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研究成果の概要（和文）： 

タンパク質のユビキチン化（Ub 化）は、生命科学のさまざまな領域で研究されている。我々
は、LCを微流速化させることで、試料中に極微量しか含まれないタンパク質を正確に同定
することができる LC-MS/MS システムを開発した。また、細胞刺激に応じて形成されるシグ
ナル伝達複合体などのタンパク質複合体を、本来の機能を損なうことなく細胞や組織から
分離するための多段階精製用アフィニティータグを開発し、ウイルスからヒトに至るさま
ざまな複合体の機能解析に適用してきた。本研究では、Ub 分子内に His タグを組み込んだ
改変 Ub 分子を作成し、上記 LC-MS/MS システムと組み合わせることで、基質タンパク質の
Ub 修飾部位を効率よく同定するための手法の開発を試みた。PCR 法を用いて His タグを Ub
の C 末端近傍に導入した様々な改変分子を作成した。これらを用いて、200 を超すタンパ
ク質の Ub 化部位の同定に成功した。本法は、Ub 化反応の解析に有効な手法になるものと
推察される。また、ユビキチンＥ３リガーゼの一つである TRIM32 の細胞内トラフィックを
制御する機構として、cAMP 依存性タンパク質キナーゼ A(PKA)によるリン酸化と、これに依
存する 14-3-3 タンパク質の相互作用を見出した。この成果は、TRIM ファミリーの機能調
節に関して重要な知見を与えるものである。 
研究成果の概要（英文）： 
The relevance of the ubiquitin (Ub)-proteasome system is widely accepted in a variety 
of cell system. We previously reported a MS-based proteomic technology involving 
multi-step immunoaffinity purification to characterize signaling complexes in a large 
scale. In this study we described a novel procedure that combined the technology with 
newly developed Ub derivatives that inserted a His tag within its C-terminal region. 
Using this procedure, we successfully identified in vivo ubiquitination sites of over 200 
proteins with high confidence. In another experiment, we investigated the crosstalk 
between phosphorylation and ubiquitination. We found that the ubiquitin E3 ligase 
TRIM32 binds 14-3-3 proteins in a PKA-catalyzed phosphorylation-dependent manner. 
Subsequent studies demonstrated that this interaction negatively regulates the 
catalytic activity and intracellular transport of TRIM32. The findings described herein 
constitute the first evidence for the regulatory mechanism of the TRIM member. 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質はユビキチン（Ub）化（特にポリ Ub
化）されることにより、プロテアソームで分
解されることはよく知られている。しかし近
年、EGF 受容体や PDGF 受容体をはじめとする
種々の増殖因子受容体のダウンレギュレー
ションの過程において、受容体は分子内の複
数の箇所でモノ Ub 化され、その後、ダイナ
ミックな膜の流れ（メンブレントラフィッ
ク）により多胞体を経て最終的にリソソーム
にまで運ばれて分解されることが明らかに
なってきた。興味深いことに、この反応は、
脱 Ub 化酵素の働きと共役する蛋白質のリサ
イクリングシステムとも連結し、細胞内に拡
がる大きな物流のネットワークを形成して
いる。ここで注目されるのは、このネットワ
ークの素過程において、モノ Ub 化された蛋
白質内のそれぞれの Ub は、異なる特異性を
もつ選別・輸送シグナルとしてネットワーク
の流れ全体を制御している可能性が指摘さ
れていることである。これと類似のシグナル
としては、蛋白質のリン酸化反応が知られて
いるが、リン酸化が無機酸による蛋白質の修
飾系であるのに対し、Ub 化は蛋白質による蛋
白質の制御系としてより大きな特色をもっ
ている。21 世紀の高齢化社会を迎え、深刻さ
が増しつつある悪性腫瘍や神経変性障害の
発症に Ub 制御系の破綻が要因に成り得る証
拠が相次いで報告されている今日、こうした
新しいタイプの Ub 化反応の実体を明らかに
し、その生物学的役割や作用機構、加えて疾
患への関与を見据えた研究を行うことは、Ub
が関わる生命科学のさまざまな領域におい
て非常に重要である。 
 
