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研究成果の概要（和文）：タンパク質の品質管理は細胞機能の維持に必須なシステムであるが，その作用機序は十分に
解明されていない。本研究では，小胞体に局在する脱ユビキチン化酵素USP19の機能解析を行い，USP19がタンパク質品
質管理に働くユビキチン化酵素MARCH6を脱ユビキチン化して安定化し，その酵素活性が上昇することを明らかにした。
従って，USP19が小胞体のタンパク質品質管理の制御に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although protein quality control is essential for maintaining cellular function, 
its molecular mechanism is not fully understood. In this study, we performed the characterization of the 
endoplasmic-reticulum (ER) deubiquitinating enzyme USP19 and showed that USP19 stabilizes the 
ER-associated ubiquitinating enzyme MARCH6 via deubiquitination. It is known that MARCH6 has a role in 
protein quality control in the ER. In addition, the stabilization of MARCH6 increases its enzymatic 
activity and thereby promotes degradation of the mutant ABCB11, a substrate of MARCH6. These results 
suggest that USP19 is involved in the regulation of protein quality control in the ER.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞は正常な機能を維持するために，タンパ
ク質の品質（構造）を監視し量を調節している。
小胞体では，構造が異常な新生タンパク質は
ユビキチン化されてプロテアソームによる分解
を受ける。この分解機構は小胞体関連分解
（ERAD）と呼ばれ，タンパク質の品質管理だ
けでなく，特定の受容体や酵素の発現量の調
節も行う。最近では，ERAD に良く似た分解系
がミトコンドリアにもあることが示されている。品
質管理機構の破綻による異常タンパク質の蓄
積は，細胞の機能障害や死を引き起こし，神
経変性疾患の発症との関連が示されている。
しかしながら，異常分子の認識，ユビキチン化
制御，プロテアソームへの輸送の分子メカニ
ズムは不明な点が多い。私たちは，小胞体や
ミトコンドリアに局在する脱ユビキチン化酵素
（USP19 と USP30）を発見して，後述のように
品質管理機構におけるユビキチン化やタンパ
ク質分解の制御に深く関わる可能性を見出し
た。USP19（小胞体）と USP30（ミトコンドリア）
はいずれもオルガネラ膜にアンカーされて機
能することから，両者が異なるオルガネラの分
解系のなかで共通の役割を演じている可能性
もあり興味深い。 
 
２．研究の目的 
 
タンパク質の品質管理は細胞機能の維持に
必須なシステムであるが，その作用機序は十
分に解明されていない。私たちが見つけた膜
貫通型の脱ユビキチン化酵素は，小胞体やミ
トコンドリアに局在してタンパク質分解に関与
する新しい制御因子であることが分かった。本
研究では，これらの脱ユビキチン化酵素や新
規のユビキチン化酵素の機能解析を行い，オ
ルガネラにおけるタンパク質分解の分子メカ
ニズムと細胞生理的な意義を明らかにして，タ
ンパク質品質管理機構の理解に役立てること
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
1) USP19 の ERAD における作用機序と活性
調節機構の解析 
小胞体に局在するユビキチン化酵素群は自
己ユビキチン化により分解を受ける不安定分
子である場合が多いが，USP19 によって脱ユ
ビキチン化されることにより分解を免れている
可能性について検討した。小胞体 E3 酵素で
ある MARCH6，Hrd1，gp78 について USP19
の基質となり得るかを，293T 細胞や HeLa 細
胞を用いて免疫沈降法により相互作用を確認
したのち，USP19 の過剰発現および RNAi に
よる発現抑制によってこれら E3 酵素のユビキ
チン化や安定性（パルスチェイス法）に影響が
ないか調べた。USP19 の ERAD への影響を
調べるために，小胞体 E3 酵素の基質分子の
発現量への影響について解析をした。次に，

USP19 の N 末領域のプロセシングの分子機
構を明らかにするために，USP19 の C 末側切
断断片を精製した後，アミノ酸シーケンスを行
って切断認識配列の特定を行った。アミノ酸
点変異を USP19 に導入して，切断認識配列
の機能の確認と，プロセシングが小胞体 E3 酵
素の安定性に与える影響について解析をし
た。 
 

