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略語一覧 

HCV hepatitis C virus 

HCC hepatocellular carcinoma 

E1 envelope protein 1 

E2 envelope protein 2 

NS non-structural protein 

SP signal peptidase 

SPP signal peptide peptidase 

PA28 proteasome activator 28 

CD circular dichroism 

SV-AUC sedimentation velocity-analytical ultracentrifugation 

ITC isothermal titration calorimetry 

Kd dissociation constant 

NMR nuclear magnetic resonance 

Tg transgenic 

PCR polymerase chain reaction 

PHGH peptidylglutamyl peptide hydrolyzing 
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序論 

2017 年 WHO の報告によれば、世界中の約七千百万人が C 型肝炎ウィルス

(HCV)に感染している [1]。HCVの感染は慢性肝炎、肝硬変および肝細胞癌(HCC)

の主な原因である。フラビウィルス科に属するHCVは一本鎖RNAウィルスで、

長さ 9.6 kb の+鎖型 RNA を持ち、そこから約 3000 アミノ酸で構成される一本の

前駆体蛋白質が翻訳される。前駆体蛋白質はウィルスおよび宿主由来のプロテ

アーゼで切断され、コア蛋白質、エンベロープ 1(E1)とエンベロープ 2(E2) の 3

個の構造蛋白質、および p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A と NS5B の 7 個

の非構造(NS)蛋白質が作られる (Fig. 1) [2]。コア蛋白質は HCV の RNA ゲノム

を包み込んでヌクレオカプシドを形成する。その外側に、宿主由来の脂質二重

膜と E1、E2 からなるエンベロープが形成される。E2 は、宿主細胞表面にある

CD81、クローディン-1 やオクルディンと複合体を形成し、HCV が宿主細胞に侵

入する際に重要な役割を果たす [3]。非構造蛋白質は HCV の RNA 複製、前駆体

蛋白質の修飾に関わっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

前駆体蛋白質から作られるこれら 10 個の蛋白質のなかでも、コア蛋白質は

HCV の 7 つの主要なジェノタイプの間で最も高度に保存されている [4, 5]。コ

ア蛋白質のアミノ酸配列は RNA 結合や自己会合に関与するドメイン 1、膜結合

Figure 1. HCV の RNA から翻訳される前駆体蛋白質。 
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に関与するドメイン 2、およびシグナルペプチドであり、最終的に成熟コア蛋白

質からは除去されるドメイン 3 から構成されている [6, 7]。HCV に感染した宿

主細胞において、まず小胞体のシグナルペプチダーゼ(SP)により、未成熟コア蛋

白質が E1 から切り離される。その後、シグナルペプチドペプチダーゼ(SPP)が、

ドメイン 2 とドメイン 3 の間を切断することで、成熟コア蛋白質が生じる。過

去には、SPP が切断する場所をコア蛋白質の 173 位の残基と 174 位の残基の間

とし、成熟コア蛋白質の長さを 173 残基とする報告もあった [8]。しかし近年の

研究から、SPP が切断する場所はコア蛋白質の 179 位の残基と 180 位の残基の

間で、成熟コア蛋白質の長さは 179 残基であることが分かっている [9]。 

コア蛋白質はヌクレオカプシドの構成要素としてウィルス粒子を形成する構

造蛋白質である。しかし、ウィルス全長ではなく、コア蛋白質のみを発現させ

たトランスジェニックマウス(CoreTg マウス)において、インスリン抵抗性、脂

肪肝、HCC といった病態発現が認められることが明らかとなり、HCV 感染によ

る慢性肝疾患の発生にコア蛋白質自体が関わっていることが示唆された 

[10-13]。また近年の研究より、コア蛋白質は多くの細胞内蛋白質と相互作用し、

アポトーシス、オートファジー、細胞周期や腫瘍形成を含む様々な細胞機能を

調節していることが分かった [14-18]。そこでコア蛋白質の各部位の構造や物性、

および動態が注目されてきた。 

近年、コア蛋白質の一部と結合できる抗体 19D9D6 が見つかり、その複合体

の立体構造が X 線結晶構造解析により決定された [19]。両者の結合には 14 個の

分子間水素結合が重要な役割を果たしており、コア蛋白質側で水素結合に関与

する領域はアミノ酸配列中の 29 番目から 39 番目までの 11 残基であることが分

かった [19]。この領域は疎水性残基に富み、RNA結合に関与する可能性があり、

HCV の感染性ウィルス産生にとって非常に重要な領域であることも報告されて

いる [20-23]。また、コア蛋白質 N 末端側 82 残基(Core82)だけでも RNA と結合

でき、RNA 存在下ではコア蛋白質と同じく、ヌクレオカプシド様粒子を形成す

ることが示された。また Core82 の円偏光二色性(CD)スペクトル解析から、Core82

はランダムコイルであることが分かった。すなわち、特定の二次構造を取らず、
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柔軟性に富んでいるため、Core82 は天然変性蛋白質に分類される [24]。一般に

天然変性蛋白質はその柔軟性のため、様々な蛋白質と結合でき、多様な働きを

持つことが知られている [24]。つまり、コア蛋白質の N 末端側は、RNA および

蛋白質との結合を介して、様々な機能に関与する可能性がある。 

一方、ドメイン 1 とドメイン 2 からなる成熟コア蛋白質(Core179)の一部は微

小管および微小管結合モーター蛋白質(ダイニンとキネシン) の作用を介して核

へと移行することが明らかとなったが (Fig. 2) [6, 25-27]、その際ドメイン 2 が脂

肪滴と結合することで、核周辺に脂肪滴が蓄積し、HCV のウィルス粒子産生を

促進することが示された。脂肪滴と結合でき疎水性が高いドメイン 2 を持つこ

とから、Core179 は非常に凝集体を作りやすい [20]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2003 年、核内に移行するコア蛋白質はプロテアソーム活性化因子 PA28γと結

