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研究成果の概要（和文）：ユビキチンによるタンパク質の翻訳後修飾は、タンパク質分解だけでなく、炎症シグ
ナル応答やDNA修復、細胞内輸送など広範な生命機能を制御することが近年明らかになってきた。ユビキチン化
修飾の多様性は基質に付加されるユビキチンの構造的多様性に起因する。しかし、多様なユビキチン鎖の発する
シグナルがどのように相互連関して複雑な細胞応答を制御しているかは十分に解明されていなかった。本研究で
は枝分かれした（分岐型）ユビキチン鎖を形成する酵素としてUBR5およびTRIP12を明らかにした。UBR5はTXNIP
を基質として分岐鎖依存的なタンパク質分解を誘導した。またTRIP12はK29/K48分岐鎖を形成した。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modification of proteins with ubiquitin regulates 
numerous biological pathways such as proteasomal protein degradation, inflammation, and DNA repair. 
However, how different ubiquitin signals are integrated to govern complex biological outputs remains
 largely unknown. In this study, we identified UBR5 and TRIP12 as ubiquitin chain branching factors.
 UBR5 modifies TXNIP with K48/K63 branched ubiquitin chains to promote its proteasomal degradation.

研究分野： タンパク質分解

キーワード： ユビキチン　標的タンパク質分解　プロテアソーム　アポトーシス　PROTAC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、分岐型ユビキチン鎖がタンパク質分解を促進することが明らかとなり、その責任酵素の一端を
解明した。ユビキチン修飾系の異常は様々な疾患の原因となっており、ユビキチン化の詳細なメカニズムの解明
は、将来的に、疾患発症機構の解明につながる可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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翻訳後修飾は、タンパク質分解だけでなく、炎症シグナル応答

や DNA 修復、細胞内輸送など広範な生命機能を制御することが近年明らかになってきた。ユビキ
チン化修飾の機能的多様性は、基質に付加されるユビキチンの構造的多様性に起因する。ユビキ
チンは、ユビキチン分子内の 7 ヶ所のリジン残基または N末端メチオニン残基を介して連結し、
8 種類のポリユビキチン鎖を形成する。48 番目のリジン残基で連結したユビキチン鎖（K48 鎖）
はプロテアソーム依存的蛋白質分解を促進し、K63 鎖は炎症シグナル伝達や DNA 損傷応答を制御
する。特定のユビキチン鎖を認識してシグナルを下流に伝達する解読分子（リーダー）が存在し、
ユビキチンシグナル・ネットワークを形成している(Husnjak and Dikic, Annu Rev Biochem 2012)。 
従来のユビキチンコード研究では一般的に、単一の連結型から成るユビキチン鎖（例えば、K48

鎖や K63 鎖など）がそれぞれ異なる機能を持つとされ精力的に研究されてきた。しかし、多様な
ユビキチン鎖の発するシグナルがどのように相互連関して複雑な細胞応答を制御しているかは
十分に解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
これまで、細胞内で分岐型ユビキチン鎖がどの程度の量存在しているのか、また機能的な意義

の有無についてはよくわかっていなかった。分岐鎖の研究が進んでこなかった要因として、分岐
鎖を測定する技術的な困難さが挙げられる。申請者らはこれまでに定量プロテオミクス法によ
ってユビキチンコードの解析を進めてきた。その結果、細胞内で最も主要な 2種類のユビキチン
鎖である K48 鎖と K63 鎖から成る K48/K63 分岐ユビキチン鎖を発見した。しかし、分岐鎖の生
成に関わる酵素、脱ユビキチン化酵素、分岐鎖シグナルを読み解くリーダーについては、申請者
が同定した HUWE1 を除きほとんどわかっていない。加えて、分岐鎖は細胞内に豊富に存在してお
り、様々な生命現象に寄与する可能性が考えられるが、これに関してもほとんどが未知である。 
以上の経緯から、本研究は分岐型ユビキチン鎖を生成する酵素群の同定と機能解析により、分

岐鎖が担う新たなシグナル伝達機構の解明を目的とする。高感度質量分析技術を駆使した定性・
定量プロテオミクスを用い、申請者が発見した分岐鎖のさらなる機能解析を行うことで、これま
で見過ごされてきた分岐鎖が担う新たなシグナル伝達機構を包括的に解明する。分岐鎖の形成
機構および生理的意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
これまでに、細胞内に分岐鎖が予想外に豊富に存在することを見出した。これは先に解析した

