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研究成果の概要（和文）：ユビキチン系は生体に必須の翻訳後修飾システムである。本研究は、修飾分子である
ユビキチン自身がアセチル化修飾によって制御される分子機構を明らかにし、基質として転写活性化に関わるモ
ノユビキチン化ヒストンH2Bを同定した。またユビキチン自身が2カ所でユビキチン化される「分岐型」ユビキチ
ン鎖の定量手法を開発し、ユビキチン修飾がクロストークすることにより転写因子NF-kBシグナルを制御する新
たな細胞内機能を見出した。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitination is an essential post-translational modification (PTM) with 
diverse functions. In this study, we showed that ubiquitin, itself a PTM, is functionally regulated 
by acetylation. We identified histone H2B as a substrate of acetyl-ubiquitylation. Moreover, we 
established a strategy for quantifying K48/K63 branched ubiquitin chains, and found a cellular role 
of the branched ubiquitin chains.

研究分野：生物学

キーワード： ユビキチン　翻訳後修飾
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１．研究開始当初の背景 

ユビキチン修飾系はタンパク質分解にとど

まらず多彩な生命活動を制御している。その

中で、ユビキチン修飾系が転写制御因子ある

いはクロマチンの修飾を介して、遺伝子発現

調節機構の一端を担うことが明らかにされ

てきたが、その詳細については未だ不明な点

が多い。基質タンパク質はユビキチンのリジ

ン 48 を介したユビキチン鎖（K48 鎖）の修

飾によって分解される一方、K63鎖修飾やモ

ノユビキチン化によって分解非依存的な機

能制御を受けることが知られている。従って、

遺伝子発現調節においてもこれら異なるユ

ビキチン鎖の使い分けが行われていると考

えられる。このようにユビキチン修飾系の多

様な生物学的役割は、ユビキチン鎖の多様性

を分子基盤として生み出される。ユビキチン

鎖の長さ（モノ、ポリユビキチン化）及びユ

ビキチン鎖の連結様式（K48鎖、K63鎖等）

がその多様性を構成する要素として知られ

ている。一方で、ユビキチン分子自身に対す

る翻訳後修飾としては、従来、ユビキチン化

（すなわちポリユビキチン化）しか知られて

いなかった。 

 

２．研究の目的 

ユビキチン修飾系の多様な生物学的役割は、

ユビキチン鎖の多様性を分子基盤として生

み出される。ユビキチン鎖の長さ及び連結様

式がその多様性を構成する要素として知ら

れている。一方で、ユビキチン分子自身に対

する翻訳後修飾の存在や機能的意義につい

ては良く分かっていなかった。本研究では、

ユビキチン分子自身に対する翻訳後修飾が

ユビキチン鎖の選択性を担う「ユビキチン・

コード」の一端を担う可能性を検討し、ユビ

キチン制御系の新たな制御機構の解明を目

指す。そのために、ユビキチンのアセチル化

修飾がユビキチン系を調節する分子作用機

構を検討するとともに、修飾基質や生物学的

意義の解析を行う。またユビキチン修飾同士

のクロストーク機構についても解析を行う。

本研究により、ユビキチン制御系の多様性を

生み出す分子基盤として、従来知られている

ユビキチン鎖の長さ・連結様式に加え、ユビ

キチン自身の翻訳後修飾を提示することを

目的とする。 

 

３．研究の方法 

アセチルユビキチンおよび他のユビキチ

ン修飾を厳密に定量するため、高感度質量分

析計を用いた MS2 定量（Parallel Reaction 

Monitoring法：PRM）を用いた。培養細胞か

らユビキチン鎖あるいはヒストンなどの基

質タンパク質を精製し、合成した標準ペプチ

ド（AQUAペプチド）を内部標準として PRM

法に供した。 

In vitroでの機能解析を行うため、大腸菌で

の遺伝暗号拡張により合成されたリコンビ

ナント・アセチルユビキチンタンパク質を用

いた。In vitroユビキチン化反応後は PRM法

およびWestern blottingで測定を行った。 

相互作用タンパク質の網羅的比較定量解

析には、SILAC法を用いた。 

 

４．研究成果 

（１）アセチルユビキチンの発見と転写制御

機構の解析 

 質量分析計を用いた解析により、内在性ユ

ビキチンに付加された翻訳後修飾を探索し

た結果、複数部位でのアセチル化及びリン酸

化修飾を同定した。さらにユビキチン絶対定

量法を用いて翻訳後修飾の定量を行った。 

 ユビキチン K6 残基、K48 残基におけるア

セチル化修飾に焦点を当てて分子機構解析

を行った。アセチル化はモノユビキチン化活

性には影響しないが、ユビキチンと E2 酵素

との相互作用を阻害することで、ポリユビキ

チン鎖の伸長を特異的に抑制することが明

らかとなった。 



 アセチルユビキチンの基質を網羅解析に

より探索した結果、ヒストン H2Bを同定した。

ユビキチンのアセチル化は転写活性化に関

わる修飾である H2B-K120 モノユビキチン

化を安定化することが示唆された。さらに、

アセチルユビキチンは H2B-K120モノユビキ

チン化の下流に位置する転写活性化修飾を

促進することを見出した。 

 以上の結果から、翻訳後修飾分子であるユ

ビキチン自身がアセチル化修飾によって機

能制御を受け、転写調節機構を担うヒストン

修飾に関与することを見出した。 

(Ohtake et al., EMBO Reports, 2015) 

 

（２）分岐型ユビキチン鎖の発見とシグナル

依存的遺伝子発現制御における機能 

 ユビキチンのアセチル化修飾の機能解析

から、ユビキチン分子内の多重翻訳後修飾

（アセチル化とポリユビキチン化）が互いを

制御するクロストークが明らかになった。そ

こでこの知見を発展させて、ユビキチン修飾

間のクロストークについて検討を行った。具

体的には、細胞内に最も豊富に存在する K48

修飾と K63修飾が共存する場合（いわゆる分

岐型ユビキチン）を想定して研究を行った。 

 まず、PRM法を用いた K48鎖と K63鎖か

らなる分岐型ユビキチン鎖の定量方法を開

発した。測定の結果、K48/K63分岐鎖が細胞

内に豊富に存在することを見出した。K48で

分岐した K63 鎖は脱ユビキチン化酵素

CYLD による切断を受けにくくなり安定化

することが判明し、ユビキチン多重修飾が機

能的にクロストークする一例を明らかにし

た。 

 さらに分岐鎖形成酵素として E3 ユビキチ

ンリガーゼ HUWE1 を同定した。HUWE1

は炎症性サイトカインである interleukin-1 

(IL-1)依存的に分岐鎖を形成し、NF-B 標

的遺伝子である TNF-や IL8 の遺伝子発現

制御を正に調節した。またレポーターアッセ

イによる NF-B 転写活性測定においても、

HUWE1 は TRAF6 依存的な NF-B 転写活

性化に必要だった。 

 以上の結果から、新規の分岐型ユビキチン

鎖を発見し、分岐鎖内におけるユビキチン修

飾間クロストークと、シグナル依存的な遺伝

子発現制御における機能の一端を明らかに

した。(Ohtake et al., Molecular Cell, 2016; 

Ohtake and Tsuchiya, J Biochem, 2017) 
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