合することが発見され、両者の細胞内における相互作用および共局在が確認さ

れた [28]。PA28γは、20S プロテアソームのプロテアーゼ活性を促進する蛋白質

Figure 2. コア蛋白質の各ドメイン。シグナルペプチダーゼ(SP)の分解により、未成熟コ

ア蛋白質(Core191)がエンベロープ蛋白質 E1 から切り離される。Core191 は細胞質に局在

するが、シグナルペプチドペプチダーゼ(SPP)により、シグナルペプチドであるドメイン

3 が切断され、成熟コア蛋白質(Core179)ができ、細胞核内に移行する。 
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である PA28α および PA28β のホモログとして発見された蛋白質である。PA28α

と PA28βは細胞質に局在してヘテロ 7 量体を形成し、MHC class I 抗原提示に関

わるペプチドの産生に重要な働きをしている。一方、PA28γは核内に局在しホモ

7 量体を形成しており、核内のプロテアソーム活性化機能を持つ [29]。また、

PA28γ は p53 と p53 を抑制する E3 ユビキチンリガーゼである MDM2 蛋白質の

結合を強めることで、p53 の分解を促進し、アポトーシスや細胞老化を抑えるこ

とも明らかになっている [30, 31]。 

PA28γは核内において、プロテアソームによるコア蛋白質のユビキチン非依存

的分解に関与している [32]。さらに、CoreTg マウスにおいて PA28γ遺伝子をノ

ックアウトすると、細胞核内でコア蛋白質が蓄積したが、それによる肝機能障

害は著しく抑制されていた。従ってコア蛋白質の PA28γ 依存的核内局在および

分解が、コア蛋白質によって誘発される肝機能障害発生の必須条件であると示

唆された [33]。最近では、PA28γ 依存的に分解されたコア蛋白質の断片が、細

胞質におけるコア蛋白質のユビキチン依存性プロテアソーム分解を阻害するこ

とで、HCV の増殖を促進することも報告された [34]。 

先述したように、これまで、コア蛋白質および PA28γ それぞれの機能に関し

ては多くの知見が報告されてきた [15, 17, 30, 31, 35, 36]。しかし、両者の相互作

用に関する研究は限られている。また、数少ないこれらの報告では、主に両者

を発現させた培養細胞内における両者の相互作用が調べられ、コア蛋白質

‐PA28γ 間の相互作用の詳細は明らかとなっていない。精製した蛋白質を用いた

溶液中における相互作用解析によって、他の因子による影響を避け、より定量

的に結合親和性などを評価することができる。そこで、本研究では、コア蛋白

質フラグメントと PA28γ を精製し、溶液中における両者の物性および分子間相

互作用を解明するために、物理化学的手法を用いた解析を行った。 

第一章では、まず蛋白質間相互作用に重要と考えられる N 末端を保有し、疎

水性が高く会合しやすい C 末端を除いた長さの違うコア蛋白質断片(コアフラグ

メント)を作製し、その物性を解析した。その結果、物理化学的実験に適してい

ることが判明したCore71と PA28γの相互作用について、等温滴定熱量測定(ITC)
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と核磁気共鳴法(NMR)を用いて解析した。 

第二章では、Core71 および PA28γと 20S プロテアソームの三者について相互

作用を native PAGE を用いて解析し、またプロテアソーム活性アッセイを用いて、

Core71 が 20S プロテアソーム活性にどのような影響を与えるか調べた。また、

以上の結果を踏まえて、細胞内におけるコアフラグメントが 20S プロテアソー

ム活性を阻害するメカニズムを提案した。 
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本論 

第一章 HCV コアフラグメントと PA28γの相互作用解析 

第一節 背景 

序論で述べたように、細胞内における HCV コア蛋白質と PA28γの相互作用お

よび共局在は確認されている [28]。CoreTg マウスにおける HCC の発生に両者

の相互作用が寄与していることが示唆された [33]。しかし、in vitro における両

者の分子間相互作用は未だ定量的に評価されていない。そこで、本章では、コ

ア蛋白質と PA28γの直接相互作用について、物理化学的手法を用いて解析を行

った。 

 

 

第二節 結果と考察 

第一項 HCV コアフラグメントと PA28γ の物性解析 

HCV コア蛋白質の C 末端領域であるドメイン 2 は脂肪滴や小胞体膜と結合す

る機能を持っているため、非常に疎水性の高い領域である。そのため、溶液中

でコア蛋白質が自己会合する可能性が高く、物理化学的手法を用いた実験に適

しないことが考えられる。そこで、本研究では、分子間相互作用において重要

と考えられるコア蛋白質の N 末端領域を保有し、C 末端領域を除去したフラグ

メント三種を作製し、それらの物理化学的性質を解析した。まずはコア蛋白質

の Met1-Leu151 までのフラグメント、Core151 を作製した。Core151 は最初に

PA28γ と核内で共局在することが確認されたフラグメントである [28]。次に、

疎水性の高いドメイン 2 を除き、ドメイン 1 のみで構成された(Met1-Arg117)フ

ラグメント、Core117 を作製した。コア蛋白質のドメイン 1 にも自己会合に関わ
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る領域(Pro82- Arg117)が存在している (Fig. 2) [6]。また、Leu44-Pro71 が PA28γ

との相互作用に寄与していると報告された [28]ことから、N 末端から当該領域

を含む（Met1-Pro71）フラグメント、Core71 も作製した。これらのフラグメン

トは、いずれも大腸菌を用い、精製のための His タグを付加して発現させたもの

を精製して用いた。 

精製した各コアフラグメントが溶液中で二次構造を保持しているかどうかを、

円偏光二色性(CD)スペクトルを用いて解析した。その結果、三つのフラグメン

トすべてがランダムコイルの典型的なスペクトルを示し、二次構造をとってい

ないことが分かった(Fig. 3)。すなわち、天然変性蛋白質であることが報告され

ている Core82 [24]同様に、今回作成したフラグメントも天然変性蛋白質である

ことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 3. Core151、Core117 および Core71 の CD スペクトル。(A) Core151、(B) Core117、

