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研究成果の概要（和文）：本研究では、ユビキチン・プロテアソーム系の多彩な生理機能を明らかにするため
に、基質側からE3を探索するシステムを構築した。出芽酵母のタンパク質半減期データベースから、機能的に重
要な短寿命タンパク質を複数個選択した。そしてE3欠失株あるいは発現抑制株を用いてこれらのタンパク質の分
解を制御するE3の同定を行った。その結果、Nup1、Tma17、Hcm1、Cdc1そしてSpo12の分解を制御するE3としてそ
れぞれ、p70、p75、p75、p65およびp150、そしてp340を見出した。さらにはp340によるSpo12分解の生理的意義
を明らかにした。本研究によりユビキチン系の新たな機能が解明された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for E3s which control the stability of the 
substrates to clarify various phenomenon regulated by the ubiquitin proteasome system. We chose 
several functionally important short life proteins using a database for protein half-life of the 
budding yeast. We identified E3s which controlled the degradation of these proteisn using E3 
deletion strains. As a result, we found p70, p75, p75, p65 and p150 and p340 as E3s which controlled
 the degradation of Nup1, Tma17, Hcm1, Cdc1 and Spo12. In addition, we clarified the physiological 
significance of the Spo12 degradation mediated by p340. Our findings shed the light on the new 
function of ubiquitin proteasome system.

研究分野： 生物学

キーワード： タンパク質分解
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン・プロテアソーム系において、
E3 リガーゼ（ユビキチン転移酵素）は特異
的な基質と結合してユビキチンを付加する
役割を担っている。出芽酵母には数十種類、
哺乳類には数百種類の E3 リガーゼがあるが、
多くの E3 リガーゼについては特異的な基質
が未同定であるため、生理機能も明らかでな
い。ユビキチン・プロテアソーム系による生
命現象の制御を明らかにするためには、個々
の E3 リガーゼの基質を同定して、ユビキチ
ン化の制御機構や分解の生理的意義を調べ
る必要がある（Deshaies and Joaerio, Annu. 
Rev. Biochem. 2009）。 
従来の基質探索では、E3 リガーゼと結合す
るタンパク質を two hybrid 法や質量分析な
どによって選び出し、膨大なリストの中から
偽陽性を排除して、分解基質を絞り込む方法
が採られてきた。しかしながら、結合を指標
とした E3 リガーゼ側からの基質探索は、必
ずしも容易ではないことが明らかになりつ
つある。たとえば、分解基質の選別は E3 リ
ガーゼと基質の結合の強弱だけでなく、ユビ
キチン鎖の伸長、脱ユビキチン化、プロテア
ソームへの標的化ステップなど、多段階で制
御されている。すなわち、E3 リガーゼと同
程度の強さで結合するタンパク質でも、最終
的に分解されるタンパク質と分解されない
安定なタンパク質が存在する（Rape et al., 
Cell 2006; Zhang et al., Cell 2013）。また、
E3 リガーゼと基質の相互作用が微弱で一過
的であることも、結合を指標にした分解基質
の探索を困難にしている。そこで本研究では、
全く逆のアプローチとして、「基質側からの
探索システム」を構築する。具体的には、デ
ータベースから短寿命タンパク質を選び出
し、改変型 SGA（Synthetic Genetic Array）
法を駆使して、その分解を担う E3 リガーゼ
を網羅的に同定する。最終的には、同定した
E3 リガーゼおよび分解基質の生理機能の解
明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 出芽酵母を材料とした研究では、網羅的な
遺伝学的・生化学的データもとに、局所的な
反応系に関連する因子群を同定して反応機
構を解析するトップダウン型のアプローチ
が大きな成果をあげつつある。これを可能に
しているのがリソースとデータベースの充
実である。出芽酵母では、全ての非必須遺伝
子のノックアウトコレクション、必須遺伝子
のノックダウンコレクション（DAmP 株）、
染色体上の全遺伝子の下流に各種タグを挿
入したタグ付きコレクション（TAP（Tandem 
Affinity Tag）、GFP、GST など）を容易に
入手できる。さらに、二重変異株を網羅的に
作製して表現型（遺伝学的相互作用）を定量
的に解析するSGA（Synthetic Genetic Array）
法も開発された。その他、共免疫沈降による
物理的相互作用、GFP 融合タンパク質の細胞

