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研究成果の概要（和文）： 
ユビキチン・プロテアソーム系を介したタンパク質分解は様々な生命現象を制御している。標
的タンパク質へのユビキチン修飾は E1、E2、E3 の 3 つの酵素群を介して行われるが、中でも、
E3 が標的タンパク質の特異性を決める重要な働きをしている。Cullin 型および TRIM 型 E3
は多くの生命現象に関与していると考えられている。我々は Cullin 型および TRIM 型 E3 の機
能解明を目的として、本研究を行った。我々は、Cullin 型 E3 が Mrc1、 Ctf4、 Elongin A、
p53 および Ypt53 の機能を制御していること、そして Lag2 が SCF 型 E3 の活性を負に制御す
ることを示した。さらには TRIM 型 E3 が、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体、 Abi2、 
p53、PIAS3 そして Ikkγの機能を制御していることを明らかにした。これらのことは、Cullin
型および TRIM 型 E3 が、多くの標的タンパク質の機能を制御することにより、様々な生命現
象に関与していることを示すものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ubiquitylation and subsequent proteasomal degradation of regulatory proteins control a 
variety of cellular processes. The ubiquitin conjugation to target proteins is processed by 
three enzymes, E1, E2, and E3. The E3s are responsible for recognizing and recruiting 
target proteins for polyubiquitylation. Cullin-based E3 complexes and TRIM E3 families 
are thought to regulate many cellular events. In this research, we try to clarify the function 
of Cullin-based E3 complexes and TRIM E3 families. Now we show that Cullin-based E3 
complexes are responsible for regulating the function of Mrc1, Ctf4, Elongin A, p53, and 
Ypt53. We also identify that Lag2 negatively modulate the activity of SCF complex. Finally, 
we demonstrate that TRIM E3 families control the function of estrogen receptor, androgen 
receptor, Abi2, p53, PIAS3 and Ikkγ. These observations thus idicate that Cullin-based E3 
complexes and TRIM E3 families plays an important role in a variety of cellular processes 
by regulating the function of many target proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、細胞周期進行・シグナル伝達・発癌・
神経変性疾患・免疫応答など多岐にわたる生
命現象において、ユビキチン・プロテアソー
ム系を介したタンパク質分解が重要な役割
を果たしていることが明らかになり大変注
目を集めてきている。ユビキチンシステムの
発見者である Hershko 博士、Ciechanover 博
士と Rose 博士の 3氏に 2004 年ノーベル化学
賞が授与されたことは記憶に新しい。タンパ
ク質へのユビキチン化反応にはユビキチン
活性化酵素（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）、
ユビキチンリガーゼ（E3）の三種類の触媒酵
素群が関与しているが、この中で E3 は特異
的に基質を認識し分解に導くという重要な
役割を担っている。ユビキチン化される標的
タンパク質は非常に多く、それを特異的に認
識する E3 も非常に多数存在している。しか
しながら E3 がどのよのうな基質を認識しユ
ビキチン依存性分解に導くのかはほとんど
わかっていないのが現状である。そこで E3―
基質関係を明らかにすることはユビキチ
ン・プロテアソーム系の機能を知るために急
務である。 
 
２．研究の目的 
ユビキチン化修飾による分解制御系が、様々
な生命現象に重要な働きを果たしているこ
とが明らかになり、注目を集めてきている。
中でも、この分解システムの多様性を決める
ユビキチンリガーゼ(E3)の研究が盛んに行わ
れてきており、現在までに E3 本体に関して
はかなり明らかになってきている。この領域
の次の課題は個々の E3 に対する特異的基質
の同定に移ってきている。近年の質量分析法
の技術進歩および EST 計画の進行によるデ
ータベースの充実により微量タンパク質の
同定が可能になってきている。そこで本研究
では、様々な E3 に対する基質を免疫沈降法
および質量分析法の組み合わせにより分
離・同定し、さらにはこれら酵素・基質関係
により制御される生命現象を解明すること
（Degradome 解析）を目的とする。ユビキ
チンリガーゼの多様性に焦点を絞り、その分
子論的機序、生理的意義との関連について細
胞生物学的解析を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) Cullin 型および TRIM 型 E3 ユビキチン
リガーゼに対する基質の網羅的解析 
 Cullin 型 E3 は細胞周期、シグナル伝達、
DNA 複製や転写などに、また一方 PML、EFP や
Trim32 などの TRIM 型 E3 は、多くの癌や白血
病に関与していることが報告されている。
DNA データベースを利用し Cullin 型および
TRIM 型 E3 を網羅的にクローニングし、酵母