(C) Core71 すべてがランダムコイル特有なスペクトルを示した。 
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 これらのコアフラグメントの溶液中での会合状態を調べるため、超遠心分析

沈降速度法(SV-AUC)を用いて解析を行った。温度 20 °C、ローターの回転数

60,000 rpm、緩衝液: 500 mM NaCl-PBS で測定を行い、沈降係数 s20,wの分布 c(s)

を求めた (Fig. 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Core151、Core117 および Core71 の超遠心分析沈降速度法の測定結果。(A) (B) 

Core151 と Core117 は 10-30 S にかけて高分子量会合体の形成が観測された。(C) Core71

は高分子量会合体を形成しなかった。 
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SV-AUC の結果から、Core151 と Core117 は溶液中で種々の高分子量会合体の

混合物であることが分かった。高分子量会合体混合物は、分光学的測定結果や

熱分析結果の解析が著しく困難である。一方、Core71 は高分子量会合体を形成

していなかった。従って、今回作成したコアフラグメントのうち、Core71 が唯

一、in vitro における分子間相互作用解析に適していると結論した。 

次に、PA28γ についても同じように大腸菌を用いて発現させ、精製した。CD

スペクトルを測定した結果から、PA28γ は、既に X 線結晶構造が報告されてい

る PA28α および PA28β 同様に、α ヘリックスに富んだ二次構造を保持している

ことが示された (Fig. 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、PA28γの会合状態を調べるため、SV-AUC を用いて解析を行った。温度

20 �、ローターの回転数 30,000 rpm、緩衝液 : 500 mM NaCl-PBS で測定を行い、

沈降係数 s20,wの分布 c(s)を求めた (Fig. 6)。解析の結果、8.3 S の成分が大部分を

占めていることが分かった。沈降係数 s20,wから見積もった分子量は 216 kDa で

あった。アミノ酸配列から予測される PA28γの分子量は 29.5 kDa なので、溶液

中の PA28γ は、電子顕微鏡像から同定された結果 [29]と同様、7 量体を形成し

ていることが分かった (Table 1)。 

 

Figure 5. PA28γの CD スペクトル。 
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第二項 Core71 と PA28γ の相互作用解析 

Core71 と PA28γとの分子間相互作用を調べるために、等温滴定型熱量計(ITC)

を用いて測定を行った。熱量計のセル側には 35 μM (7 量体換算の濃度)の PA28γ

を入れ、シリンジ側の 800 μM の Core71 を滴下したところ、両者の結合は発熱

反応を示し、下に示す滴定曲線が得られた(Fig. 7)。ここから結合の解離定数(Kd)

は 15.4 μM と算出され、Core71 と PA28γは相互作用をすることが示された。 

 
 

Table 1. s20,w値から求めた分子量と PA28γの分子量の比較。 

Figure 6. PA28γの超遠心分析沈降速度法の測定結果。8.3 S の成分が大部分を占めてお

り、沈光係数 s20,wから見積もった分子量は 216 kDa であった。 



 

 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PA28γ がどのように 20S プロテアソームの基質認識に関わっているかについ

ては、不明な点が多い。ホモログである PA28αと PA28βの立体構造からは、PA28

ホモログ同士間で特異的に異なる配列を持つ領域、homolog-specific insert loop が、

20S プロテアソームの結合面と反対側に位置することが示唆されている (Fig. 8)。

homolog-specific insert loop 自体の立体構造は、おそらくその高い柔軟性のため、

未だ決定されていない [37, 38]が、その配置から 20S プロテアソームへ取り込ま

れる基質と最初に相互作用する部位であると考えられる。そこで Core71 が

PA28γ の homolog-specific insert loop に結合するかどうかを調べるため、PA28γ

の全体構造に影響しないよう、homolog-specific insert loop を 5 アミノ酸

（Gly-Gly-Ser-Gly-Gly）からなる短いリンカーに置換した変異体、PA28γΔloop

を設計し (Fig. 9)、Core71 との相互作用を解析した。 

Figure 7. Core71 と PA28γの ITC 測定結果。両者が Kd = 15.4 μM の強さで結合すること

が分かった。 
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Figure 8. PA28γ七量体の立体構造モデル。PA28 ホモログ同士間で特異的に異なる配列

を持つ領域、homolog-specific insert loop は柔軟性が高いため、特定の立体構造は持たな

いと考えられるが、PA28γ-20S プロテアソーム複合体のトップ側に存在する。従って、

基質の取り込みに関与していると考えられる。 

Figure 9. PA28γΔloopの作製。(A) PA28γのアミノ酸配列。homolog-specific insert loopに相当

する領域は赤色で示した。(B) PA28γΔloop のアミノ酸配列。homolog-specific insert loop を

GGSGG に置き換えた。 
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Core71 と PA28γΔloop との直接相互作用を調べるために、ITC を用いて測定を

行った。熱量計のセル側には 35 μM (7 量体換算の濃度)の PA28γΔloop を入れ、

シリンジ側の 800 μM の Core71 を滴下したところ、下に示す滴定曲線が得られ

た(Fig. 10)。両者の結合は発熱反応を示し、結合の解離定数(Kd)は 14.1 μM と算

出された。この結果から、Core71 と PA28γ、PA28γΔloop それぞれの結合の強さ

に差はなく、Core71 との結合には、PA28γの homolog-specific insert loop が寄与

していないと示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Core71 と PA28γΔloop の ITC 測定結果。両者が Kd = 14.1 μM の強さで結合す