内局在などの網羅的な解析の結果も、データ
ベースから抽出できる。 
本研究は E3 リガーゼの基質探索を目的とし
ている。斬新な点は、出芽酵母の充実したリ
ソースとデータベースを駆使して「機能的に
重要で」「プロテアソーム依存的に分解され
る」「短寿命タンパク質」を最初に選別する
ことにある。また、70 種類の E3 リガーゼの
破壊株（必須遺伝子についてはノックダウン
株）において、3xHA タグを付加した分解基
質を内在レベルで発現させる。この株を構築
する時、SGA 法における株構築のステップを
利用して、実験の簡素化と高速化を図ること
にも新規性がある（改変型 SGA 法）。出芽酵
母のユビキチン修飾系酵素は約７０種類に
限られているので、それらを全て解析すれば
E3 リガーゼを同定できる可能性が極めて高
いと考えられる。さらに、分解基質の細胞内
局在、表現型、遺伝学的・物理的相互作用の
情報をもとに、候補となる E3 リガーゼを予
測することも可能である。 
 
３．研究の方法 
（１）プロテアソーム依存的に分解される基
質の検索 
ハーバード大学の O’shea らは、染色体上の
ORF 下流に TAP タグ（Tandem Affinity Tag）
を挿入した出芽酵母株のコレクションを用
いて、内在レベルで発現するタンパク質の半
減期を網羅的に測定した（Belle et al., PNAS 
2006）。我々はこのリストから①半減期が３
０分以内で、②過去の文献から機能的に重要
であると予想され、③短寿命の意義が未解明
なタンパク質を抽出した。ユビキチン・プロ
テアソーム系による未知の制御があると期
待される５つの分野－細胞周期、脂質・オル
ガネラ生合成、リボソーム生合成、転写因子
制御、核膜制御－に関連する短寿命タンパク
質を扱う。これら遺伝子の染色体上の ORF 下
流に、抗生物質 clonNAT 耐性遺伝子を用いて
3xHA タグを挿入する。発現をウエスタンブロ
ッティングによって確認したのち、プロテア
ソーム阻害剤（MG132）を使ったシクロヘキ
シミドチェイスによって、プロテアソーム依
存的に分解される基質を選別する。 
 
（２）改変型 SGA（Synthetic Genetic Array）
法による E3 リガーゼの同定 
 SGA 法とは出芽酵母における遺伝学的相互
作 用 を 網 羅 的 に 解 析 す る 方 法 で あ る
（ Baryshnikova et al., Methods in 
Enzymology 2010 など）。抗生物質 clonNAT の
耐性遺伝子によって遺伝子Aを破壊した株と、
全遺伝子をカナマイシン耐性遺伝子によっ
て破壊したノックアウトコレクション（～
6500 クローン）を掛け合わせて、2倍体を作
製する。胞子形成の後、段階的なセレクショ
ン経て、clonNAT とカナマイシンの両方に耐
性をもつ１倍体の二重破壊株を作製する。そ
れら二重破壊株の表現型から、遺伝子 Aと他



の遺伝子の遺伝学的相互作用を網羅的に解
析するものである。 
本研究では、SGA における株構築のステッ

プを利用する（改変型 SGA 法）。ユビキチン
修飾系因子を欠損した破壊株をノックアウ
トコレクションから用意する。ユビキチン修
飾系には APC（Anaphase Promoting Complex）
や SCF 複合体の一部など、破壊株を作製でき
ない必須遺伝子もある。これらについては、
mRNA を不安定化することによって発現をノ
ックダウンした DAmP 株（Breslow et al., Nat. 
Methods 2008）を用いる。これらの変異株と、
3xHA タグを付加した分解基質の発現株を掛
け合わせる。セレクションを経て最終的に完
成する株は、3xHA タグを付加した分解基質を
発現すると同時に、ユビキチン修飾系因子を
欠損している。最終的に得られた株について、
シクロヘキシミドチェイスと抗 HA 抗体によ
るウエスタンブロッティングを行い、分解に
必要な E3 リガーゼおよびその制御因子を同
定する。 
 

（３）同定した酵素・基質の関係により制御
される生命現象の解明 
 同定したE3リガーゼと分解基質について、
免疫沈降および pull down アッセイによる相
互作用の解析、シクロヘキシミドチェイスお
よびパルスチェイス法による分解のアッセ
イ、in vitro ユビキチン化反応などを行う。
さらに、分解制御機構（フィードバック・フ
ィードフォワード制御など）、E3 リガーゼお
よび分解基質の転写・翻訳レベルの発現調節
機構、遺伝学的相互作用などの解析によって、
ユビキチン化の制御や分解の生理的意義を
調べる。 
 
