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研究成果の概要（和文）：本研究では出芽酵母に存在する 20 種類の脱ユビキチン化酵素の性状

を網羅的に解析することで、脱ユビキチン化酵素のユビキチン鎖特異性の解明を行った。まず、

コムギ無細胞タンパク質合成系により合成した脱ユビキチン化酵素を用いて、K48 リンク鎖、

K63 リンク鎖、ユビキチン前駆体に特異的な脱ユビキチン化酵素を同定した。プロテアソーム

の脱ユビキチン化酵素 Rpn11 と Ubp6 には K48 鎖、K63 鎖の特異性はみられず、ユビキチン

鎖特異性はユビキチン化タンパク質がプロテアソームに運搬される以前に生じる可能性が示唆

された。また、Ubp6 はプロテアソーム前駆体に結合する有害なユビキチン化タンパク質を除去

することでプロテアソームの分子集合を正に制御するという新しい知見を得た。さらに、定量

プロテオミクスの新技術 Parallel reaction monitoring 法を用いて全てのユビキチン鎖を 100 アト

モルから高感度に測定する手法を開発し、脱ユビキチン化酵素変異株の細胞内のユビキチン鎖

を定量し新知見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）：Protein ubiquitylation is an essential post-translational 
modification responsible for targeted protein degradation, cellular signaling activation, 
DNA damage response, and protein trafficking. Deubiquitylating enzymes (DUBs) 
functions as an eraser of the ubiquitin signals by removing ubiquitin(s) from the 
ubiquitylated proteins. Despite of their importance, biological significance of DUBs 
poorly understood. To test enzymatic properties of DUBs, we expressed and purified 
yeast 20 DUBs by a wheat germ expression system. Although most DUBs did not have 
chain-type specificities, we found that four DUBs can cleave a ubiquitin precursor Ubi4. 
Among the proteasomal DUBs, consistently with previous studies, Rpn11 is essential 
for degradation of the ubiquitinated substrate whereas Ubp6 has an inhibitory effect 
for the substrate degradation in vitro. However, both DUBs can cleave both K48- and 
K63-linked ubiquitin chains, suggesting that other factors might specify the 
proteasomal degradation signal. We also found that Ubp6 facilitates proteasomal 
assembly by clearing ubiquitylated substrates from assembly precursors by its 
deubiquitylating activity. Furthermore, we applied parallel reaction monitoring (PRM) 
method to quantify the ubiquitin chains and analyzed DUB mutants. 
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１．研究開始当初の背景 

生命活動の恒常性維持のためには、細胞内で
不要になったタンパク質は積極的に分解さ
れなければならない。真核生物の主要な選択
的タンパク質分解経路であるユビキチン・プ
ロテアソーム系は、細胞周期制御・シグナル
伝達・免疫反応・細胞の恒常性維持に大きく
関与していることから近年注目されている
研究分野である。 

この経路において、標的タンパク質はユ
ビキチン化酵素群によってユビキチンが付
加され、ユビキチン分子はさらに自身が結合
することでポリユビキチン鎖を形成する。4

つ以上のユビキチン分子からなるポリユビ
キチン鎖は分解マシーンであるプロテアソ
ームの認識シグナルとなり、標的タンパク質
は分解される。細胞内においてポリユビキチ
ン化タンパク質は、一連の脱ユビキチン鎖酵
素により容易にユビキチン鎖が外されるこ
とがしられている。このことはユビキチン‐
プロテアソーム系によるタンパク質分解は、
アクセル（ユビキチン化反応）とブレーキ（脱
ユビキチン化反応）とのバランスによって厳
密にコントロールされていることを意味す
る。この脱ユビキチン化反応を実行している
のが脱ユビキチン化酵素群であり、ヒトでは
約 70 種類、出芽酵母には 20 種類存在する。 

出芽酵母プロテアソームは構成サブユニ
ットとして Rpn11 と Ubp6 の 2 つの脱ユビキ
チン化酵素をもち、ポリユビキチン化タンパ
ク質の分解時にポリユビキチン鎖を除去し、
ユビキチンのリサイクルに関与するが、詳細
な機構は未だ不明である。興味深いことに
Rpn11 以外の脱ユビキチン化酵素は必須遺伝
子ではない。いくつかの脱ユビキチン化酵素、
例えば Ubp4（リソソーム/液胞にターゲット
されるユビキチン化タンパク質の脱ユビキ
チン化）、Ubp8（ヒストン H2B の脱ユビキチ
ン化酵素）などについては独自の生理的作用
をもつことが報告されているものの、細胞内
に存在する全 20 種類の脱ユビキチン化酵素
のうちその半分は全くの機能未知である。こ
れは機能の重複性から遺伝学的な解析が困
難であること、脱ユビキチン化酵素の基質と
なるポリユビキチン化タンパク質の作製が
困難であるからであると考えられる。 

