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研究成果の概要（和文）：形質膜に存在する構造異常タンパク質は，形質膜タンパク質品質管理機構(PMQC)によ
りユビキチン化され分解される．本研究では，嚢胞性線維症の原因タンパク質CFTR変異体をモデルとして， 
RFFL等PMQC関連ユビキチンリガーゼの CFTR認識機構を明らかにし， 触媒されるユビキチン化シグナルの種類を
明らかにした．さらに， CFTR変異体の形質膜発現や安定性，ユビキチン化を制御する脱ユビキチン化酵素(DUB)
に加え， PMQCに関与するユビキチンリガーゼの発現や機能を制御する DUB を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Conformationally defective membrane proteins at the plasma membrane (PM) are
 ubiquitinated and degraded by a PM protein quality control mechanism (PMQC). In this study, using a
 CFTR mutant associated with cystic fibrosis, we have revealed the molecular mechanism of how the 
PMQC-related ubiquitin (Ub) ligases such as RFFL recognize the misfolded CFTR. The types of 
ubiquitination signal on the CFTR catalyzed by the PMQC-related Ub ligases were also revealed. 
Furthermore, we have identified deubiquitination enzymes (DUB) that regulate the PM expression, 
stability, and ubiquitination of the CFTR mutant or that regulate the expression and function of the
 PMQC-related Ub ligases.

研究分野： 薬理学、分子細胞生物学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
形質膜に存在する異常タンパク質は， 形質膜タンパク質品質管理機構(PMQC)により除去される．本研究成果
は，あまり理解が進んでいないPMQCにどのような分子が関与するのか，その分子メカニズムの理解に加えて，ど
のように形質膜の異常膜タンパク質がPMQC関連分子に認識され，どのようにユビキチン化が制御されるのか，
PMQCの制御メカニズムの理解に貢献する．さらに， PMQCが関わる嚢胞性線維症などの難治性疾患の新しい治療
戦略 (治療標的分子) の提案に貢献する．

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
形質膜タンパク質品質管理機構（PMQC）は形質膜に存在する構造異常タンパク質を選択的にユ

ビキチン化し，膜タンパク質の分解を促進する．PMQC は形質膜のタンパク質恒常性の維持に重
要であるが，PMQC の過敏な活性は機能的な形質膜タンパク質を分解・除去する結果，嚢胞性線
維症（Cystic Fibrosis: CF）など種々な疾患の原因となる．研究代表者はこれまでに CF の原
因タンパク質 CFTR F508 変異体をモデルとして，PMQC 分子機構を世界に先駆けて解明してき
た（Okiyoneda et al, Science 2010，Okiyoneda et al, Dev Cell 2018）．構造異常を持つ形質
膜の CFTR は分子シャペロン複合体を介してユビキチン（Ub） E3 リガーゼ CHIP や disordered 
領域を持つ E3 リガーゼ RFFL により選択的にユビキチン化される．ユビキチン化された CFTR 
は速やかにエンドサイトーシスされ，初期エンドソームで Ub 結合アダプター ESCRT 複合体に
認識される結果，リソソームで分解される．一方，野生型 CFTR はエンドサイトーシス後，脱ユ
ビキチン化酵素（DUB）USP10 により脱ユビキチン化され，形質膜へリサイクリングされる
（Bomberger et al, J Biol Cell 2009）．従って，PMQC において，E3 リガーゼ と DUB が膜
タンパク質の構造状態に依存して競合的に作用し，膜タンパク質のユビキチン化と細胞内運命
を決定する可能性が高い．構造異常を選択的に認識する E3 リガーゼ（CHIP，RFFL）は同定され
ているが，膜タンパク質の構造状態を認識し，脱ユビキチン化する DUB は不明である．研究代
表者は RFFL インターラクトーム解析により，RFFL が DUB 分子と結合することを発見した
（Sakai et al, J Cell Sci 2019）．これらの DUB は RFFL の機能制御を介して，PMQC に関与す
る可能性が高い． 
 PMQC は様々な病態発症に関与する．E3 リガーゼ RFFL は CF 治療薬（Orkambi 等）により形
質膜に発現した F508-CFTR を ユビキチン化し，分解を促進することで，CF 治療薬の有効性
を消失させる（Okiyoneda et al, Dev Cell 2018）．RFFL ノックダウン（KD）は CF 治療薬 
Orkambi の薬効を２倍以上増強し，RFFL ノックアウト（KO）マウスは健常であることから，RFFL 
阻害剤は新規 CF 治療薬として有望視されている（Fukuda & Okiyonda, Front Pharmacol 2018）．
研究代表者は E3 リガーゼ網羅的 siRNA 表現型スクリーニングにより，RFFL に加えて，E3 リ
ガーゼ HECT-X 及び LON-E3 が膜タンパク質の PMQC に関与する可能性を見出した（未発表）．
予備実験の結果，HECT-X はプロテアソームシャトル分子 UBQLN2 と結合すること，LON-E3 は
オートファゴソームに局在し，アダプター分子の LC3 と結合することを見出した．従って，こ
れらの E3 リガーゼは DUB と共に形質膜タンパク質のユビキチン化を介して，異なる分解経路
（プロテアソーム，オートファジー）へ導く可能性が高い．しかしながら，PMQC に関わる E3 
リガーゼ RFFL, HECT-X 及び LON-E3 がどのように異常膜タンパク質を認識し，異なる分解経
路へ導くのか，その分子機構は全く不明である． 
 