４．研究成果 
（１）改変型 SGA（Synthetic Genetic Array）
法による E3 リガーゼの同定 
 種々の短寿命タンパク質の分解を制御す
る E3 リガーゼを改変型 SGA 法を用いて同定
することを試みた。その結果、核膜孔複合体
の構成因子である Nup1 が RING 型 E3 である
p70 で分解されることを見出した。またスト
レス条件下でのプロテアソーム会合促進因
子 Tma17 および転写因子 Hcm1 が RING 型 E3
である p75 で分解されることを見出した。そ
して細胞周期関連因子 Cdc1 が p65 と p150 ノ
2つの異なるE3で分解を制御されていること
を発見した。さらには FEAR ネットワークの
構成因子である Spo12 が Hect 型 E3 である
p340 で分解されることを見出した。 
 
（２）Spo12 の E3 リガーゼ p340 による分解
制御機構の解析 
①Spo12はp340およびAPCCdh1欠失株で安定
化する 
Spo12とp340の内在性の結合を免疫沈降実

験によって調べた。染色体上の p340 遺伝子
ORFの末端に3xFLAGタグを相同組換えによっ

て挿入して、p340-3FLAG タンパク質を発現す
る株を作製した。細胞をグラスビーズによっ
て破砕した後、抗 FLAG 抗体を用いて p340 を
免疫沈降させた。その結果、Spo12 も共沈降
されたことから、Spo12 と p340 は生理的な条
件下で結合することが明らかになった。 
p340 の E2 酵素として、Ubc4 および Ubc5 が
報告されている。各欠失株においてシクロヘ
キシミドチェイスを行った結果、Ubc4 および
Ubc5欠失株においてSpo12の安定性が亢進し
た。したがって、Spo12 の分解には E2 酵素
Ubc4 および Ubc5 も関与することが明らかに
なった。 
Spo12 は細胞周期関連因子であることから、
APC によって分解が制御されている可能性も
考えられた。そこで APC の活性化因子である
Cdh1  の欠失株でSpo12の分解を調べた結果、
Spo12 が安定化することが明らかになった。
さらに、p340 と Cdh1 を同時に欠失させると
Spo12 は著明に安定化した。これらの結果か
ら、内在性の Spo12 の分解が p340 と APCCdh1
によって制御されていることが明らかにな
った。 
p340 と APCCdh1 を同時に欠失させると
Spo12 がより強く安定化したことから、これ
ら 2 つの E3 リガーゼの遺伝的な相互作用を
調べた。Cdh1 欠失株の YPD プレートにおける
増殖は 33℃でもほぼ野生株と同等であり、
p340 欠失株は若干の増殖遅延が見られた。し
かし p340 と Cdh1 を同時に欠損した二重変異
株では、より顕著な増殖遅延が観察された。 
 
②p340はM期におけるSpo12の分解を制御す
る 
Spo12 は M 期で転写誘導されて、M 期後期

で活性化し、Cdc14 のリリースを促進させる。
このように細胞周期特異的な機能を持つこ
とから、Spo12 が細胞周期依存的に分解され
ている可能性が考えられた。そこで細胞をア
ルファーファクター、ヒドロキシル尿素、ノ
コダゾールでそれぞれ G1、S、G2/M 期に同調
させ、シクロヘキシミドチェイス実験を行っ
た。その結果、Spo12 は G1 期で速やかに分解
され、G2/M 期でも緩やかに分解されることが
分かった。一方、S 期では比較的安定であっ
た。 Cdh1 を欠失させると、G1 期において
Spo12 が安定化したことから、APCCdh1 は主
に G1 期における Spo12 の分解を制御してい
ると考えられた。一方、p340 を欠失させると
G2/M 期で Spo12 が安定化したことから、p340
は G2/M 期における Spo12 の分解を制御して
いることが示唆された。 
 
③p340欠損による増殖遅延はSpo12欠損によ
って回復する 
Spo12 が M 期で機能することと、p340 が M

期で分解を制御することから、p340 による
Spo12の分解がM期からG1期への移行に重要
であることが予想された。そこで、p340 によ
る Spo12の分解制御の生理的意義を調べるた



め、まず野生株、Spo12 欠失株、p340 欠失株、
および Spo12 と p340 の二重破壊株の増殖速
度を調べた。Spo12 欠失株は野生株と同程度
の増殖を示したのに対して、p340 欠失株は明
らかな増殖遅延を示した。Spo12 が p340 によ
って制御される分解基質であるなら、p340 欠
失株の増殖が遅くなる理由の少なくとも一
部は、Spo12 が蓄積してしまった結果に依る
ものと考えられた。実際、p340 欠失株でさら
に Spo12 を欠失させた二重破壊株では、増殖
の部分的な回復が観察された。 
 
