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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜蛋白質の細胞内輸送における脱ユビキチン化酵素TRE17の機能解
析を行い、TRE17がクラスリン非依存に取り込まれる膜蛋白質を脱ユビキチン化することにより、リソソームに
おける分解を抑制しリサイクリングを促進することを明らかにした。この機構により制御を受ける膜蛋白質とし
て免疫や細胞の接着、癌化に関わる因子を同定しており、TRE17はこれら膜蛋白質の細胞膜上での発現量や局在
を調節することにより種々のシグナルを制御し、細胞の遊走や免疫、腫瘍形成に関わることが想定される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated functions of the deubiquitinating enzyme 
TRE17 in intracellular trafficking of plasma membrane proteins. We found that TRE17 promotes 
recycling of cargo proteins which are internalized through clathrin-independent endocytosis by 
deubiquitinating them.  We also identified several membrane proteins involved in immune responses, 
cell adhesion, and tumorigenesis, as the cargoes whose trafficking is regulated by TRE17-mediated 
recycling. These findings indicate that TRE17 regulates levels and localization of the plasma 
membrane proteins at the cell surface to control their signaling pathways, thereby contributing to 
cell motility, immune responses and tumorigenesis.   

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 脱ユビキチン化酵素　メンブレントラフィック　リサイクリング

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 エンドサイトーシスは、細胞外との物質の
授受、膜蛋白質・受容体あるいは膜脂質の取
り込みなど、細胞にとって基本的かつ重要な
機能である。取り込まれた物質は、細胞内の
種々の輸送経路により、各小器官への輸送、
細胞膜へのリサイクリング、リソソーム等に
よる分解といった運命をたどる。従って、エ
ンドサイトーシスとその後の輸送経路は、細
胞膜表面上の蛋白質や脂質の量、局在、組成
を調節する役割も担っている。エンドサイト
ーシスには複数の様式があるが、よく知られ
ているのがクラスリンコート蛋白質を介し
たエンドサイトーシス（Clathrin-mediated 
endocytosis: CME）である。CMEは古くより
研究が進められており、クラスリン被覆小胞
形成のメカニズム、取り込まれた膜蛋白質
（以下、カーゴ蛋白質）の細胞内輸送機構な
ど、その研究成果は膨大な数に上り、詳細な
メカニズムが明らかにされつつある。一方で、
クラスリンのようなコート蛋白質を必要と
しないクラスリン非依存性エンドサイトー
シス（Clathrin-independent endocytosis: CIE）
も知られており、近年、注目を集めつつある
（Maldonado-Baez et al., Exp. Cell. Res. 2013）。
CIE によって取り込まれる膜蛋白質として、
MHCI（主要組織適合因子複合体クラス I）、
CD59 などの免疫に関わるもの、インテグリ
ン、カドヘリン等細胞接着に関わるものなど
が同定され、CIEの重要性も指摘されている。
しかしながら、カーゴ蛋白質の取り込みのメ
カニズム、その後の輸送機構は、多くが未解
明のままである。 
 CIE によって取り込まれた膜蛋白質は、初
期エンドソームを経て、リソソームによる分
解を受けるか、あるいは細胞膜へとリサイク
リングされる。分解かリサイクリングかの選
択は、膜蛋白質の寿命や局在変化の上で重要
なものであり、細胞の機能に大きく影響を及
ぼす。そのメカニズムは未だ多くは不明であ
るが、Donaldsonらのグループは、CIEカーゴ
蛋白質のユビキチン化がリソソームへの移
行を促進することを明らかにし（Eyster et al., 
Mol. Biol. Cell 22, 2011）、そのユビキチン化を
担う因子としてMARCHユビキチンライゲー
スを同定した。つまり、ユビキチン化が CIE
後のカーゴ蛋白質の運命決定に大きく寄与
しているのである。 
 
