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研究成果の概要（和文）：ユビキチン修飾系は、様々な生命現象に重要な働きを果たしている。本研究では、
Cullin型およびTRIM型E3に対する基質を同定し、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の解
明を目的とした。我々は、Cullin 型E3のUcc1がクエン酸合成に、SSB4がシグナル伝達に、ASB7が紡錘体形成
に、そしてPrameが転写に関与していることを見出した。またTRIM型E3のTRIM45が癌抑制に、TRIM23が脂肪細胞
分化に、TRIM29がDNA修復に、そしてRNF207が糖代謝に関与していることを発見した。本研究によりCullin型お
よびTRIM型E3の新たな機能が解明された。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin system controls a variety of cellular processes. In this research,
 we try to clarify the new substrates and function of Cullin-type and TRIM-type E3s. Now we show 
that, in the Cullin type E3s, Ucc1, SSB4, ASB7 and Prame is related to the regulation of citric acid
 composition, signal transduction, spindle formation and transcription, respectively. Furthermore, 
we demonstrate that, in the TRIM-type E3s, TRIM45, TRIM23, TRIM29 and RNF207 controls tumor 
suppression, fat cell differentiation, DNA repair and glucose metabolism, respectively. Our findings
 shed the light on the new function of Cullin-type and TRIM-type E3s.

研究分野： 生物学

キーワード： ユビキチン修飾
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系は選択的にタンパク質

を識別し、多彩な形態のユビキチン（ポリユ
ビキチン鎖など）を結合させて分解のみなら
ず多様な様式でその機能を制御することで、
細胞周期進行・シグナル伝達・DNA 複製・神
経変性疾患・免疫応答など多岐にわたる生命
現象において重要な役割を果たしている。ユ
ビキチン系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 3 種類の触媒酵素群によって、
E3 が特異的に認識する基質タンパク質に
種々の様式のユビキチン鎖を結合させるこ
とで始動する。それゆえ、E3 による基質識別
メカニズムの理解はユビキチンネオバイオ
ロジーの解明に不可欠な研究テーマである。
ユビキチン修飾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（ヒトで約 600 種類）存在する。 
E3 は大きく分けて、HECT 型、U-box 型、
RING-finger 型 に 分 類 さ れ る 。 中 で も
RING-finger 型 E3 は最も数が多く、様々な生
命現象に重要な役割を果たす E3 が数多く含
まれている。RING-finger 型 E3 には単量体型
と複合体型がある。前者の中に TRIM ファミ
リーと呼ばれる一群があり、哺乳類において
70 種類以上のメンバーから構成される。TRIM
タンパク質は、RING-finger ドメイン、B-box
ドメインそしてcoiled-coilドメインを有し
ており、C 末端側に基質認識領域と考えられ
るユニークな配列が存在する。一方、後者の
中に Cullin 型 E3と称される複合体を形成す
る一群がある。Cullin 型 E3 は基本的に
RING-finger タンパク質、Cullin、アダプタ
ータンパク質、そして基質認識サブユニット
からなる四量体で構成されており、哺乳類で
は、それぞれの Cullin と複合体を形成する
因子が明らかにされている。これら Cullin
型 E3 の最も特徴的な点は、RING-finger タン
パク質、Cullin、アダプタータンパク質は常
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。 
 データベース検索により、非常に多くの
TRIM 型 E3 や Cullin 型 E3 が存在することが
明らかになっており、さらには個々の E3 が
複数の基質を認識しユビキチン化すること
より、多彩な生命現象を制御していると考え
られているが、これら E3 の機能はほとんど
解明されていないのが現状である。そこでこ
の分野の重要な課題はこれら E3 の機能（選
択的に識別する基質の同定と生理的及び病
理的役割）を明らかにすることであり、本研
究課題では Cullin 型、TRIM 型 E3 の機能解明
に取り組む。 
 
