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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

プロテアソームはタンパク質の選択的分解に

働く真核生物に必須の複合体型プロテアーゼ

である。プロテアソーム機能の亢進ががん細胞

の増殖促進に働くことが知られる一方、加齢に

伴うプロテアソーム機能の低下が細胞老化・個

体老化に重要な役割を果たしていることが明

らかになってきたが、プロテアソーム機能低下

が老化と関連する具体的な分子機構は不明で

ある。  
 上記を明らかにする目的で、プロテアソーム

機能低下時における細胞応答を網羅的に探索

するためのプロテオーム解析を実施する。老化

モデルとして出芽酵母、哺乳類培養細胞および

各種遺伝子欠損マウスを用いて定量的プロテ

オーム解析を実施することで、老化に伴うプロ

テオームの変動を明らかにする。さらに、老化

細胞においてプロテアソームが核内fociを形成

することから、fociにおける選択的な基質の分

解が老化に深く関与すると考え、foci構成因子

の同定を行う。上記のプロテオーム解析研究で

の具体的な因子の同定により、プロテアソーム

機能低下による細胞・個体老化促進のメカニズ

ムについて病態生理的意義を明らかにする。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

① プロテアソーム機能低下時に何らかのタ

ンパク質の O-GlcNAc 修飾が細胞生存に重

要な働きをすることを見いだしたので、培

養細胞をビオチン化 O-GlcNAc によりラベ

ルした後、O-GlcNAc 化タンパク質を精製

し、O-GlcNAc 化タンパク質の網羅的同定

を試みた。 
② 脱ユビキチン化酵素 Otu2 がリボソームの

機能制御に働くことを見いだしていたが、

その具体的な基質が不明であり、その同定

を試みた。 
③ 加齢に伴い蓄積するユビキチン化タンパ

ク質の同定とプロテオーム変動の解析の

ため、若齢マウスと加齢マウスにおけるプ

ロテオームを定量比較した。 
④ 老化細胞特異的 proteasome foci の観察とそ

の組織学的特徴の解析のため、近接タンパ

ク質ビオチン標識法 TurboID を用いて、プ

ロテアソーム近傍タンパク質の網羅的同

定を試みた。 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

本共同利用により、以下の重要な発見を行うこ

とが出来た。 
① プロテアソーム機能低下時にO-GlcNAc化

が細胞保護的に働くことを突き止め、O-
GlcNAc化プロテオーム解析を実施した。そ

の結果、特定の分子のO-GlcNAc化がプロテ

アソーム機能低下時の細胞保護に重要で

あることを突き止めた (Hashimoto et al, 
iScience)。 



② Otu23が40SリボソームeS7サブユニットに

おける83番目のリジン残基に付加された

ユビキチンを脱ユビキチン化することを

明らかにした。eS7に対するユビキチン化

と脱ユビキチン化のサイクルが翻訳サイ

クルの進行に重要であることを明らかに

した(Takehara et al, iScience)。 
③ 老化細胞において、プロテアソーム阻害剤

の有無、およびタンパク質合成阻害剤の有

無におけるプロテオーム解析の結果、老化

細胞においてプロテアソームにより積極

的に分解されている基質を絞り込むこと

が出来た。 
④ 従来の免疫沈降産物の解析から得られな

かった新規の分子がproteasome foci近傍タ

ンパク質として複数同定された。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

従来の生化学的な手法、すなわち既知タンパク

質に対する western blot や共免疫沈降実験によ

る相互作用タンパク質の同定では、基質選別機

構の解明に至ることは困難であり、細胞内に存

在する数千〜１万にも及ぶタンパク質の中か

ら特異的な基質を同定するためには、高感度か

つ網羅的・定量的な質量分析手法が不可欠であ

る。本共同利用ではこのアプローチが極めて有

効に働き、重要な発見を複数挙げることが出来

た。①については、プロテアソーム機能低下時

に働く O-GlcNAc 化タンパク質の有力候補につ

いて、現在詳細に解析中である。②はリボソー

ムサブユニットのユビキチン化と脱ユビキチ

ン化がタンパク質翻訳サイクルの進行を制御

するという新しいバイオロジーを展開する重

要な発見である。③の項目については、老化細

胞におけるプロテアソーム基質の有力候補を

絞りこむことが出来た。現在個々の因子につい

て、細胞老化に伴い分解されることの意義を解

析中である。④は老化に伴うこれまで全く知ら

れていない表現型を観察しており、同定した

proteasome foci 近傍のタンパク質の解析から老

化細胞におけるプロテアソームの新機能解明

が期待される。いずれの成果も老化時などさま

ざまな状況における細胞機能維持のためのタ

ンパク質恒常性維持に働くメカニズムの解明

に迫るものであり、タンパク質恒常性の破綻に

よる様々な疾患治療に将来貢献しうる知見を

与えると考えている。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

本共同利用の過程で、従来のアプローチでは

不可能であった数多くの興味深いタンパク質

を同定することが出来た。この中からいかにし

て病態生理的に重要な因子を絞り込むかが現

在律速段階になっている。検証実験として実施

する western blot よりも質量分析による感度が

優っている場面も散見されるようになり、実験

デザインそのものをアップデートして再構築

していく必要性がある。さらに分子細胞生物学

的な検討に鋭意務めるとともに、より工夫を凝

らした質量分析を行うことにより、得られたデ

ータの有効活用を念頭に効率的に研究を推進

していきたい。 
 