２．研究の目的 
 上記のような状況下、申請者は細胞内膜輸
送の研究を進める過程で、脱ユビキチン化酵
素 TRE17 に着目し、同酵素が MARCH によ
るMHCIおよび CD98（いずれも CIEカーゴ）
のリソソームへの輸送を負に制御するとい
う予備的知見を得た。すなわち、リソソーム
にて分解されるようコードされたカーゴ蛋
白質が、TRE17の働きによりリサイクリング
へと移行するのである。 

TRE17は、Ewing肉腫よりがん遺伝子とし

て同定され、脱ユビキチン化ドメイン（DUB
ドメイン）が腫瘍化に関わることが示唆され
ている。一方、TRE17 は DUB ドメインの他
に、TBCドメインとよばれる構造を分子内に
もち、細胞内膜輸送に関わる低分子量 G蛋白
質 Arf6と結合する。Arf6は、CIEとその後の
細胞内輸送において重要な役割を担ってい
る。つまり、TRE17は DUBドメインと、CIE
のキーファクターである Arf6 に作用する
TBC ドメインの２つをもつという興味深い
特性を有するのである。しかしながら、CIE
経路における TRE17 の機能は不明であり、
標的因子も明らかにされていない。そこで本
研究では、膜タンパク質輸送、特に CIEカー
ゴ蛋白質の細胞内輸送における TRE17 の機
能を解明することを目的とし、解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）膜蛋白質の取り込み、細胞内輸送の解
析、および免疫蛍光染色 
 MHCI、CD98、TfRの細胞内への取り込み、
その後の細胞内の輸送は、それぞれに特異的
な抗体を用いて解析した。HeLa 細胞をカバ
ーガラス上に培養し、各種発現ベクターをト
ランスフェクション後 20-24 時間培養した。
その後、細胞を各膜蛋白質カーゴに特異的な
抗体を含む DMEM培地（10%血清添加）にて
37℃、1時間培養後、細胞を培地にて洗浄し、
さらに 2時間 37℃にて培養した。2時間培養
時には、リソソームにおける分解を抑制する
ため 25 mMの塩化アンモニウムを添加した。
その後、2%ホルムアルデヒド／PBS にて 10
分室温で固定し、10%血清を含む PBSにてブ
ロッキンングした。発現させた蛋白質を検出
するため、一次抗体と 0.2％ saponinを含むブ
ロッキンング溶液で 1時間室温にて反応させ、
蛍光ラベルした二次抗体を用いて検出した。
観察は共焦点顕微鏡にて行った。 
 
（２）CD98-SNAPのユビキチン化の観察 
 SNAPは、O6-benzylguanineと共有結合する
蛋白質である。SNAP-tagを付加した CD98と
ともに、解析したい遺伝子の発現ベクター
（MARCHや TRE17など）を HeLa細胞にト
ランスフェクションし、24時間培養した。そ
の後、O6-benzylguanine-PEG4-biotinを含む培
地で 37℃、4 時間培養し、SNAP-CD98 を標
識した。細胞を回収し溶解した後、1%SDS
存在下 15 分間煮沸し蛋白質を変性させた。
Triton X-100 にて SDS を quench し、Lysis 
Buffer を 加 え Streptavidin-agarose に て
CD98-SNAP-BG-biotinを回収した。回収した
複合体を SDS-PAGEにて分離後、Western Blot
にてユビキチン、各蛋白質を検出した。 
 
４．研究成果 
（１）TRE17は、MARCHによる CIEカーゴ
のリソソームへの移行を抑制する。 
 前述のように、CIE カーゴタンパク質は
MARCHによってユビキチン化されることに



