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研究成果の概要（和文）：がんの発生、悪性化及び転移などの各過程においてユビキチン化修飾が関与すること
が明らかになりつつあり、基質選択性を担うユビキチンリガーゼが薬剤標的として注目されている。本研究で
は、プロテオミクスを駆使してがんで重要な役割を果たすユビキチンリガーゼ・基質関係、そして制御因子の解
明を通じて、ユビキチンリガーゼがどのようなメカニズムでがんの進展に寄与するのかを明らかにすることを目
指し、いくつかのユビキチンリガーゼによるがん制御機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：It is increasingly clear that ubiquitination modifications are involved in 
cancer development, malignant transformation, and metastasis, and ubiquitin ligases responsible for 
substrate selectivity are attracting attention as drug targets. In this study, we aimed to elucidate
 the mechanisms by which ubiquitin ligases contribute to cancer progression through the elucidation 
of ubiquitin-substrate relationships and regulatory factors that play important roles in cancer 
using proteomics. We elucidated the mechanisms of cancer regulation by several ubiquitin ligases.

研究分野：生化学

キーワード： ユビキチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素基質関係の解明は、ユビキチンリガーゼ(E3)と基質の結合を阻害する薬剤標的としての意義と共に、近年注
目を集めている標的タンパク質分解誘導剤の開発においても重要な情報と考えられている。しかし一方で、薬剤
標的として利用可能なE3・基質関係の枯渇も指摘されつつあり、未だ明らかにされていない、がんで重要なE3・
基質関係の解明が強く望まれている。本研究成果はそのような要求に応えるものであり、がん生物学における学
術的な意義と共に、がん治療基盤としての社会的意義を持つものと思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんの発生、悪性化及び転移などの各過程においてユビキチン化修飾が関与することが明らか
になりつつある。ユビキチン化修飾はユビキチン活性化酵素、ユビキチン連結酵素、ユビキチン
リガーゼの三種の酵素が連携して進行する化学反応であるが、この中でユビキチンリガーゼが
ヒトゲノム中に約 600 遺伝子存在して多様性に富んでおり、基質選択性を担っている。そのた
め、ユビキチンリガーゼと基質の関係性が有望な薬剤標的であると考えられている。一部のユビ
キチンリガーゼについては基質との関係が解析されつつあり、その酵素基質関係ががんの発生・
進展における機能で重要な役割を果たしていることが明らかとなっているものの、多くのユビ
キチンリガーゼについては明らかではない。 
現在ユビキチンリガーゼと基質の関係は多対多、すなわち１つのユビキチンリガーゼが標的と
する基質は複数存在することが多く、また１つの基質をユビキチン化するユビキチンリガーゼ
も複数存在する可能性があると考えられている。しかし、多くの研究者が取組んでいるにも関わ
らず、膨大なユビキチンリガーゼの数の存在に反して同定された基質の数は決して多くはない。
これは基質を感度良く網羅的に同定する標準的な手法が確立されていなかったことが大きな１
つの理由であった。これまでユビキチンリガーゼの基質を同定する手法法として Ligase-trap法、
TR-TUBE法などが開発されてきたが、ユビキチンリガーゼの大部分を占めると思われる、比較
的活性の弱いユビキチンリガーゼでは基質の同定に至らぬことも多かった。そこでわれわれは
