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研究成果の概要（和文）： 　本研究では、タンパク質分解で重要な役割を果すユビキチン化に準ずる、MNSFβ化シス
テムを明らかにするため、MNSFβ化を触媒する酵素群を単離・精製・cDNAクローニングした。その結果、MNSFβの標的
タンパク質への結合を担う新しい酵素（ユビキチンE3酵素に相当）を見出した。さらに、凝集性の強いMNSFβを安定化
するheat shock proteinを同定した。これらにより、MNSFβ化システムの一部が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified and characterized an enzyme which conjugates MNSF to 
target protein(s). This enzyme is a novel protein similar to ubiquitin conjugating enzyme E3. In addition,
 we also identified a heat shock protein which stabilizes aggregative MNSF. Thus, the mechanism of MNSF co
njugation was partly shown.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ユビキチンは極めて保存性の高いタンパ
ク質であるが、これまでにユビキチンのアミ
ノ酸配列に相同性を示すユビキチン類似タ
ンパク質が報告されている。研究代表者は、
ユ ビ キ チ ン 類 似 タ ン パ ク 質 と し て
Monoclonal Nonspecific Suppressor Factor 
β (MNSFβ)を発見した。そして、ユビキチン
化と同様のシステムでイソペプチド結合す
る２つの標的タンパク質を同定した。その１
つ Bcl-G はアポトーシス促進タンパク質で、
MNSFβ化により MAP キナーゼ ERK のリン酸化
を抑制することを証明した。他方の
Endophilin-II はこれまで機能が不明であっ
たが、MNSFβ 化によるファゴサイトーシスお
よび自然免疫の制御機能を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 
 現在までに SUMO 化および ISG15 化の触媒
酵素群が cDNA クローニングされている。本
研究の目的は、ユビキチン化に準ずる MNSFβ 
化を触媒する酵素群を単離・精製・cDNA クロ
ーニングしてMNSFβ化システムを明らかにし、
他のユビキチン類似タンパク質およびユビ
キチン システムとの共通点と相違点を明確
にすることである。 
 
３．研究の方法 
 
MNSFβ と標的分子との共有結合を触媒す
る特異的酵素の精製と cDNA クローニング 
1) マウス肝臓をプロテアーゼ・インヒビタ
ー・カクテル存在下で、メッシュおよび磨り
ガラスにより PBS 中で懸濁して、フィブリン
塊を除去する。肝臓細胞を超音波処理した後、
超遠心 (100,000 x g) により上清を得て、
これをマウス肝臓ライセートとした（全て
４℃下で施行）。  
2) DEAE陰イオンクロマトグラフィーにより、
分画した (NaCl:01-05 M)。 
3) リコンビナント MNSFβ を結合させた
glutathione 4B カラムと、肝臓ライセート分
画を反応させた。 
4) 10 mM DTT, 20 mM Tris-HCL, pH 7.5 処
理により、MNSFβ とチオール結合するタンパ
ク質を溶出させた。または、トリプシン消化
によってMNSFβと非共有結合するタンパク質
（群）を得た。 
5) MNSFβ チオール結合性タンパク質を
SDS/PAGE 電気泳動法により分離して、各バン
ドを酵素(トリプシン、V8 など) 処理して
MALDI-TOF-Ms により質量分析した。 
6) 質量分析結果をペプチドマスフィンガー
プリント法によって、ユビキチン化触媒酵素
の E1,E2, E3 あるいは SUMO 結合酵素のアミ
ノ酸配列情報を基に MNSFβ 化酵素(E1-like)

を同定した。 
7) 5’RACE 法等により目的の MNSFβ 化酵素
cDNA を単離した。 
8) 組 換 え 型 タ ン パ ク 質 を 作 製 し て       
MNSFβ化を in vitroで実証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）マウス肝臓ライセートの DEAE 陰イオ
ンクロマトグラフィーによる分画 (0.1-0.5 
M NaCl)をそれぞれ glutathione 4B カラムに
結合した GST-MNSFβと反応させ、トリプシン
消化した反応物を還元条件下で SDS/PAGE 解
析した結果、複数のタンパク質がクマシーブ
ルー（CBB）染色により検出された（図１-A）。
GST- MNSFβにはトリプシン切断部位がデザイ
ンされており、MNSFβ と会合（非共有結合）
または共有結合したタンパク質が染色され
る。その中で、低分子を除くタンパク質を切
り出し、酵素 (トリプシン ) 処理して
MALDI-TOF-Ms により質量分析した。尚、この
解析において陽性（バンドが認められた）で
あったのは、0.2M NaCl 溶出した分画であっ
た。その他の分画は、陰性または目的とする
タンパク質を検出できなかった。さらに、二
次元電気泳動も実施したが、一次元と特段の
差異は認められなかった。続いて、得られた
分画に対して、抗 MNSFβ抗体によるウエスタ
ン ブロット法で解析した（図１-B）。分子量
約 60,000 に強いバンドを確認した。還元条
件下で SDS/PAGE 分析したことから、抗 MNSFβ
抗体に反応したタンパク質は、MNSFβ と共有
結合している標的タンパク質であると考え
られる。一方、CBB 染色で認められた分子量
約 80,000 のタンパク質は抗 MNSFβ 抗体と反
応しなかった。これは MNSFβと非共有結合し
ていることを意味する。MNSFβ 化に寄与する
酵素は非共有結合しているはずなので、この
タンパク質を以下の如く解析した。 
 