２）ミトコンドリアタンパク質の分解機構の解析 
MARCH5 や USP30 のノックダウン細胞株を用
いて，ミトコンドリア内膜タンパク質 UCP のユビ
キチン化量が MARCH5 や USP30 の酵素活
性に依存するか解析し，UCP のプロテアソー
ム分解との相関について調べた。同様の解析
を，外膜タンパク質基質を用いて行い比較検
討した。また，ERAD 関連分子（VCP/p97 など
の分子シャペロン）と MARCH5 や USP30 との
相互作用について免疫沈降法により調べた。 

 

３）新規膜貫通型 E3 酵素のクローニングと細

胞内局在の決定 
約 50 種類あるヒトの膜貫通型 E3 酵素のうち，
特に解析があまり進んでいないもの（約 25 分
子）をクローニングした。これらの分子にタグを
付加して培養細胞に発現させておおよその細
胞内局在や膜結合性について調べた。小胞
体などのオルガネラに局在するものに注目し
て，組織発現を PCR 法や in situ hybridization
により確認した。 
 
４．研究成果 
 
1) USP19 の ERAD における作用機序と活性
調節機構の解析 
まず、免疫沈降法により USP19 に相互作用す
る小胞体 E3 酵素として MARCH6 と Hrd1 を
同定することができた。Gp78 は相互作用が確
認できたものの MARCH6 と Hrd1 と比較する
と結合が非常に弱いものであることが分かった。
内在性のMARCH6とHrd1との相互作用につ
いても確認した。次に，USP19 の過剰発現に
より MARCH6 や Hrd1 の脱ユビキチン化が促
進されて安定性が増すことを認め，この効果
は USP19 の脱ユビキチン化酵素活性を消失
すると無くなることが分かった。逆に，USP19
の発現を RNAi で抑制すると，MARCH6 や
Hrd1 のプロテアソーム分解が促進して不安定
化することを明らかにした。したがって，USP19
は脱ユビキチン化を介して一部の小胞体 E3
酵素の安定化に寄与することが示された。さら
に，USP19 による MARCH6 の安定化は、
MARCH6 の基質分子である変異体 ABCB11
の 不 安 定 化 に 結 び つ く こ と が 分 かっ た 。
USP19 の発現抑制では変異体 ABCB11 の発
現量が上昇したことから，USP19 は小胞体 E3
酵素のタンパク質量を調節することで E3 酵素
活性や ERAD を制御している可能性が示され



た。 
 
USP19 の N 末領域のプロセシングの認識配
列を特定したところ，種間で高く保存された
Gly-Gly 配列であることが分かった。この配列
はユビキチンのC末部分にも保存されており，
脱ユビキチン化酵素の切断認識配列として知
られている。実際に，USP19 自身の酵素活性
によってプロセシングが行われることを明らか
にした。変異体を用いた解析から，USP19 の
プロセシング自体は E3 酵素の安定化や
ERAD に大きな影響を与える結果は得られず，
USP19 の酵素活性調節に関与していないこと
が示された。さらに，切断された N末断片は核
内に移行すること，また，熱ショックタンパク質
である HSP90 と結合することを認めており，シ
グナル伝達や転写調節への関与が予想され
た。 
 

２）ミトコンドリアタンパク質の分解機構の解析 
MARCH5 や USP30 のノックダウン細胞株を用
いて，ミトコンドリア内膜タンパク質 UCP のユビ
キチン化量や安定性について調べたが，大き
な影響を受けていないことが分かった。しかし
ながら，他の基質分子の同定を行う過程で
USP30 と MARCH5 が相互作用することを免疫
沈 降 法 に よ り 認 め た 。 こ の 結 合 に よ り
MARCH5 の自己ユビキチン化が負に制御さ
れることを示す結果を得たことから，USP30 が
MARCH5 の分解制御を行い E3 活性の調節
を行っている可能性が考えられた。 
 
３）新規膜貫通型 E3 酵素のクローニングと細
胞内局在の決定 
約 50 種類あるヒトの膜貫通型 E3 酵素のうち，
特に解析があまり進んでいないもの（約 25 分
子）をクローニングして，培養細胞に発現させ
て細胞内局在について調べた。幾つかの分
子が小胞体に局在することを認め，小胞体関
連分解など機能することが予想された。その
中の RNF186 は潰瘍性大腸炎との関連が報
告されており，発症メカニズムを知る上で
RNF186 の機能解析は何らかの知見を与えて
くれるものと考えた。PCR 法により RNF186 が
マウスの腸や腎臓に多く発現することが認め
られたので，これらの組織での発現細胞の特
定を in situ ハイブリダイゼーション法により行
った。RNF186 は大腸や腎尿細管の上皮細胞
に強く発現することを確認した。 
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