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研究成果の概要（和文）：１）脱ユビキチン化酵素USP18が内在性のユビキチン化された変性タ
ンパク質を凝集させアグリソームの形成を誘導したことから、USP18が変性タンパク質の毒性か
ら細胞を守る因子であることが示唆された。２）核小体でリボソーム生合成を制御する脱ユビキ
チン化酵素USP36の核小体局在化配列に結合する低分子化合物を同定し、それらがUSP36の核小
体への局在化と脱ユビキチン化機能を阻害することを培養細胞レベルで見出した。３）脱ユビキ
チン化酵素USP37が自身のもつユビキチン結合配列UIMを介して基質となるユビキチン鎖に結
合し、基質を酵素活性中心近傍につなぎ止めることにより、USP37の酵素活性の上昇に寄与する
ことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：1) Deubiquitinating enzyme USP18 was implicated in the protection of cells 
from the toxicity of non-native defective proteins by sequestering them to the aggresome in human cells. 
2) Small molecules that bind to the nucleolar localization signal of deubiquitinating enzyme USP36 
were identified and were shown to inhibit the nucleolar localization as well as the function of USP36 in 
human cells. 3) The ubiquitin-interacting motifs (UIMs) in USP37 were shown to play a role in 
increasing the isopeptidase activity of USP37 toward ubiquitin chains by binding to the ubiquitin chains 
and stably positioning them in close proximity to the catalytic core of USP37. 
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン化はプロテアソームでの分解
をはじめ、細胞内でタンパク質の運命や機能
を様々に調節する翻訳後修飾である。ユビキ

チン化は不可逆的なタンパク質制御機構で
はなく、拮抗する脱ユビキチン化反応が存在
する。ヒトゲノムには約 90 種類の脱ユビキ
チン化酵素がコードされ、これらの酵素によ
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ってユビキチン化による多様なタンパク質
の制御が負に調節されていること、すなわち
タンパク質の制御がユビキチン化と脱ユビ
キチン化のバランスによって調節されてい
ることが次々と解明され、細胞機能の発現に
おける脱ユビキチン化の重要性が強く認識
されてきている。 
 
２．研究の目的 
 約 90 種類のヒト脱ユビキチン化酵素の中
には機能未解明のものもまだ数多く残され
ている。したがって、脱ユビキチン化による
細胞機能の制御機構の全貌を解明するため
には、それらの機能を１つ１つ解明していく
ことが不可欠である。そこで本研究では、解
析のなされていない多様な脱ユビキチン化
酵素の機能を新たに解明することにより、脱
ユビキチン化による細胞機能制御の全貌解
明に貢献することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 機能未解明のヒト脱ユビキチン化酵素
USP18、USP36、USP37 について、以下の方
法で解析を行った。 
 
（１）USP18 によるアグリソーム形成誘導 
   機構の解析 
 変性タンパク質は細胞毒性を有するため、
細胞内に大量の変性タンパク質が生じてそ
れらのプロテアソーム分解が滞った場合、細
胞はそれらのタンパク質からなる凝集体を
微小管形成中心に形成誘導することにより、
変性タンパク質の毒性を回避する。このタン
パク質凝集体はアグリソームと呼ばれてい
る。   
 本研究では、脱ユビキチン化酵素 USP18
を発現させたヒト培養細胞において細胞質
に誘導されるアグリソームの生化学的な性
状とその形成誘導機構を解析した。 
 
（２）USP36 の機能を阻害する低分子化合 
   物の探索とその作用の解析 
 USP36 は核小体に局在する脱ユビキチン
化酵素であり、核小体においてリボソーム生
合成に関与するタンパク質群を脱ユビキチ
ン化してそれらのユビキチン化依存的プロ
テアソーム分解を抑制することにより、リボ
ソーム生合成レベルを上昇させる働きをも
っている。 
 がん細胞は正常細胞よりも旺盛に分裂増
殖を行っているため、高いタンパク質合成能、
すなわちリボソーム生合成能が必要となる
と考えられる。したがって、がん細胞におい
て USP36 の機能を阻害してリボソーム生合
成能を低下させることにより、その細胞増殖
を抑えることが期待できる。事実、ヒトがん
細胞株において RNA 干渉法で USP36 の発現

を阻害すると、その増殖が著しく抑制される
ことがわかっている。 
 そこで本研究では、細胞増殖の阻害剤の新
規開拓を目的とし、化合物アレイを用いて
USP36 の核小体局在化配列に結合する低分
子化合物のスクリーニングを行った。そして
同定された化合物を細胞培養液に添加する
ことにより、それらの化合物が USP36 の機能
に及ぼす効果を細胞レベルで解析した。 
 