2 ハイブリッド法や pull-down 法により相互
作用するタンパク質（基質タンパク質の候
補）を同定する。 
(2) ホルモン依存性癌に関与する分子のユ
ビキチン化解析 
 多くのホルモン依存性癌（乳癌、卵巣癌、
前立腺癌など）は性ホルモン依存性に増殖し、
直接予後に影響をもたらす。多くの性ホルモ
ン受容体はリガンド依存性もしくは非依存
性にユビキチン化を受けることが知られて
いるが、現在のところ性ホルモン受容体に対
する E3 は不明である。したがって酵母 2 ハ
イブリッド法や pull-down法により相互作用
するタンパク質（E3 の候補）を同定する。 
(3) 新規基質あるいは E3候補タンパク質の
クローニングおよび抗体の作製 
 データベースを用いて 1.あるいは 2.で同
定したタンパク質をクローニングし、大腸菌
およびレトロウイルス用発現ベクターを作
製する。市販で抗体が手に入らない場合は、
大腸菌の発現系を用いてリコンビナントタ
ンパク質を作製しウサギに免疫してポリク
ロ―ナル抗体をつくる。 
(4) E3 の新規基質候補タンパク質の安定性
に及ぼす影響の検討 
野生型あるいは不活性型の E3 の過剰発現

あるいは RNA 干渉法による E3 の発現コント
ロールを行い、3.で作製した抗体を用いて 1.
で同定した内在性の新規基質候補タンパク
質の半減期への影響を検討する。本当の基質
であるのならば、野生型のE3の過剰発現で、
その安定性は低下し、一方 E3 の過剰発現や
RNA 干渉法による E3 の発現抑制で、その安定
性は亢進するはずである。この過程で同定し
たタンパク質が本当の基質であるかどうか
の選別ができる。 
(5) 新規 E3タンパク質の性ホルモン受容体
の安定性に及ぼす影響の検討 
 2.で同定した野生型あるいは不活性型の
新規 E3 タンパク質の過剰発現あるいは RNA
干渉法による新規 E3 タンパク質の発現コン
トロールを行い、4.と同様な方法で性ホルモ
ン受容体の安定性への影響を検討する。4.と
同じく、この過程で同定したタンパク質が本
当の E3 であるかどうかの選別ができる。 
(6) 4.および 5.で同定した E3―基質関係に
より制御される細胞生物学現象の検討 
 新規基質のアミノ酸配列よりその生体内
での機能を予測する。E3 の過剰発現あるいは
RNA干渉法によるE3の発現抑制によって新規
基質の発現を制御することにより、どのよう
な細胞生物学的変化が現れるかを解析する。 
 
４．研究成果 
本課題では、出芽酵母および哺乳類におけ

るユビキチンリガーゼの多様性を Cullin フ



 

 

ァミリーと TRIM ファミリーで解析した。 
(1) Cullin 型の機能解析 
①出芽酵母 Lag2 は SCF 複合体の機能を負に
制御する 
 出芽酵母 SCF 複合体は、RING-finger タン
パク質 Rbx1、Cullin タンパク質 Cdc53、アダ
プタータンパク質 Skp1、そして基質認識サブ
ユニット F-boxタンパク質からなる四量体で
構成されている。SCF 複合体の最も特徴的な
点は、Rbx1、Cdc53 および Skp1 は常に共通の
構成因子であるのに対し、基質認識サブユニ
ットである F-boxタンパク質は可変因子であ
り、これを交換することによって非常に多く
の基質に対応できるようになっていること
である。出芽酵母には 21 種類の F-box タン
パク質が存在しているが、我々は F-box タン
パク質を用いて酵母 two-hybrid スクリーニ
ングを行った。その結果、寿命関連因子とし
て報告されているLag2を複数の異なるF-box
タンパク質の結合タンパク質として同定し
た。Lag2 は F-box タンパク質に直接結合する
のではなく他の共通構成因子を介して結合
することが示唆されたが、確かに Lag2 が
Cdc53 と結合することを明らかにした。この
ことより、Lag2はSCF複合体の基質ではなく、
活性の調節因子であることが考えられた。ユ
ビキチン様小分子である Rub1 修飾を Cdc53
が受けることにより SCF複合体の活性は制御
されているが、Lag2 を過剰発現することによ
り Cdc53 に対する Rub1 修飾が抑制されるこ
とを、また一方、Rub1 修飾関連因子である
Dcn1と Jab1と共にLag2を欠失させることに
より Cdc53 の Rub1 化が促進されることを示
した。さらに Lag2 欠失酵母において、SCF 複
合体の基質として知られている Sic1 や Cln2
の安定性が低下していることを明らかにし
た。また試験管内での Rub1 およびユビキチ
ン修飾反応においても同様な結果を得た。こ
れらのことは、Lag2 が SCF 複合体の機能を負
に制御していることを示すものである。 
②出芽酵母 Roy1 は Rab5 様小 G タンパク質
Ypt52 の機能を負に制御することにより細胞
内タンパク質輸送に関与する 
 近年の研究により F-boxタンパク質の一部
に SCF複合体を形成しないものがあることが
明らかになり、non－SCF 型 F-box タンパク質
と呼ばれている。我々は non－SCF 型 F-box
タンパク質である Roy1の機能解析を行った。
Roy1が Rab5様小 GTPaseであるYpt52と生理
的条件下で結合することを明らかにした。出
芽酵母には Vps21、Ypt52、Ypt53 の３種類の
Rab5 様タンパク質が存在し、細胞内タンパク
質輸送や細胞増殖を制御していることが知
られている。これまでの報告のように Vps21
を欠失させることにより細胞内タンパク質
輸送や細胞増殖が著明に抑制されたが、
Ypt52 の欠失ではほとんど影響をみることは

