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研究成果の概要（和文）： 
	
 脳における Ufm1 修飾系（最も新しい Ubiquitin	
 様のタンパク質修飾系）について生化学的

な解析を行った。Ufm1	
 及び Ufc1	
 (Ufm-conjugating E2-like enzyme) 発現タンパク質を抗原

として作成した抗Ufc1抗体，抗Ufm1抗体を用いて脳内のUfm1およびUfc1タンパク質の存在，

細胞下分画における局在，ラット組織における発現分布を明らかにした。また，ラット神経初

代培養細胞を用いて，神経細胞内の Ufc1-IR および Ufm1-IR の分布を明らかにした。さらに神

経細胞内で Ufm1 化修飾を受ける基質の同定を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 	
 	
 	
 	
 Ufm1	
 (Ubiquitin-fold	
 modifier	
 1)	
 is	
 a	
 most	
 recently	
 identified	
 ubiquitination-like	
 
protein	
 modification	
 tag.	
 Using	
 anti-Ufc1	
 (Ufm-conjugating	
 E2-like	
 enzyme)	
 and	
 anti-Ufm1	
 
antibodies	
 that	
 were	
 produced	
 by	
 us,	
 localization	
 of	
 Ufc1	
 and	
 Ufm1	
 in	
 the	
 brain	
 and	
 
cultures	
 neurons	
 was	
 identified.	
 The	
 substrate	
 proteins	
 that	
 receive	
 Ufm1-modification	
 
were	
 surveyed	
 in	
 the	
 brain.	
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１．研究開始当初の背景 
Ubiquitin-fold	
 modifier	
 1修飾系（Ufm1修飾
系）は2004年に発見された最も新しい
Ubiquitin	
 様修飾系で，詳しい解析はほとんど
全くなされていなかった(現在でもUfm1系の研
究報告はきわめて限定的である)。タンパク質
Ufm1化の生理機能に関しては，オートファジー

との関連性は示唆されているが，具体的なデ
ータは現在までに報告されていなかった。研
究開始時，E1様酵素であるUba5,	
 E2様酵素で
あるUfcl,脱Ufm1化酵素であるUfSP1,UfSP2
（Ufm1-specific	
 protease）は同定されてい
たが，E3様酵素は見つかっていなかった。ま
た，基質も同定されていなかった。申請者ら

機関番号：１３６０１ 
研究種目：基盤研究（Ｃ）	
 

研究期間：2009	
 ～	
 2011	
 	
 	
 

課題番号：２１５００３４７	
 

研究課題名（和文）シナプスタンパク質ユビキチン様修飾系の生理機能と神経疾患への関与	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

研究課題名（英文）Biochemical	
 analyses	
 of	
 Ufm1-modification	
 of	
 proteins	
 in	
 the	
 synapse	
 	
 

	
 

研究代表者	
 

	
 	
 鈴木	
 龍雄	
 （SUZUKI	
 TATSUO）	
 

信州大学･医学系研究科・教授	
 

	
 研究者番号：80162965	
 



は，ラットシナプス後肥厚部	
 (postsynaptic	
 
density,	
 PSD)	
 画中にUfc1(Ufm-conjugating	
 
E2-like	
 enzyme)	
 mRNAを同定し，ラットの
Ufc1cDNA	
 (AB186051,2004)をクローニングし
たことをきっかけとして，脳におけるUfm1修飾
系の研究を開始することにした。	
 
	
 
２．研究の目的 
脳神経系，特にシナプスにおける Ufm1 タン
パク質修飾系の役割を明らかにする事を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
大脳皮質 cDNA	
 library	
 より Ufc1,	
 Ufm1	
 の
full-length	
 cDNA のクローニングを行った。
これらの GST 融合発現タンパク質を兎に免疫
して血清を得た。抗体はそれぞれの抗原を用
いてアフィニティ精製して実験に用いた。
Ufm1 修飾を受けるタンパク質の検索はまず，
抗 Ufm1 抗体を用いた Western	
 blotting 法
を用いて行った。Ufm1 化修飾の検定は，Cos7
細胞を用いたタンパク質発現系を用いた。つ
まり，Cos7 細胞に Ufm1 化修飾される候補タ
ンパク質を Flag-His-Ufm1-HA,	
 Ufc1,	
 Uba5
とともに共発現させ,細胞ライセート中のタ
ンパク質の中に，Ufm1 化(実際には
Flag-His-Ufm1 化)を受けるものがあるかど
うかを，抗 Flag 抗体などを用いた Western	
 
blotting や免疫沈降法により検証した。タン
パク質の同定には LC/MS/MS 法を用いた。	
 
	
 	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 まず，Ufc1	
 cDNA(AB186051)，Ufm1	
 cDNA
の全長クローニング，抗 Ufc1 抗体，抗 Ufm1
抗体（ともにウサギ，ポリクローナル）を作
成した。これらは，以降の生化学的，分子生
物学的解析を行うためのツール作りに必須
である。	
 
(2)	
 Western	
 blotting にて，脳内の Ufc1 タ
ンパク質の存在と細胞下分画における局在
を明らにした。特に，Ufc1 は soluble 画分以
外にもシナプス画分（シナプトソーム，シナ
プス膜）にも分布していた。ラット組織にお
ける Ufc1 タンパク質の発現分布を明らかに
した。	
 