また、ユビキチンの生合成についても未
解決である。ユビキチンは 4 種類の遺伝子に
コードされており、いずれも不活性な前駆体
として合成され、脱ユビキチン化酵素により
プロセシングされることで活性化型ユビキ
チンとなるが、このプロセシングを実行する

脱ユビキチン化酵素は未同定である。 

一方、脱ユビキチン化反応は基質タンパ
ク質とポリユビキチン鎖の間を切断する反
応とポリユビキチン鎖を端から切断する反
応がある。またポリユビキチン鎖は K48 リン
ク鎖や K63 リンク鎖など様々な構造をもつ
ものが存在し、いくつかの脱ユビキチン化酵
素については、ユビキチン鎖のタイプ特異性
が報告されている。しかしながら、ポリユビ
キチン化タンパク質の調製の困難さから、プ
ロテアソームの脱ユビキチン化酵素を含め、
機能既知の脱ユビキチン化酵素が、どの構造
のユビキチン鎖を認識し、どのように切断す
るか正確には良くわかっていない。 

このように脱ユビキチン化酵素の研究
は非常に断片的であり、酵母においてですら
全体像が明らかにされていないのが現状で
ある。 

 

２．研究の目的 

出芽酵母全脱ユビキチン化酵素の機能の重
複性と特異性を明らかにする。特にユビキチ
ン‐プロテアソーム系に関与する脱ユビキ
チン化酵素、ユビキチン前駆体 Ubi4 のプロ
セシング酵素を探索する。 

 

３．研究の方法 

(1) 出芽酵母の脱ユビキチン化酵素の合成 

脱ユビキチン化酵素の切断する鎖の特異性
を明らかにするために、大腸菌発現系または
コムギ無細胞タンパク質合成系を用いて全
ての脱ユビキチン化酵素リコンビナントタ
ンパク質を精製する。 

(2) 切断するユビキチン鎖のタイプ特異性の
解析 

試験管内において合成した K48 リンクのポ
リユビキチン鎖、K63 リンクのポリユビキチ
ン鎖を、各脱ユビキチン化酵素が切断するか
解析する。 

(3) ユビキチン前駆体プロセシング酵素の探
索 

ユビキチン前駆体 Ubi4 を大腸菌で発現精製
し、どの脱ユビキチン化酵素が Ubi4 のプロ
セシング酵素であるか解析する。同定した脱
ユビキチン化酵素について多重破壊株を作
製し、ストレス感受性などを解析する。 

(4) プロテアソームの脱ユビキチン化酵素の
解析 

プロテアソームの脱ユビキチン化酵素 Rpn11、
Ubp6 の使い分けおよびユビキチン鎖特異性
について試験管内再構築系を用いて解析す
る。 



(5) Ubp6 によるプロテアソームの分子集合制
御 

Ubp6 がプロテアソームの分子集合に関与す
るという予備的知見を得ているので、どのよ
うなメカニズムで作用しているのか詳細に
解析する。 

(6) 脱ユビキチン化酵素変異体中におけるユ
ビキチン鎖のプロファイリング 

細胞内における脱ユビキチン化酵素のユビ
キチン鎖切断特異性を明らかにするため、細
胞内に存在するユビキチン鎖を定量する技
術を確立する。 

 

４．研究成果 

(1)脱ユビキチン化酵素の発現精製 

脱ユビキチン化酵素は分子量が大きいもの
が多く、大腸菌発現系による発現精製は困難
だった。そこで、コムギ無細胞系を用いて N

末端に His6 タグを付加した脱ユビキチン化
酵素を合成した。その結果、20 種類の脱ユビ
キチン化酵素のうち、17 種類を合成すること
に成功した（図 1）。 

 

(2) 切断するユビキチン鎖のタイプ特異性の
解析 

コムギ無細胞系により合成精製した脱ユビ
キチン化酵素を用いて、K48 リンクのユビキ
チン鎖、K63 リンクのユビキチン鎖、さらに
基質に結合した各ユビキチン鎖を切断する
か解析した。その結果、多くの脱ユビキチン
化酵素は K63 鎖を切断する活性が高いこと
など興味深い知見が得られた（データ未提
示）。 

