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研究成果の概要（和文）：ほ乳類細胞において、ユビキチン化タンパク質の蓄積の場としてaggresome、ALISが
知られているが、いずれも核内ではなく細胞質に生じる構造体であり、細胞にとって防御的な制御された機構で
あると考えたれている。しかし、なぜユビキチン化タンパク質が核ではなく主に細胞質において蓄積するのか、
そのメカニズムは不明であった。
本研究において申請者は、ユビキチン化タンパク質が核から細胞質に運び出されていること、ユビキチン認識タ
ンパク質UBINとその共役因子POSTが、exportinとともに、ユビキチン化タンパク質を核から細胞質に運び出して
いることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In mammalian cells, it is known that the misfolded or the ubiquitinated 
proteins are sequestered into specific deposition sites in the cytoplasm not in the nucleus such as 
aggresome and ALIS. Formation of these cytoplasmic aggregates is considered to be cytoprotective. 
However, it is unknown why aggresome and ALIS form in the cytosol but not in the nucleus. 
In this study, we found that the ubiquitinated proteins were exported from the nucleus and cytosol. 
Furthermore, we also showed that ubiquitin binding protein UBIN and its cofactor POST cooperatively 
export the ubiquitinated proteins in an exportin dependent manner.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ユビキチン　プロテアソーム　タンパク質品質管理　細胞内輸送
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	
ユビキチン化タンパク質や構造異常タンパ	
ク質の凝集体形成の場として	Aggresome、	
Aggresome-like	induced	structures	(ALIS)	
が知られているが、いずれも核内ではなく細	
胞質に生じる構造体であり、細胞にとって防	
御的な、制御された機構である事がわかって	
きた。また、多くの神経変性疾患において構	
造異常タンパク質が細胞質にユビキチン陽	
性の凝集体を形成することが観察される。し	
かし、なぜこれらユビキチン化をうけたタン	
パク質や構造異常をきたしたタンパク質が	
核ではなく細胞質において凝集体を形成す	
るのか、そのメカニズムと生理的意義は不明	
であった。		
さらに申請者は、プロテアソーム結合ドメ	
インとユビキチン結合ドメインを持つ	UBIN	
が、核と細胞質と同様に局在するものの、核	
と細胞質を行き来するタンパク質であるこ
とを見出していた。UBIN	を含むプロテアソ
ー	ム結合ドメインとユビキチン結合ドメイ
ンを持つ因子は、ユビキチン化タンパク質を
捕捉し、プロテアソームにつれていく輸送因
子の役割を担うことが知られていた。	
 
２．研究の目的 
	
本研究では、プロテアソーム阻害時の細胞	
質におけるユビキチン化タンパク質凝集体	
形成に関して、ユビキチン化タンパク質はそ
もそも核から細胞質に運び出されているの
か明らかにすることを目的とした。		
またユビキチン化タンパク質核外輸送の分	
子実態について、ユビキチン化タンパク質の	
輸送因子である	UBIN	がどのように核と細
胞質を行き来するのか、UBIN	がユビキチン
化タンパク質の核から細胞質への運び出し
に関与しているのか明らかにすることを研
究目的とした。	
 
３．研究の方法 
3.1. 	
UBIN	と結合する因子の質量分析器による同
定			
	
申請者は	UBIN	が核と細胞質を行き来する	
因子であることを明らかにしていた。核から	
細胞質へのタンパク質の輸送には、exportin	
が核外移行シグナルと呼ばれるアミノ酸配	
列と直接結合し、核外移行シグナルを持つタ	
ンパク質を核から細胞質に運び出すことが	
知られている。しかし UBIN には核外移行シ	
グナルがみられなかった。そこで、UBIN と	
exportin の間をつなぐ、核外移行シグナルを	
持つ因子が存在するのではないかと考え、	
UBIN 結合因子の探索を、質量分析器を用いて	
行った。	
	
	

3.2.		
UBIN が POST によって核から細胞質に運び出
されているのか細胞染色法により明らかに
する		
	
3.1.の項目で同定した POST タンパク質は	
核外移行シグナルを持つタンパク質であっ	
た。そこで UBIN とともにPOST を細胞に発現
させ UBIN の細胞内局在に影響を与えるのか
細胞染色により評価した。		
また、POST の核外移行シグナル変異体を作	
製し、変異 POST が UBIN の細胞内局在に影響
を与えるのかどうか細胞染色法により評価
した。	
	