２．研究の目的 
 ユビキチン修飾において基質特異性決定
という重要な役割を担っている E3 は精力的

に研究されており、現在までに E3 の構造は
ほぼ明らかとなっている。現在の E3 研究の
重要な課題は個々の E3 に対する特異的基質
の同定とその機能の解明である。近年の質量
分析法の技術進歩およびデータベースの充
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、Cullin 型
E3やTRIM型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、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を目的とする。さ
らには、先行研究により同定している Cullin
型 E3 や TRIM 型 E3 の基質に関する解析を進
め、これらの生理的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) E3ユビキチンリガーゼの新規基質の同定 
Cullin 型 E3 は刺激伝達、細胞周期などに、
また TRIM 型 E3は多くのガンや白血病や免疫
応答に関与している。Cullin 型および TRIM
型 E3 に対する新規ユビキチン化基質を免疫
沈降法や酵母2ハイブリッド法などを用いて
同定する。新たに同定した酵素―基質間の制
御機構を細胞生物学的に明らかにする。さら
に、領域内共同研究で新規基質の同定も進め
る。 
(2) Cullin 型 E3 ユビキチンリガーゼの機能
解析 
先行研究により、Cullin 型 E3 である Ssb4 や
Zyg11b の基質として EphB2 と Mcl1 をそれぞ
れ同定している。EphB2 は細胞膜受容体型チ
ロシンキナーゼで刺激伝達に機能し、Mcl1 は
抗アポトーシス作用を有する因子である。こ
れら E3―基質間の制御機構を細胞生物学的
手法により明らかにする。 
(3) TRIM 型 E3 ユビキチンリガーゼの機能解
析 
TRIM タンパク質はガン化、免疫制御（自然免
疫応答）、神経分化などに関与することは判
明してきており、特に TRIM9/67（神経系特異
的発現）や TRIM45（癌関連）などの基質タン
パク質の同定を行い、細胞の増殖・分化等に
関する生理機能の解明を進める。また、K48
鎖以外のユビキチン鎖形成に関与する TRIM
タンパク質が明らかとなってきており、多様
なユビキチン鎖形成における TRIM タンパク
質の役割を細胞生物学的手法により明らか
にする。 
 
４．研究成果 
本課題では、Cullin ファミリーと TRIM フ

ァミリーの機能解析に取り組んだ。 
(1) Cullin 型 E3 の機能解析 
①グリオキシル酸回路は微生物や植物に特
有の代謝経路である。これらの生物はグルコ
ースが不足すると、酢酸や脂肪酸を材料にし
て、グリオキシル酸回路→クエン酸回路→糖
新生という一連の代謝反応によってグルコ
ースを合成する。これまで回路の活性は、グ
ルコースが豊富にあると「オフ」になり、グ



ルコースが不足して、炭素源として酢酸や脂
肪酸が細胞内に取り込まれると「オン」にな
ることが知られていたが、スイッチの詳しい
メカニズムは明らかにされていなかった。 
我々は、回路の中で最初の反応を触媒するク
エン酸合成酵素（Cit2）に着目し、グルコー
スが豊富にあると Ucc1 が Cit2 の分解を促進
して、回路の活性を抑制することを見出した
（オフの状態）。また、グルコースが不足し
て酢酸や脂肪酸からグルコースを作る必要
が生じると、Ucc1 が Cit2 から解離して、安
定化した Cit2 が回路を活性化することも見
出した（オンの状態）。 本研究は、代謝経路
の活性が代謝酵素の「分解」によって制御さ
れるというユニークなスイッチ機構を明ら
かにしたものといえる。今後、バイオ燃料な
どの有用物質の生産を目指す代謝工学、感染
症の克服を目指す医学などの分野で、Ucc1 は
重要な「ツール」および「ターゲット」にな
ると期待される。（Mol Cell 59, 22, 2015）。 
 
②適切な紡錘体形成は細胞分裂が正常に終
結するために必須である。しかしながら、細
胞分裂期における紡錘体形成の制御機構は
完全には解明されていない。我々は Cullin 5
に結合する機能未知のユビキチンリガーゼ
ASB7 を解析する過程において基質分子 DDA3
を同定した。DDA3 はキネシンファミリーに属
するKif2aと協調して紡錘体形成を抑制する
ことが知られている。興味深いことに微小管
の存在は ASB7 と DDA3 の結合を阻害し、ASB7
依存的な DDA3 のポリユビキチン修飾も減少
し、結果として DDA3 は安定化した。また、
ASB7 をノックダウンすると DDA3 は蓄積し、
細胞分裂期における染色体の整列に異常が
見られたが、この異常は ASB7 の再導入で回
復した。 これらの結果をまとめると、ASB7
は DDA3 を不安定化し、微小管の伸長を誘導
する。微小管が十分量形成するとASB7とDDA3
の結合が阻害され、DDA3 が安定化することが
示唆された(図 2)。したがって ASB7 と DDA3
の間には微小管の存在量を介したフィード
バック機構が存在し、適切な紡錘体の形成が
保証されていると考えられる（J Cell Biol 
215, 95, 2016）。 
 