ることが分かった。 
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 さらに、核磁気共鳴法(NMR)を用いて Core71 が PA28γ homolog-specific insert 

loop に与える影響を調べた。PA28γ七量体は合計で 1778 アミノ酸からなり、分

子量 210 kDa の巨大分子である。従って、分子全体の回転拡散が制限されるこ

とから多くの 1H についてその横緩和時間は非常に短くなり、NMR シグナルの

線幅が増大して溶液 NMR での観測は困難である。しかし、メチル基については、

分子内回転によって横緩和時間が長くなり、NMR での測定が可能であると予想

された。そこで、PA28γの homolog-specific insert loop に 1 残基だけ存在するシス

テイン残基(Cys92)に注目し、ジスルフィド結合を用いて、このシステイン残基

だけを 13CH3 で標識することで (Fig. 11)、Core71 との相互作用を NMR で観測す

ることを試みた。NMR 測定の結果、Core71 の有無による化学シフト変化は確

認されなかった (Fig. 12)。ITC の測定結果と同様、PA28γ の homolog-specific 

insert loop は Core71 と直接に相互作用していないことが示された。また Core71

結合によってその構造変化が誘起されていないことが示され、PA28γ における

Core71 結合部位は、homolog-specific insert loop から離れたボトム側に位置する

と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. PA28γ homolog-specific insert loop の 同 位 体 標 識 。 図 中 で は PA28γ 

homolog-specific insert loop 配列上にある Cys92 がボールで表示されている。パネル内に

示すように、Cys92 のチオール基に-S-13CH3ラベルが導入される。 
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第三項 Core44-71 と PA28γ の相互作用解析 

前項で Core71 が PA28γと結合することが明らかとなった。これは第二節の第

一項で述べたように、コア蛋白質ドメイン 1 の Leu44-Pro71 が PA28γとの相互作

用に寄与している [28]という先行研究と矛盾しない。そこで、相互作用部位を

限定すべく、コア蛋白質の Leu44-Pro71 で構成されるペプチド、Core44-71 を用

意した。Core71 と同様、ITC を用いて、PA28γ との直接相互作用を調べた。熱

量計のセル側には 35 μM (7 量体換算の濃度)の PA28γを入れ、シリンジ側の 700 

μM の Core44-71 を滴下したところ、複合体形成による発熱は観測されたが、単

Figure 12. NMR による Core71 と PA28γ homolog-specific insert loop の相互作用測定結果。

Core71 存在下と非存在下における化学シフト変化は観測されなかった。 
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純な結合モデルでは説明できないような滴定曲線が得られた(Fig. 13 A)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Core44-71 と PA28γΔloop についても、同様な条件で ITC 測定を行ったが、図

に示すように PA28γ と同じような結果が得られ(Fig. 13 B)、PA28γΔloop も

Core44-71 と複合体形成による発熱は観測されたが、単純な結合モデルでは説明

できないような滴定曲線が得られた。従って、Core71 と PA28γ との相互作用に

おいては、Core71 の Met1-Arg43 領域も何らかの役割を果たしていると考えられ

た。 

Figure 13. Core44-71 と PA28γおよび PA28γΔloop の ITC 測定結果。(A) Core44-71 と PA28γ

の ITC 測定結果。両者の複合体形成による発熱は観測されたが、単純な結合モデルでは

なかった。(B) Core44-71 と PA28γΔloop の ITC 測定結果。こちらも両者の複合体形成に

よる発熱は観測されたが、単純な結合モデルではなかった。 
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第二章 Core71 によるプロテアソーム活性阻害 

第一節 背景 

 第一章において、HCV コア蛋白質フラグメント Core71 が、溶液中で PA28γ

と結合することが ITC を用いて確認された。序論で述べたように、PA28γ はプ

ロテアーゼ活性化因子の一種で、20S プロテアソームに結合してその活性を促進

する働きを持っている。従って、Core71 と PA28γ の相互作用は、PA28γ と 20S

プロテアソームとの複合体形成や、そのプロテアーゼ活性に影響を与える可能

性が考えられた。そこで、第二章では、Core71 が PA28γ-20S プロテアソーム複

合体の形成および活性に及ぼす影響について調べた。第二節の第一項では、ま

ず Core71、PA28γ と 20S プロテアソーム三者の相互作用を調べた。第二項で

は Core71 が 20S プロテアソーム活性にもたらす変化を調べた。第三項では、

第一項と第二項の結果を踏まえて、細胞内におけるコアフラグメントが 20S プ

ロテアソーム活性を阻害するメカニズム提案した。 

 

 

第二節 結果と考察 

第一項 Core71、PA28γ と 20S プロテアソームの相互作用解析 

 20S プロテアソームは 28 個のサブユニットが会合して形成される超分子複

合体であり、発現精製した個々のサブユニットから再構成することは困難で

ある。従って、高濃度を要する ITC 測定に供する試料を用意することができ

ない。よって、本項では、赤血球由来 20S プロテアソームを用い、native PAGE

により Core71 および PA28γ との相互作用を解析した。これまでに、Core71 と

PA28γとの結合が確認され、またプロテアソーム活性化因子である PA28γと 20S

プロテアソームが結合することもすでに知られているので、最初に Core71 と
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20S プロテアソームが結合するかどうかを調べた。Core71 と 20S プロテアソー

ムを混合して、native gel で泳動した結果、Core71-20S プロテアソーム複合体に

対応するバンドが確認され、Core71 と 20S プロテアソームが結合することが分

かった (Fig. 14)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、Core71、PA28γ と 20S プロテアソーム三者の相互作用解析を、native 

