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研究成果の概要（和文）：本研究では，形質膜に存在する構造異常膜タンパク質モデル ΔF508 CFTR 変異体を用いて
，形質膜品質管理に関わる脱ユビキチン化酵素 (DUB) を同定する事を目的とした．阻害剤スクリーニングの結果，pro
teasome 結合型 DUB の阻害は，ΔF508 CFTR 変異体の形質膜発現および膜安定性を増加させた．さらに，proteasome 
結合型 DUB阻害は ΔF508 CFTR 変異体のエンドサイトーシスを阻害した．従って，proteasome 結合型 DUB による脱
ユビキチン化は，異常膜タンパク質の形質膜安定性を制御するという新たな可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Here, we sought to identify the deubiquitination enzyme (DUB) involved in the 
peripheral protein quality control mechanism that eliminates aberrant plasma membrane proteins such as 
ΔF508 CFTR. Analysis of a panel of DUB inhibitors discovered that inhibition of proteasome-associated 
DUB increased the cell surface expression and stability of ΔF508 CFTR. Moreover, endocytosis of ΔF508 
CFTR was dramatically inhibited by inhibitors of proteasome-associated DUB. These results provide a novel 
regulatory mechanism that the proteasome-associated deubiquitination stimulates the elimination of 
aberrant plasma membrane proteins from the cell surface.

研究分野：タンパク質品質管理
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１．研究開始当初の背景 
ABC トランスポーター の CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator)は肺や消化器などの上皮細胞の
管腔側アピカル形質膜に発現する膜タンパ
ク質であり，cAMP 依存性塩素チャネルとし
て機能する．CFTR は感染防御因子として非
常に重要な機能を果たすが，遺伝子変異や環
境ストレスにより CFTR の発現・機能が阻害
されると，慢性感染症を引き起こし，嚢胞性
線維症 (Cystic Fibrosis, CF)の原因となる． 
CF は白色人種間で頻度が高い致死性の遺伝
病であり，根本的な治療法はなく致死性であ
るため，新規治療法の開発が世界中で強く望
まれている．CF の主な原因は F508 変異で
あり，F508-CFTR タンパク質はフォールデ
ィング異常を起こし，細胞内タンパク質品質
管理 (protein Quality Control, QC) によ
り分解シグナルであるユビキチン化され，分
解除去されるため，形質膜に発現できず CF 
を引き起こす．また，F508-CFTR は一部，
形質膜へ発現し機能するが，形質膜での安定
性が悪く，すぐに分解除去されてしまう 
(Sharma M et al, J Cell Biol. 2004)．従
って，小胞体および形質膜に存在する 
F508-CFTR の安定性を増加させる事により，
その形質膜発現および機能を改善する事が，
CF の新規治療戦略に重要であると考えられ
る． 
 代表者はこれまでに形質膜に局在する異
常膜タンパク質を除去する形質膜タンパク
質品質管理機構 (peripheral QC) の分子機
構を世界で初めて明らかにし，形質膜の 
F508-CFTR は分子シャペロン Hsc70 およ
び Hsp90 に認識され，シャペロン結合ユビ
キチンリガーゼ CHIP によりユビキチン化
される結果，形質膜から速やかに分解除去さ
れる事を明らかにした (Okiyoneda T et al, 
Science. 2010, Okiyoneda T et al, Curr Opin 
Cell Biol. 2011)．しかしながら，CHIP ノ
ックダウンでも CFTR の形質膜からの分解
を完全に阻害できない事 (Okiyoneda T et al, 
Science. 2010) から，CHIP を含めたいくつ
かのユビキチン化酵素が形質膜の CFTR の
ユビキチン化に関与する可能性が考えられ
る．さらに，タンパク質のユビキチン化レベ
ルはユビキチン化酵素だけではなく，ユビキ
チンを基質タンパク質から取り除く脱ユビ
キチン化酵素 (deubiquitinating enzyme: 
DUB) によっても制御されるが，現在まで形
質膜の CFTR のユビキチン化を制御する 
DUB 分子は同定されていない． 

 
 
２．研究の目的 
本研究では形質膜の F508-CFTR 発現・機能
を改善する事を目指すために F508-CFTR 
のユビキチン化レベルの制御因子，特に，脱
ユビキチン化酵素 (DUB) を同定する事を目
的とした．また，形質膜の CFTR レベル制御
因子のハイスループットスクリーニングを
目指すために，形質膜の CFTR レベルを簡便
に定量する評価系を確立することを目的と
した． 
 
 
３．研究の方法 
(1) CFTR-HA 安定高発現細胞株の樹立  
形質膜に発現する CFTR を特異的に検出す
るために，CFTR の細胞外ドメインにエピト
ープタグ (HA tag) を導入した WT-CFTR-HA 
または F508-CFTR-HA を用いた．
WT-CFTR-HA または F508-CFTR-HA をヒト 
CF 患者気道上皮細胞由来 CFBE41o- (CFBE) 
細胞に組換えレンチウイルスを用いて恒常
的に発現させ，Tet-ON 発現誘導システムを
用いて，CFTR の発現量を制御した． 
 