（２）データベース（マウス）を活用して、
ペプチド・マス フィンガープリント法によ
り、MNSFβ 化酵素の候補と期待できる新しい
タンパク質を複数同定した。その中で、ユビ
キチン結合酵素 E3、RFWD2が同定された。ヒ
ット率は 47%を示した。この E3はアミノ酸
733 個で構成される分子量約 80,000 で、ユ
ビキチンの標的タンパク質は c-Jun である。
RFWD2 は RING finger および  WD repeat 
domainを有する。RFWD2遺伝子はマウス、ヒ
トともに染色体１番にコードされる。これは
MNSFβ 化にもユビキチン化システムが機能し
ている可能性を強く示唆する。他にも興味あ
るタンパク質が、新規 heat shock proteinを
含めて検出された。この結果は、MNSFβ の強
い凝集性を鑑みれば、分子シャペロンが
MNSFβと会合する意味は理にかなっている。 
 



 
図１ MNSFβ との反応性を示す種々のタン
パク質：A, クマシーブルー染色; B,抗
-MNSFβ 抗体によるウェスタンブロット 
 
これらのMNSFβ化に関連したタンパク質につ
いては現在詳しく解析中である。 
 
（３）次に、GST のプルダウンアッセイを行
った（図２）。GST- MNSFβ とマウス肝臓ライ
セートを ATP 存在下で反応させてウェスタン
ブロット解析したところ、分子量約 100,000
あたりにバンドを認めた（図２-B, レーン 6）。
これは MNSFβとチオール結合した E1酵素（ユ
ビキチン酵素の類似物）であると推察された。
尚、ATP 非存在下ではこの高分子のバンドは
観察されなかった (データは示していない)。
コントロールの GST 単独ではこのシフトは観
察されなかったことから、E1 酵素は確かに
MNSFβ と反応している。これら一連の実験結
果は、抗 GST 抗体および抗 MNSFβ抗体を使用
したウェスタンブロット解析により、確かに
GST-MNSFβがシフトしていることを実証で
きた。さらに GST を結合していない
glutathione 4Bカラムではバンドが全く観察
されないことから、これらの実験で非特異的
な反応を観ている可能性が否定された。 
 
（４）他のユビキチン様タンパク質である
SUMOおよびFAT10の結合酵素とMNSFβ結合酵
素との差異を観察する目的で、結合酵素 Uba2 
(SUMO)と Uba6（FAT10）に対する siRNA によ
る干渉実験を遂行した。使用した細胞は、マ
ウスマクロファージ系細胞株（Raw264.7）で、
当研究室において既に複数のタンパク質に
MNSFβ 化が生じることを報告している。その
結果、Uba2 siRNA および Uba6 siRNA とも全
く MNSFβ 化に影響を与えなかった。従って、
MNSFβ はこれらのユビキチン様タンパク質と
は結合酵素を共有しないものと考えられた。
図３のレーン２は MNSFβ siRNA によるもの
で、MNSFβが減衰した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ GST プルダウン アッセイ：A,抗 GST
抗体によるウェスタンブロット; B, 抗
MNSFβ 抗体  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３  siRNA による種々の結合酵素の
knock-down 実 験 :lane 1,control 
siRNA; lane 2, MNSFβ siRNA; lane 
3,Uba2 (SUMO); lane 4, Uba6 (FAT10) 
 
 
【考察】 
 MNSFβ結合システムには、他のユビキチン様
タンパク質、SUMO および FAT10 のそれとは異
なることが明らかとなった。本研究では、ユ
ビキチン結合システムとは一部共通する可
能性が示唆された。但し、MNSFβ 結合にシス



テム特有の酵素が存在するか否かは不明で
ある。今後、この酵素を探求する。 
 本研究を遂行する過程で、分子シャペロン
が特定されたことは興味深い。シャペロンに
よる安定化は、極めて凝集性の高い MNSFβの
標的タンパク質への結合（イソペプチド結
合）に欠かせないと考えられる。 
 今回は DEAE 陰イオンクロマトグラフィー
によりマウス肝臓細胞を分画したが、陽イオ
ンクロマトグラフィーによる解析も必要で
ある。 
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