（３）USP37 におけるユビキチン結合配列の 
   意義の解析 
 ヒトゲノムには脱ユビキチン化酵素が約
90 種類コードされている。その中で、3 つの
酵素（USP25, USP28, USP37）だけがユビキ
チン結合配列 UIM（ubiquitin-interacting motif）
をもつが、それらの役割は不明であった。 
 そこで本研究では、USP37 に存在する UIM
が USP37 の機能に果たす役割の解析を行っ
た。そのために、USP37 に存在する 3 つの
UIM のそれぞれ（UIM1、UIM2、UIM3）、
あるいはすべて（UIM1+2+3）に変異を導入
し、それら変異体のユビキチン結合能、細胞
内局在、脱ユビキチン化酵素活性などを解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）USP18 によるアグリソーム形成誘導 
   機構の解析 
 脱ユビキチン化酵素 USP18 をヒト培養細
胞に発現させると、正常細胞には見られない
構造体が核近傍に形成した（図 1A-A”）。こ
の構造体はビメンチン中間系フィラメント
に覆われた直径~100 nm の粒子状構造の凝集
体で（図 1B）、微小管形成中心に局在したこ
とからアグリソームであることが明らかと
なった。 
 この USP18 誘導性のアグリソームは、１）
内在性のユビキチン化タンパク質を多く含
むこと、２）細胞内の変性タンパク質の量を
増加させる高温処理やプロテアソーム阻害
によりその数が増加すること、３）凝集性の
モデルタンパク質を含むこと、などから、確
かに変性タンパク質からなる構造体である
ことが示された。 
 また、USP18 誘導性アグリソームは USP18
の酵素活性欠失体によっても誘導されたこ
とから、その脱ユビキチン化酵素活性には依
存しないと考えられた。一方、USP18 の N 末
端欠失体、C 末端欠失体はそれぞれ異なるア
グリソーム形成異常を呈した。 
 以上の結果から、USP18 がアグリソームの
形成を誘導することにより変性タンパク質
の毒性から細胞を守る因子であること、そし
てそのために USP18 の異なる領域がそれぞ
れ固有の働きを担っていることが示唆され
た（Kozawa et al., submitted）。 



 
（２）USP36 の機能を阻害する低分子化合 
   物の探索とその作用の解析 
 USP36 の核小体局在化配列（16 アミノ酸か
らなる、塩基性アミノ酸に富んだ配列）を化
学合成し、6,912 種類の低分子化合物を固定
化した基板（化合物アレイ）とインキュベー
トすることにより、USP36 の核小体局在化配
列に結合する化合物のスクリーニングを行
った（理化学研究所・ケミカルバイオロジー
研究基盤施設との共同研究）。その結果、33
種類の化合物が同定された。 
 そこで、それぞれの化合物をヒト培養細胞
の培養液に添加し、USP36 の核小体局在に及
ぼす効果を検討した。その結果、3 種類の化
合物の添加により USP36 の核小体局在レベ
ルが低下することがわかった（図 2 はその 1
つの例）。さらにそのうちの 1 つの化合物 #1

の添加により、１）核小体におけるタンパク
質ユビキチン化レベルの著しい上昇、および
２）細胞増殖の著しい抑制が観察された。以
上の結果は、化合物 #1 が核小体における
USP36 の脱ユビキチン化酵素活性を阻害し
てリボソーム生合成を抑制することにより、
細胞増殖の阻害剤として働き得ることを示
唆している。 

 
（３）USP37 におけるユビキチン結合配列 
   の役割の解析 
 USP37 のUIM1 変異体は野生型 USP37 と
同レベルにユビキチンと結合したが、C 末端
側の 2 つの UIM それぞれの変異体（UIM2、
UIM3）ではいずれもユビキチン結合能が著
しく低下していた。したがって、UIM2 と
UIM3 が USP37 のユビキチン結合に重要な役
割を果たすことが明らかとなった。UIM2 と
UIM3 はまた、USP37 自身のユビキチン化に
もじゅうようであることが明らかとなった。
一方で、3 つの UIM すべてに変異を導入した
UIM1+2+3 でも野生型 USP37 と同様の核局
在を示したことから、UIM は USP37 の核局
在には必要でないことが示された。最後に、
UIM2、UIM3 変異体では野生型 USP37 よ
り ユ ビ キ チ ン 鎖 切 断 活 性 が 低 下 し 、
UIM1+2+3 においてその低下レベルは最大
となった。 
 以上の結果から、USP37 において UIM2 と
UIM3 が基質となるユビキチン鎖を酵素活性
中心の近傍につなぎ止めることにより、酵素
活性を上昇させる働きをもつことが示唆さ
れた（図 3 、 Tanno et al., manuscript in 
preparation） 
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