(2) 96 ウェルプレートを用いた CFTR 膜発
現定量法の確立 
CFBE 細胞における CFTR-HA 形質膜発現量
を cell surface ELISA 法 (Peters KW and 
Okiyoneda T et al, Methods Mol Biol 2011) 
を用いて定量した．ネガティブコントロール
として，CFTR-HA 未発現細胞を用いた．ハイ
スループットスクリーニングを行うために，
96 ウェルプレートを用いた cell surface 
ELISA 法の確立，つまり，細胞数，抗体量，
wash 条件，検出用酵素基質 (蛍光，または，
発光) の最適化を行った． 
 
(3) DUB 阻害薬を用いた検討 
市販の DUB 阻害薬（PR-619: 非特異的 DUB 
阻害薬，IU1: USP14 阻害薬，b-AP15: USP14, 
UCH-L5 阻害薬，LDN-57444: UCH-L1 阻害薬，
TCID: UCH-L1 阻害薬，WP1130: USP9x, USP5, 
USP14, UCH-L5 阻害薬，HBX-41108: USP7 阻
害薬など）を用いて F508-CFTR の形質膜発
現量を CFBE 細胞を用いた cell surface 
ELISA 法で定量した．また，ヒット阻害剤を
用いて，その作用機序を CFBE 細胞，および，
HeLa 細胞での発現系を用いて，過去の方法
(Okiyoneda T et al, Science. 2010)に従い，
種々の解析を行った． 



 
 
４．研究成果 
CFTR の形質膜発現量を簡便に定量するため
に，CFTR の細胞外ドメインに HA tag を導入
した CFTR-HA を構築し，CFTR-HA を発現す
る組換えレンチウイルスを作製した．ウイル
ス感染後，2 週間の薬剤選択を行い，
tetracycline 誘導性 CFTR-HA 安定発現ヒ
ト CF 患者気道上皮細胞由来 CFBE 細胞を樹
立した．96 ウェルプレートでの HA 抗体を用
いた ELISA 法により CFTR 膜発現の定量法を
行ったが，エッジ効果などにより，データの
ばらつきに大きな問題が生じた．そこで，無
標識で細胞表面の CFTR 発現を直接定量化
するために，細胞外領域に Horse Radish 
Peroxidase (HRP) tag を融合した CFTR-HRP 
を構築し，安定発現する tetracycline 誘導
性ヒト CF 患者気道上皮細胞由来 CFBE 細胞
を樹立した．HRP tag は HA tag と比較して，
分子量が 34 kDa と非常に大きいため，CFTR 
の形質膜発現，膜安定性，チャネル機能など
のフェノタイプに影響する可能性が懸念さ
れた．そこで，HRP tag の影響を検討するた
めに，ELISA 法，および，CFTR チャネル機能
解析実験を行った結果，HRP tag は CFTR の
フェノタイプには影響しないことが確認で
きた．次に，F508-CFTR-HRP 発現 CFBE 細
胞を用いた 96 穴プレートでの評価を行った．
細胞外の HRP 活性を指標に CFTR 膜発現を
評価した結果，F508-CFTR の膜発現を改善
する化合物の効果を再現良く確認できた．ま
た，ハイスループット評価系の指標となる 
Z’-factor も 0.6 以上であり，ハイスルー
プットアッセイに適した評価系が確立でき
た． 
 
 次に，F508-CFTR の形質膜発現を制御す
る脱ユビキチン化酵素 (DUB) を同定するた
めに，市販の DUB 阻害薬ライブラリーを用
いて，F508-CFTR-HRP の形質膜発現を指標
にスクリーニングを行った．その結果，
proteasome 結合型 DUB の阻害薬は，F508 
CFTR 変異体の形質膜発現を増加させた．
ELISA 法による F508-CFTR 形質膜安定性を
評価した結果，proteasome 結合型 DUB 阻害
薬は F508-CFTR 形質膜安定性を増加させた．
さらに，cell surface ELISA 解析の結果，
proteasome 結合型 DUB 阻害薬は F508 
CFTR 変異体のエンドサイトーシスを阻害す
ることが分かった．同様に，免疫蛍光染色法
を用いて，形質膜からエンドサイトーシスさ

れた F508 CFTR 変異体を選択的に蛍光標識
し，共焦点レーザー顕微鏡で可視化した結果，
proteasome 結合型 DUB 阻害薬は F508 
CFTR 変異体を形質膜へ蓄積させた．形質膜
を含む post-Golgi 区画に存在する成熟型 
F508 CFTR 変異体 を affinity beads を用
いて変性状態で単離後，そのユビキチン化レ
ベルを定量した．その結果，proteasome 結
合型 DUB 阻害薬は成熟型 F508 CFTR 変異
体のユビキチン化レベルを増加させる傾向
が見られた．今後，形質膜に存在する F508 
CFTR 変異体のみを単離する手法を確立し，
形質膜に局在する F508 CFTR 変異体のユビ
キチン化レベル，および，ポリユビキチン鎖
パターンへの影響を検討する予定である． 
 
 以上，本研究の結果より，proteasome 結
合型 DUB は恐らく脱ユビキチン化能を介し
て，構造異常膜タンパク質である F508 CFTR
のユビキチン化レベルを増加させるが，その
エンドサイトーシスを抑制し，F508 CFTR
の形質膜安定性と膜発現量を増加するとい
う新しい形質膜タンパク質品質管理の可能
性が示唆された．今後，さらに解析を行って
行く事で，より詳細な分子機構の解明を目指
して行く予定である． 
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