央部分で結合タンパク質と相互作用することか

ら，Rpn１４も同様に βプロペラ領域で Rpt１と結合するこ

とが予想された．さらに，Rpn１４及び Rpt６-Cモデルの分

子表面電荷の解析より，Rpn１４は βプロペラ領域に特徴的
な酸性電荷の領域を有しており，塩基性の電荷を持つ

Rpt６-Cと相補的に結合することが示唆された（図３A）．

また，この相互作用は Rpn１４と Rpt６-Cの予想された結合

部位変異体による相互作用と遺伝学的な解析より確かめら

れ，Rpn１４と Rpt６は電荷的な相補性により特異的に結合

していることが示された．

Hsm３は HEATリピート配列を含む分子量５６，０００のタ

ンパク質であり，プロテアソームの Rpt１サブユニットの

C末端ドメイン（Rpt１-C）と相互作用する．我々は Hsm３

単独（図３B）と Hsm３と Rpt１-C複合体の結晶構造解析に

成功した（図３C）．Hsm３は２３本の αヘリックスからな
る１１個の HEATリピートが C字形に連なった全体構造を

形成し，Hsm３を形成する個々の HEATリピートは一般的
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な立体構造であるが，これまでに立体構造の報告されたタ

ンパク質中に全体構造の類似するものは見つからなかっ

た．

Hsm３-Rpt１-Cの解析では Hsm３-Rpt１-C結晶の分解能が

３．８A°と低かったことからセレノメチオニン誘導体結晶を

作製し，セレンの異常散乱効果を利用することで，正確な

モデル構築を行うメチオニンマーキング法を利用し，立体

構造を決定した．Hsm３-Rpt１-Cは C字形の Hsm３の中央部

分に Rpt１-Cが結合し複合体を形成していた．また，Rpt１-

Cと結合した Hsm３の全体構造は単独状態のものとよく似

ていたが，複合体を形成することにより C字形の中央の

空間が小さくなる構造変化（穴の直径が４３A°から３８A°に

変化）が観測された．一方，Rpt１-Cの構造は，これまで

に立体構造の報告された Rpt３サブユニットの C末端ドメ

イン（Rpt３-C）や Rptサブユニットと同じ AAA＋-ATPase

ファミリーに属する PANや HslUの C末端ドメインとよ

く似た全体構造をとっていた．Hsm３と Rpt１-Cの結合に

は Hsm３の Glu１５７，Thr１９０，Asp２３０，Leu２３２と Rpt１-Cの

図２ ２０Sプロテアソーム形成シャペロンの構造
（A）Pba１-Pba２，Pba３-Pba４と αリングの複合体モデル構造．Pba１-Pba２は２０Sプロテ
アソームの制御因子複合体側から，Pba３-Pba４は βリング側から結合する．
（B）Pba３-Pba４と α５サブユニット複合体結晶構造．Pba３と Pba４は複合体の界面で
α５と結合する．
（C）Pba３-Pba４による αリング形成機構．Pba３-Pba４は α５サブユニットと共に α４，
α６と相互作用することにより，正しいサブユニットの配置を規定する．
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Arg３９０，Arg４０３，Arg４０９，Leu４１０，Leu４４４が関わってお

り Hsm３の Glu１５７と Rpt１-Cの Arg４０３間で形成された塩

橋など相補的な電荷による相互作用と疎水性相互作用によ

り複合体が形成されていた．電荷的相互作用は結合界面の

表面電荷の解析より Hsm３は酸性，Rpt１-Cは塩基性で

あった（図３B）．また，複合体構造を基に，電荷的な特徴

図３ １９S制御因子複合体形成シャペロンの構造
（A）Rpn１４結晶構造．リボンモデル（上）と表面電荷分布（下）（黒：acidic，白：
basic）．Rpn１４は βプロペラ構造と N末端ドメインからなり，βプロペラ領域には
特徴的な酸性電荷領域（点線で囲んだ部分）を有する．この領域は Rpt６の C末端
ドメインの塩基性の領域と特異的に結合すると考えられる．
（B）Hsm３結晶構造．リボンモデル（上）と表面電荷分布（下）（黒：acidic，白：basic）．
Hsm３は１１組の HEATリピートからなる．点線で囲んだ酸性電荷領域で Rpt１-Cと
結合する．
（C）Hsm３-Rpt１-C複合体構造．Hsm３はリボン，Rpt１-Cは空間充填モデルで表示した．
（D）base形成中間体モデル．Hsm３は Rpt１と共に Rpt２と結合することにより正し
い中間体形成を促す．
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を示すアミノ酸残基の部位特異的変異体（Hsm３ E１５７A,

