
子が変化し，局在が変化している可能性も考えられる．今

後はさらにアイソフォームによる翻訳後修飾の違いについ

ても精査する必要がある．

４． お わ り に

イムノブロットでは，変性タンパク質が対象となるため

抗原部位に抗体がアクセスしやすい状態にあるが，免疫組

織化学では立体構造をとり，時には複合体を形成したタン

パク質が対象となるため，抗原部位が隠されて抗体に認識

されなくなる可能性もある．イムノブロットによりマウス

脳の細胞分画を解析すると SNAP-２５bはシナプス膜画分に

多く確認されたが，免疫電子顕微鏡法により苔状繊維神経

の軸索を観察すると SNAP-２５bのほとんどのシグナルは軸

索細胞内に認められ細胞膜では検出されなかった．この原

因はまだ明らかではないが，結合していないフリーの

SNAP-２５しか認識しないモノクローナル抗体も存在する

ことから１０），本研究のアイソフォーム特異抗体も細胞膜上

の SNARE複合体に含まれる SNAP-２５には結合しない可

能性も考えられる．今回わずかな違いでもエピトープを選

ぶことで特異抗体を作製できることを示せたが，今後はこ

れらの特徴をうまく利用し各神経細胞でのアイソフォーム

の存在様式の違いを把握できる可能性がある．

SNAP-２５変異マウスでは多動や不安などの行動異常が

認められ，症例対照研究においても SNAP-２５の発現低下

や変異と注意欠陥多動性障害や統合失調症との関連性が報

告されている１１）．また SNAP-２５は抑制性シナプスや一部

の興奮性のシナプスでは発現しないという報告もあり１２），

SNAP-２３がその機能を担う可能性も考えられる．SNAP-２５

の各アイソフォームの分子機構を明らかにしていくこと

は，これらの病態の解明にも貢献する可能性があると考え

られる．
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Unstructured領域を介したプロテアソーム
のタンパク質分解