PAGE で調べた (Fig. 15)。PA28γ と 20S プロテアソームを単独で native PAGE

で泳動させた場合、シングルバンドが観測された (Fig. 15 lane 1 and lane 2)。

両者を混合したサンプルでは、PA28γ-20S プロテアソーム複合体のバンドは

確認されなかったものの、PA28γ のバンドが薄くなっており、また、20S プロ

テアソームのバンドが上側にシフトする傾向がみられた(Fig. 15 lane 3)。同様

の結果が PA28γ のホモログである PA28α/β と 20S プロテアソームを用いた研

究でも報告されている [39]。これは、ユビキチン依存性分解を促進するプロテ

アソーム活性化因子である 19S 制御因子と 20S プロテアソームの複合体は明瞭

Figure 14. Core71 と 20S プロテアソームの native PAGE。(lane 1) 20S プロテアソーム単

体。(lane 2) Core71 と 20S プロテアソームの混合物。20S プロテアソームのバンドが薄く

なり、その上に、Core71-20S プロテアソーム複合体のバンドが確認された。Core71 と 20S

プロテアソームが結合することが分かった。 
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にシフトしたシングルバンドを示す [40] ことと対照的である。このことから、

PA28γ と 20S プロテアソームとの結合は比較的弱く、native PAGE の条件では解

離会合によりシフトバンドを示さないことが示唆される。一方、Core71 と PA28γ

を混合したサンプルでは、PA28γ より遅い移動度を示し PA28γ-Core71 複合体

に相当すると考えられる明瞭なシングルバンドが確認された (Fig. 15 lane 4)。

これは ITC の結果と一致し、両者の相互作用を支持する結果である。20S プ

ロテアソーム、Core71 と PA28γ、三者を混合したサンプルでは、PA28γ のバン

ドが完全になくなり、20S プロテアソームのバンドも lane 3 に比べ薄くなり、

そしてさらに上側にシフトする傾向をみせた (Fig. 15 lane 5)。この結果は、

Core71 と PA28γ の結合が、PA28γ と 20S プロテアソームとの結合を阻害せず、

むしろ促進する傾向があることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Core71、PA28γ と 20S プロテアソーム三者の native PAGE。(lane 1) PA28γ 単

体。(lane 2) 20S プロテアソーム単体。(lane 3) PA28γ と 20S プロテアソームの混合物。

PA28γ 単体のバンドが薄くなり、20S プロテアソーム単体のバンドは上側にシフトす

る傾向をみせた。(lane 4) Core71 と PA28γ の混合物。両者の複合体のバンドが確認され

た。(lane 5) 三者の混合物。PA28γ 単体のバンドが完全になくなり、20S プロテアソー

ム単体のバンドも lane 3 に比べ薄くなり、さらに上側にシフトする傾向をみせた。 
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第二項 20S プロテアソームの活性変化 

本項では、Core71 が 20S プロテアソームの活性にどんな影響を及ぼすか、

プロテアソーム活性アッセイを用いて調べた。PA28γ のホモログである PA28α

と PA28β が形成するヘテロ 7 量体 PA28α/β は、20S プロテアソームが持つ三つ

の活性、trypsin-like、chymotrypsin-like、PHGH (Peptidylglutamyl peptide hydrolyzing)

すべてを活性化するが、PA28γ は 20S プロテアソームの trypsin-like 活性のみを

活性化する [29]。よって、本研究でも 20S プロテアソームの trypsin-like 活性を

評価した。trypsin-like 活性測定には蛍光基質 Boc-Leu-Arg-Arg-AMC を用いた。 

まずは、20S プロテアソームに異なる濃度の PA28γ を加え、PA28γ による 20S

プロテアソーム活性化を調べた。各サンプルを調製して、4 時間インキュベー

トした。PA28γ 非存在下で 20S プロテアソームに分解された基質の蛍光強度

を 1 とし、異なる濃度の PA28γ を加えたサンプルと 20S プロテアソーム単独

時との比率を図に示した。測定の結果、20S プロテアソームによる基質の分

解は PA28γ の濃度に依存して増加することが示され、精製 PA28γ 蛋白質が十

分な 20S プロテアソーム活性化作用を示すことが確認できた (Fig. 16)。 
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 次に、最も 20S プロテアソーム活性化を示した条件(PA28γ = 0.6 μg)下で、異

なる濃度の Core71 による 20S プロテアソーム活性変化を調べた。測定の結果、

PA28γにより上昇した 20S プロテアソームの活性は Core71 の濃度に依存して

減少していることが分かった。一方、PA28γ 非存在下で、Core71(0.4 μg)のみ

を 20S プロテアソームに加えても、20S プロテアソーム単独時の活性に影響

を与えなかった。つまり、Core71 は PA28γ に依存して、20S プロテアソーム

活性を阻害することが分かった (Fig. 17)。Core71 は、PA28γ-20S プロテアソー

ム複合体の活性調節因子のように作用することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. PA28γによる 20S プロテアソーム活性化。異なる濃度(0, 0.06, 0.1, 0.2, 0.6 μg)

の PA28γ存在下で、20S プロテアソームに分解された Boc-Leu-Arg-Arg-AMC の蛍光強度

を、20S プロテアソーム単独時に対する比率として図に示した。エラーバーは n = 3 の標

準偏差(S.D.)を示した。t 検定により、20S プロテアソーム単独と PA28γ(0.6 μg)のサンプ

ル間で、p<0.01 で有意な上昇が認められた。(**p<0.01) 

Figure 17. Core71 は PA28γ に依存して、20S プロテアソーム活性を阻害する。異なる

濃度(0.016, 0.08, 0.2, 0.4 μg)の Core71 を PA28γ存在下と非存在下の 20S プロテアソーム

に添加した。20S プロテアソームに分解された Boc-Leu-Arg-Arg-AMC の蛍光強度を、20S

プロテアソーム単独時に対する比率として図に示した。エラーバーは n = 3 の標準偏差

(S.D.)を示した。t 検定により、PA28γ(0.6 μg)と PA28γ(0.6 μg) + Core71(0.4 μg)のサンプル

間で、p<0.05 で有意な減少が認められた。(*p<0.05) 
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 序論で述べたように、HCV コア蛋白質自身はユビキチン依存的およびユビキ