3.3.	プロテアソーム阻害時にユビキチン化
タンパク質は核から運び出されているのか
細胞染色法により明らかにする		
	
プロテアソーム阻害時にユビキチン化タ	
ンパク質は細胞質において凝集体を形成す
ることは知られていたが、核から運び出され
ていることは知られていなかった。そこで、	
プロテアソーム阻害時、核外輸送に関わる	
exportin の共阻害時に、ユビキチン化タンパ	
ク質が細胞内のどこに蓄積するのか抗ユビ	
キチン抗体を用いた細胞染色法により評価	
し、ユビキチン化タンパク質が核から細胞質	
に運び出されているのか明らかにすること	
を試みた。	
	
3.4.		
UBIN-POST のユビキチン化タンパク質の局在	
に対する影響を細胞染色により明らかにす
る		
	
UBINはPOSTによって核から細胞質へ運び出	
されていることを、3.2.の項目で明らかにし	
た。そこで UBIN と POST がユビキチン化タン	
パク質の核から細胞質への運び出しに関与	
するか明らかにすることを試みた。培養細胞	
においてUBIN もしくは POSTを過剰発現した	
場合、ユビキチン化タンパク質が細胞内のど
こに蓄積するのか、抗ユビキチン抗体を用い
た細胞染色法により評価した。	
	
3.5.		
UBIN-POST	系の機能不全は、核へのユビキチ
ン化タンパク質の蓄積を引き起こすのか、個
体への毒性を示すのか線虫を用いて評価す
る		
	
GFP-ユビキチン発現線虫を用いて、MG132	
処理によるプロテアソーム阻害時に、ユビキ
チン化タンパク質が細胞内のどこに蓄積す
るのか蛍光顕微鏡観察により評価した。さら	
に、RNAi法により UBIN-POST 系をノックダウ
ンした時に、ユビキチン化タンパク質が核に
蓄積するのか蛍光顕微鏡観察により評価し
た。	



	 UBIN-POST 系の機能を阻害した時の線虫へ	
の毒性の評価は、RNAi 法により UBIN-POST ノ
ックダウンした時の、線虫の寿命を観察する	
ことにより評価した。	
	
４．研究成果	
	
4.1.		
UBIN 結合因子 POST の同定	
	
	HEK293細胞に Flag-UBIN を発現させ抗 Flag
タグ抗体コンジュゲートビーズで精製後
UBIN 結合タンパク質を、質量分析器により解
析した。UBIN 結合タンパク質のほとんどがプ
ロテアソームサブユニットであったが、その
中で唯一UBIN 結合新規因子として POST が同
定された。UBIN と POST の結合は、免疫共沈
降実験によっても確かめた。		
POST のアミノ酸配列の解析と生化学実験に
より、POST が核外移行シグナルをもち、
exportin	によって認識されるタンパク質で	
あることを同定した。		
	
4.2.		
UBIN は POST により核から細胞質に運び出さ
れている	
	
	GFP-UBIN もしくは Flag-UBIN を培養細胞に	
発現させると細胞全体に局在していた。新た
に同定した POST についても培養細胞におけ
る局在を確認したところ、細胞質にのみ局在
していた。UBIN と POST は細胞内で結合が観
察されるにも関わらず、細胞内局在は同一で
はなかった。そこで、UBIN と同時に POST を
発現させて細胞内局在を観察したところ、
POST 共発現時に UBIN の核局在が観察されな
くなり、細胞質にのみ観察されるようになっ
た。POST が UBIN の局在を核から細胞質に変	
化させている可能性が考えられた。		
4.1 の項目で POST が核外移行シグナルをも
ち、exportin によって認識されるタンパク質
であることを明らかにしていた。そこで	
exportin の阻害剤で細胞を処理すると、POST	
は、核にも局在するようになった。また	UBIN	
と POST を細胞に共発現させたときに細胞を	
exportin	の阻害剤で処理した場合も、UBIN,	
POST 共に核に局在するように変化した。以上	
のことから UBIN は POST と exportin によっ	
て核から細胞質に運び出されることを明ら	
かにした。		
	
4.3		
ユビキチン化タンパク質は核から細胞質に	
運び出されている		
	
プロテアソーム阻害時にユビキチン化タ	
ンパク質が細胞内のどこに主に蓄積するの	
か細胞染色により観察した。ヒト、マウス培	
養細胞において、プロテアソーム阻害時	
(EPX)にユビキチン化タンパク質は核ではな	

