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研究成果の概要（和文）：本研究では、ユビキチン鎖分解酵素である脱ユビキチン化酵素（DUB）の生理機能解明に資
する新しい活性測定用基質および活性型酵素検出用プローブを作製した。さらに、作製したツールを用いて、これまで
に活性検出が困難であったUSP47の活性測定に成功した。また、酸化ストレス応答性DUBとしてUbiqutin C-terminal hy
drolase-L3を同定した。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modification of cellular proteins by ubiquitin (Ub) is involved
 in various aspects of cell physiology, such as protein degradation via proteasome, DNA repair, and membra
ne trafficking. Deubiqutinating enzymes liberate a Ub moiety from polyUb chains attached on substrate prot
eins. In the current study, we investigated novel research tools for the enzymatic characterization of deu
biquitinating enzymes. Ub-granzyme B (Ub-GrB), an N-terminal Ub fusion mature granzyme B was expressed in 
a baculovirus system. By employing Ub-GrB, we showed that human ubiquitin specific protease 47 is active. 
In addition, we explored oxidative stress-sensitive deubiquitinating enzymes, and found that ubiquitin C-t
erminal hydrolase-L3 is susceptible to reactive oxygen species by utilizing a Ub activity-based probe, Ub-
vinyl sulfone.
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１．研究開始当初の背景 
脱ユビキチン化酵素（DUB）はシステイン

プロテアーゼ 4ファミリーと金属プロテアー
ゼ 1 ファミリーから構成され、ヒトでは約
100 種類存在する。各 DUB の様々な連結様
式から成るユビキチン（Ub）鎖に対する消化
能および選択性などの詳細については未だ
理解されていない。その一因として、DUB
活性測定に利用できる市販の基質が Ub に
aminomethyl coumarin（AMC）をペプチド
結合させた（Ub-AMC）のみであり、検討で
きる DUB の基質特異性に制限があることが
挙げられる。そこで、新しい DUB 活性測定
法ならびに検出法の構築が求められている。 
  
２．研究の目的 
多種類存在する DUB のそれぞれの生理的

役割の解明は進んでいない。そこで、DUB
活性を検出するための研究ツールの開発・活
用を通じて、様々なストレス刺激などに対す
る細胞応答時の細胞内 DUB 活性の挙動を明
らかにする。その後、特徴的な活性強度もし
くは動態を示す DUB の分子同定を行い、そ
の生理的意義を目指す。これら解析を通じて、
将来、DUB 活性制御を標的とした創薬へと
発展させるための分子基盤の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 

Activity-based probe 作製用の Ub タンパ
ク質は、Intein との融合タンパク質として大
腸菌発現系にて発現し、Ni2+-NTA カラムに
よって精製した。また、Ub とヒト成熟型
granzyme B との融合タンパク質（Ub-GrB）
およびヒト USP47 はバキュロウイルス発現
系にて発現し、Ni2+-NTA カラムによって精
製した。 

DUB 活性の測定は、DUB と基質との反応
によって遊離する AMC の量を蛍光プレート
リーダを用いて測定することにより行った。 
ストレス刺激した HeLa 細胞は 0.5% 

Triton-X100 を含む低張バッファーに溶解し、
遠心分離後の上清を細胞抽出液とした。
HeLa 細胞抽出液を陰イオン交換カラム
（MonoQ カラム）による分画を行った後、
各画分に含まれる DUB 活性を測定した。 

Ub activity-based probe による活性型
DUB の検出は、probe に付加した HA タグに
対する抗体を用いたウエスタンブロット解
析により行った。 

 
４．研究成果 

Ub をベースとした DUB に対する
activity-based probe の 作 製 を native 
chemical ligation 法によって行った。DUB
の活性中心の Cys 残基と共有結合を形成し
うる官能基を有するアミンを数種類合成し、
これらをリコンビナントタンパク質技術を
利用して別途調製した Ub(1-75 残基をコー
ド)の C 末端へと付加した。種々の検討の結
果、probe 調製における適切な条件ならびに

精製方法を確立した。すなわち、強アルカリ
性で水分子の混入を最小限に抑えることで、
目的の反応が定量的に進行することを見出
した。 
市 販 の DUB 基 質 （ Ub-AMC お よ び
LRGG-AMC）に加えて、我々が独自に作製
した Ub-GrB を用いて、酸化ストレスや低酸
素状態に曝した培養細胞株中の DUB 活性変
化を解析した。その結果、3 基質に対する各
分解活性は 細胞ストレスの種類に応じて異
なった感受性を示した。酸化ストレス刺激し
た際には、用いたすべての基質に対する分解
活性が著しく低下することを見出した。そこ
で、まず、HeLa 細胞中の LRGG-AMC 分解
活性が酸化ストレス刺激によって著しく低
下することに着目し、酸化ストレス感受性
DUB の分子同定を行った。過酸化水素処理
前および後の HeLa 細胞抽出液を MonoQ カ
ラ ム で 分 画 し 、 各 画 分 に 含 ま れ る
LRGG-AMC 分解活性を測定した。その結果、
MonoQ カラムクロマトグラフィーの低塩濃
度溶出画分に酸化ストレス感受性 DUB が含
まれることが明らかとなった。次に、前年度
作製した Ub activity based probe を用いて
酸化ストレス感受性 DUB の分子同定を試み
た結果、Western Blot 解析において probe
との共有結合複合体と考えられるバンドが
分子量約 37,000 に認められた。酸化ストレ
ス処理後の細胞抽出液の MonoQ 溶出画分に
は、同じ分子量のバンドは存在しなかった。
probe の分子量が約 10,000 であることから、
本分子が UCH-L3 であることが強く示唆さ
れた。さらに、FLAG タグを付加した
UCH-L3を発現させたHeLa細胞の細胞抽出
液 か ら 免 疫 沈 降 に よ っ て 回 収 し た
UCH-L3-FLAG の LRGG-AMC 分解活性を
検討したところ、酸化ストレス刺激後の細胞
か ら 抽 出 し た UCH-L3-FLAG に は
LRGG-AMC 分解活性が全く認められなかっ
た。以上の結果から、UCH-L3 が酸化ストレ
ス感受性 DUB であることが明らかとなり、
老化などによる本酵素の活性低下が様々な
疾患発症の原因になりうることが示唆され
た。 
 新規の DUB である Ubiquitin specific 
protease（USP）47 の酵素学的性状解析を行
った。その結果、本酵素は市販の DUB 基質
に対しては弱い消化能を示したのみであっ
たが、Ub-GrB に対しては高い Ub 遊離活性
を示した。また、USP47 は Lys48 結合型お
よび Lys63 結合型 Ub 鎖に対して高い Ub 遊
離活性を示すことも見出した。USP47 の分
子内には Ub 様（Ubl）ドメインが 3 個存在
する。USP7 などでは、分子内 Ubl ドメイン
が DUB 活性制御に重要な役割を担っている
ことが報告されていることから、USP47 の
Ubl ドメインの酵素活性発現における役割に
ついて解析を行った。その結果、Ubl ドメイ
ンは USP47 の Ub 鎖消化能の発現に必要で
あることを見出した。 
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