できなかった。しかしながら Vps21 と Roy1
を共に欠失させることにより、Vps21 単独欠
失でみられた抑制はほとんど回復した。さら
に Vps21、Roy1、Ypt52 の欠失変異体では再
び著明な抑制がみられたことより Roy1 は
Ypt52 の機能を負に制御していることが示唆
された。さらにはRoy1が GDP型とnucleotide
－free の Ypt52 と結合すること、および Roy1
が Ypt52 への GTP の結合を阻害することを見
出した。これらの結果は Roy1 が Ypt52 の機
能を負に制御することにより細胞内タンパ
ク質輸送や細胞増殖に関与していることを
示唆した。 
③ ①，②に加えて、出芽酵母 SCF 型 E3 に
おいて Dia2 が Mrc1、CTF4 と、Met30 が Cad1
と、Ufo1 が Rpi1 と、と相互作用することを
見出した。出芽酵母 Cul8 が多くのタンパク
質と E3 複合体を構成し、サイレンシングに
関与していることを明らかにした。哺乳類
Cullin 型 E3 においては、Fem1B が Nek2 と、
そして Zyg11B が AIF とさらには ElonginA が
RNAポリメラーゼIIと相互作用することを同
定した。 
 
(2) TRIM 型 E3 の機能解析 
①TRIM8 による STAT3 依存的シグナル伝達制御

機構の解明 
 TRIM8はRINGドメインを有するのでユビキ
チンリガーゼ（タンパク質分解関連酵素）で
あることが示唆されるが、TRIM8 が認識する
基質は同定されていなかった。われわれは
TRIM8 の基質を同定するために酵母ツーハイ
ブリッド法を行った結果、PIAS3 を候補分子
として同定した。IP-Western blotting によ
り 293T 細胞内で TRIM8 と PIAS3 の結合を確
認した。さらにタンパク質合成阻害剤を用い
た pulse-chase 実験により TRIM8 依存的な
PIAS3 の分解促進が起こることを確認した。
PIAS3 は特異的に STAT3 の転写活性を抑制す
るので、STAT3 依存的レポータープラスミド
を用いて TRIM8 が PIAS3 の活性を制御するこ
とを確認した。すなわち IL-6 依存性の STAT3
による転写活性が PIAS3によって抑制された
が、TRIM8 の過剰発現により PIAS3 の抑制効
果がキャンセルされた。TRIM8の PIAS3-STAT3
経路に対する細胞生物学的機能を検討する
ために、STAT3 依存的な癌化に対する影響を
調べた。活性型 c-Src(Y52７F)変異体を用い
て STAT3 経路を活性化すると NIH-3T3 細胞は
癌化し足場非依存的に増殖することが知ら
れている。このアッセイ系を用いて TRIM8 を
過剰発現させるとガン化が十数倍亢進した
（コロニー数による比較）。HeLa 細胞は内在
性の PIAS3を他の細胞株に比べて強く発現し
ていたので、HeLa 細胞に TRIM8 を過剰発現さ
せた結果、核内に局在していた内在性の
PIAS3 が核外に排除されることを見出した。



 

 

これは TRIM8によるタンパク質分解とは独立
した、別の経路による PIAS3 の制御メカニズ
ムと考えられた。TRIM8 はインターフェロンγ
刺激によりそのメッセンジャーRNA の転写が
誘導されることから免疫システムに関与し
ていることが推測されている。しかしながら
タンパク質レベルでは検討されていないの
でインターフェロンγ刺激で TRIM8 が誘導さ
れるかどうかを抗 TRIM8抗体を用いて検討し
たがインターフェロンγ刺激による内在性
TRIM8 の発現誘導は認められなかった。われ
われは、TRIM8 が PIAS3 に対するユビキチン
リガーゼであることを示した。PIAS3は STAT3
に対する抑制分子である。STAT3 は多様な役
割を担っており、細胞増殖活性、抗アポトー
シス活性、癌組織に対する免疫反応抑制効果、
ES 細胞の多能性の維持などに寄与している。
したがって TRIM8 は PIAS3 の抑制を介して
STAT3 を活性化することによりさまざまな経
路を制御する可能性がある。今回われわれは
TRIM8 が PIAS3 の抑制を介してすくなくとも
ガン化に寄与していることを示した。 
② ①に加えて、TRIM25 と TRIM68 はそれぞ
れエストロゲン受容体およびアンドロゲン
受容体の活性化に関与し、TRIM21 は B細胞に
おける抗体産生の際のタンパク質品質管理
に関与していることを見いだした。また、
TRIM32 は Abl 関連分子 Abi2 のユビキチン化
依存性分解に関与し、その発現レベルが頭頸
部癌の悪性度と相関関係があることが判明
した。さらには TRIM29 が Tip60 を介して p53
の活性を制御すること、また TRIM40 は IKKγ
の Nedd8 修飾を促進し、胃腸の癌を抑制する
ことを明らかにした。 
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