２．研究の目的 
本研究では，PMQC に関わる E3 リガーゼの機能解析から，異常形質膜タンパク質がどのよう

に認識され，どのような Ub コードが修飾された結果，異なる分解経路に導かれるのか，その分
子機構を解明することを目的とした．また，PMQC 関連 DUB の同定と機能解析から，DUB が膜タ
ンパク質の構造状態をどのように認識し，どのような脱ユビキチン化を行うことで，膜タンパク
質の運命を制御するのか，その分子機構を解明することを目的とした．さらに，CF 患者気道初
代培養細胞（CF-HBE）及び CF マウスの解析から，難治性疾患 CF の治療標的分子としての PMQC 
関連 E3 リガーゼの有効性を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) PMQC E3 リガーゼの異常 CFTR 認識機構の解析 
大腸菌から精製した ∆F508-CFTR 細胞質領域 NBD1（∆F508-NBD1，Okiyoneda et al, Nat Chem 

Biol 2013）とコムギ無細胞タンパク質合成系により精製した HECT-X 及び LON-E3 の野生型お
よび変異型を用いた AlphaScreen またはプルダウン実験により，分子間直接相互作用を定量し
た． 
 
(2) PMQC E3 リガーゼの X線結晶構造解析 
RFFL を大腸菌よりアフィニティ精製し，微量結晶化装置を用いて，1,000 条件以上のスクリー

ニングを行い，結晶を得た．構造解析，精密化に用いる回折データの収集は，放射光施設 SPring-



8，Photon Factory で行い，より分解能の高い回折データを得た．  
 
(3) CFTR PMQC 関連 E3 ノックアウト (KO) 細胞の樹立と機能解析 
RFFL, RNF34, HECT-X, LON-E3 KO 細胞を CRISPR-CAS9 法により樹立した．これらの細胞に

∆F508-CFTR を発現させ，その分解やユビキチン化を CHX chase 実験，CFTR-HiBiT リアルタイム
定量法, Ub ELISA (Kamada et al, Bio Protoc 2019) 等により評価した． 
 
(4) siRNA スクリーニングによる PMQC DUB の同定 
PMQC に関連する DUB を同定するために，∆F508-CFTR 膜発現レベルを指標に，DUB siRNA スク

リーニング (約 100 種類) を行なった．コントロールとして，野生型 WT-CFTR 膜レベルを HRP 
assay により定量し，CFTR 変異型への選択性を評価した． 
 
(5) 過剰発現実験による PMQC DUB の同定 
(4)と同様に，PMQC に関連する DUB を同定するために，DUB(約 100 種類)を過剰発現させ，

∆F508-CFTR-HRP 膜発現レベルを増加させる DUB スクリーニングを行なった．コントロールとし
て，WT-CFTR 膜レベルを HRP assay により定量し，CFTR 変異型への選択性を評価した． 
 
(6) QC 関連 DUB スクリーニング 
AlphaScreen により，CFTR ∆F508-NBD1 に直接結合する DUB の探索を行なった．また，構造

