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研究成果の概要（和文）：ユビキチンのポリマーであるユビキチン鎖は連結タイプの差異により、各々特異的な
シグナル分子として働きます。しかし、異なる連結タイプのユビキチン鎖が枝分かれした形態を有する「分岐型
ユビキチン鎖（分岐鎖）」については十分に解析されていませんでした。私たちは出芽酵母および動物個体にお
いて分岐鎖を定量的に検出するレポーター系を構築し、さらに出芽酵母において制御因子の同定を行いました。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin chains of different linkage types regulate diverse biological 
pathways.However,functions of branched ubiquitin chains had been largely unknown. We established 
reporter systems to quantify K48/K63 branched ubiquitin chains in yeast and in mice. Moreover, we 
screened and identified regulators of branched ubiquitin chains in yeast.

研究分野：機能生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ユビキチン鎖は分岐によって複雑な高次構造を形成しうることが近年明らかにされてきましたが、分岐型ユビキ
チン鎖の定量は技術的に困難でした。本研究では分岐型ユビキチン鎖を出芽酵母および動物個体において定量す
るためのレポーター系の構築に成功したことから、分岐型ユビキチン鎖の形成・制御機構の有用な解析系となる
ことが期待されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
ユビキチン化は生体に必須の翻訳後修飾である。ユビキチンのポリマーであるユビキチン鎖
は連結タイプの差異により、各々特異的なシグナル分子として働く。48番目のリジンで連結し
たユビキチン鎖（K48 鎖）は蛋白質分解、K63 鎖は DNA 損傷応答や炎症シグナル伝達を制御
する。このように各々のユビキチン鎖は単一の連結タイプが連なって機能すると、一般に考え
られている。これに対し、異なる連結タイプのユビキチン鎖が枝分かれした形態を有する「分
岐型ユビキチン鎖（分岐鎖）」については、ほとんど未解明であった。細胞内にどの程度普遍的
に分岐鎖が存在するかは不明であり、また機能的な役割の有無に関しても見解が分かれている
状況であった。私たちはこれまでに質量分析技術を用いたユビキチン鎖の定量測定を行ってき
たことから(Ohtake, EMBO Rep 2015)、分岐鎖に関しても定量測定が必要と考えた。そこで細胞
内での存在量が最も多く、かつ異なる機能を有する 2種の連結タイプである K48鎖と K63鎖に
着目し、分岐鎖の定量法を考案した。分岐鎖定量に供する変異型ユビキチンを「分岐鎖検出用
レポーター」として酵母や動物個体に導入することで、個体レベルで分岐鎖の機能を解析可能
な定量系を構築することを着想した。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、酵母および動物個体で分岐鎖のレポーター系を構築し、ユビキチン鎖アーキテ
クチャの実態解明を目指す。まず、出芽酵母において内在性ユビキチン遺伝子を分岐鎖検出用
ユビキチン遺伝子に置換した株を作出し、分岐鎖の定量、さらに酵母遺伝学を用いて分岐鎖形
成に関与する因子の探索を行う。さらに、動物個体において、分岐型ユビキチン鎖の定量的な
検出レポーター系を構築する。具体的には、分岐鎖検出用ユビキチン遺伝子を発現するトラン
スジェニックマウス（分岐鎖レポーターマウス）を作出する。これにより、マウス個体におい
て分岐鎖の臓器、組織特異的な存在量や、発生期などにおける時期特異的な変動を定量解析す
るための解析系を創出する。また試験管内反応系においても分岐鎖のレポーター系を構築する
ことで詳細な機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 出芽酵母における分岐鎖レポーター系の構築 
出芽酵母において K48/K63 分岐鎖を検出するため、内在性のユビキチン遺伝子をノックア
ウトし、R54A 変異型ユビキチンを発現する酵母株（R54A 株）を作成した。作製した変異株
の増殖に影響がないことを Spotアッセイにより確認した。R54A株の細胞破砕液を抗ユビキチ
ン抗体で免疫沈降し、ユビキチン化タンパク質を質量分析による絶対定量に供した。 
 