チン非依存的な二つの経路を通じて、プロテアソームに分解される [32, 34, 41]。

よって、HCV コア蛋白質と同様、コアフラグメントである Core71 自体も 20S

プロテアソームの基質となって分解される可能性がある。その場合、上記のア

ッセイにおいては、Core71 が蛍光基質の分解を競合的に阻害することにより、

見かけ上調節因子として作用している可能性も否定できない。その可能性を

検討するため、プロテアソーム活性アッセイにおいて Core71 によって最もプ

ロテアソーム活性が阻害された条件(0.6 μg の PA28γと 0.4 μg の Core71)下で、

SDS-PAGE を用いて、Core71 が分解されるか調べた。プロテアソーム活性ア

ッセイと同様、4 時間インキュベートしたのち、Core71 単独のサンプルと

Core71 に PA28γと 20S プロテアソームを加えたサンプルを SDS-PAGE で泳動

させた。その結果、Core71 単独と、三者の混合物とでは、Core71 のバンドに

変化は見られなかった。従って Core71 は PA28γ-20S プロテアソーム複合体に

分解されず、その基質とならないことが示唆された (Fig. 18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. SDS-PAGE による Core71 分解確認。(lane 1) 0.4 μg の Core71。(lane 2) 0.4 μg

の Core71、0.6 μg の PA28γと 0.07 μg の 20S プロテアソーム。lane 1 と比べ、Core71 の

バンドに差はなかった。 
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第三項 Core71 による 20S プロテアソーム活性阻害メカニズム 

以上の結果をもとに、宿主細胞内におけるコアフラグメントが 20S プロテア

ソーム活性を阻害するメカニズムを提案する (Fig. 19)。HCV に感染した細胞に

おいて、成熟コア蛋白質が核内に移行すると、プロテアソームに分解され、

Core151 を含むいくつかのコアフラグメントが生じる [7, 28]。これらのコアフラ

グメントのうち、Core71 のような短いコアフラグメントは、プロテアソームの

基質とならないためそれ以上に分解されることなく、むしろ PA28γ と 20S プロ

テアソームの相互作用を安定化させ、さらに、その活性を阻害する。プロテア

ソーム活性化因子は 20S プロテアソーム中への基質の出入りを制御することで

その活性を調節すると考えられている [42-44]。従って、Core71 も基質の出入り

に影響を与えることで 20S プロテアソーム活性を阻害していると考えられる。 

近年、PIP30 蛋白質が PA28γと 20S プロテアソームの相互作用を促進し、かつ

PA28γ-20S プロテアソーム複合体の活性を阻害するこが示され、内因性の PA28γ

調節因子として機能していることが報告された [45]。生化学的実験は PIP30 が

基質の PA28γ-20S プロテアソーム複合体への出入りを阻害していることを示唆

している [45]。PIP30 は PA28α/βとは結合せず、PA28γと特異的に結合すること

から、PIP30 が結合する領域は PA28γの homolog-specific insert loop であると考え

られた。一方、Core71 による 20S プロテアソーム活性の低下も PA28γに依存し

ているが、Core71の結合にhomolog-specific insert loopは関わっていない (Fig. 10)。

よって、筆者は Core71 が PA28γと 20S プロテアソームの間にある開口部を閉塞

させることで、20S プロテアソームの機能を阻害すると考えた (Fig. 19)。その結

果、核内において、p21Cip1、p16INK4A や p19Arf のような細胞周期を調節する蛋白

質のユビキチン非依存性プロテアソーム分解が阻害される可能性がある 

[46-48]。 
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また、最近では、核内における 26S プロテアソーム複合体(19S 調節因子-20S

プロテアソーム)と 30Sプロテアソーム複合体(19S調節因子-20Sプロテアソーム

-19S 調節因子)の存在が低温電子断層撮影(cryo-ET)や蛍光顕微鏡などにより発見

された [49-51]。これらの結果から、核内でのハイブリッドプロテアソーム複合

体(19S 調節因子-20S プロテアソーム-PA28γ)の存在も示唆された。Core71 による

プロテアソーム開口部の閉塞はハイブリッドプロテアソーム複合体の活性を下

げることができ、また、Core71 による PA28γ-20S プロテアソーム相互作用促進

は 26S や 30S プロテアソーム複合体の形成にも影響することが考えられる。こ

れらの作用により、Core71 は核内のユビキチン依存性プロテアソーム分解をも

阻害することができる。従って、Core71 のような HCV コア由来フラグメントは、

核内プロテアソーム活性を阻害し、核内蛋白質の発現量制御や品質管理機構を

破綻させうる。その結果、細胞周期の異変を引き起こされれば、HCC の進展に

つながると考えられる [15]。この現象は、PA28γ 依存的に進行すると考えられ

ることから、HCV コア蛋白質による病態発現が、PA28γ 遺伝子ノックアウトに

より回避されるメカニズムと関連している可能性が示唆される。 

Figure 19. Core71 の 20S プロテアソーム活性阻害メカニズム。成熟コア蛋白質が核に入

るとホストプロテアソームの分解を受け、Core71 のような短いフラグメントができる。

PA28γ非存在下では 20S プロテアソーム活性に影響しないが、PA28γ存在下では、Core71

は PA28γ-20S プロテアソーム複合体に結合し、その活性を下げる。 
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結語 