１． は じ め に

ユビキチン・プロテアソーム系（Ubiquitin-Proteasome

System：UPS）は，不要なタンパク質を分解するだけなく，

シグナル伝達や細胞周期などに関わる制御タンパク質を分

解して，その濃度を調整することによりさまざまな細胞機

能を制御している．UPSにおいて最終的にタンパク質分

解を担っているのはプロテアソームであるが，その基質と

なるタンパク質の選別は，基質タンパク質のポリユビキチ

ン化を行うユビキチン修飾系によって行われていると長ら

く信じられてきた．しかしながら，ポリユビキチン化だけ

ではプロテアソームによる基質選別をすべて説明できな

い．

近年，プロテアソームによって基質タンパク質が分解さ

れるためには，基質タンパク質の内部にフラフラと構造を

とらない領域（Unstructured領域）が存在する必要がある

ことが明らかになった．この Unstructured領域はプロテア

１０２０ 〔生化学 第８５巻 第１１号

みにれびゆう



ソームによる基質タンパク質の選別や，分解効率に多大な

影響を与える．本稿では，プロテアソームの基質タンパク

質選別機構を，基質タンパク質に内在する Unstructured領

域に注目して紹介する．

２． Unstructured領域を介したプロテアソームの

基質認識

プロテアソームの基質タンパク質の選別機構として最も

よく知られているのが，ユビキチン修飾系による基質タン

パク質のポリユビキチン化である．ユビキチン活性化酵素

（E１），ユビキチン結合酵素（E２），ユビキチンリガーゼ

（E３）から構成されるユビキチン修飾系は，基質タンパク

質にポリユビキチン鎖を取りつける．特に細胞内に数百種

類ある E３ユビキチンリガーゼが各々の基質タンパク質を

特異的に認識するため，厳密に制御されたポリユビキチン

化が可能となる．このように取りつけられたポリユビキチ

ン鎖の長さがユビキチン分子四つ以上になると，プロテア

ソームに認識されるようになる．ポリユビキチン化タンパ

ク質が直接プロテアソームに結合する経路に加えて，

Rad２３などの UbL-Ubaアダプタータンパク質によって，

プロテアソームに運び込まれるバイパス経路も存在する．

UbL-Ubaアダプタータンパク質は，ユビキチン結合

（Ubiquitin associated：Uba）ドメインを介してポリユビキ

チン鎖と，ユビキチン様（Ubiquitin-Like：UbL）ドメイン

を介してプロテアソームと結合するため，ポリユビキチン

化した基質タンパク質をプロテアソームに運び込んで分解

を誘導する１）．

このようにポリユビキチン鎖や UbLドメインは，プロ

テアソーム結合標識として，プロテアソームの基質タンパ

ク質認識において重要な役割を果たす．しかしながら，プ

ロテアソーム結合標識だけで基質選択が行われているわけ

ではない． UbL-Ubaアダプタータンパク質 Rad２３などは，

プロテアソーム結合標識を持っているのにも関わらず，細

胞内で安定して存在できる．また，オルニチン脱炭酸酵素

（ODC）などはユビキチン化されずにプロテアソームによ

り分解される．このような例外を説明することのできるメ

カニズムが近年明らかになりつつある．

さまざまなモデル基質タンパク質を用いた実験により，

プロテアソームにより効率的に分解される基質タンパク質

の条件が明らかとなってきた．Matouschekらのグループ

は，プロテアソーム結合標識（ポリユビキチン鎖や UbL

ドメイン）を取りつけたジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）

は，プロテアソームにより分解されないものの，さらに

Unstructured領域を取りつけると分解が飛躍的に増大する

ことを見いだした（図１A，B）２）．このことは，プロテア

ソームによる効率的分解には，ポリユビキチン鎖などのプ

ロテアソーム結合標識に加え，Unstructured領域が必要で

あることを示している．

プロテアソームの基質タンパク質分解過程における Un-

structured領域の役割は，プロテアソームの構造的特徴を

考慮することにより，明快に説明することができる．２６S

プロテアソームは，リングが積み重なった円筒状の２０S

図１ 基質タンパク質の Unstructured領域とプロテアソームによる分解
（A）DHFRにポリユビキチン鎖のみを融合させた場合．（B）DHFRにプロテアソーム結合標識（ポリユビキチン鎖）
に加えて，Unstructured領域を融合させた場合．（C）複合体を形成する二つのタンパク質のうち，一方にポリユビキ
チン鎖を融合させ，他方に Unstructured領域を融合させた場合．
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複合体（CP：Core Particle）の両側に二つの１９S複合体