(3)	
 ラット神経初代培養細胞を用いて，神経
細胞内の Ufc1-IR および Ufm1-IR の分布を調
べ，非特異的でないと考えられるシグナルを
得た。	
 
(4)タンパク質 Ufm1 化を証明するほ乳類細胞
系を利用してラット脳および HEK293	
 細胞中
の内在性 Ufm1 化タンパク質の検出を抗 Ufm1
抗体を用いた Western	
 blotting および免疫
沈降を用いて試み，当初，非常に微量である
が，非特異的と思われた 66	
 kD バンドなど数
種のバンドを検出したが，精査により，その

特異性は非常に微妙であると判定するに
至った。66	
 kDa タンパク質に関しては，ほ
乳類細胞発現系を用いたタンパク質 Ufm1
化の検証では Ufm1 化はネガティブであっ
た。作成した抗 Ufm1 抗体は脳内の遊離の
Ufm1 を Western	
 blotting 法で検出したの
で，その抗体を用いて脳内在性の Ufm1 化
タンパク質の検出を試みたが通常の
Western	
 blotting法では非常に困難である
という結論に至った。つまり，非特異的で
ない，有意なバンドの検出が非常に難しか
った。その理由としては，Ufm1 化タンパク
質の存在量が非常にわずかである，あるい
は Ufm1 化されたタンパク質は恒常的には
存在しておらず，ターンオーバーが非常に
早い事などが考えられた。	
 
(5)	
 しかしながら，さらに別の方法でも
Ufm1 化基質の同定を試みた。２種の Ufm1
結合タンパク質	
 (CDK5RAP3	
 [CDK5	
 
regulatory	
 subunit-associated	
 protein	
 
3]，PRKAB1	
 [5'-AMP-activated	
 protein	
 
kinase	
 subunit	
 beta-1]),	
 ４種の Ufc1 結
合タンパク質(CDK5RAP3，Gstcd	
 
[glutathion	
 S-transferase,	
 C-terminal	
 
domain	
 containing],	
 MEF2C	
 
[myocyte-specific	
 enhancer	
 factor	
 2C]，
VHL	
 [Von	
 Hippel-Lindau	
 disease	
 tumor	
 
suppressor])に V5-His タグを付けた融合
タンパク質と Flag-Ufm1，Uba5	
 (E1	
 enzyme),	
 
Ufc1	
 (E2	
 enzyme)を Cos7 細胞に共発現さ
せて培養を継続したあと，その細胞ライセ
ートを Western	
 blotting で検定し，これ
らのタンパク質が Ufm1 修飾を受けている
かどうかを調べた。結果，上記のタンパク
質はどれもUfm1修飾を受けていなかった。	
 
(6)	
 次に，Cos7 細胞に Flag-His-Ufm1-HA,	
 
Ufc1,	
 Uba5 を発現させ，その細胞ライセー
トから尿素可溶性画分を作成し，Ni-NTA カ
ラムにかけてFlag-His-Ufm1化タンパク質
を精製し，Western	
 blotting を行って Ufm1
化基質候補蛋白質の絞り込みを行い，質量
分析法により数本の候補バンドを同定し
た。Ufm1化	
 されたUba5,	
 その分解物，Ufm1
化された Ufc1 の他にもう一つ，25	
 kDa の
バンドが検出された。この 25	
 kDa のバン
ドを	
 LC-MS/MS により解析すると，
thioredoxin,	
 RPL26L1	
 (ribosomal	
 protein	
 
L26-like	
 1)，Q6DRA9，histone	
 H4 が候補
であった。これらの候補タンパク質に
V5-His タグを付けた蛋白と Flag-Ufm1，
Uba5，Ufc1 を Cos7 細胞で共発現させて
Ufm1 の基質となり得るかどうかを調べた
が，これらが Ufm1 化修飾を受けている事
象は検出できなかった。	
 
(7)	
 上記でhistoneが候補として同定され
たこと，抗 Ufm1 抗体染色性が核にも見ら
れたこと，また，histone はユビキチン化



や SUMO 化を含む様々な翻訳後修飾を通して
その生理機能が制御されていることから，す
べてのタイプの histone について Ufm1 化修
飾の可能性を検討した。V5-His タグを付けた
histone	
 H2A，H2B，H3，H4 を Flag-Ufm1，Uba5，
Ufc1と Cos7細胞に共発現させUfm1化を調べ
た。陽性コントロールとして HA-ubiquitin
も共発現させた。その結果，histone	
 H2A，
H2B のモノユビキチン化は確認できたが，
histone	
 H2A,	
 H2B,	
 H3,	
 H4 の Ufm1 化を検出
することはできなかった。	
 
(8)	
 細胞溶出液を用いて Ufm1 基質が検出さ
れなかったので，Ufm1 化蛋白質が細胞外に放
出されている可能性を検証した。Flag-Ufm1，
Uba5,	
 Ufc1 を Cos7 細胞で共発現させてその
培養上清を抗 Flag 抗体で免疫沈降後，Ni-NTA
カラムで精製し Western	
 blot で解析すると，
Flag-His-Ufm1-Ufc1 のバンドを検出した。こ
の他には immunoreactive	
 band は検出されな
かった。このことから，タンパク質 Ufm1 化
修飾が，一般タンパク質の細胞外放出に関わ
っている可能性はかなり低いと考えている。	
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