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研究成果の概要（和文）：ユビキチン化修飾の基質特異性はユビキチンリガーゼ(E3)が決定しているため、個々
のE3に特異的な基質を同定しそのユビキチン化部位を決定することは様々な生命現象を理解する上で重要とな
る。近年、ユビキチン結合ドメイン(UBA)とE3の融合プローブによるLigase trap法、ユビキチン高親和性ドメイ
ン（TUBE）とユビキチン化を受けたペプチドを認識するK-εGG抗体を組み合わせるTR-TUBE法が提唱された。私
たちはこの手法にいくつかの改良を加えてさらに進展させた基質同定法の開発を試み、感度の向上に成功してい
る。この手法を用いることで、E3の機能解析が加速することが期待できると思われる。

研究成果の概要（英文）：Since ubiquitin ligase (E3) has the substrate specificity of ubiquitination,
 identifications of specific substrates of each E3 enzymes and of their ubiquitination sites are 
important for understanding various biological phenomena. In recent years, Toczyski and colleagues 
have proposed a ligase trap method using a fusion probe of an ubiquitin-binding domain (UBA) and an 
E3, and Yoshida and colleagues have proposed a TR-TUBE method combining Tandem Ubiquitin Binding 
Entity (TUBE) and K-εGG-specific antibody. We attempted to develop a more advanced substrate 
identification method by adding some improvements in their methods and succeeded in improving the 
sensitivity. By using this method, it is expected that the functional analysis of E3 would be 
accelerated.
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチンによるタンパク質の可逆的修

飾は、リン酸化、アセチル化、メチル化など
と同様に、様々な生命現象を支える極めて重
要な翻訳後修飾の一つである。ユビキチン化
は、ユビキチンリガーゼ（E3）が選択的に基
質を認識することによって起こる。したがっ
て個々の E3 に特異的な基質を同定しそのユ
ビキチン化部位を決定することは様々な生
命現象を理解する上で重要である。 
研究者は、これまでに E3 と基質の結合力

を利用した方法やレポーターアッセイを指
標としたスクリーニング法により基質の同
定を試み機能解析を行ってきた。しかし E3
と結合力の強い分子はユビキチン化を受け
ないことが多いことや、偽陽性が多いことな
どの特異度の低さが大きな問題であった。ま
た近年では基質の半減期を指標とする方法
などが報告されているが、プロテアソーム輸
送シグナル以外のユビキチン化を受ける基
質は同定することができない。基質同定手法
のさらなる進展が望まれる状況であった。 
ユビキチンはカルボキシル末端（RGG）を

介し基質のリジン側鎖のε-アミノ基にイソ
ペプチド結合する。ユビキチン化修飾を受け
た基質をトリプシンにより消化すると、塩基
性アミノ酸のカルボキシル基側のペプチド
結合が切断されるため、ユビキチン化部位に
ユビキチンレムナント（K-ε-GG）が残るこ
ととなる。近年になり、この K-ε-GG を認
識する抗体が Jaffrey SR らによって開発さ
れた。また、真核生物の遺伝子中に見られる
ユビキチン結合ドメインの 1000 倍という高
い親和性を持つユビキチン高親和性人工タ
ンパク質（TUBE）が Rodriguez MS らによ
って開発された。 

質量分析器を用いて標的を同定する際に
重要なことは、如何に同定したい標的基質の
みを濃縮して精製することができるかとい
う点にある。ユビキチン化を受けた基質を特
異的に精製するために、K-ε-GG 認識抗体と
TUBE を用いる方法に着目し、本研究構想に
至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、近年進展した様々な手法を効

果的に組み合わせることにより、これまでの
問題点を原理的に解消した新しい基質同定
法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究で開発する同定法は、FLAG タグ、

ユビキチン高親和性人工タンパク質（TUBE）、
解析したい任意の E3 酵素の 3 つのドメイン
を融合したプローブを用いることに特徴が
ある。「細胞内で」E3 がユビキチン化した直
後の基質を「その場で」捕獲し、かつ「ユビ
キチン化ペプチドのみ」を精製し網羅的に検
出する点に斬新性がある（図 1 参照）。ユビ
キチン化を受けたペプチドのみを再精製す

ることで、同時にユビキチン化部位の同定も
可能となる。E3 が細胞内で実際に担う酵素
反応を検出するため、偽陽性が少なく特異性
が高い生理的な基質を定量的に同定できる。 