T１９０A, D２３０A，Rpt１-C R３９０A, R４０３A, R４０９A）を作製し，

大腸菌及び無細胞系を用いた共発現により相互作用の解

析を行った結果，Rpt１-Cの R４０３Aと R４０９A，Hsm３の

E１５７Aと D２３０A変異体において複合体形成に減少が見ら

れた．さらに，rpt１R４０３A／R４０９A，hsm３ E１５７A／T１９０A／

D２３０A 変異酵母において温度感受性が見られると共に，

細胞中の２６Sプロテアソーム量の減少が観測された．こ

れらの結果より Hsm３と Rpt１の結合において電荷的な相

補性が重要な役割を果たしていることが示された．

これまでに base形成に関わるシャペロン Nas６の構造が

報告されており，Hsm３，Rpn１４，Nas６の立体構造を比較

することにより，個々のシャペロンによる Rptサブユニッ

トの認識特異性を考察した．Nas６，Hsm３はそれぞれ

Rpt３-C，Rpt１-Cとの複合体として構造が報告されており，

構造比較から各シャペロンは Rptサブユニットの C末端

ドメインのよく似た領域を認識しているが，その認識にお

いて一次構造の異なる部位と結合し，電荷的な分布の違い

を認識することで特異性を獲得していることが示された．

本結果より３種類のシャペロンは Hsm３では分子表面に存

在する三つの酸性領域，Nas６は二つの酸性領域と一つの

塩基性領域，Rpn１４は全体的に分布する酸性領域によりそ

れぞれに対応する Rptサブユニットを識別していると考え

られる（図３A，３B）．

５． プロテアソーム複合体形成におけるシャペロンの働き

Hsm３は Rpt１サブユニットと結合すると共に base形

成において，Rpt１-Rpt２-Rpn１-Hsm３サブ複合体を形成す

る．このサブ複合体形成過程における Hsm３の役割の理解

を目指し，base複合体の形成中間体モデル［Rpt（１-６）-Hsm３］

を作製した．中間体モデルは立体構造既知の AAA＋-

ATPase HslUと PANの立体構造を基に Rpt（１-６）リング複

合体モデルを構築し，ATPaseの C末端ドメインに Rpt１-C

を重ねることにより作製した．６種類の Rptサブユニット

の配置はこれまでに報告されており１４），本モデルより

Hsm３は Rpt１サブユニットと結合すると共に Rpt１の両隣

に位置する Rpt２，Rpt５と相互作用する可能性が示唆され

た（図３D）．次に Hsm３は Rpt１-Rpt２-Rpn１-Hsm３サブ複合

体を形成すること，また，中間体モデルより Rpt５との相

互作用が示唆されたことから，Hsm３単独状態におけるこ

れらのサブユニット（Rpt２，Rpn１，Rpt５）に対する結合

を，無細胞発現系を用いた相互作用解析により検証した．

その結果，Hsm３は単独状態で Rpt１以外に Rpt２と結合す

ることが示された．しかし，中間体モデルで示された

Rpt５との結合は見られなかった．これらの結果は Hsm３

を含む複合体形成中間体状態と一致しており，Hsm３は

Rpt１と Rpt２を正しく配置する役割を担うことが示唆され

た．また，Hsm３と Rpt５との相互作用面は Hsm３-Rpt２に

比べ小さいことから，本構造解析において示された C字

形をとる Hsm３の立体構造の柔軟性により立体障害を回避

し，base複合体形成におけるシャペロンとして働いてい

ると考えられる．分子集合における Hsm３の役割は立体構

造の類似した６種類の Rptサブユニットを正確に配置する

ために必要な機能である（図１，３D）．

６． お わ り に

超分子複合体タンパク質の分子集合は，高い対称性を持

つことで各サブユニットが配置するウイルスや RNA，細

胞膜のようなサブユニット間の相互作用に制限を与える要

素により，正しく分子集合する機構が知られていた．また

近年，プロテアソームのように対称性を持たずに複合体を

形成するタンパク質の分子集合機構において，専用シャペ

ロンを必要とすることが見いだされた．そして，本研究に

より専用シャペロンは立体構造の類似したサブユニット間

の相互作用を補助することで，サブユニットの正確な配置