④p340によるSpo12の分解は細胞増殖および
細胞周期進行に重要である 
p340依存的なSpo12の分解が細胞周期の進

行に及ぼす影響を検討した。細胞をアルファ
ーファクターによってG1期に同調させた後、
細胞を洗浄して同調を解除し、細胞周期の進
行を FACS で調べた。その結果、野生株は同
調を解除してから約 90 分で M期に入り、105
分で G1 期に戻った。さらに、150 分後には 2
回目の M期に入り、180 分後には再び G1 期に
戻った。Spo12 欠失株では野生株より少し遅
れて 90～105 分で M期に入り、120 分で G1 期
に戻った。さらに、150 分後には 2 回目の M
期に入った。P340 欠失株では野生株に比べて
G1 期と S 期が長く約 120 分後に M 期に入り、
135分でG1期に戻ったが、他の株とは異なり、
180 分後も 2 回目の M 期に入ることができな
かった。しかし、p340 欠失株でさらに Spo12
を欠失させると、Spo12 欠失株と同程度まで
細胞周期の進行が回復した。 
Spo12がM期後期に機能する因子であるため、
M 期中期と後期の細胞を観察しカウントした。
その際、チューブリンを免疫染色によって可
視化し、M 期中期に特徴的な metaphase 
spindle と M 期後期に特徴的な anaphase 
spindle をもとに区別した。その結果、野生
株は同調を解除してから約 75～90 分で M 期
後期の細胞が増え、105 分でなくなる。さら
に、150 分後には再び M 期後期の細胞が増え
る。Spo12 欠失株では野生株より少し遅れて
75~105 分で M期後期の細胞が増え、120 分で
なくなる。さらに、165 分後には再び M 期後
期の細胞が増える。P340 欠失株では Spo12 欠
失株よりさらに遅れ 90~105 分で M 期後期の
細胞が増加し、135 分で完全になくなるが、
180 分後も再び M 期後期に入ることはできな
い。しかし、P340 欠失にさらに Spo12 を欠失
させると、Spo12 欠失株と同程度まで回復し
た。Spo12 が Cdc14 のリリースを促進させる
ことから、p340 による Spo12 の分解が Cdc14
のリリースに及ぼす影響を検証した。Cdc14
の挙動は内在性の Cdc14 に HA タグを付加し
て、免疫染色によって観察した。Cdc14 のリ
リースは核までリリースされる partial 
release と細胞質までリリースされる full 
release の 2 段階に区別することができるた
め、それぞれの段階にいる細胞の割合もグラ
フに示した。野生株では同調を解除してから

約 75～ 
90 分で Cdc14 のリリースが多く見られ、105
分で完全になくなる。さらに、150 分後には
再び Cdc14 のリリースが見られた。Spo12 欠
失株では野生株より少し遅れて 75~105 分で
Cdc14のリリースが見られ、120分でもどる。
さらに、165 分後には再び Cdc14 のリリース
が見られた。P340 欠失株では Spo12 欠失株よ
りさらに遅れ 105分前後で Cdc14 のリリース
が見られ、135 分で完全になくなるが、180
分後も再びCdc14のリリースが見られること
はなかった。しかし、p340欠失にさらにSpo12
を欠失させると、Spo12 欠失株と同程度まで
回復した。 
また、同調解除後、p340欠失株におけるSpo12
のタンパク量は野生株と比べて比較的安定
化することが予測された。そこで、野生株お
よびP340欠失株における同調解除後のSpo12
のタンパク量を調べた。結果、P340 欠失株は
確かに、野生株と比べて安定化したが、135
分後には一度減少している。これは G1 期に
入ることでSpo12の発現量自体が減ったこと
と、APCCdh1 によって分解された影響である
と考えられる。 
細胞周期進行の遅延、M 期後期への移行お

よび脱出、Cdc14 のリリースおよび回帰、い
ずれにおいても p340 欠失株において遅延が
見られたが、さらに Spo12 を欠失させること
で回復した。さらに、p340 欠失株における M
期後期前後でのSpo12の安定化も確認できた。
これらの結果は、細胞増殖の結果と一致した
ことからも、Spo12 が p340 によって制御され
る分解基質であることを強く示唆した。p340
欠失株において細胞周期の進行やCdc14のリ
リースおよび核小体への回帰が遅くなった
原因の少なくとも 1つは Spo12 が分解されず
蓄積したことだと考えられた。以上の結果か
ら p340 による Spo12 の分解が細胞増殖およ
び細胞周期進行の制御に重要であることが
示唆された。 
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