（RP：Regulatory Particle）が蓋をするような構造をとって

いる．２０S複合体の円筒の内部には分解活性部位がある

が，円筒の入り口は非常に狭く，フォールドしたタンパク

質は入り込めない．そのため基質タンパク質は１９S複合

体によりアンフォールドされなくてはならない．プロテア

ソーム結合標識を持つ基質タンパク質はまず１９S複合体

に認識される．そして，１９S複合体にある AAA ATPaseサ

ブユニットリング中心の狭いチャンネルにおいて，基質タ

ンパク質は引っぱられ，アンフォールドが起こり２０S複

合体の円筒内部に送り込まれる．ATPaseリングの狭い

チャンネルに最初に入り込むことができるのは Unstruc-

tured領域だけなので，Unstructured領域がアンフォール

ディング反応の起点となる．このように，プロテアソーム

結合標識によるタンパク質のプロテアソームへの運び込み

の後にある，ATPリングによる Unstructured領域の認識過

程は，分解するか否かを決定する最終ステップとなる．

このような二段階の基質認識が行われていることから，

プロテアソーム結合標識と Unstructured領域の二つの分解

シグナルは，複合体を形成する二つの別のサブユニットに

分離することができる（図１C）３）．一つのサブユニットに

はプロテアソーム結合標識を，もう一つのサブユニットに

は Unstructured領域を取りつけたモデルタンパク質複合体

のプロテアソームによる分解を調べたところ，Unstruc-

tured領域を持つサブユニットだけが特異的に分解される

ことが明らかとなった．実際のプロテアソームの基質の多

くは複合体を形成しており，サブユニット特異的な分解に

より複合体の機能調整がなされていることが知られてい

る．このようなサブユニット特異的な分解においては，プ

ロテアソーム結合標識を持つサブユニットよりも，より有

効な Unstructured領域をサブユニットが，優先的に分解さ

れるのである．

３． 分解を引き起こす Unstructured領域の特徴

それではどのような特徴を持つ Unstructured領域が分解

シグナルとして有効に働くのであろうか？ 筆者らは，

Unstructured領域の性質が，その基質タンパク質のプロテ

アソームによる分解効率にどのように及ぼすのかをさまざ

まなモデル基質タンパク質を用いて詳細に調べた４，５）．

まず分解における Unstructured領域の長さ依存性につい

て調べるために，プロテアソーム結合標識（テトラユビキ

チン鎖（Ub４），Rad２３の UbLドメイン）を融合した DHFR

に，さまざまな長さの Unstructured領域を取りつけ，それ

らの精製プロテアソームによる分解のされやすさを調べた

（図２A）．その結果，Unstructured領域がタンパク質末端に

ある場合は，３０～４０残基以上の長さの Unstructured領域が

効率的分解に必要であることがわかった．しかしながら

Unstructured領域が二つのドメインの間にある場合は，ほ

ぼ２倍の長さが必要であった５）．Unstructured領域を認識す

る１９S複合体の ATPaseチャンネルは狭いため，フォール

ドしたドメインは入り込めない．そのため Unstructured領

域の両端ドメインのブロック効果により Unstructured領域

はループ状に折れ曲がった状態で ATPaseチャンネルに認

識されていると考えられる．そのため２倍ほどの長さが必

要なのであろう．

次にプロテアソーム結合標識と Unstructured領域の距離

と分解の関係を調べた．タイチン I２７ドメインの N末端

と C末端は互いに離れているため，スペーサーとして利

用できる．そこで，プロテアソーム結合標識を取りつけた

DHFRと Unstructured領域の間にタイチン I２７ドメインを

次々に挿入し，両者間の距離をさまざまに変化させたモデ

ル基質タンパク質を作製した（図２A）．これらのプロテア

ソームによる分解効率と，プロテアソーム結合標識と Un-

structured領域の距離の関係を調べた結果，Ub４基質の場

合，I２７ドメインを１個でも挿入すると分解効率が大きく

落ちることがわかった（図２B，C）．これに対して，UbL

基質の場合，２個の I２７ドメインを挿入したときに分解効

率は最大となった．このように効率的な分解に必要な最適

なスペーサーの長さが Ub４基質と UbL基質で異なってい

た．

さらに，さまざまなスペーサー距離と Unstructured領域

の長さを組み合わせた基質タンパク質を作製し，その分解

効率を調べたところ，スペーサー距離が最適でなくても，

十分な長さの Unstructured領域であれば，Unstructured領

域自体がスペーサーとして働き，効率的な分解を引き起こ

すことがわかった（図２C，D）．このようにスペーサー距

離と Unstructured領域の長さ依存性は相補的に働く．

これらの結果はプロテアソーム結合標識と Unstructured

領域がそれぞれプロテアソーム上の別の場所で認識される

ことも示唆している．Unstructured領域の認識部位は ATP-

aseリングのチャンネルであると考えられる．そのためポ

リユビキチン鎖認識部位は ATPaseリングのチャンネルに

近い位置に，UbLドメインの認識部位は ATPaseチャンネ

ルからある程度離れた位置にあると推測される．最近明ら

かとなった１９Sプロテアソームの立体構造においても，

UbLドメイン認識サブユニットは ATPaseチャンネルから
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数十A°ほど離れていることが明らかになっており，この推

