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研究成果の概要（和文）：ユビキチンは標的タンパク質を多様な様式で修飾することで、タンパク質分解のみな
らずタンパク質輸送やシグナル伝達など多彩な生命現象を制御している。本研究では、質量分析計を用いたユビ
キチン鎖の高感度絶対定量法やユビキチン化基質の網羅的同定法の開発に成功し、領域内で見出された様々な重
要基質の解析に応用した。また、ユビキチン修飾系のデコーダー分子であるユビキチン結合タンパク質を網羅的
に解析し、細胞内におけるユビキチン鎖の使い分けを明確にすると共に、ユビキチン選択的シャペロンp97とシ
ャトル分子Rad23/Dsk2を介した間接的な経路がプロテアソーム依存的タンパク質分解の主要経路であることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitylation is a post-translational modification that regulates numerous 
important cellular processes including proteasomal degradation, DNA repair, protein sorting, and 
signal transduction. The diverse functions of ubiquitin depend on the ubiquitin chain topology with 
eight linkage types, lengths, chemical modifications, and their combinations. To clarify the 
ubiquitin code, we developed an ultra-sensitive absolute quantification method of ubiquitin chains 
and a comprehensive identification method of ubiquitylated substrates using a high resolution mass 
spectrometry. Then, we applied them to the analysis of various important substrates found in the 
research group. In addition, we comprehensively analyzed ubiquitin chain type selectivity of yeast 
ubiquitin-binding proteins and found that proteasomal degradation is predominantly regulated by the 
Cdc48-Rad23/Dsk2 axis. Thus, we provided the first overall picture of the ubiquitin network via 
ubiquitin-binding proteins.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチンによるタンパク質の翻訳後修飾
は、基質タンパク質の安定性のみならずシグ
ナル伝達やタンパク質の輸送など広汎な生
命機能を制御することが明確となり、現在、
ユビキチン研究は新時期を迎えている。ユビ
キチンは自身を修飾することで 8種類の異な
る構造のユビキチン鎖（異なるリジン残基を
介して連結した K6 鎖 K11 鎖、K27 鎖、K33
鎖、K48 鎖、K63 鎖および M1 鎖）を形成し、
さらにユビキチン間結合が一様ではない混
合鎖や分岐鎖が存在するため、ユビキチン修
飾はユビキチンコードとも呼ぶべき多様性
に富んだ膨大な情報を内包していると考え
られている。しかしながら、ユビキチンコー
ドの解析技術は十分に確立されておらず、ユ
ビキチンシグナル発動の機構は未解明な点
が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ユビキチン修飾を構成する全て
の情報、すなわちユビキチン鎖の「種類」、「長
さ」、「複雑さ」を決定する生化学的手法を開
発する。一方、アーティファクトを極力排除
したユビキチン化基質の網羅的同定法を確
立し、本領域内で取り扱う様々な重要分子に
提示されるユビキチンコードの解析を進め
ると共に、ユビキチン鎖の使い分けのメカニ
ズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 高分解能質量分析計を用いたユビキチン
鎖の識別・絶対定量法を確立する。 
(2) ユビキチン鎖に対するユビキチン鎖プロ
ーブを作出し、ユビキチン化基質の網羅的同
定法を確立する。 
(3) ユビキチン鎖の鎖長や複雑さを解析する
方法を開発する。 
(4) ユビキチン修飾系のデコーダー分子ユビ
キチン結合タンパク質のユビキチン鎖選択
性を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) 質量分析計によるポリユビキチン鎖絶対
定量法の開発・応用 
初年度、高分解能質量分析計（Thermo 社、

Q Exactive）を所属研究所に設置した。本機
種はショットガン解析によるタンパク質の
網羅的同定のみならず高分解能検出器によ
る MS/MS 定量解析（PRM：Parallel Reaction 
Monitoring）が可能である。そこで、まず、
PRM 法によるユビキチン鎖の絶対定量法を
開発した（Ub-AQUA/PRM: Ubiquitin Absolute 
Quantification/PRM）。8 種類全てのユビキチン
鎖に対する安定同位体標識ペプチド（AQUA
ペプチド）を作製し、PRM 法のパラメーター
設定、ナノ LC のセッティングやバイアル選
定に至るまで最適化を行った。その結果、細
胞粗抽出液などの複雑試料から 8 種類全ての
ユビキチンリンケージを超微量（100 amol）

から検出が可能な絶対定量法確立した
（BBRC 2013）（図 1）。本方法は従来法（ウ
ェスタンブロット解析）の約 1,000 倍高感度
であり、これにより細胞内で生成するユビキ
チンシグナルを内在性の発現レベルで解析
することが可能となった。そこで、本領域内
の多くの研究者と、継続中のものを含めて計
29 件の共同研究を推進した（Genes Cell 2014, 
Nat Genet 2015, Nat Commun 2015, JBC 2016, 
Nat Commun 2017 など）。 
一方、領域内で見出されたアセチル化ユビ