本方法では、1. プローブを安定に発現する
細胞を樹立し、2. プローブを細胞に導入しプ
ローブが捕獲するユビキチンリガーゼの基
質を抗 FLAG 抗体で免疫沈降し、3. トリプ
シンによって消化した後、4. ユビキチンレム
ナント抗体（K-εGG 抗体）を用いて、ユビ
キチン化を受けたペプチドのみ再精製し、5. 
Ion Trap-Orbitrap 型質量分析器にて検出す
る（図 2 参照）。 

以上を踏まえ、下記の研究計画を立て、実
行した。すなわち、基質を最も効率よく捕獲
できる E3 プローブを開発し、安定に発現す
る細胞株を作製する。ユビキチン化タンパク
質を精製し高感度質量分析器にて網羅的に
同定し妥当性を評価する。方法の確立後、シ
ステム生物学的アプローチへの応用を試み
る。 
 
４．研究成果 
(1)TUBE とユビキチンリガーゼの融合によ
り基質同定数が増加することを見出した（図
3 参照）。まず初めに、TUBE とユビキチン
リガーゼを融合させたプローブが融合せず
に用いた場合と比較して有効であるかどう
かを検証した。ユビキチンリガーゼとして
TRIM28、TRIM33 を用いて比較したところ、
非融合プローブではともに基質候補の同定
に至らなかった一方で、融合プローブでは一
定の基質候補の同定に至った。 

(2)TUBE 配列の融合部位の違いにより基質
同定数が変動することを見出した（図 4参照）。
次に、TUBE 配列の融合部位をユビキチンリ
ガーゼのアミノ末端側とカルボキシル末端
とで比較を行った。Parkin をユビキチンリガ
ーゼとして用いた場合はアミノ末端に
TUBE を融合させたプローブが効率よく基
質候補を同定することができた。一方、
TRIM28 をユビキチンリガーゼとして用い
た場合は、カルボキシル末端に TUBE を融合
させたプローブが比較的効率よく基質候補



を同定することができた。このため、最適な
融合部位はユビキチンリガーゼ毎に異なる
ことが示唆された。 

(3)プローブの安定発現細胞株を作製し用い
ることにより同定数が増加することを見出
した（図 5 参照）。HEK293T 細胞を用いて、
プローブを一過性に過剰発現させた系と安
定に発現させた系の比較を行ったところ、安
定発現細胞株を作製して行った系で基質同
定数が増加した。 

以上より、プローブは TUBE とユビキチンリ
ガーゼを融合させることが望ましく、その融
合部位はユビキチンリガーゼ毎に検討が必
要であり、さらにプローブは安定発現細胞株
を作製することが望ましいことが明らかと
なった。 
(4)理論上プローブ1分子につき基質候補1分
子を捕獲する実験系であるため、プローブの
発現量が高いほど感度も高いと期待される。
プローブ自身の細胞毒性によって発現量を
高く保てない場合は、用いる細胞の量を増加
させることで対応した。 
(5)以上を踏まえて 21 のユビキチンリガーゼ
遺伝子についてプローブを作製し、プローブ
を安定に発現する細胞株の作製を試みた。こ
のうち、10 のユビキチンリガーゼ遺伝子プロ
ーブの安定発現株取得に成功し、残りの 11
のプローブでは作製が困難であった。作製し
た細胞株を用いて基質の同定を試みたとこ
ろ、6 のユビキチンリガーゼ遺伝子プローブ
で特異的と思われる基質候補分子とそのユ
ビキチン化部位の同定に成功している。 
(6)ユビキチンリガーゼParkinとTUBEの融
合プローブを用いてミトコンドリア膜電位
低下誘発剤 CCCP 投与により mitophagy を
活性化し本方法を適用したところ、過去に報
告されている基質を中心に、ミトコンドリア
外膜に局在する分子を多数同定した（図 6 参
照）。過去の報告では、Parkin のユビキチン
リガーゼ活性は通常不活性化状態にあり、
mitophagy 経路が駆動するとミトコンドリ

アにリクルートされて活性化し、近傍の基質
をユビキチン化するとされているため、本研
究の結果はこれに一致した妥当なものであ
ると考えられた。 

本研究では、基質同定手法の有効性を確認し、
いくつかの改良を施すことができた。定常条
件のみならず、CCCP 刺激などの刺激依存的な
基質候補の同定も可能であった。一方で、安
定発現株作製効率が 50%未満という問題点も
浮上している。これは、TUBE のみを安定発現
させることができないことから、TUBE 自身に
何らかの細胞毒性を持つためと思われた。本
手法の適用範囲をさらに拡大する上で、誘導
型のプロモーターを用いるなどの何らかの
改良が必要であると思われる。 
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