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研究成果の概要（和文）：　Elongin BC型ユビキチン結合酵素による細胞分裂、細胞分化の制御メカニズムの解
明を目的とした。
　ZSWIM8は機能未知のユビキチン結合酵素であったが、ZSWIM8結合タンパク質を探索した結果、Cdoを同定し
た。Cdoは筋分化に必要なタンパク質であることが知られている。本研究結果より、ZSWIM8は筋分化に伴って発
現が誘導され、Cdoと結合し、Cdoを阻害することで筋分化を抑制する新規タンパク質であることが示唆された。
　KLHDC1はセレノシステイン取り込みに失敗した不完全セレノプロテインSを特異的に認識し、ポリユビキチン
修飾することを見出した。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study was to elucidate the molecular mechanism of cell 
division and cell differentiation by Elongin BC-type ubiquitin ligase. Although ZSWIM8 was an 
ubiquitin ligase with unknown function, a search for ZSWIM8 binding proteins identified Cdo. Cdo is 
known to induce myogenesis. As a result, it was suggested that ZSWIM8 is induced during myogenesis, 
binds to Cdo, and inhibits myogenesis by inhibiting Cdo. Therefore, ZSWIM8 should be a novel protein
 that suppresses myogenesis. KLHDC1 specifically recognizes truncated selenoprotein S that failed to
 incorporate selenocysteine, and mediates its polyubiquitination.

研究分野：タンパク質分解

キーワード： 筋分化　ユビキチン　タンパク質分解　ZSWIM8　Cdo

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　Cdoは筋分化に必要なことが既に知られているが、その活性を制御するメカニズムは不明であった。本研究結
果は、ZSWIM8がCdoの活性を抑制することを示唆している。ZSWIM8は筋分化誘導に伴って発現が亢進するため、
ZSWIM8による筋分化の抑制はネガティブフィードバックループを示唆しており、過剰な筋形成が起きないように
している可能性がある。
　KLHDC1ノックダウンはセレノプロテインSの発現量を増加させ、小胞体ストレスを軽減した。したがって、不
完全セレノプロテインSも小胞体ストレスを減弱させることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1)  Cdo は筋芽細胞から筋管細胞への分化に必要な一回膜貫通タンパク質である。Cdo

は様々な転写因子を活性化することで筋分化を誘導する(1)。しかしながら、Cdo 活性を抑制す
る分子メカニズムは不明であった。私たちは機能未知ユビキチンリガーゼ ZSWIM8 が Cdo と結合
することを見出した。 

(2)  私たちは機能未知のタンパク質 KLHDC1 結合タンパク質として VCP-interacting 
membrane protein（VIMP、セレノプロテイン S）を同定した。セレノプロテイン Sはセレノシ
ステインを含有するタンパク質であり VCP/Ufd1/Npl4 と複合体を形成し、小胞体関連タンパ
ク質分解（ERAD）や小胞体ストレスに関与している(2)。 

 
２．研究の目的 
(1)  ZSWIM8 が Cdo をポリユビキチン修飾し、Cdo を分解誘導するかを解析する。また、
筋分化における ZSWIM8 の役割を明らかにする。 

(2)  KLHDC1 が VIMP をポリユビキチン修飾し、VIMP を分解誘導するかを解析する。また、
VIMP の品質管理に関与している場合、その生理的な影響を解明する。 

 
３．研究の方法 
(1) の方法  
① ZSWIM8 ノックダウン C2C12 細胞株を作製し、筋分化誘導する。ZSWIM8 ノックダウン
により筋分化が影響を受けるかを筋分化マーカータンパク質 Myosin などの発現量を
指標に解析する。 

② 筋管細胞が形成されているかを細胞免疫染色により確認する。 
③ ZSWIM8 ノックダウンにより Cdo が安定化されるかを Westrern blotting により解析す
る。タンパク質翻訳阻害剤（シクロヘキシミド）添加によりタンパク質合成が止まる
ので、タンパク質の分解速度をとらえることができる。 

④ Cdo 結合タンパク質として知られている Bnip2 や JLP が、ZSWIM8 と複合体を形成して
いるかを免疫沈降法により解析する。 

⑤ ZSWIM8 が Cdo などをポリユビキチン修飾するか、Westrern blotting により解析す
る。 

⑥ ZSWIM8 と Cdo が共局在するか、細胞免疫染色により解析する。 

(2) の方法 
① VIMP（全長あるいはセレノシステイン欠損型）を HEK293T 細胞に発現させ KLHDC1 との
結合を IP-Western blotting により解析する。 

② KLHDC1 の発現が VIMP（全長あるいはセレノシステイン欠損型）の安定性に影響を及
ぼすかをシクロヘキシミドを用いて解析する。 

③ KLHDC1 が VIMP（全長あるいはセレノシステイン欠損型）をポリユビキチン修飾する
か、Westrern blotting により解析する。 

④ KLHDC1 と VIMP（全長あるいはセレノシステイン欠損型）が共局在するか、細胞免疫
染色により解析する。 

⑤ KLHDC1 ノックダウン細胞株を作製する。ツニカマイシン処理による小胞体ストレスを
与えたとき、KLHDC1 が細胞死に影響を及ぼすかをアネキシン-V 染色と FACS により解
析する 

 
４．研究成果 
(1) Cdo は筋分化に必要なことが既に知られているが、その安定性を制御するメカニズム
は不明であった。本申請課題では Cdo と結合するユビキチンリガーゼ ZSWIM8 を解析し、
これまで知られていなかった筋分化制御メカニズムを明らかにすることを目的とした。こ
れまでの解析から ZSWIM8 は Cdo と結合するが、Cdo の分解を誘導しなかった。また、
ZSWIM8 は筋分化を抑制することを明らかにした。さらに、ZSWIM8 は Cdo の活性に影響を
及ぼすことが示唆された。 

興味深いことに、ZSWIM8 は筋分化誘導に伴って発現が亢進することを見出した。したが
って、ZSWIM8 による筋分化の抑制はネガティブフィードバックループを示唆しており、筋
分化が厳密に制御されていることが示唆される。筋分化に伴って発現誘導されるユビキチ



ンリガーゼはあまり例がなく、今後、ZSWIM8 が認識し、分解誘導する基質タンパク質を同
定することは重要である。(3) 

(2) KLHDC1 はセレノシステイン取り込みに失敗した不完全セレノプロテイン Sを特異的に
認識し、ポリユビキチン修飾することを見出した。KLHDC1 は不完全セレノプロテイン Sを
不安定化することで、その品質管理を行っていると考えられる。興味深いことに、KLHDC1
ノックダウンはセレノプロテイン Sの発現量を増加させ、小胞体ストレスを軽減した。し
たがって、不完全セレノプロテイン Sも小胞体ストレスを減弱させることが示唆された。
(4) 
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