③VHL 病（腫瘍が主症状）の発症メカニズム
は解明されつつある。すなわち、pVHL がその
基質分子である HIFαをポリユビキチン修飾
し、プロテアソーム依存的に分解し、HIFα
の量を制御する、という機構の破綻によるも
のである。我々は、pVHL の新規基質を探索し
た結果、転写因子 B-Myb を pVHL 結合タンパ
ク質として同定した。B-Myb は血管内皮細胞
増殖因子（VEGF）受容体や血小板由来成長因
子（PDGF）受容体依存的にそのリン酸化され
ると pVHL に認識されにくくなり、安定化す
ることが示唆された。 次に、pVHL 欠損細胞
株 786-O の腫瘍形成能を指標に B-Myb の生物
学的な役割を検討した。B-Myb をノックダウ

ンした786-O細胞をヌードマウスの皮下に移
植したところ、腫瘍形成能の著しい亢進が認
められた。B-Myb は転写因子であるので、ど
のような遺伝子群の変動が腫瘍形成能の亢
進に寄与しているのかをマイクロアレイ解
析により検討した。その結果、HIF 経路で制
御されている遺伝子群の有意な変動は認め
られなかったことから、HIF 経路「非依存性」
の経路を制御していることが示された。これ
らの結果は B-Myb が HIF 経路とは別の経路を
制御することでVHL病の発症や進行を抑制し
ていることを示唆している（Mol Cell Biol 31, 
1803, 2016）。 
 
(2) TRIM 型 E3 の機能解析 
 TRIM 型 E3 に関して、転写因子等の活性化
制御に関与する TRIM タンパク質を生化学的
手法により同定し、細胞生物学的解析により
細胞増殖や分化に関するそれらの新たな機
能が明らかになった。TRIM45 が RACK1 と相互
作用することで PKC シグナルを抑制し、癌抑
制遺伝子的機能を有することを明らかにな
った(Oncogene 34, 1280, 2015)。 
網羅的な生化学的解析により、細胞分化や
DNA修復に関与するTRIMタンパク質を同定し、
分子生物学的解析によりクロマチン制御に
関する新たな機能を解明した。特に、TRIM23
が脂肪細胞分化制御因子（転写因子）である
PPARを安定化させることで、脂肪細胞の分化
成熟を進めることが明らかとなった（計画研
究代表研究者佐伯博士との共同研究）(eLIFE 
4, e05615, 2015)。また、TRIM29 が DNA 修復
因子群と相互作用し、DNA 修復の足場として
機能することが判明した (Nature Commun 6, 
7299, 2015)。さらに、TRIM29 は扁平上皮細
胞に特異的に発現し、上皮細胞分化の制御因
子である p63 や ZEB1 の発現調節に関与する
ことが判明した(Biochim Biophys Acta-Mol 
Cell Res 1853, 2296, 2015)。すなわち、
TRIM29 が扁平上皮系列細胞における上皮間
葉転換EMTに関与する因子であることが判明
した。 
 さらに、TRIM ファミリーの中で Class V サ
ブファミリーに属する RNF207 の機能を解析
したところ、そのノックダウン実験により
ATP 産生の低下及び還元型 NAD 量の減少が観
察された。電子顕微鏡を使用した形態学的解
析を行ったところ、RNF207 の発現低下により
オートファジーの亢進が認められた。これら
の原因を解明するためにメタボローム解析
を行ったところ、糖代謝経路の解糖系とクエ
ン酸回路の中間に位置するピルビン酸デヒ
ドロゲナーゼの活性が低下していることが
明らかとなった（J Mol Cell Cardiol 100, 43, 
2017）。今後は、ピルビン酸デヒドロゲナー
ゼに対する RNF207 の影響を分子レベルで解
明することが重要と考えられる。以上の研究
成果に基づき、TRIM ファミリータンパク質に
関する複数の総説の執筆依頼を受け、現在注
目されている分野として評価されたと判断



できる。JAK-STAT誌には「幹細胞維持シグナ
ルにおける TRIM タンパク質の関与」に関す
る総説を、J Biochem誌には「TRIM ファミリ
ーが関与する疾患」に関する総説を、Trends 
in Biochem Sci誌（Cell Press）には「最近
注目されている TRIM ファミリーが関与する
機能」に関する総説を発表した。 
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