を保証する役割を果たしていることを明らかにした．ま

た，専用シャペロンは鋳型として複合体形成の起点を形成

する可能性が示唆された．今後は，立体構造及び反応機構

未知なプロテアソーム専用シャペロンの構造及び機能の解

析を行うことで，一般的な超分子複合体タンパク質の分子

集合機構の理解につなげていきたい．
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構造が解き明かすがんおよび自己免疫疾患
に関わるユビキチンリガーゼ Cblのリン酸
化による活性化機構

１． ユビキチン修飾系

ユビキチン修飾系は，ユビキチン活性化酵素（E１），ユ

ビキチン結合酵素（E２），ユビキチン転移酵素（E３）の３

種の酵素群により，ユビキチンを ATP依存的に標的タン

パク質に結合させる翻訳後修飾系である．最初に，E１に

よって ATP依存的にユビキチンの C末端が活性化され

る．次に，活性化されたユビキチンが E１から E２に移動

する．最後に，E３によってユビキチンが標的タンパク質

に受け渡される．ユビキチン化は多くの場合連続的に起こ

り，標的タンパク質はポリユビキチン化される．ポリユビ

キチン鎖はプロテアソームによる分解の識別シグナルと

なっており，ポリユビキチン化された標的タンパク質は選

択的に分解される．

E１，E２，E３の一連の酵素群の中で，標的タンパク質を

認識するのは最も下流に位置する E３であり，E３がユビキ

チン修飾系の中核を担う．E３はそのドメイン構造から，

HECT型と RING／U-box型に大別される．HECT型 E３は

ユビキチンと直接チオエステル結合を形成した後に基質へ

ユビキチンを受け渡す．一方，RING／U-box型 E３はユビ

キチンとは直接結合せず，E２および基質の両方に結合す

ることでユビキチン化における足場として働く．

２． Cblの機能と構造

Cbl は，がん遺伝子 v-Cbl のがん原遺伝子として同定さ

れた．その産物である Cblタンパク質は，RING型 E３の

一種である．Cblタンパク質には c-Cbl，Cbl-b，Cbl３の三

つのパラログ遺伝子産物が存在する．c-Cblと Cbl-bの N

末端領域の配列相同性は高く（アミノ酸の完全一致で

８６％），この領域に存在する Tyrosine Kinase Binding（TKB）

ドメイン，Helix linkerおよび RINGドメインが E３として

の機能に重要な役割を果たす（図１a）．TKBドメインは，

リン酸化チロシンを認識して標的タンパク質と結合する．

一方，Helix linker上には二つのチロシン残基が存在して

おり，これらのうち c-Cblでは Y３７１，Cbl-bでは Y３６３が

リン酸化されることで E３としての機能が活性化され１），

RINGドメインは E２と結合し，基質のユビキチン化を促

進する．

Cblタンパク質はチロシンリン酸化により活性化された

EGFR（上皮成長因子受容体），PDGFR（血小板由来成長

因子受容体）をはじめとする成長因子受容体をユビキチン

化し，その分解を促すことでシグナル伝達を負に制御して

いる２）．そのため，Cblタンパク質の E３機能の欠如はがん

の発症に関与していることが知られている３～５）．実際，v-

Cbl におけるドメイン欠損や，N末領域における Cblの変

異はがん変異として報告されている．

Cblタンパク質の中でも Cbl-bは T細胞のシグナル伝達

にも関与しており，TCRや ZAP-７０をユビキチン化するこ

とで T細胞アネルギーを制御している６）．Cbl-bのノック

アウトマウスは全身性の自己免疫疾患を発症することが明

らかになっている７）．また，ヒトにおいても Cbl-bの変異

と I型糖尿病との関連が明らかになっている８）．

c-Cblの TKB-Helix linker-RING領域の非リン酸化体の立

体構造は，E２である UbcH７および基質である ZAP-７０の

Cbl結合領域のペプチドとの三者複合体として Zhengらに

より決定された９）．しかし，この立体構造中では活性化に
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