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ストレスとユビキチンに依存したプロテアソームの液‒液相分離

佐伯 泰，安田 さや香，土屋 光

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ATP
依存的に分解する2.5 MDaの超分子複合体である 1）．プロ
テアソームは細胞質および核質に存在し，増殖中の細胞で
は核局在が顕著に観察される．プロテアソームはいずれの
コンパートメントでも比較的自由に移動でき 2），これは細
胞の局所に生じたユビキチン化タンパク質を速やかに分解
するために有利と考えられる．なお，核内でプロテアソー
ム分解が起こっているのかについては諸説あったが，転写
因子やクロマチン制御分子の分解，核内の変性タンパク
質を認識するE3リガーゼが報告されており 3），また，最
近ではオーキシンデグロン法やPROTAC（Protein targeting 
chimera）が核タンパク質の分解を十分に誘導できること
が示されたため 4, 5），プロテアソームは核内でも機能して
いることは間違いない．
近年，プロテアソームの上流で機能する分子群の解析

が進み，ユビキチン結合タンパク質のRAD23やUBQLN
ファミリーやユビキチン選択的シャペロンであるp97-
UFD1-NPL4複合体（p97-UN）がプロテアソーム基質の選
別に関与することが明確となってきた 6）．さらにプロテア
ソームと相互作用するユビキチンリガーゼや脱ユビキチン
化酵素が複数存在するため 7），従来のモデルのように，プ
ロテアソーム基質はユビキチン化されれば一義的に分解さ
れるわけではなく，ユビキチン化後のプロテアソームへの
送達過程やプロテアソーム上でのユビキチン鎖のリモデリ
ングなど分解のための調節がさまざまになされているこ
とがわかってきた．これらのプロテアソーム制御分子は，
小胞体関連タンパク質分解（ER-associated degradation：
ERAD）や翻訳品質管理機構（ribosome-associated protein 

quality control：RQC）など，細胞質におけるタンパク質品
質管理機構について研究が進んでいるが，核内での機能
は不明である．今回我々は，プロテアソームがユビキチン
化基質やプロテアソーム制御分子と核内で液-液相分離し，
分解のための液滴を形成することを見いだした 8）ので紹介
する．

2. プロテアソーム液滴の発見

プロテアソームは異常タンパク質を速やかに分解除去す
ることでプロテオスタシスの維持に貢献しているが，その
時空間的な制御機構についてはあまりよくわかっていな
い．そこで，生細胞でプロテアソームを可視化すること
で，特にストレス下における細胞内の局所的なタンパク質
分解とその制御分子の解析が可能となると考えた．プロテ
アソームの基本サブユニットにeGFPを融合させたタンパ
ク質を発現するノックイン細胞を作製し，プロテアソーム
の機能が保持されていることを確認した後，細胞をさまざ
まなストレスや薬剤で刺激した．その結果，アミノ酸アナ
ログによるアグリソームへの局在化，ATPレベル低下によ
る細胞質顆粒形成，高浸透圧ストレスによる核内顆粒形成
など，プロテアソームの局所的な集積が観察された 8）（図
1A，データ未提示）．これらのうち，高浸透圧ストレスは
プロテオスタシスの視点からの研究がほとんどなされてい
なかったこと，プロテアソームの核構造体は核内のタンパ
ク質品質管理への関与が想定されたことなどから興味を持
ち，以下の解析を実施することにした．
この核内で生じるプロテアソーム顆粒は，解析の過程で
液滴としての性質を持つことがわかったため，以下，“プ
ロテアソーム液滴”と呼ぶことにする．プロテアソーム液
滴は，比較的穏和な高浸透圧ストレス刺激によりユークロ
マチン領域にわずか数十秒で形成され，刺激後3時間ほど
で消失する．プロテアソーム阻害剤（Bortezomib）やp97
阻害剤（NMS-873）で細胞を処理すると液滴のサイズや数
が増加し，消失が大きく遅延する．逆に，ユビキチン活性
化酵素E1阻害剤（TAK-243）で細胞を処理し細胞内のユ
ビキチン化基質を減少させるとプロテアソーム液滴は形成
しなかった．なお，プロテアソーム液滴はPMLボディや
Cajalボディなどの核内ボディとは一致しないが，ユビキ
チンとよく共局在した．特にプロテアソームの分解シグナ
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ルであるLys48結合型ユビキチン鎖が検出されたため，こ
の液滴は核内のユビキチン化基質が集積し分解される場所
であることがわかった．プロテアソーム液滴は球状であり
融合してサイズが大きくなること，内部のプロテアソーム
は高い流動性を持つこと，クライオ電子線トモグラフィに
よる一分子解析においてもプロテアソームが何の足場もな
く集積していたことなどから，液‒液相分離で形成する構
造体であることが強く示唆された（図1B, C）．