２．研究の目的 

申請者は、細胞刺激に応じて形成される情
報伝達蛋白質などの機能性蛋白質複合体を、
本来の機能を損なうことなく培養細胞や生
体から分離し、これを LC-MS 法を用いて一斉
に解析する研究を進めてきた。とりわけ
14-3-3 タンパク質をモデルとして同定した
約 1,000種類の蛋白質間相互作用解析の成果
は、細胞の多彩な情報伝達ネットワークの存
在を示唆すると同時に、蛋白質相互作用の動
態や今後の機能解析のための研究に重要な
基盤資料となった（Biochemistry, 2004, 
2007; JBC, 2005；FEBS Lett., 2008）。また、
申請者はこの解析技術を、医科学研究をはじ
めとする関連分野の研究に応用することで、
Ｃ型肝炎ウイルスや日本脳炎ウイルスのコ
ア蛋白、Ｂ型肝炎に由来する Hbx 蛋白などの

相互作用解析に適用し、新しい研究成果をあ
げてきた(EMBO J, 2005; Oncogene, 2006; J. 
Virol, 2006; Exp. Cell Res., 2007)。本研
究では、Ub 分子内にアフィニティー精製用の
タグ（ヒスチジンタグ; His タグ）を挿入し
た改変 Ub 分子を作製し、この分子を用いる
ことで、細胞内で実際に形成される蛋白質の
Ub 修飾部位を網羅的に解析することを目的
とした。また、これと並行して、Ｕｂ化とリ
ン酸化の機能的クロストークの新たな例と
して、申請者らによって発見されたユビキチ
ンリガーゼTRIM32と14-3-3 タンパク質の相
互作用の役割を明らかにすることを目的と
した。 
 

３．研究の方法 

3-1 改変 Ub 分子ベクターの構築 
 改変Ub分子は、pcDNA3-MEF-Ubを鋳型とし、
プライマーFw:5-CATCACCATCACCATCACC 
TGAGAGGTGGTTAACTCG-3 と Rv:5-ACGCAGGACCAG 
GTGCAG-3’を用いて、PCR 法で作成した。 
 
3-2 二次元液体クロマトグラフィー・タンデ
ム質量分析(2DLC-MS/MS)法 
LC１次元目：強カチオン交換カラム
（Bioassist S）を用いたイオン交換ＬＣで、
4 段階の塩濃度(25mM, 50mM, 100mM, 250mM 
KCl)のステップワイズで分離した。分離した
ペプチドはトラップカラム（ODS Mightysil 
RP）に捕集し、0.1％ギ酸で洗浄、脱塩後、
オンラインで２次元目の LC に導入した。 
LC２次元目： ODS（Mightysil RP）スプレー
チップカラムを用いたナノフロー逆相ＬＣ
で、RENCON SYSTEM により生成された直線濃
度勾配（0-70％アセトニトリル/0.1％ギ酸）
により超微流量(流速 100 nl/min)で分離し
た。分離したペプチドはＥＳＩ法により直接
タンデム質量分析計（Waters-Micromass, 
Q-TOF Ultima API）に導入し、データ依存モ
ードで分析した。 
 
3-3 その他の方法 
 細胞培養、免疫沈後、細胞 Ub 化実験、部
位特異的変異などは、既報の手順(JBC, 2005)
に従って実施した。細胞染色法、蛍光イメー
ジング分析などは、常法通り行った。 
 
４．研究成果 
4-1 改変 Ub の標的タンパク質への結合 
Ｎ末端に MEF タンデムタグを、Ｃ末端に His
タグを導入した改変 Ub 分子発現ベクターを
作成し、HEK293T 細胞に導入後、細胞抽出液



を回収し、SDS−ゲル電気泳動で分離した。抗
Myc 抗体を用いてウエスタンブロット分析し
たところ、改変 Ub は、そのモノマーの分子
量に相当する位置にバンドが観察されると
同時に、高分子領域に強いスメアーなバンド
が観察された。このことは培養細胞内で改変
Ub が確かに発現され、標的タンパク質に結合
していることを示唆している。 
 