依存性を示すため，NBD1 熱変性の有無で比較解析を行なった． 
 
(7) PMQC 関連 E3結合 DUB の探索 
 PMQC に関与する RFFL, HECT-X, LON-E3 等の E3 リガーゼに結合する DUB の探索を行なった．
Biotin 化タグ融合 E3 と Flag-DUB(約 100 種類)を COS7 細胞に共発現させ，ELISA で結合を評価
した．結合が見られた DUB はプルダウン実験で確認した．さらに，結合した DUB 過剰発現による
E3 発現量の影響も ELISA 等により評価した． 
 
(8) CF 患者気道上皮初代培養細胞 (CF-HBE) における CFTR 活性評価法の確立 
CF 治療薬の前臨床試験最終評価系である CF-HBE を Snapwell 上で約１ヶ月間気液界面(ALI)

培養し，短絡電流法により内在性 ∆F508-CFTR チャネル活性を測定した． 
 

(9) CF マウス単離組織における CFTR 活性評価法の確立 
CF(∆F508/∆F508)マウスの単離腸管粘膜を用いて，短絡電流法で CFTR チャネル機能を測定し

た．CF(∆F508/∆F508)マウスの単離膵管においても，fluid secretion を指標に CFTR 活性を測
定した． 
 

(10) 生 CF マウス個体における CFTR 活性評価法の確立 
CF(∆F508/∆F508)マウスの鼻粘膜電位測定により，生マウスの上気道における CFTR 機能を評価

した．RFFL KO マウスを樹立し，CF マウスとの交配により，RFFL KO/CF マウスを樹立した． 
 
(11) CF-HBE における RFFL ノックダウン法の確立 
 分化した CF-HBE において，RFFL 機能阻害による内在性 ∆F508-CFTR チャネル活性改善効果を
評価するために，siRNA やアンチセンスオリゴヌクレオチド (ASO) の導入法の最適化を行なっ
た．RFFL ノックダウン効率は qPCR 法で評価し，内在性 ∆F508-CFTR チャネル活性改善効果は短
絡電流法で評価した． 
 
４．研究成果 
(1) PMQC E3 リガーゼの異常 CFTR 認識機構の解析 
精製タンパク質を用いた AlphaLISA の結果，RFFL は N末領域を介して，構造異常をもつ ∆F508-

CFTR の細胞質領域 NBD1 と直接相互作用することを明らかにした．培養細胞を用いたプルダウ
ン実験でも，同様の結果が確認された．構造異常タンパク質を模倣した変性 Luciferase を用い
た RFFL の NMR 解析により，異常タンパク質の認識に関わる領域を明らかにした．HECT-X につ
いて，培養細胞を用いたプルダウン実験により，N末端領域が ∆F508-CFTR との結合に必須であ
ることを明らかにした． LON-E3 に関しては，in vitro ubiquitination assay により，E3 活性



に関わる機能領域を見出し，∆F508-NBD1 と相互作用に関与する機能領域を明らかにした． 
 
(2) PMQC E3 リガーゼの X線結晶構造解析 
精製した RFFL タンパク質の動的光散乱で解析した結果，disorder 領域が多いためか，様々な

分子量の多量体を形成することが明らかとなった．RFFL の結晶化を試みたが，残念ながら結晶
を得ることができなかった．RNF5, RNF185 についても同様に解析し，単分散性のタンパク質を
得ることができた．RNF185 (一部配列の欠損体)は X線結晶構造解析に成功した． 
 
(3) CFTR PMQC 関連 E3 KO 細胞の樹立と機能解析 
樹立した RFFL, RNF34(RFFL ホモログ), HECT-X, LON-E3 KO 細胞において，∆F508-CFTR 分解が