3. プロテアソーム液滴にはプロテアソーム制御分子が
集積する

プロテアソーム液滴はユビキチン化酵素E1を阻害する
と形成されないことから，ストレスにより生じたユビキチ
ン化タンパク質がまず集積し，そこにプロテアソームが呼
び込まれることが想定される．そこで，プロテアソーム
液滴の形成機構に迫るため，液滴の構成因子を質量分析
（mass spectrometry：MS）で探索した．その結果，上述の

p97-UN複合体，シャトル分子RAD23B，プロテアソーム
結合ユビキチンリガーゼのUBE3A（別称E6-AP）が同定

され，高浸透圧ストレス刺激時にプロテアソーム液滴に局
在化することが明らかとなった．次いで，siRNAノックダ
ウンや阻害剤を用いた解析を実施したところ，RAD23Bと
UBE3Aはプロテアソーム液滴の形成に，p97-UN複合体は
液滴のクリアランスを制御しており，これらの分子は核内
のタンパク質品質管理に関与することが明らかとなった．
特にRAD23Bノックアウト細胞では，プロテアソーム液滴
はほぼまったく形成せず，驚いたことにユビキチン化タン
パク質の集積も観察されなかった．

RAD23Bは，二つのユビキチン結合（ubiquitin-associat-
ed：UBA）ドメインとプロテアソームとの相互作用に必要
なユビキチン様（ubiquitin-like：UBL）ドメインを併せ持
ち（図1D），ユビキチン化基質をプロテアソームへ運搬す
るシャトル分子である 6）．UBA変異体ではノックアウト細
胞と同様にプロテアソームおよびユビキチン化タンパク質
の集積がみられず，一方，UBL変異体では核内にユビキ
チン化タンパク質の凝集様構造体が観察された．このこと
は，RAD23B自身がユビキチン化基質を集積させる能力を
持つことを意味する．

図1 高浸透圧ストレスにより形成するプロテアソーム液滴
（A）プロテアソームeGFPノックイン細胞の蛍光顕微鏡イメージ．通常状態ではプロテアソームは核質と細胞質に
観察されるが，高浸透圧ストレス刺激により核内に液滴を形成する．（B）核プロテアソームのクライオ電子線トモ
グラフィ像．通常状態では分散していたプロテアソームが高浸透圧刺激により集積する．集積の場には足場となる
ような構造体が存在しない．（C）RFP融合プロテアソームおよびeGFP融合ユビキチンを発現させた細胞のタイムラ
プスイメージング．高浸透圧刺激時に生じるプロテアソーム液滴はユビキチンを含み，融合して肥大化する．（D）
プロテアソーム液滴形成のモデル．高浸透圧刺激により核内に大量に生じたユビキチン化タンパク質（リボソーム
のオーファンタンパク質など）がシャトル分子RAD23Bと液-液相分離し，RAD23Bがプロテアソームを集積させ
ることでプロテアソーム液滴が形成する．RAD23Bはユビキチン様ドメイン（UBL）と二つのユビキチン結合ドメ
イン（UBA）を持ち，プロテアソーム液滴の形成に必要である．プロテアソーム液滴にはユビキチン選択的シャペ
ロンp97やユビキチンリガーゼUBE3Aも含まれるが本図では省略する．
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4. RAD23Bとポリユビキチン鎖の多価の相互作用が液‒ 
液相分離を駆動する

