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研究成果の概要（和文）：蛋白質のユビキチン化修飾では、修飾される事自体に加えて、その修飾様式、すなわちユビ
キチン鎖の特性が基質蛋白質の運命決定に重要な意味を持つとされている。そこで我々は独自開発のポリユビキチン化
基質蛋白質の効果的濃縮・同定法を改変し、ユビキチン鎖の連結パターンに基づく基質蛋白質の網羅的解析を行うこと
で、多様なユビキチン鎖が持つ生物学的意義を明らかにする本研究に着手した。代表的な連結部位であるLys48とLys63
に関しての試験段階では問題なかったが、本研究の主対象であるマイナー連結部位に関しては解析に必要な量を得るこ
とが出来なかった。目的達成の為に、今後ともシステムの改善に取り組んでいきたい。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin chains with distinct linkage pattern are said to give specific 
biological functions to their substrate proteins. To understand these relationships between “linkages 
and functions”, we tried to identify ubiquitinated proteins with specific chain linkage patterns by 
modifying our original enrichment method for polyubiquitinated substrates. As result, we succeeded in 
identifying the linkage specific substrates for lys48 and lys63, which are main linkage points and 
already extensively characterized, but not for minor linkage points, which are major targets of this 
study.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
蛋白質のユビキチン化修飾では、修飾される
事自体に加えて、その修飾様式が基質蛋白質
の運命決定に重要な意味を持つ。先ず(マルチ
プル)モノユビキチン化なのかポリユビキチ
ン化なのかという事が重要な点で、次にポリ
ユビキチン化の場合はどのLys残基で連結し
た鎖なのか（連結パターン）も考慮すべきで
ある。しかし、修飾様式と基質蛋白質（及び
その後の運命）の対応付けは、一部の基質を
除きほとんどなされておらず、修飾様式側か
らの網羅的な視点が欠落した状況にある。そ
こで特定の残基以外のLysを全てArgに置換
した変異ユビキチン（mono-K Ub）にアフィ
ニティタグを付加して発現させ、当該 Lys で
連結した Ub 鎖を持つ基質を濃縮する試みが
為された。しかし、mono-K Ub の取り込み
がそれ以降の鎖伸長を阻害する場合が多く、
あらゆるタイプのユビキチン鎖の末端を
mono-K Ub で標識しているのとほぼ等しい
状況に陥り、所期の効果的濃縮は達成されて
いない。 
さて我々は、ポリユビキチン化基質蛋白質の
効果的濃縮法としてパラレルアフィニティ
タグ精製法(PAP法)を開発した。PAP法とは、
異なるタグで標識された２種類の Ub
（His-Ub と Flag-Ub）を同時に発現させて
ポリユビキンチン鎖に双方のタグを取り込
ませ、次にそれぞれのタグに対するアフィニ
ティ精製を連続して行うものである。これに
より、ポリユビキチン化蛋白質を選択的に
（つまり大量に存在するフリーの Ub やモノ
ユビキチン化蛋白質を含まずに）しかも高純
度に精製する事が可能になった。実際に酵母
から PAP で得られたサンプルを LC-MS/MS
解析（PAP-MS）したところ、130 種以上の
基質蛋白質候補が得られ、その 80％以上がポ
リユビキチン化されることを確認できた。 
今回、我々は、PAP-MS において mono-K Ub
を用いれば、特定の連結パターンによるユビ
キチン鎖を持つ基質を効果的に濃縮できる
ことに思い至った。PAP-MS では１分子あた
り最低２分子の mono-K Ub を取り込んだ基
質が得られる。したがって、複数のユビキチ
ン鎖を持ち、しかもそれぞれの末端が別のタ
グを持った mono-K Ub によって形成された
分子を除けば、PAP-MS で得られる分子は必
ずユビキチン鎖の内部に mono-K Ub を持つ、
つまり当該Lys残基で連結したユビキチン鎖
を持つので、従来法よりも各段に効果的な濃
縮が期待できる（図１）。更に、２種類の
mono-K Ub を用いれば、複数の連結パター
ンが混在する混合型ユビキチン鎖を持つ基
質の探索も可能であろう。 
 
 
 