4-2多段階アフィニティータグ法によるUb化
ペプチドの精製と LC-MS/MS 法による分析 
改変 Ub 分子を発現する 15cm ディッシュ 50
枚の培養細胞から抽出した 580 mg のタンパ
ク質を、抗 Myc 抗体を固定したカラムに添加
し、Ub 化タンパク質を捕集した後、TEV プロ
テアーゼを用いてゲルから溶出させ、回収し
た。回収したユビキチン化タンパク質は、TCA
沈殿、還元アルキル化、透析後、リジルエン
ドペプチダーゼで消化した。この消化物を、
Ni-NTA カラムに添加し、イミダゾールで溶出
した。この溶出画分を、脱塩・濃縮後、遠心
濃縮機で溶媒を除去した後、トリプシンで消
化し、LC-MS ショットガン分析の試料とした
(Fig. 1)。 

 

 
２回の調製によって得られた試料につい

て、各２回、計４回の LC-MS/MS 分析を行っ
た。1 回目の分析では、ユビキチン化部位を
同定したタンパク質は 107 種で、修飾部位数
は 110 箇所であった。2 回目の分析では、ユ
ビキチン化部位を同定したタンパク質は 121
種で、修飾部位数は 122 箇所であった。この
121 種のユビキチン化タンパク質のうち、約
50%は 1 回目で同定したユビキチン化タンパ
ク質と重複しており、新たに同定したユビキ
チン化タンパク質は約 50%であった。3、4 回
目の分析では、新たにユビキチン化部位を同
定したタンパク質の割合は 25%に減り、ほぼ
網羅的にユビキチン化タンパク質が同定で
きていると考えられた。結果を総合すると、
本研究で同定されたユビキチン化標的タン
パク質は 203 種類で、修飾部位数は 234 箇所
であった。同定した 234 箇所のユビキチン化
部位の中で、101 種（約 43%）が複数のペプ
チドもしくは複数の解析で同定された。さら
に、ユビキチン化部位を同定した 203 種のタ
ンパク質には、ユビキチン化部位を複数含ん
でいるタンパク質が、25 種(11%)存在した。 
 

4-3 同定したタンパク質の特徴 
(1) 局在：同定した 203 種のタンパク質の局 
在を調べるために、human protein reference 
database を用いて、分類した(Fig. 2)。その
結果、同定した Ub 化タンパク質のほとんど
が、核または細胞質に存在していることがわ
かった。Ub 自体が細胞質に存在するタンパク
質であるため、その標的タンパク質も細胞質
に存在するタンパク質であることは容易に
想像できるが、本研究の結果はそれと矛盾し
ていなかった。一方、膜タンパク質に対する
Ub 化の役割については、余りよくわかってい
ないが、幾つかの例は知られている。例えば、
ナトリウムチャンネルの一つである ENaC は
Ub 化によって分解誘導され、その速度はユビ
キチンリガーゼである NEDD4 のリン酸化状態
によって規定されていることが、我々の研究
によって明らかになっている。そこで、本研
究で同定されたタンパク質を、膜貫通領域
(TM）予測ソフト SOSUI を用いて、TM の有無
を予測分析した。その結果、8種類が TM を有
すると予測された。現在までに、哺乳動物の
細胞を用いた大規模解析においては膜タン
パク質はほとんど同定されていない。酵母細
胞を用いた大規模解析では、膜タンパク質が
多数検出されており、また、膜タンパク質の
Ub 化はメンブレントラフィックのシグナル
として重要な役割を果たしていることが報
告されていることから、同定した Ub 化の役
割を解明することは、今後の重要な課題にな
る。 
(2) 生物機能と分子機能 
次に、Ub 化タンパク質の生物機能を分類した。
数の多いものから順に転写や翻訳などの核
酸代謝、タンパク質代謝、シグナル伝達、細
胞の成長、輸送、栄養代謝 (Fig. 2)であっ
た。しかしながら、他にも様々なプロセスに
分類されることから、Ub 化が幅広いプロセス
に関与していることが明らかになった。 
さらに、分子クラスで分類したところ、ユ