測を支持している６）．

Unstructured領域の長さや位置だけでなく，アミノ酸配

列も分解開始には重要である．さまざまなアミノ酸配列の

分解開始サイトとしての能力を調べたところ，分解効率は

Unstructured領域のさまざまな物理化学的性質（電荷，疎

水性，二次構造系性能など）と明確な相関を持っていない

ものの，単純な繰り返し配列を持つ Unstructured領域は分

解を引き起こさなかった．

以上の研究から Unstructured領域の位置や長さ，アミノ

酸配列がプロテアソームの基質タンパク質の選別におい

て，重要な役割を担っていることが明らかになった．

４． Unstructured領域を介した分解の生物学的意義

これらの Unstructured領域の知見に基づき，多くの細胞

内タンパク質の安定性を説明することができる．前述のよ

うにタンパク質複合体のサブユニット特異的な分解におい

て Unstructured領域の性質は分解の決定要因になるが，サ

イクリン―サイクリン依存性キナーゼ（Cdk）-Cdk阻害因子

複合体の周期的な構成サブユニットの分解も Unstructured

領域の位置を考慮することにより説明できる．また UbL-

Ubaアダプタータンパク質の安定性も説明できる．アダプ

タータンパク質にもドメイン間に Unstructured領域がある

が，その位置や長さ，アミノ酸配列のいずれかが，以上で

紹介した効率的分解のための条件を満たしていない．その

ため UbL-Ubaアダプタータンパク質は分解を免れると考

図２ プロテアソーム結合標識からの Unstructured領域の距離と長さ
（A）さまざまな長さの Unsturctured領域とスペーサードメインを持つモデル基質タンパク質．（B）ポリユビキ
チン鎖と Unstructured領域が近くにある場合．（C）ポリユビキチン鎖と Unstructured領域が離れた場合．（D）
ポリユビキチン鎖と Unstructured領域が離れてはいるが，Unstructured領域の長さが十分に長い場合．
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えられる． 他にもポリユビキチン化された Cdc３４なども，

その Unstructured領域の性質に注目すれば，なぜ分解され

ないのか理解できる．

一方，ユビキチン非依存的にプロテアソームにより分解

されるタンパク質（ODCやチミジル酸合成酵素など）も，

分解を引き起こす条件を備えた Unstructured領域を持つ．

実際この Unstructured領域が分解シグナルであることがわ

かっている．おそらくユビキチン非依存的分解基質の Un-

structured領域は非常に強く ATPaseリングのチャンネルに

結合するため，ポリユビキチン鎖が不要なのであろう．こ

のことからも，プロテアソームによるタンパク質分解にお

いて，Unstructured領域の性質はプロテアソーム結合標識

以上に重要であることがうかがい知れる．

５． お わ り に

以上でプロテアソームの基質認識における Unstructured

領域の重要性を紹介した．この重要性は Unstructured領域

をターゲットにした分解の制御が可能であることを示唆し

ている．実際 Unstructured領域へのタンパク質の結合など

により，分解が抑制される例が報告されており，さらに多

くのタンパク質の分解制御が Unstructured領域を介して行

われると予測される７）．また，同様の制御を人工的に行う

ことも可能であるはずである．これまでユビキチンリガー

ゼをターゲットとした分解制御法が報告されているが，

Unstructured領域をターゲットにした分解制御により，よ

り特異的に任意のタンパク質の分解を人工的に調整できる

ようになるかもしれない．
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原生生物細胞性粘菌のポリケタイド生合成
機構

１． は じ め に

細胞性粘菌は土壌中に広く分布する真核微生物の一種

で，通常は単細胞アメーバとして大腸菌等の細菌を餌とし

て補食し分裂を繰り返す．しかし，餌がなくなると飢餓応

答により集合体形成を開始し，ストレス耐性の胞子を分化

させ栄養条件が回復するまで休眠する．このように細胞性

粘菌の特徴はその生活史の中に単細胞と多細胞の二つの時

期を持つという点にある．多細胞の集合体形成後は高等生

物にみられるパターン形成，協調した細胞運動等の発生の

諸過程を経て，大別すると柄と胞子のわずか２種類の分化

した細胞からなる子実体を形成する．そのため，細胞性粘

菌は発生・分化のモデル生物として長い間研究が続けられ

てきた．しかし，２００５年の細胞性粘菌 Dictyostelium dis-

coideum の全ゲノムの読解終了によって，細胞性粘菌の研

究に新たな局面がもたらされた１）．それはポリケタイドを

中心とした二次代謝産物生合成に関する研究である．細胞

性粘菌はこれまでに知られているどの生物よりも多くのポ

リケタイド合成酵素（PKS）遺伝子を持っていることが明

らかになった．細胞性粘菌はそのゲノム３４Mbのなかに

４５個もの pks 遺伝子を持っている．さらにその後に公開

された近縁種の D. purpureum では５０個の pks 候補遺伝子

が報告されている２）．この遺伝子の数の多さはたとえば二

次代謝産物の宝庫として知られる放線菌 Streptomyces aver-

mitilis のゲノムでは，二次代謝産物生合成の遺伝子クラス

ターは３０個，S. griseus では３４個であり，細胞性粘菌が

いかに多くの生合成遺伝子を持っているかがわかる３，４）．

細胞性粘菌の持つ PKSは基本的にすべて反復型の I型

PKSであった．反復型の I型 PKSは巨大タンパク質でい

くつかのドメインの組み合わせによって成り立っている．
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