 
図１ mono-K Ub を用いた PAP 法によるユ

ビキチン鎖連結ポイント特異的な基質濃縮
（48K Ub の場合） 
 
こうして得られた基質候補蛋白質の確認や
機能解析には、連結パターンを定量的に計測
する手法が必要になる。我々は、蛋白質の系
統的絶対定量解析法として独自に開発した
PCS-MS を応用すれば基質蛋白質のユビキ
チン鎖連結パターンを定量的に解析できる
ことに思い至った。PCS-MS 法とは、定量対
象となる各蛋白質に由来するトリプシン消
化ペプチドを連結した人工蛋白質（PCS）を
安定同位元素存在下に作成し、質量分析によ
る定量のための標準物質として用いるもの
で、PCS を一種類添加するだけで各標準ペプ
チドが完全に当モル量ずつサンプルに添加
されて操作性と正確性が著しく向上する。安
定同位元素標識したユビキチンモノマーを
対象とする被修飾基質蛋白質の高度精製標
品に加えて PCS-MS 解析を行うと、基質のユ
ビキチン鎖に由来するトリプシン断片ペプ
チドを正確に定量できる（図２）。この時、
連結に使われたLys残基はトリプシンで切断
されないので、その両脇のペプチド（図２の
黒とグレイ）は連結に関わらないペプチド
（図２の白）に比較すると、その量が減少す
る。したがって、その減少から、連結鎖の存
在量の算定と更にはユビキチン鎖長の推定
も可能になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 安定同位体標識ユビキチンを用いた
PCS-MS による連結パターンの定量解析 
 
このように、我々が独自に開発した PAP-MS
と PCS-MS を応用すれば、従来法では不可能
であったユビキチン鎖の連結パターンに基
づく基質蛋白質の網羅的解析と詳細な定量
解析が可能になるという国内外に例のない
着想を得たので、今回のプロジェクトを行う
ことにした。 
 
２．研究の目的 
 
上述のように任意のLys残基で連結したユビ
キチン鎖を持つ基質蛋白質を網羅的に同定
し、その連結鎖修飾の持つ生物学的な意義を
理解するために、以下のように到達目標を設
定した。 
 
①７種類の mono-K Ub を用いて出芽酵母の



PAP-MS 解析を行い、連結パターン毎の基質
候補リストを作成する。それぞれの代表的な
基質に対しては PCS-MS による確認作業を
行う。 
②外的刺激時（プロテアソーム阻害薬添加、
セリンプロテアーゼ阻害剤添加、DNA障害、
熱刺激時）において、①と同様の解析を行う。 
③上記データから各連結パターンの持つ意
義を考察し、遺伝学的・生化学的手法により
証明する。 
 
３．研究の方法 
 
①PAP-MS 解析によるユビキチン鎖連結パタ
ーン別基質蛋白質リストの作成 
出芽酵母に mono-K Ub を一過性に発現させ
て、PAP-MS 解析を行うことで連結パターン
特異的な基質のリストを作成する。 
我々の基質解析はサンプル間での相対定量
を基本とし、手技的な不安定性を回避する為
に安定同位体標識のアミノ酸を用いた
SILAC 法(Stable Isotopic Labeling using 
Amino Acids in Cell Culture)を採用してお
り（SILAC-PAP-MS、参考文献３）、本研究
もこれに準じる。例えば、48K に着目した場
合、野生型のユビキチン発現株と 48K 以外の
Lys 残基を Arg 残基に置換したユビキチン変
異体（48K Ub）発現株の間、および 48K Ub
発現株とすべてのLys残基をArg残基に置換
したユビキチン変異体（K0 Ub）発現株の間
で、それぞれ SILAC-PAP-MS を行う。前者
の比較により、48K 連結鎖基質とそれ以外の
連結鎖基質が、後半ペアの比較により 48K 連
結鎖基質とマルチプル（モノ）ユビキチン化
基質が、それぞれ定量的に判別される。また
48K Ub とは相補的な関係にある 48K のみ
Arg残基に置換したユビキチン変異体（K48R 
Ub）を用いた解析を適宜追加する予定にして
いる。このような解析をユビキチン中の７つ
Lys 残基すべてについて行い、定量結果を総
合することで基質リストの信頼性を向上さ
せる。 
 