新しい基質同定法の開発を行った。この方法をマイトファジー誘導時に活性が高く上昇する
Parkin と、比較的酵素活性が強くはない TRIM 型ユビキチンリガーゼ TRIM28 へ応用したと
ころ、Parkinでは従来法の 2倍近く感度が上昇し、従来法ではほとんど基質を同定することが
できなかった TRIM28でも複数の基質を同定することができた（Commun Biol, 3, 592, 2020）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、我々が開発した基質同定法を中心としたプロテオミクスを駆使し、がんで重要
な役割を果たすユビキチンリガーゼ・基質関係の解明を介して、ユビキチンリガーゼがどのよう
なメカニズムでがんの進展に寄与するのかを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)がん関連ユビキチンリガーゼ基質同定プローブの作製と安定発現細胞株の樹立：解析対象の
ユビキチンリガーゼ遺伝子を入手し、基質を捕獲するためのユビキチンリガーゼプローブおよ
び結合分子を捕獲するためのユビキチンリガーゼプローブをそれぞれレトロウイルス発現ベク
ター上に組み込んだ。各プローブには FLAG タグが挿入されている。作製したプローブベクター
を用いてレトロウイルスを作製し、各プローブを安定に発現する細胞株を作製した。 
(2)イオントラップ・オービトラップ型質量分析器による基質・結合分子同定：それぞれの細胞
を可溶化し、抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行い、第一段階の精製を行った。トリプシンにてペプチ
ドへと分解後、脱塩処理を行った。さらに抗ユビキチンレムナント抗体で再度免疫沈降を行い、
第二段階の精製を行い、再度脱塩処理を行った。得られたサンプルについて質量分析を行った。
実験は全て３回以上繰り返した。得られた結果は、過去に我々が行い蓄積している同様の基質同
定結果と比較してスコアを算出することで、個々のユビキチンリガーゼ特異的な基質候補を抽
出した。また、結合分子同定用に樹立した細胞から結合分子を精製し、高感度質量分析計にて網
羅的な同定を行った。具体的には、それぞれの細胞を可溶化し、抗 FLAG 抗体での免疫沈降によ
り精製を行った。トリクロロ酢酸を用いて沈殿後、アセトンによる洗浄、乾燥、ジチオスレイト
ールにて還元、ヨードアセタミドにてアルキル化を行った後にトリプシンにてペプチドへと分
解後、脱塩処理を行った。得られたサンプルについて質量分析を行った。実験は３回以上繰り返
した。得られた結果は、過去に我々が行い蓄積している同様の基質同定結果と比較してスコアを
算出することで、個々のユビキチンリガーゼ特異的な結合分子候補を抽出した。 
(3)がん関連ユビキチンリガーゼ・基質・結合分子関係に関する機能解析：同定されたユビキチ
ンリガーゼ・基質関係について、あらためて細胞内ユビキチン化アッセイを行い妥当性の評価を
行い、真の基質を決定する。ユビキチンリガーゼの野生型、ノックアウトまたはノックダウン細
胞株を作製し、がん機能について検討を行った。公共データベースの情報を取得し、ユビキチン
リガーゼと基質の発現レベルの違いまたは変異の有無を組み合わせた生存時間解析を行った。
さらに個々の基質に応じた機能解析を行った。MHC クラス II の発現の変動についてウエスタン
ブロット法および蛍光免疫染色法によって細胞内タンパク質の総量を、フローサイトメトリー
によって表面タンパク質量を測定した。mRNA レベルでの発現量はリアルタイム PCR 法によって
測定した。CIITA を介した転写活性の測定はルシフェラーゼアッセイ法を用いた。一次繊毛の形
成効率の測定は、各細胞を血清飢餓によって繊毛形成を誘導後固定し、一次繊毛のマーカー抗体
（アセチル化アルファチューブリン）によって蛍光免疫染色して行った。ヘッジホッグシグナリ
ングの変動については、一次繊毛内外に局在が変化する分子(SMO、PTCH1 など)を蛍光免疫染色
法により観察し、標的遺伝子(Gli1、Ptch1 など)の mRNA をリアルタイム PCR 法で測定した。 



 
 
４．研究成果 
(1)がん関連ユビキチンリガーゼ基質・結合分子同定プローブの作製と安定発現細胞株の樹立：
解析対象のユビキチンリガーゼ遺伝子を入手し、基質を捕獲するためのユビキチンリガーゼプ
ローブおよび結合分子を捕獲するためのプローブを別途レトロウイルス発現ベクター上に組み