ユビキチン修飾の大きな特徴としてポリユビキチン鎖の
形成が第一にあげられる．UBAドメインを含む多くのユ
ビキチン結合ドメインは，ユビキチン単量体と1：1で弱
く相互作用するが，ポリユビキチン鎖とはユビキチンの数
の分，多価で相互作用することで強く結合する．つまりポ
リユビキチン鎖の長さはユビキチン修飾の機能に大きく影
響する．また，RAD23Bは二つのUBAドメインを持ち，1
分子で2本のポリユビキチン鎖と相互作用することが可能
である．液‒液相分離はタンパク質や核酸の多価の相互作
用で誘導されるため 9），RAD23Bがポリユビキチン鎖と相
分離できるのではないかと考えた．そこで，試験管内で
解析したところ，RAD23BとLys48結合型ポリユビキチン
鎖がそれぞれの濃度に依存して共相分離することがわかっ
た（図2A）．この相分離は，ポリユビキチン鎖の長さに依
存しており，四つ以上の長さのポリユビキチン鎖で初めて
相分離が起こり，より長いポリユビキチン鎖では液滴のサ
イズが増大した．もちろん，UBA変異体では液滴は形成
せず，また，Lys63結合型ポリユビキチン鎖では微小な液
滴しか形成しなかった．よって，RAD23Bはポリユビキチ
ン鎖（特にLys48連結型ポリユビキチン鎖）の長さを識別

し，多価の相互作用により液-液相分離を誘導できるユビ
キチン結合タンパク質であることがわかった（図2B）．
なお，シャトル分子としてRAD23Bの他にRAD23A, 

UBQLN1～4が存在するが，プロテアソーム液滴の形成に
はRAD23Bのみが関与する．これはRAD23Aの細胞内で
の発現量がRAD23Bより約10倍低く，相分離を起こすに
は濃度が低いこと，また，UBQLNタンパク質はUBAドメ
インを一つしかもたず，複数のユビキチン鎖と同時に相互
作用することができないためと考えられる．興味深いこと
に，UBQLN2はUBAドメイン近傍に非構造領域を持ち単
独で液-液相分離してストレス顆粒に局在化すること，ユ
ビキチンがUBAドメインに結合すると相分離が解除され，
ストレス顆粒に集積したユビキチン化タンパク質をプロテ
アソームに運ぶことが報告されている 10）．酵母のシャト
ル分子（RAD23とUBQLNホモログのDSK2）は遺伝学的
な解析よりリダンダントな機能を持つことが示唆されてい
るが，ヒトではそれぞれの遺伝子が多様化しており，シャ
トル分子の使い分けが存在するようである．

5. リボソームのオーファンタンパク質がプロテアソー
ム液滴の分解基質である

高浸透圧ストレスは脱水による細胞容量減少を伴い，分

図2 RAD23Bとポリユビキチン鎖は多価相互作用により共相分離する
（A）ポリユビキチン鎖・RAD23B液滴の蛍光イメージ画像．Cy3標識RAD23Bと鎖長の異なるCy5標識Lys48結合型
ポリユビキチン鎖を混合し，蛍光顕微鏡により可視化した．（B）RAD23Bとポリユビキチン鎖の液-液相分離のモデ
ル．RAD23Bは通常状態ではUBLドメインがUBAドメインと分子内結合しており，プロテアソーム結合能は抑制
されていると考えられている．RAD23Bは二つのUBAドメインにより2本のポリユビキチン鎖と相互作用すること
が可能で，多価の相互作用により液-液相分離する．また，自由になったUBLドメインはプロテアソームを液滴に
リクルートし，さらにプロテソームを活性化させる．
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子クラウディングやイオン強度の上昇により細胞内のタン
パク質にダメージを与えることが想定される．しかし，タ
ンパク質分解，特にユビキチン-プロテアソーム系との関
連性は不明であったため，MSを用いてユビキチン化タン
パク質の網羅的変動解析を実施した．その結果，複数のリ
ボソームタンパク質，リンカーヒストンH1，分子シャペ
ロンのユビキチン化の増加が検出された．
リボソームは，ヒト培養細胞では1分あたり7500個が作