ビキチンープロテアソーム系タンパク質が
最も多く同定された。ユビキチンープロテア
ソーム系タンパク質の中には、ユビキチン、
ユビキチン結合酵素 E2、ユビキチン連結酵素
E3、脱ユビキチン化酵素、ユビキチン様タン
パク質 Nedd8、Nedd8 の E1、E2、プロテアソ
ームサブユニットが含まれていた。 
今回同定した 234 種の Ub 化部位は、変異

体を用いる表現系の網羅的観察実験や、個別
の分子を対象とした基礎研究に対して、重要
な知見を与えるものと考えられる。一方、本
研究では、MEFタグを除去した改変Ub分子や、
His タグの挿入場所を変えた改変分子、His
タグの残基数を 6個から 4,3,2 個と減らした
分子も同時に作成し、実験に組み込んだ。し
かしながら、標的タンパク質への取り込み率
が増加した分子は、Ni-NTA カラムでの回収が



困難であり、またその逆の場合も存在するな
ど、Ub 分子自体のさらなる改良は今後の課題
として残った。 

 
4-4 TRIM32 と 14-3-3 の相互作用 
 ユビキチンリガーゼ TRIM32 と 14-3-3 タン
パク質の相互作用を、精製した標品を用いて
プルダウン解析した。その結果、TRIM32 はタ
ンパク質キナーゼ A（PKA）によるリン酸化反
応に依存して、14-3-3(ηアイソフォーム)と
直接結合することが明らかとなった。哺乳動
物細胞に発現するすべての 14-3-3 アイソフ
ォームを用いて相互作用解析したところ、す
べてのアイソフォームが PKA のリン酸化に依
存して TRIM32 と複合体を形成することが明
らかとなった。また PC12 細胞に発現する内
在性 14-3-3 と TRIM32 も確かに結合すること
が免疫沈降実験で確かめられた。 
 次に、TRIM32 のリン酸化部位を、部位欠質
体または部位特異的変異体を作成し解析し
た。その結果、TRIM32 は NHL ドメイン内に存
在するＣ末端近傍のセリン残基のリン酸化
を契機として 14-3-3 と結合すること、また
この部位をアラニンに代えた変異体は
14-3-3 結合能が確かに消失することが明ら
かとなった。 
 
4-5 14-3-3/TRIM32 複合体の生理的役割 
 TRIM32 の発現異常は遺伝病をはじめとす
る様々な疾患に直結している。TRIM32 の細胞
内濃度は、二つの自己調節機構（自己ユビキ
チン化、cytoplasmic body(CB)形成）により
調節されていることが知られている。そこで、
これらの調節機構に与える相互作用の影響
を検討した。In vivo Ub 化実験の結果、14-3-3
との結合は TRIM32 の自己 Ub 化を抑制するこ
とが分かった。興味深いことにこの効果は、
TRIM32 による基質の Ub 化反応も抑制するこ
とが明らかとなった。 
 次に、ＣＢ形成に及ぼす効果を免疫蛍光抗
体法、ライブセルイメージング法を用いて解
析した。その結果、14-3-3 との相互作用は
TRIM32 のＣＢ形成を抑制することが分かっ
た(Fig. 3)。 
 

ＣＢ形成には微小管を介した細胞内物質輸
送が重要な役割を担っていることが報告さ
れている。14-3-3 と結合した TRIM32 は微小
管と結合しないことが判明した。一方、リン
酸化部位をアラニンに換えた変異体では、Ｅ
３リガーゼ活性の抑制とともにＣＢ形成の
阻害効果も認められなかった。従って、観察
された 14-3-3 の効果は、PKA を介したリン酸
化とこれを契機とする 14-3-3 の結合により
引き起こされるものと考えられる。 
 結果として、14-3-3の結合は、可溶性 TRIM32
の細胞内濃度を上昇させる。この相互作用が
TRIM32 の機能に重要なことは、TRIM32 のリ
ン酸化部位変異体はもはや細胞増殖能を示
さなくなることから確認された。以上の結果
は、TRIM タンパク質の調節機構に関して重要
な知見を与えるものと考える。 
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