ユビキチンリガーゼ HUWE1 のみでは説明ができず、細胞内には複数の分岐鎖形成酵素が存在
する可能性が高い。また、HUWE1 は K63 鎖を認識し、K48 分岐を付加する活性を有しているこ
とから、分岐鎖形成酵素群はそれぞれがユビキチン鎖相互作用能を有している可能性が考えら
れる。そこで、ユビキチン鎖に相互作用能を有するユビキチンリガーゼ群について解析する。次
に申請者が開発した分岐鎖の定量技術により、分岐鎖形成能を評価する。具体的には、分岐の検
出に特化したユビキチン分子を用いて in vitro 及び in vivo でユビキチン鎖を形成させ、高感度の
定量質量分析法である Parallel Reaction Monitoring (Ub-PRM)を用いて分岐鎖形成を定量解析
する。 

同定した分岐鎖形成酵素に関しては、分岐鎖形成能の生化学的な解析を進める。分岐鎖形成
酵素は特定のユビキチン鎖を「基質」として認識し、分岐を挿入する活性を有すると考えられ
るため、ユビキチン鎖に対する認識機構を定量的な手法によって解析する。 

また分岐鎖形成酵素の基質と、その下流の細胞応答については、分岐鎖酵素のノックアウト
細胞を作製し、基質の分解速度、ユビキチン化、細胞増殖やアポトーシスなどの応答について
検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
１）分岐鎖形成酵素 UBR5 の同定と機能解析 
細胞内には複数の分岐型ユビキチン鎖形成酵素が存在する可能性が高いと考えられる。そこ

で、生化学的な手法により、分岐型ユビキチン鎖を形成する酵素および標的タンパク質を探索し
た。その結果、NEDD4 型ユビキチンリガーゼ ITCH を見出した。ユビキチン鎖を質量分析技術に
より定量的に解析を行った結果、ITCH は細胞内で標的タンパク質 TXNIP を分岐型ユビキチン鎖
で修飾することが明らかとなった。ITCH 自身は in vitro で K63 ユビキチン鎖を形成することか
ら、分岐を形成するのに必要な相互作用因子を探索した。その結果、3種のユビキチンリガーゼ
（UBR5、HUWE1、UBR4）を同定した。ノックダウンによる検討の結果、これらユビキチンリガー



ゼが K63 鎖に対して K48 分岐を挿入することで、分岐型ユビキチン鎖を形成していることが示
唆された。UBR5 はユビキチン認識ドメイン（UBA ドメイン）を有しており、ユビキチン鎖を認識
して K48 分岐を挿入することが試験管内反応にて確認できた。 
さらに、TXNIP はアポトーシス促進因子であることから、細胞応答への分岐鎖の関与を検討し

た。その結果、ITCH のノックダウンによる TXNIP の蓄積はカンプトテシン依存的なアポトーシ
ス誘導を顕著に促進し、TXNIP との二重ノックダウンによって回復することが判明した。 
従来、K63 型ユビキチン鎖はプロテアソーム非依存的な細胞内経路を制御することが報告され

ていた。本研究から、K63 鎖が分岐鎖形成の種として機能することで、結果的にプロテアソーム
依存的なタンパク質分解を制御することが明らかとなった。 
 
２）分岐鎖形成酵素 TRIP12 の同定と機能解析 
さらなる新規の分岐鎖形成酵素について検討を行った。プロテオミクス解析を用いた解析か

ら、新規の分岐鎖形成酵素として TRIP12 を見出した。TRIP12 は HECT 型ユビキチンリガーゼで
あり、UFD 経路への関連などが報告されているが、ユビキチン鎖特異性の厳密な解析はなされて
いなかった。そこで、試験管内でユビキチン鎖特異性を検討したところ、TRIP12 は K29 連結型
ユビキチン鎖を特異的に形成することが判明した。培養細胞系において標的タンパク質分解誘
導剤（PROTAC）を用いた検討を行った。その結果、PROTAC による BRD4 のユビキチン化において、
TRIP12 は PROTAC 依存的に BRD4 にリクルートされ、VHL が形成した K48 鎖に分岐を挿入し、
K29/K48 分岐型ユビキチン鎖を形成した。さらに TRIP12 は PROTAC による BRD4 の分解と細胞の
アポトーシス誘導を促進することが判明した。以上の結果から、TRIP12 が形成する K29/K48 分
岐型ユビキチン鎖はより強力な分解シグナルとして機能することが示唆され、ユビキチンコー
ドのさらなる多様性の一端が明らかとなった。 
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