込んだ。作製したプローブベクターを用いてレトロウイルスを作製し、プローブを安定に発現す
る細胞株作製を試みたところ、7割程度のプローブについて作製に成功した。残りのプローブに
ついては細胞毒性のために作製できなかった。 
(2)イオントラップ・オービトラップ型質量分析器による基質・結合分子同定：樹立した細胞か
らユビキチン化タンパク質・結合分子を免疫沈降にて精製し、高感度質量分析計にて網羅的に同
定を行った。抗ユビキチンレムナント抗体について、これまではアガロースビーズに結合したも
のを使用していたが、マグネットビーズに結合した抗体についても検討を行い、アガロースビー
ズと同等またはそれ以上の結果が得られることを確認した。 
(3)がん関連ユビキチンリガーゼおよび基質・結合分子を介したがんにおける機能の解析 
①ユビキチンリガーゼ TRIM22 による MHC クラス II 発現の制御 
乳がんなどのある種の癌でMHCクラスII発現は生存期間と負の相関があることが知られている。
また、免疫チェックポイント療法の有効性にも重要な役割を果たしていることが報告されてい
る。本研究では、ユビキチンリガーゼ TRIM22 が MHC クラス II の発現を負に制御していること
を見出した。MHC クラス II の発現はマスターレギュレーターである CIITA を介した転写機構や
分解によって制御を受けていることが過去に知られているが、TRIM22 による MHC クラス II の負
の制御は転写や分解によるものではなく、翻訳制御にあるものと思われた。直接の基質候補とし
て翻訳制御因子である mTOR を得たが、少なくともユビキチン化は介していないという結果を得
ている。 
②ユビキチンリガーゼ FBXO11 による CIITA のユビキチン依存的分解 
MHCクラスIIのマスターレギュレーターであるCIITAのユビキチンリガーゼとしてFBXO11を同
定した。FBXO11 の発現量依存的に CIITA タンパク質量は減少し、FBXO11 のノックアウトにより
逆に増加した。FBXO11 は CIITA をユビキチン化し、プロテアソームによる分解を促進していた。
CIITA 量の変動に応じて MHC クラス II 発現量も変動していた。公開がんゲノムデータベースを
用いて、乳がん患者における FBXO11 と CIITA 発現量と生存期間との関係を調べたところ、FBXO11
発現が低く CIITA 発現が高い患者群は、FBXO11 発現が高く CIITA 発現が低い患者群に比べて生
存期間が長いことが明らかとなった。 
③一次繊毛の形成や機能を制御するタンパク質を基質候補とするユビキチンリガーゼ 
あるユビキチンリガーゼについて、一次繊毛の形成や機能を制御するタンパク質を基質候補と
していたため、各ユビキチンリガーゼが一次繊毛の形成や機能にどのような影響を与えるかに
ついて解析を行った。一次繊毛の形成効率の高いマウス線維芽細胞 NIH3T3、腎臓内髄質集合管
細胞 mIMCD3、ヒト不死化網膜色素上皮細胞 hTERT-RPE1 を用いて、各ユビキチンリガーゼのノッ
クダウンまたはノックアウト細胞株を樹立し一次繊毛の形成効率を解析した。一次繊毛はヘッ
ジホッグシグナルの足場として重要であることが知られているため、ヘッジホッグシグナルへ
の影響を解析したところ、ユビキチンリガーゼの有無による機能の変化を認めている。また、
Alphafold2 を用いて詳細な結合様式の推定を試みたが、妥当な予測構造を得ることができなか
った。次にクロスリンク質量分析法によって近接する両分子のアミノ酸残基の決定を試みたが
クロスリンクしたペプチドを得ることができなかったため、現在クライオ電子顕微鏡による構
造解析を目指し、サンプル調製を行っている。一次繊毛の形成や機能の不全により、腎嚢胞、内
臓逆位、網膜色素変性症といった多岐に渡る異常が生じることが明らかになっており、ヒトでは
繊毛病と呼ばれている。本ユビキチンリガーゼが個体レベルでどのような機能を担っているか
を明らかにすべく、ゼブラフィッシュでの検討を行った。ゼブラフィッシュにおけるホモログと
推定された遺伝子をモルフォリノアンチセンスオリゴによってノックダウンしたところ、対照
群と比べて胚の生存率が低下し、生存した胚において体の湾曲、耳石の異常、目や手の形態異常
といった繊毛病に特徴的な異常が出現することを見出した。 
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