抑制されることを明らかにした．RFFL, RNF34 double KO 細胞では，相乗的な安定化効果が見ら
れた．従って, RFFL と RNF34 は機能的に重複した機能があると考えられた (Taniguchi et al, 
Front Mol Biosci 2022)．∆F508-CFTR ユビキチン化を Ub ELISA 法で定量した結果，これらの
E3 リガーゼ阻害により，K48 連結型ポリユビキチン化と K63 連結型ポリユビキチン化が阻害さ
れた．従って，リソソーム分解に関わる RFFL, RNF34 とプロテアソーム分解に関わる HECT-X, オ
ートファジー分解に関与する可能性がある LON-E3 において，∆F508-CFTR の分解経路を決定する
ユビキチンコードに大きな違いはない可能性が考えられた．ユビキチン鎖長や混合鎖等に関し
て，今後の解析が必要であると思われる． 
 

(4) siRNA スクリーニングによる PMQC DUB の同定 
CFBE 細胞を用いた HRP assay の結果，KD により，∆F508-CFTR の膜発現を低下させる DUB は

見られなかった．一方で，KD により WT-CFTR の膜発現を半減させる DUB を７種類同定した．興
味深いことに，予想と反して，KD により，∆F508-CFTR の膜発現を 1.5 倍以上増加させる DUB を
５種類同定した． 
 
(5) 過剰発現実験による PMQC DUB の同定 
COS7 細胞を用いた HRP assay の結果，過剰発現により，∆F508-CFTR の膜発現を倍増させる DUB

を５種類同定した．その内，３種類の DUB は WT-CFTR の膜発現も倍増させた．２種の DUB は，
∆F508-CFTR の膜発現を選択的に倍増させた．∆F508-CFTR の膜発現を倍増させた DUB は，∆F508-
CFTR のユビキチン化を抑制し，形質膜安定性を増加させた．従って，本 DUB は CFTR PMQC に関
与する可能性が考えられた． 
 
(6) QC 関連 DUB スクリーニング 
コムギ無細胞タンパク質合成系により合成した DUB(16 種)と ∆F508-NBD1 の結合を 

AlphaScreen 評価した結果，５種類の DUB の結合が見られた．これらの DUB は加熱により部分
的に変性した NBD1 への結合はほとんど見られなかった．従って，これらの DUB は CFTR の構造
状態に依存して，脱ユビキチン化を行う可能性が考えられた． 
 
(7) PMQC 関連 E3結合 DUB の探索 
 ELISA 法の結果，RFFL と結合する DUB を 7 種類，HECT-X に結合する DUB を６種類，LON-E3 に
結合する DUB を６種類同定した．この内，２種類の DUB は上記２種類以上の E3 リガーゼと結合
した．プルダウン実験の結果，ELISA で結合が見られた E3-DUB の相互作用を確認した．これら
E3 結合 DUB には，KD により ∆F508-CFTR の膜発現を増加させるものが存在した．従って，今回
同定した一部の E3 結合 DUB は，RFFL 等の E3 リガーゼの発現や活性の維持に重要である可能性
が考えられた． 
  
(8) CF 患者気道上皮初代培養細胞 (CF-HBE) における CFTR 活性評価法の確立 
CF-HBE の培養，分化誘導法に加えて，短絡電流法により内在性 ∆F508-CFTR チャネル活性を測

定する手法を確立した．さらに，CF治療剤による ∆F508-CFTR チャネル活性の回復も確認した． 
 
(9) CF マウス単離組織における CFTR 活性評価法の確立 
単離腸管粘膜を用いた短絡電流法で CFTR チャネル機能を測定する手法を確立した．単離膵管

においても，fluid secretion を指標に CFTR 活性を測定することが可能となった． 
 



(10) 生 CF マウス個体における CFTR 活性評価法の確立 
鼻粘膜電位測定 (NPD)により，生マウスの上気道における CFTR 機能を測定する手法を確立し

た．本手法により，CF 治療剤による ∆F508-CFTR 機能回復は現在確認できていない．RFFL KO/CF
マウスを樹立した．RFFL KO による ∆F508-CFTR 機能回復効果は現在解析中である． 
 
(11) CF-HBE における RFFL ノックダウン法の確立 
 Lipofectamine RNAiMax, endoporter 等の transfection 試薬を用いて siRNA, ASO の導入を
行なったが，RFFL KD 効果は部分的であった．また，RFFL KD による内在性 ∆F508-CFTR チャ
ネル活性改善効果も部分的であり，低い KD 効率が原因であると考えられた．今後，脂質ナノ粒
子の利用等，KD 効率を改善する必要があると考えられた． 
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