より、リソソームへと輸送され分解が促進さ
れる。TRE17 は DUB ドメインを有すること
から、この経路への関与を免疫蛍光染色によ
り検討した。HeLa細胞に MARCHと TRE17
を共発現し、MHCI と CD98（共に MARCH
による調節を受ける CIEカーゴ）のエンドサ
イトーシス後の細胞内輸送を観察したとこ
ろ、MARCH単独発現で観察されたMHCIや
CD98 のリソソームへの蓄積と細胞膜上の著
しい発現低下が、TRE17の共発現により抑制
されていた（細胞膜上の発現量回復とリソソ
ームへの移行が消失）。この抑制作用は、
TRE17 の脱ユビキチン化活性を欠失した変
異体（TRE17 CS）ではみられなかったことか
ら、TRE17 は、脱ユビキチン化活性依存に
MHCI や CD98 のリソソームへの移行を抑制
することが明らかとなった。 
 上記と同様の解析を、細胞膜やエンドソー
ムに局在し EGF受容体などの CMEカーゴを
脱ユビキチン化する USP8、および、TRE17
のDUBドメインと高い相同性を示すDUBド
メイン（塩基配列で 97％一致）をもつ USP32
を用いて行ったところ、USP8、USP32のいず
れも TRE17のような作用は示さなかった。以
上より、TRE17による CIEカーゴのリソソー
ムへの移行の抑制は、DUBの発現による非特
異的な効果ではなく、TRE17に特異的な機能
であることが示唆された。 
 
（２）TRE17は、CMEカーゴであるTransferrin 
Receptorの輸送には関与しない 
 クラスリン依存性（CME）カーゴについて
も、TRE17が細胞内輸送に関与するか検討す
るため、MARCH が標的とする CME カーゴ
Transferrin receptor (TfR)の輸送について同様
の解析を行った。その結果、MARCHによる
TfRのリソソームでの分解促進は、TRE17に
よる抑制を受けないことが明らかとなった。
これより、TRE17は CIEカーゴ特異的に作用
することが推測された。 
 
（３）DUBの CIEカーゴの認識は、CIEカー
ゴコンパートメントへの局在に依存する。 
 TRE17のCIEカーゴ蛋白質に対する認識機
構について解析するため、TRE17 と MHCI、
CD98、および TfRの細胞内局在を検討した。
TRE17が作用するMHCIや CD98は、細胞膜
や CIE カーゴに特徴的なエンドソーム上で
TRE17 と高い共局在を示したのに対し、TfR
と TRE17は異なる細胞内局在を示した。これ
らの結果より、TRE17は、CIEカーゴが局在
するコンパートメントにリクルートされる
ことにより CIEカーゴを認識し、輸送を調節
していることが示唆された。これを検証する
ため、前述の USP8（CIEカーゴの輸送への関
与がみられなかった）を CIEカーゴコンパー
トメントにアンカリングすることを試みた。
H-Rasは C末端にファルネシル化される領域
を有しており、この領域を他の蛋白質に融合
すると、その融合蛋白質は細胞膜や CIEカー

ゴのエンドソームや小胞上に局在すること
が報告されている（Porat-Shilom et al., Mol. 
Biol. Cell 2008）。そこでこの領域を USP8の C
末端側に付加し（USP8-Ras-C20）、細胞内局在、
CIE カーゴ輸送への影響を検討した。その結
果、USP8-Ras-C20はMHCIや CD98と共局在
するとともに、TRE17と同様にMARCHによ
るMHCIや CD98のリソソームへの移行促進
を抑制した。以上により、CIE カーゴの輸送
制御には、脱ユビキチン化酵素の CIEコンパ
ートメントへの局在が重要であることが明
らかとなった。 
 