(2) マウスにおける分岐鎖レポーター系の構築 
分岐型ユビキチン鎖定量用の変異型ユビキチン遺伝子（R54A）を CAGプロモーター下流に
接続し、Creリコンビナーゼ依存的に loxP-CATカセットを除去することで発現誘導可能なト
ランスジーンを構築した。得られたトランスジーンを C57BL/6N および B6D2F1 系統マウス
受精卵の前核に顕微注入により導入し、偽妊娠雌マウス卵管へ移植、出産させることでトラン
スジェニックマウスを得た。得られたマウスは CATカセット除去のため CAG-Creマウスと交
配した。当該マウスから臓器を摘出し、質量分析を用いて定量解析を行った。遺伝子組換え実
験に際しては、研究機関における遺伝子組換え実験安全委員会の審査により、遺伝子組換え生
物等の第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置等を定める省令並びに所属研究所遺伝子
組換え安全管理規則に適合することの承認を得た。 
 
(3) 試験管内反応系を用いた分岐鎖機能解析 
 分岐鎖の詳細な機能解析を行うため、ドナー用ユビキチン、アクセプター用ユビキチンを準
備し、分岐鎖形成を定量的に解析する系を構築した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 出芽酵母における分岐鎖レポーター系の構築 
 出芽酵母レポーター系を用いてユビキチン鎖の絶対定量を行った結果、出芽酵母においても
K48/K63 分岐型ユビキチン鎖が存在すること、プロテアソーム阻害剤 MG132 依存的に増加す
ることが明らかとなった。また R54A 変異株の増殖に異常が見られないことから、分岐鎖レポ
ーター系の構築に成功したと判断した。 
次に、代表的な E2,E3酵素の変異株を作出し、分岐鎖形成の変動を検討した。その結果、K63
鎖特異的な E2酵素である Ubc13が K48/K63鎖形成に関与していることが明らかとなった。一
方、K48 鎖特異性を有する複数の E3 酵素についても検討したが、分岐鎖の変動が見られなか



ったことから、これら酵素は相補的に機能する可能性が考えられた。これらの結果は、Ubc13
依存的に形成されるK63鎖が出芽酵母においてK48/K63鎖形成の主要なソースであることを示
唆している。また、K48/K63分岐型ユビキチン鎖がプロテアソーム依存性タンパク質分解に関
与することを考え合わせると、Ubc13依存的に形成される K63鎖が分解のイニシエーターとし
て機能する可能性が考えられるため、今後さらに検討を進める予定である。 
 
(2) マウスにおける分岐鎖レポーター系の構築 
当該トランスジーン導入のため顕微注入・卵管移植を行い、B6D2F1受精卵由来の 4匹のト
ランスジーン陽性個体が得られ、CAG-Creマウスとの交配により CATカセットを除去した 4
ラインを得た。トランスジーン挿入部位のゲノム DNA配列を PCR増幅しシーケンス解析し、
２ラインについて挿入部位を特定した。厳密な生物学的解析に供するべく、得られたトランス
ジェニックマウスの C57BL/6N系統マウスへの戻し交配を４代（C57BL/6Nとしての系代数は
５）まで進めた。トランスジェニックマウスから臓器を摘出し、質量分析によるユビキチン鎖
絶対定量に供した。その結果、たしかに R54A変異体が発現していること、マウス臓器におい
ても K48/K63分岐型ユビキチン鎖が形成されていることを確認できた。以上から、マウスにお
ける分岐鎖レポーター系の構築に成功したと判断した。今後は分岐鎖形成の組織特異性や発生
段階等の時期特異性などの個体レベルの解析に利用が期待される。 
 
(3) 試験管内反応系を用いた分岐鎖機能解析 
 C末端に Haloタグを付加したアクセプター用ユビキチン、K48R/K63R変異を導入したドナ
ー用ユビキチンを精製し、試験管内反応に供することで、K48 または K63 連結したユビキチ
ンダイマー、あるいはK48/K63分岐型ユビキチントリマーを定量的に検出することに成功した。
さらに関連する酵素をアッセイに供し、ある種の酵素において分岐鎖形成は一方向性に進行す
ることを明らかにした。 
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