本研究では in vitro における HCV コアフラグメント(Core71)と PA28γとの相互

作用を ITC で評価することに成功した。また、Core71 は 20S プロテアソームと

も相互作用するだけでなく、PA28γ と 20S プロテアソームとの相互作用を促進

することも示した。プロテアソーム活性アッセイの結果からは、Core71 が PA28γ

存在下で、20S プロテアソームの trypsin-like 活性を阻害することを明らかとし

た。これらの結果をもとに、細胞内におけるコアフラグメントが 20S プロテア

ソーム活性を阻害するモデルを提案した。筆者のモデルは、HCV コア蛋白質が

いわば外因性のプロテアソーム調節因子として機能しているという新たな視点

を提案するもので、肝細胞における HCV の病原性発現メカニズム解明につなが

るものと期待される。 
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実験の部 

材料 

 His タグ切断に用いるトロンビンは Sigma-Aldrich 社より購入した。ヒトの

20S プロテアソームは Boston Biochem 社より購入した。プロテアソーム活性

アッセイに使用した蛍光基質およびプロテアソーム阻害剤は Peptide Institute 社

より購入した。その他の試薬はすべて Nacalai Tesque 社より購入した。 

 

方法 

コアフラグメントの発現･精製 

コアフラグメント-6×His を発現するプラスミドを作製するために、コア蛋白

質をコードする DNA 断片を His タグ融合蛋白質発現用の pET-21a ベクターに組

み込んだ。コア蛋白質の DNA 断片をそれぞれ Nde Іと Xho Іの制限酵素認識サ

イトを含むプライマーを用いて PCR 法で増幅し、Nde І と Xho І で切断して、

pET-21a の Nde Іと Xho Іサイトに組み込んだ。 

作製したプラスミドを用いて、大腸菌株の一種である BL21 (DE3)を形質転換

した。pET-21a にはアンピシリン耐性遺伝子が組み込まれているので、37 °C の

LB 培地(アンピシリン 50 mg/L 添加)で選択培養を行った。培地の OD600 が 0.6 の

時点で培地中に最終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を添加し、約 4 時間コア

フラグメント-6×His を誘導し、遠心(4000 g, 15 min)により集菌した。 

集菌した大腸菌を Phosphate 緩衝液 Saline(PBS: 136.9 mM NaCl, 7.75 mM 

Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4)で懸濁し、氷上で超音波破砕を行うこ

とで、菌体を破砕した。この溶液を遠心処理(22,000 g, 30 min)し、沈殿物と上清

を分けた。さらに沈殿物を 8 M Urea, 500 mM NaCl-PBS で懸濁し、氷上で超音波

破砕を行った。この溶液を遠心処理 (22,000 g, 30 min)することで、コアフラグ

メント-6×His を可溶化することができた。 
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上清を HisTrap Chelating カラムにアプライし、8 M Urea, 500 mM NaCl-PBS 

20mM Imidazole でカラムを洗い、8 M Urea, 500 mM NaCl-PBS 500 mM Imidazole 

でコアフラグメント-6×His を溶出した。 

 続いて、溶出したコアフラグメント-6×His を、公称分画分子量(NMWL) : 3 kDa

のアミコンチューブを用いて、数回の遠心(4500 g)により溶媒から Urea を除き、

濃縮した。濃縮されたサンプルは液体窒素で凍結させ、実験に用いるまで、-80°C

に保存した。 

 

PA28γの発現･精製 

PA28γ をコードする DNA 断片を 6×His 融合蛋白質発現用の pET-15 ベクター

に組み込み、6×His-PA28γ蛋白質を発現するプラスミドを作製した。作製したプ

ラスミドによって、大腸菌株の BL21(DE3)を形質転換した。pET-15 にはアンピ

シリン耐性遺伝子が組み込まれているので、37 °C の LB 培地(アンピシリン 50 

mg/L 添加)で選択培養をおこなった。培地の OD600 が 0.6 に達した時点で培地中

に最終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を添加し、約 4 時間 6×His-PA28γを誘

導し、遠心(4000 g, 15 min)により集菌した。集菌した大腸菌を Phosphate 緩衝液 

Saline(PBS: 136.9 mM NaCl, 7.75 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4)に

懸濁させ、氷上で超音波破砕を行い、菌体を破砕した。この溶液を遠心処理(22000 

g, 30 min)することで、6×His-PA28γを可溶性画分に得ることができた。 

 上清をフィルター処理(0.8 μm)し、HiTrap Chelating カラム(キレートカラム)に

アプライして、500 mM NaCl-PBS の緩衝液で 0-500 mM イミダゾールの濃度勾配

によって、6×His-PA28γを溶出した。溶出した 6×His-PA28γを NMWL : 10 kDa

のアミコンチューブを用いて、数回の遠心(4500 g)により濃縮した。スロンビン

を添加し、20 °C で 24 時間放置して、PA28γから His タグを切断した。 

スロンビン処理の終えた PA28γ サンプルを Superdex 200 (ゲルろ過カラム)に

アプライして、500 mM NaCl-PBS の緩衝液でゲルろ過を行い、溶出した PA28γ

を NMWL : 10 kDa のアミコンチューブを用いて、数回の遠心(4500 g)により濃縮
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した。濃縮されたサンプルは液体窒素で凍結させ、実験に用いるまで、-80°C に

保存した。 

 

 

円偏光二色性(CD)スペクトル解析 

測定機器には J-720W(日本分光製)を用い、0.1 cm セルを使用した。 

コアフラグメントの溶媒は PBS とし、蛋白質濃度は 16.5 μM、温度は 20 °C、

積算回数 16 回で測定を行った。 

PA28γの場合、0.01 cm セルを使用した。溶媒は 500 mM NaCl-PBS とし、蛋白

質濃度は 66 μM、温度は 20 °C、積算回数 16 回で測定を行った。 

得られた楕円率 θ (mdeg)を方程式(1)により平均モル残基楕円率[θ] (deg cm2 

dmol-1) に換算した。 

 

[θ]= θ・100/(l・c・A)                  (1) 

 

 l は cm 単位の光路長、c は蛋白質のモル濃度、A は測定した蛋白質のアミ

ノ酸残基数である。 

 