られており，構成タンパク質は核小体で rRNAと会合し，
複雑な過程を経てリボソーム前駆体を形成した後，核から
細胞質へ輸送される．リボソームのユビキチン化は，近
年RQCの制御機構として脚光を浴びているが，リボソー
ムの生合成の過程で複合体への取り込みに失敗したオー
ファンタンパク質の分解にも関与することがしられてい
る 11, 12）．そこで，高浸透圧ストレス刺激時の細胞の電子顕
微鏡画像を確認したところ，核小体内のリボソーム合成の
ための構造体であるDFC（dense fibrillar component）が消
失していることに気がついた．また，高浸透圧ストレスに
より rRNAの転写が顕著に抑制されたことから，高浸透圧
ストレスは核小体ストレス（リボソームストレスとも呼ば
れる）を誘導することが示唆された．rRNAと会合できな
かったリボソームタンパク質は核質にとどまりユビキチン-
プロテアソーム系で分解されることが報告されており 13），
実際，高浸透圧ストレス刺激時に，リボソームタンパク質
がプロテアソーム液滴に局在化し分解される様子を生細胞
タイムラプス解析により捉えることに成功した．このリボ
ソームタンパク質の集積はRAD23Bノックアウト細胞や
E1阻害剤処理時には観察されず，また，プロテアソーム
やp97の阻害によりリボソームタンパク質の液滴が顕著に
肥大化した．よって，リボソーム生合成の過程は高浸透圧
ストレスに対して脆弱であり，ストレス下において大量に
生じたリボソームのオーファンタンパク質がプロテアソー
ム液滴の主要な分解基質となることがわかった．

6. おわりに

平常時にはプロテアソームはその分解キャパシティの
20％ほどしか使っておらず，細胞内で生じたユビキチン
化基質を滞りなく分解できるとされる 14）．しかし，ストレ
スの負荷により損傷を受けたタンパク質が細胞内に大量に
生じた場合，迅速に隔離あるいは分解しないと，他の正常
なタンパク質の機能に影響するため細胞機能が破綻する可
能性がある．ユビキチン鎖に依存した液‒液相分離は，こ
のような有害タンパク質の迅速な隔離と分解を実行する
手段として，どちらにも都合がよい．今回，四つ以上の長
さのユビキチン鎖とRAD23Bが多価相互作用により共相
分離することを見いだしたが，このタイプの液滴はそれぞ

れのタンパク質濃度に応じて互いを呼び込むため，いった
ん，ユビキチン化基質の液滴ができると次々とRAD23Bが
集積し，さらに核内のユビキチン化基質を呼び込むことが
できる．つまり，ユビキチン化基質の迅速な隔離が可能で
ある．また，RAD23BはUBLドメインを介してプロテア
ソームを液滴にリクルートするが，UBLドメインはプロ
テアソームを活性化させることができるため 15），液滴内
のプロテアソームはユビキチン化基質を速やかに分解する
ことが可能である．プロテアソームがユビキチン化基質を
分解する過程でRAD23Bとユビキチン鎖の相互作用が消
失すると，空いたRAD23BのUBAドメインが再びユビキ
チン化基質を呼び込む．そして核内のユビキチン化基質の
濃度が減少すると，最終的にプロテアソーム液滴が消失す
る．もちろん，すべてを実験的に示したわけではなく憶測
の域を出ない部分もあるが，プロテアソーム液滴は，液‒
液相分離を利用したユビキチン－プロテアソーム系の新し
い分解様式と考えられる（図1D）．
未解決の課題として，このようなユビキチン依存的なプロ

テアソームの液滴形成が普遍的に起こっているかどうかがあ
げられる．最近，クライオ電子線トモグラフィを用いたプロ
テアソームの細胞内一分子イメージングにより，小胞体膜の
一部にプロテアソームが液滴を形成し，ERADのためのゾー
ンを形成していることが報告された 16）．また，核膜孔の内
側にプロテアソームが高度に集積する様子も報告されてい
る17）．我々の作製したプロテアソームeGFPノックイン細胞
では，残念ながらそのような微小な集積は確認できていない
が，より高度なイメージング法を用いることで，今後，次々
とプロテアソーム液滴が見つかる可能性がある．
また，本稿で紹介したプロテアソーム液滴の他にも，選
択的オートファジーのユビキチン結合タンパク質SQSTM1
（別称p62）がポリユビキチン鎖と液‒液相分離することが
報告されている 18）．ヒトには約250種類のユビキチン結合
タンパク質が存在し，ユビキチン結合ドメインを複数持つ
分子も多いため，これら二つの分解経路以外でもユビキチ
ン依存的な液‒液相分離が起こっている可能性が高い．今
後の解析が待たれる．
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