（４）TRE17は CIEカーゴタンパク質を脱ユ
ビチン化し、安定化させる。 
 上記の TRE17の機能が、CIEカーゴの脱ユ
ビキチン化を介しているのかを検討するた
め、SNAP-tagを付加した CD98（CD98-SNAP）
を HeLa 細胞に発現させ、そのユビキチン化
状態を解析した。CD98-SNAP と MARCH の
みを発現させた細胞では、コントロールと比
較し、CD98 のユビキチン化の亢進と分解促
進による発現量の低下がみられた。一方、
TRE17 を共発現すると、CD98 の脱ユビキチ
ン化とともに CD98蛋白質の安定化が観察さ
れた。この CD98の脱ユビキチン化・安定化
は、TRE17 CS変異体、USP8、あるいは USP32
では認められず、リソソームへの移行の観察
結果と相関して、TRE17に特異的かつ脱ユビ
キチン化活性依存的な作用であることが明
らかとなった。同様の結果は、別の CIEカー
ゴである Tac (IL-2 receptor )でも得られた。
以上の結果より、TRE17は標的 CIEカーゴを
脱ユビキチン化することによりリソソーム
への輸送を抑制し、CIE カーゴの安定化・細
胞膜上での発現量増加に寄与することが明
らかとなった。 
 
（５）TRE17 A6-変異体は、CIEカーゴのリソ
ソームへの移行を抑制しない。 
 前述のように TRE17 は、TBC ドメインを
介して Arf6 と結合することが報告されてい
る。そこで、上記の TRE17 による CIE カー
ゴの輸送制御機構と Arf6 との関係について
解析を試みた。解析には、TBCドメインに変
異をもち、Arf6と結合できない変異体（TRE17 
A6-変異体）を用いた。TRE17は、HeLa細胞
において細胞膜やCIEカーゴに特徴的なエン
ドソーム上に局在するが、TRE17 A6-変異体
は細胞質全体に拡散していた。さらに、TRE17 
A6-変異体は、MARCHによるMHCIや CD98
のリソソームへの輸送促進、細胞膜上での発
現量低下を回復することはできなかった。一
方で、TRE17 A6-変異体に前述の H-Rasの C
末端領域を付加し、CIE カーゴコンパートメ
ントにアンカーすると、TRE17 A6-変異体で
もCIEカーゴのリソソームへの移行を抑制し、
蛋白質を安定化させることが認められた。以
上の結果より、Arf6 は TRE17 の細胞内局在
を規定することにより、CIE カーゴの脱ユビ



キチン化を促進し、CIE カーゴの輸送を制御
していることが示唆された。 
 
（６）TRE17によるCIEカーゴの輸送制御は、
Arf6に依存しない。 
 前項の仮説を検証するため、Arf6をノック
ダウンした細胞において同様の解析を行っ
た。しかしながら、予想に反し、Arf6をノッ
クダウンした細胞においても TRE17 の細胞
内局在に異常はみられず、TRE17による CIE
カーゴ脱ユビキチン化、リソソームへの移行
の抑制、安定化が観察された。これらの結果
より、Arf6 以外に TRE17 の細胞内局在と機
能を制御する因子の存在が示唆された。 
 
（７）TRE17新規結合因子の探索 
 上記の結果を受け、TRE17の細胞内局在と
機能を調節する新規結合因子を同定するた
め、TRE17の野生型に結合し、かつ TRE17 A6-
変異体には結合しない因子の探索を免疫沈
降により探索した。その結果、TRE17野生型
に特異的に結合する因子の候補を複数同定
した。 
 
以上のように本研究では、TRE17が CIEカー
ゴの脱ユビキチン化を介してそれらの細胞
内輸送を制御することを明らかにした。今後
は、新規候補結合因子を同定し、TRE17によ
るCIEカーゴ輸送のメカニズムを明らかにし
ていく予定である。また、TRE17によって輸
送が制御される CIEカーゴとして、上に挙げ
た因子の他にもCD44やCD147などを同定し
ている。MHCI や Tac は免疫応答に、CD44、
CD98、CD147 は細胞の接着、がん細胞の浸
潤や遊走、腫瘍形成に関わることが知られて
おり、TRE17はこれらの膜蛋白質の細胞膜上
での発現量を調節することにより、上記のよ
うな細胞機能を制御していることが想定さ
れる。これらの細胞機能への関与、また
TRE17 による腫瘍形成メカニズムについて
も解析を進めていく予定である。 
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