キチン、リン酸化ユビキチン、K48/K63 分岐
型ユビキチン鎖についても Ub-AQUA/PRM
法による検出・定量系を確立し、ユビキチン
の翻訳後修飾の存在を実証した（Nature2014、
EMBO Rep 2015、Mol Cell 2016）。 

 
(2) ポリユビキチン鎖の鎖長決定法の開発 
ポリユビキチン鎖に対する高親和性プロ

ー ブ TR-TUBE （ trypsin resistant-tandem 
ubiquitin binding entity）とトリプシンによる部
分消化を組み合わせることで、基質に付加し
たユビキチン鎖長を決定する新手法 Ub-ProT
（ubiquitin chain-protection from trypsinization）
法を開発した。酵母抽出液中のバルクのユビ
キチン化タンパク質について応用したとこ
ろ、細胞内に存在するポリユビキチン化基質
の鎖長は 2～8 mer であることが明らかとな
った。さらに Ub-PRM 法によるユビキチン鎖
の絶対定量法を組み合わせることで、K48 鎖
や K29 鎖はテトラマー以上の比較的長いユ
ビキチン鎖に含まれること、K11 鎖、K63 鎖
は比較的短いユビキチン鎖に含まれること
を明らかにした（論文改訂中、米国出願 2014）。
本方法は今後 Middle-down MS 解析等と組み
合わせることでユビキチン修飾の高次構造
解析のための有用なツールとなることが期
待される。 

図 1．ユビキチンコード解析法 
 

(3) ポリユビキチン化基質の網羅的同定法の
開発 
現在、海外ではユビキチン化基質のトリプ

シン消化により生じる GlyGly 付加の基質由
来ペプチドを特異的抗体（抗 GlyGly-Lys 抗
体）で精製濃縮し、質量分析計で網羅的に同
定するという手法が一般化している。領域内



においてユビキチン化基質の網羅的同定の
ニーズが高く急務と考えられたため、前述の
ポリユビキチン鎖プローブ TR-TUBE と抗
GlyGly-Lys抗体を組み合わせたユビキチン化
基質の網羅的同定法を開発した。TR-TUBE
によりポリユビキチン化基質を効果的にキ
ャプチャーしプロテアソーム分解や脱ユビ
キチン化酵素による脱ユビキチン化反応を
阻害することで、細胞抽出液中からポリユビ
キチン化基質を安定的かつ高度に濃縮する
ことが可能となった。現在、培養細胞抽出液
1 mg より約 1,000 種類のユビキチン化ペプチ
ドを同定することに成功している。また、
TR-TUBE を培養細胞に過剰発現することで、
細胞内のユビキチン化基質を安定化するこ
とに成功しており、ユビキチンリガーゼのノ
ックダウンやドミナントネガティブ体をさ
らに共発現することで、これまで困難とされ
てきたユビキチンリガーゼの特異的基質同
定法を確立した（PNAS2015、特願 2013）。 

 
(4) ユビキチン結合タンパク質のユビキチン
鎖特異性と機能 
構造の異なるユビキチン修飾はそれぞれ

に対応するユビキチン結合タンパク質(デコ
ーダータンパク質)に識別されて特異的な機
能を発現すると想定されているが、それらの
使い分けについては未だ良く分かっていな
い。そこで、出芽酵母の主要なユビキチン結
合タンパク質 14 種とプロテアソームについ
て、細胞内で相互作用するユビキチン鎖を網
羅的に解析した。プロテアソーム分解に関与
するユビキチン結合タンパク質は K48 鎖、タ
ンパク質輸送に関与するものは K63 鎖に対
して選択性をもつこと、オートファジーと細
胞膜タンパク質のリソソームへの輸送系で
ある MVB 経路に関与する分子は選択性が低
くK48鎖とK63鎖の両方を認識できることを
示した（図 2）。 

図 2．ユビキチン結合タンパク質の網羅的解
析 

 
さらに、K48 鎖がシグナルとなるプロテア

ソーム依存的なタンパク質分解経路を詳細
に検討したところ、少なくとも出芽酵母では
従来想定されていたプロテアソームの調節
サブユニットに存在するユビキチン結合タ
ンパク質による直接的な分解基質の捕捉で

はなく、ユビキチン依存的シャペロンの
Cdc48/p97 とシ ャトリン グタンパ ク質
Rad23/Dsk2 を介した間接的な経路が K48 鎖
修飾タンパク質を分解に導く主要経路であ
ることが明らかとなった（Mol Cell 2017）（図
3）。 

 
図 3．プロテアソーム分解の主要経路 
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