②同位体標識ユビキチンを標準として用い
る連結パターン定量計測法の確立 
安定同位体標識ユビキチンモノマーを標準
として利用し、対象とする蛋白質試料におけ
るユビキチン鎖の連結パターンを定量する
ための技術基盤を確立する。 
具体的には、大腸菌でユビキチンモノマーの
発現系を構築し、安定同位元素標識アミノ酸
存在下で培養後、同位体標識ユビキチン標準
を精製する。一方で、in vitro のユビキチン
化システムを用い、特定の連結ポイントを有
するポリユビキチン鎖として、例えば 48K ま
たは 63K のみで連結したユビキチン鎖を作
製する。両者を様々な量比で混合したものに
同位体標識ユビキチンを標準として添加し、
LC-MS による定量を行い、理論値を反映し
た連結パターンの定量計測が可能であるか

検証する。また、K0 Ub を用いて in vitro で
ユビキチン化反応を行った基質を利用し、モ
ノユビキチン化とポリユビキチン化につい
ても区別可能であるか検証する。さらには、
本方法での連結パターンの定量データと、実
際の連結ペプチドの質量分析で検出頻度を
照合し、方法の信頼性を確保する。 
 
③外的刺激時におけるユビキチン鎖連結パ
ターン別基質蛋白質リストの作成 
①②と同様の作業を外的刺激（プロテアソー
ム阻害薬添加、セリンプロテアーゼ阻害剤添
加、DNA 障害、熱刺激）と組み合わせて行
う。 
１）野生型ユビキチン発現株に各種刺激を加
えた状態で定性的 PAP-MS 解析を行い、その
際に存在が認められた連結ポイントペプチ
ドが由来する Lys 残基にターゲットを絞り
SILAC-PAP-MS を行う。ちなみに、現在使
用している PAP-MS システムで非刺激時に
認められる連結ポイントは6K,48K,63Kのみ
である。 
２）PAP 後に MS ではなく免疫学的検出を組
み合わせたPAP-westernを刺激の種類×Lys
残基毎に行うことによりユビキチン化基質
収量を相対比較し、増加が認められた組み合
わせでのみ SILAC-PAP-MS を行う。 
 
④同位体標識ユビキチンを用いた個別基質
蛋白質の連結パターンの定量化 
①で作製されたリストから代表的な基質を
選抜し、上述した同位体標識ユビキチンを用
いた戦略により連結パターンの定量化を行
う。その際、従来のタグ１- mono-K Ub＋タ
グ２- mono-K Ub の組み合わせに代え、タグ
１-野生型 Ub＋タグ２-個別基質の組み合わ
せで PAP を行うことで、酵母細胞由来の高
度に精製されたユビキチン化基質を確保す
る。これまでのデータと照合し、各蛋白質の
ユビキチン鎖連結パターンを確認するとと
もに、種々の刺激による連結パターンの変動
を動態解析する。 
 
⑤各連結パターンが持つ生物学的な意義の
解析 
特徴的な連結パターンを持つ基質蛋白質群
に着目し、文献情報や各種オーミクスデータ
を元に生物学的な意義の抽出を行う。 
 
４．研究成果 
＜概要＞ 
代表的な連結部位である Lys48 と Lys63 に関
しては現行法のPAPである程度のユビキチン
鎖が得られ、MS 解析まで行えたが（Ａ）、そ
の他の連結部位に関しては解析に必要なサ
ンプル量が得られなかった。脱ユビキチン化
酵素欠損変異体の利用など様々な工夫（Ｂ）
をしたが今のところ目覚ましい収率の改善
は認めなかった。 
本プロジェクトを進めていく過程で、非典型



連結パターンをもつユビキチン鎖（同一ユビ
キチンモノマー内に二か所以上の連結部位
を持つような非典型連結パターンを示すユ
ビキチン鎖）の存在を認め（Ｃ）、解析に労
力を割いてしまった。最終的な結論は得られ
ておらず、現在も解析中である。 
 
（Ａ）代表的な連結部位であるLys48とLys63
に関して実際に PAP-MS 解析を行い、それぞ
れに特徴的な基質を同定した。表１には
Lys63 に関する解析の１例を示した 

表１Lys63 に関する比較定量解析結果 
 
（Ｂ）脱ユビキチン化酵素欠損変異体ライブ
ラリを用いてそれぞれの連結パターン由来
ペプチドの定量解析を行った。（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 各種変異体を用いた連結パターン由
来ペプチドの相対定量 
 
（Ｃ）同一ユビキチンモノマー内に二か所以
上の連結部位を持つような非典型連結パタ
ーンを示すユビキチン鎖の解析を行った。 
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