(3) ユビキチン前駆体プロセシング酵素の探
索 

ユビキチン前駆体 Ubi4 はユビキチンが 5 つ
繋がった構造をしている。脱ユビキチン化酵
素が Ubi4 の N 末端を認識するのか C 末端を
認識するのかは不明であるため、精製用のタ
グを付加せず大腸菌で発現させ、イオン交換
やゲルろ過クロマトグラフィーにより精製
した。次にコムギ無細胞系により精製した脱
ユビキチン化酵素によるプロセシングを解
析した。 

 その結果、Ubp2、Ubp12、Ubp14、Ubp15

の 4 分子が Ubi4 をユビキチン単量体までプ
ロセシングすることが明らかとなった（図 2）。 

  Δubi4株は高温ストレス感受性やアミノ酸
アナログ感受性を示すため、Ubi4 のプロセシ
ングに欠損がある場合、同様の表現系を示す
ことが予想される。そこで、UBP2、UBP12、
UBP14、UBP15 について各遺伝子破壊株を掛
け合わせることにより、Δubp2 Δubp12 Δ
ubp14 Δubp15 四重破壊株を作製した。しか
し、四重破壊株は、高温ストレスやアミノ酸
アナログ感受性を示さず、ユビキチン抗体に
よるウェスタンブロット解析や、細胞抽出液
を用いたユビキチン前駆体のプロセシング
も野生株のものと差異は認められなかった。
そこで、さらに他の脱ユビキチン化酵素を破
壊するためにCre-loxP法を用いて多重破壊株
の作製を行っている。 

 (4) プロテアソームの脱ユビキチン化酵素
の解析 

Rpn11 の活性部位に変異をいれた rpn11AXA

変異株、UBP6 破壊株の 26S プロテアソーム
を精製した。また、ユビキチンリガーゼ E6AP

と Rsp5 を用いて K48 鎖および K63 鎖のユビ
キチン化基質を作製し、各プロテアソームに
より基質の分解速度が低下するか解析した。
その結果、rpn11AXA 変異体のプロテアソーム
はユビキチン化タンパク質の分解が大きく
遅延した。一方、Ubp6 を欠くプロテアソー
ムはユビキチン化タンパク質の分解速度が
わずかながらに増加していた（図 3）。よって、
Rpn11 がプロテアソームの主要な脱ユビキチ
ン化酵素であること、Ubp6 はユビキチン鎖
を端から切断することで分解活性を阻害す
るという従来のモデルが支持された。一方、



ユビキチン鎖の種類による差異は見られな
かったことから、プロテアソームは潜在的に
K48鎖もK63鎖も分解シグナルとして認識す
る活性があること、ユビキチン鎖特異性はユ
ビキチン化タンパク質がプロテアソームに
運搬される以前に生じる可能性が示唆され
た。 

(5) Ubp6 によるプロテアソームの分子集合制
御 

プロテアソーム中間体のプロテオミクス解
析より、Ubp6 がプロテアソームの分子集合
の初期の段階から結合していることを見出
した。Δubp6 では Hsm3 モジュールと呼ばれ
る部分集合体にユビキチン化タンパク質が
結合していることがわかった。また、ユビキ
チン結合タンパク質の 1 つ Rad23 と遺伝学的
な相互作用がみられ、Δubp6Δrad23破壊株で
は Hsm3 モジュールにおけるユビキチン化タ
ンパク質の蓄積が解消したことから、Ubp6

はプロテアソーム前駆体に結合する有害な
ユビキチン化タンパク質を除去することで
プロテアソームの分子集合を正に制御する
というモデルを提案し報告した。 

 (6) 脱ユビキチン化酵素変異体中における
ユビキチン鎖のプロファイリング 

細胞内には 8 種類の異なる構造のポリユビキ
チン鎖が存在する。これらのユビキチン鎖を
識別する方法として定量質量分析計が広く
用いられているが、複雑な試料から K6 鎖や
K29 鎖などの微量ユビキチン鎖を検出するこ
とは困難である。そこで、最新型の高分解能
質 量 分 析 計 を 用 い た Parallel Reaction 

Monitoring 法を用いることで複雑試料中から
ユビキチン鎖を絶対定量する方法を確立し、
複雑試料中から全ての種類のユビキチン鎖
を少なくとも 100 amol から定量可能である
ことを明らかにした。本手法を用いることで、
脱ユビキチン化酵素変異体中の各ユビキチ
ン鎖を絶対定量したところ、いくつかの変異
体ではユビキチン鎖のバランスが変動する
ことを見出した（データ未提示）。さらに詳
細に解析することで細胞内における脱ユビ
キチン化酵素の機能解析を発展させる。 
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