く主に細胞質に蓄積した。(図	1)		
このことからユビキチン化タンパク質は	
核から運び出され細胞質に蓄積している可	
能性を考えた。そこで、タンパク質を核から	
細胞質に運び出すことに機能する	exportin	
の阻害剤	Leptomycin	B	とプロテアソーム阻	
害剤で細胞を共処理した場合のユビキチン	
化タンパク質の蓄積を観察したところ、	
exportin	の阻害時にユビキチン化タンパク	
質は、核に蓄積し、核内にユビキチン陽性の	
凝集体が観察された。Exportin	のノックダ
ウ	ン(siCrm1-8,	siCrm1-9)も	exportin	阻
害剤	と同様の結果であった。(図	1)以上の
結果か	らユビキチン化タンパク質はプロテ
アソー	ム機能の低下時に核から運び出され
細胞質	において蓄積することが見出された。	
	

図１．ユビキチン化タンパク質は核から細胞	
質に運び出されている	（プロテアソーム阻	
害時、Crm1	阻害時のユビキチン化タンパク
質	蓄積の様子、点線は核の輪郭を示す）	
	
4.4.		
UBIN-POST はユビキチン化タンパク質の局在
を核から細胞質に変化させる		
	
UBIN はユビキチン化タンパク質をプロテア
ソームに連れて行く輸送因子であることが	
知られている。またここまで UBIN は POST と	
ともに核から細胞質に局在変化しているこ	
と、ユビキチン化タンパク質はプロテアソー	
ム阻害時に核から細胞質に局在が変化して	
いることを明らかにした。そこで、UBIN-POST	
を細胞に過剰発現した場合に、ユビキチンか	
タンパク質の局在がどうなるか培養細胞を	
抗ユビキチン化抗体で染色することにより	
評価した。プロテアソーム阻害しない定常状	
態において、ユビキチン化タンパク質は細胞	
全体に局在したが、POST	過剰発現時にユビ
キ	チン化タンパク質は核ではなく主に細胞
質	に蓄積した。POST	過剰発現時に細胞を	
exportin	阻害剤で処理するとユビキチン化	
タンパク質の蓄積は再び核にも観察される	
ようになった。以上の結果から UBIN-POST	は	
ユビキチン化タンパク質を核から細胞質に	
輸送する機能を担っていることを新たに明	
らかにした。	
	
4.5.		
線虫における UBIN-POST	系の機能不全は、核	
へのユビキチン化タンパク質の蓄積を引き	
起こし、UBIN-POST	ノックダウン線虫は短寿	
命化する	
	



培養細胞においてプロテアソーム阻害時に	
ユビキチン化タンパク質は細胞質に蓄積す
ることを観察していた。そこで、動物個体で	
はどうなのか線虫を用いて実験を行なった。				
GFP-ユビキチンを発現する線虫をプロテア	
ソーム阻害剤の MG132 で処理すると、ユビキ	
チン化タンパク質は核ではなく細胞質にそ
の蓄積が観察された。線虫においてもユビキ	
チン化タンパク質は核から細胞質に運び出	
されている可能性が考えられた。		
そこで UBIN-POST 系を RNAi 法によりノック	
ダウンした場合に、ユビキチン化タンパク質	
の核から細胞質への局在変化に異常がでる
か GFP-ユビキチン発現線虫を用いて観察し	
た。		
線虫に GFP-ユビキチン化タンパク質を発	
現させると核内（図 2,	破線で囲った部分）	
に局在が観察された。このときに UBIN	もし	
くは POST	をノックダウンすると、核内の核	
小体にユビキチン化タンパク質の凝集体（図	
2,矢印）が観察された。この結果から UBIN	と
POST	がユビキチン化タンパク質を核から	
細胞質に運び出しており、その機能を阻害す	
るとユビキチン化タンパク質が核内に蓄積	
し凝集体を形成することが明らかになった。	

図２．UBIN-POST	の機能阻害は、ユビキチン	
化タンパク質の核への蓄積を引き起こす	
緑:GFP-ubiquitin	青:DNA	染色（核）	
	
さらに UBIN-POST	のノックダウンが線虫に	
対して毒性を発揮するか線虫の寿命を観察	
した。UBIN	と POST	両方のタンパク質発現を	
ノックダウンした時に線虫の短寿命化が観	
察された。以上の結果から、UBIN-POST	系は	
ユビキチン化タンパク質の核から細胞質へ	
の運び出しを担っており、この経路を阻害す
ると核内にユビキチン化タンパク質が蓄積	
することで毒性を発揮するという新たな現	
象とメカニズムを明らかにすることができ	
た。	
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