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研究成果の概要（和文）：「ユビキチン化」はタンパク質分解を制御する多くの生命現象を支える極めて重要な
翻訳後修飾の一つであり、ユビキチンリガーゼ（E3）が選択的に基質タンパク質を認識する。したがって個々の
E3に特異的な基質を同定し、基質タンパク質のユビキチン化部位を決定することは、それらが関連する生命現象
を理解する上で重要である。しかし、さまざまな問題により、ユビキチン化を受けた基質同定法の標準化には未
だほど遠い。本研究では、TUBEとユビキチンレムナント抗体を用いた新規のテクノロジーにより、さまざまなタ
イプのユビキチンリガーゼ（E3）へ網羅的に適用し、E3－基質関係を俯瞰的に解析した。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitination is a chemical modification that controls protein degradation 
and is one of the most important post-translational modifications that support many biological 
phenomena. The reaction system is mediated by ubiquitin ligases (E3) selectively recognizing 
substrate proteins. Therefore, it is important to identify specific substrates of each E3 and to 
determine the ubiquitination site of substrate proteins in understanding the biological phenomenon 
that they are associated with. However, due to various problems, it is still far from standardizing 
ubiquitinated substrate identification methods. In this study, we challenged to establish a novel 
technology using TUBE (artificial protein exhibiting high affinity binding to polyubiquitin chain) 
and ubiquitin remnant antibody allows comprehensive application to various types of ubiquitin ligase
 (E3) and the E3-substrates relationship was analyzed.

研究分野：医化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請で開発した基質同定法は、これまでの問題点を原理的に解消した全く新しい手法であり、すべてのE3に対
して適用可能であるため、E3の機能解析が加速することが期待できると思われる。本手法の応用により、正常及
び異常（疾患）に関与しているユビキチン化修飾の全貌解明が期待できる。したがって、将来的には疾患特異的
ユビキチン化部位を標的とした創薬のシーズを発掘できる可能性がある。



１．研究開始当初の背景 

 「タンパク質」は、「からだ」を構成する主要な要素であるので、その量と機能の調節は非常に重

要である。タンパク質は合成された後に、さまざまな化学修飾を受けて機能を発揮することが多い。

さらにタンパク質は時期及び場所特異的に存在することが必要であり、タンパク質の機能という観

点からは、「タンパク質分解」も重要な制御である。「ユビキチン化」はタンパク質分解を制御する

翻訳後修飾であり、多くの生命現象（タンパク質分解のみならず酵素の活性なども制御）を支える

極めて重要な翻訳後修飾の一つである（図２参照）。その反応系は、ユビキチンリガーゼ（E3）が

選択的に基質タンパク質を認識することによって進む反応である。ヒト遺伝子には 600種以上のユ

ビキチンリガーゼ（E3）が存在する。したがって個々のE3に特異的な基質を同定し、基質タンパ

ク質のユビキチン化部位を決定することは、それらが関連する生命現象を理解する上で重要である。

これまで定性的・個別的な解析はなされているが、技術的困難さのため、未だ標準化した手法は確

立していないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

 申請者はこれまでに、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、これらの方法において、

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

異度の低さなどの大きな問題が存在した。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、プロテアソームでの分解には関与しないユビキチン化を受けた基質は同定できず、

基質同定法の標準化には未だほど遠いのが現状である。本申請では、最近実用化したさまざまな新

しい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、これまでと

は全く異なった新しい基質同定法を開発する。 

 本申請研究では、TUBE（ポリユビキチンを認識して結合できるタンパク質断片）とユビキチン

レムナント抗体/K-εGG 抗体（基質タンパク質とユビキチンのイソペプチド結合部分のトリプシン

消化断片のペプチドである K-εGG 配列を認識する）を用いた新規のテクノロジーにより、さまざ

まなタイプのユビキチンリガーゼ（E3）へ網羅的に適用し、E3－基質関係を俯瞰的に解明するこ

とを目指す。さらに、本手法はユビキチン化修飾の代表的な機能である「プロテアソームを介した

分解」に依存しない手法であるため、分解シグナル以外のユビキチン化修飾（リン酸化酵素の活性

化やエンドサイトーシスのシグナル等）の機能解明にも有効であると考えられる。 

 

３．研究の方法 

 TUBE（Tandem Ubiquitin Binding Entity）はユビキチン化タンパク質を精製することに優れ

たポリユビキチン鎖に高親和性結合を示す人工タンパク質である。本研究で用いる新規同定法は、

①FLAGタグ、②ユビキチン高親和性人工タンパク質（TUBE）、③解析したい任意のE3酵素の 3

つのドメイン、の３種のタンパク質（ペプチド）を融合した精製用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。E3 のすぐそばでユビキチン化を受

けた基質タンパク質のペプチド断片のみを「ユビキチンレムナント抗体」で再精製するため、ユビ

キチン化部位の同定も可能となる。E3 により細胞内で実際に起きる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ことが推測された。 

 

本同定法の実験手順： 

１）E3-TUBE 融合タンパク質を細胞に導入し、捕獲したユビキチン化基質タンパク質複合体を抗

FLAG抗体で免疫沈降を行う。 

２）免疫沈降物をトリプシンで消化する。 

３）ユビキチンレムナント抗体（K-εGG抗体）によりユビキチン化を受けたペプチド断片を再精製

する。 

４）ユビキチンレムナント抗体で精製されたペプチドを IonTrap-Orbitrap LC-MS型質量分析器で

検出する。 

 

４．研究成果 

 遺伝性パーキンソン病の原因遺伝子の一つである Parkin 及び TRIM ファミリーユビキチンリ

ガーゼの一つである TRIM28 に関して、この新規方法を適用するために人工 cDNA の作製を行な

った。この発現ベクターをHEK293T 細胞に安定発現させ、免疫沈降及び質量分析計により解析を

進めた。先ずはこれまでに多くの解析がなされている Parkin に関して解析を進めたところ、これ

まで報告されている基質候補タンパク質のほとんどをこの方法で同定することができた。また，同

定された多くの基質タンパク質は，ミトコンドリア外膜に発現していることが知られているもので

あり，パーキンソン病がミトコンドリア異常に関連する可能性を考慮すると、本方法は真の基質を

同定している可能性が高い。 

 TRIM28 に関しては、これまで報告されてきた関連タンパク質として、KRAB 型 Zn フィンガ

ータンパク質以外に、TFIIB、CCNA2、ATP6V1C1 などが検出された。TFIIB、CCNA2 及び

ATP6V1C1 に関して、免疫沈降法により特異的な結合及びユビキチン化への影響を検討し、

TRIM28 ノックダウンにより、これらのタンパク質のユビキチン化量が変動することが確かめられ

た。すなわち、TFIIB, CCNA2 及びATP6V1C1 はTRIM28 の特異的なユビキチン化基質と考え

られた。以上より、今回開発したE3-TUBE 法は、実際にユビキチン化基質の同定に用いることが

できることが示された。 

 本申請で開発した基質同定法は、これまでの問題点を原理的に解消した全く新しい手法であり、

すべてのE3に対して適用可能であるため、E3の機能解析が加速することが期待できると思われる。

また、本手法の応用により、正常及び異常（疾患）に関与しているユビキチン化修飾の全貌解明が

期待できる。したがって、この技術により、将来的には疾患特異的ユビキチン化部位を標的とした

創薬のシーズを発掘できる可能性がある。 
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