超遠心分析沈降速度法(SV-AUC) 

 分析用超遠心機は Optima XL-I 分析用遠心機(Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

を使用し、ローターは Beckman An-60Ti (4 穴)、アルミ製の Double-sector センタ

ーピース、サファイアウィンドウを用いた。コアフラグメントの場合は回転数

60,000 rpm とし、PA28γ の場合は回転数 30,000 rpm とした。溶媒は 500 mM 

NaCl-PBS とし、測定間隔は 2 min とした。得られた測定データについてはプロ

グラム Sedfit を用いて解析し、標準化した沈降係数 s20,w と存在比 C(s)を作図し

た [52]。 
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等温滴定熱量測定（ITC） 

等温滴定型熱量計は MicroCal iTC200 (Malvern Panalytical, Malvern, UK)を使用

した。セル側には 35 μM (7 量体換算) の PA28γまたは PA28γΔloop を 200 μL 入

れ、シリンジ側には 800 μM の Core71 を 40 μL 入れ、2 分毎に 2 μL の Core71

溶液を 20 回滴下した。緩衝液はセル側、シリンジ側ともに 1 mM tris 

(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP), 0.5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 

500 mM NaCl-PBS とし、測定温度は 25°C とした。測定終了後、得られたデー

タをデータ解析ソフトOrigin 7.0 (Microcal Software)を用いて 1:1結合モデルで

フィッティングし、解離定数(Kd)を計算した。 

 

PA28γΔloop プラスミドの作製 

 変異体プラスミド作製には、forward primer : GGTGGCTCTGGCGGTATGCTG 

AAAAGCAACCAGCAGCTG と reverse primer : CATACCGCCAGAGCCACCGAG 

ATTCATGTCAGAGTGGATCTG を使用した。プライマーおよび PA28γ のテンプ

レートプラスミドを含む PCR 反応液を Table 2 に示すように調製し、Table 3 に

示したプロトコールに従い、inverse PCR によりプラスミド全長を増幅した。そ

の後、PCR 産物に制限酵素 DpnI を 1 μL 加え、37°C で 1 時間放置したのち、80°C

で 20 分処理した。Table 4 に示すような条件で、50°C で 30 分処理し、PCR 産物

を閉環させた。処理後の反応液 3 μL で DH5αを形質転換し、生じたコロニーか

ら変異体を含むクローンを得た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2. PCR 反応液組成。 
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Cys の 13CH3‐S‐標識 
 PA28γに還元剤として適量の 0.1M TCEP 溶液(中性)を加え、25°C で 2 時間放

置した。反応バッファーは 1 mM EDTA, 500 mM NaCl-PBS とし、脱気しながら

氷冷をした。10°C で NAP-10 カラムを使用して、2 時間 TECP 処理した PA28γ

の溶媒を反応バッファーに置換し、前もって準備した 100 mM Methyl 

Methanethiosulfonate (MMTS)- 13CH3 を Cys 残基の 1.5-2.0 モル当量加え、4°C でオ

ーバーナイト反応させた。最後に、NMWL : 10 kDa のアミコンチューブを用い

て、13CH3-S-標識後の PA28γ の溶媒を測定バッファー(1 mM EDTA, 500 mM 

NaCl-PBS)に置換し、必要に応じて濃縮し、NMR 測定に用いた。 

 

 

 

 

 

Table 3. PCR プロトコール。 

Table 4. プラスミド閉環処理。 
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NMR 滴定実験 

 NMR 測定は Agilent Technologies 社製 INOVA 600 で行い、プローブは

1H/13C/15N Z 軸 PFG 三重共鳴型を用いた。測定温度は 30°C とした。スペクト

ルの FT 処理は NMRPipe (NIH)を使用した [53]。 

 

Native PAGE 

溶媒をPBSとする蛋白質サンプルは25°Cで15 minインキュベートしたのち、

0.5 μL のサンプルバッファー(キシレンシアノール FF を適量溶かした 50% 

glycerol 250 mM Tris-HCl バッファー)を加え、4%のポリアクリルアミドゲルに

アプライし、泳動バッファー(90 mM Tris, 90 mM ホウ酸)、4.5 時間(100V, 4°C)

泳動した。最後にクーマシーブリリアントブルー(CBB)で染色した。各タンパク

質サンプルのゲルへの添加量は以下の表に示す (Table 5 - 7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5. Core71 と 20S プロテアソームの native PAGE 

(Fig.14) のサンプル調製。 

Table 6. Core71、PA28γと 20S プロテアソーム三者の native PAGE (Fig.15) のサンプル調製。 



 

 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プロテアソーム活性アッセイ 

 プロテアソーム活性アッセイには black flat-bottom 96-well plates (Nunc)を用い

た。溶媒は PBS とし、最終液量 100 μL で 25°C、4 時間インキュベートしたのち、

SpectraMax M5e マイクロプレートリーダー(Molecular Devices Japan)で切断され

た基質 Boc-Leu-Arg-Arg-AMC の蛍光強度を測定した(励起光 360 nm, 発光 460 

nm)。各タンパク質サンプル、蛍光基質の濃度およびプレートへの添加量(μL)は

以下の表に示す (Table 8 and 9)。プロテアソーム阻害剤 Z-leu-leu-Nva-CHO 

(MG-115)はネガティブコントロール(NC)として用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 8. PA28γ による 20S プロテアソーム活性化を評価するプロテアソーム活性アッセ

イのサンプル調製。阻害剤はZ-leu-leu-Nva-CHO (MG-115)、基質はBoc-Leu-Arg-Arg-AMC。 

Table 7. Core71 分解確認の SDS-PAGE (Fig.18) のサンプル調製。 
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Table 9. Core71 による 20S プロテアソーム活性阻害を評価するプロテアソーム活性アッ

セイのサンプル調製。 
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