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研究成果の概要（和文）：本研究では、遊離型ポリユビキチン鎖の生成機構を解明する目的で、タンパク質上に形成さ
れたポリユビキチン鎖を遊離するエンド型脱ユビキチン化酵素の存在について検討した。エンド型脱ユビキチン化酵素
に対する活性測定用基質および活性型酵素検出用プローブの作製に成功した。これらツールを用いた結果、がん細胞の
悪性化や炎症反応の抑制に関わるエンド型脱ユビキチン化酵素が存在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been reported that unanchored Lys63-linked polyubiquitin chains c
an act as a scaffold protein linking TAK1 and TAB2 in the NF-kappaB signaling pathway. In this study, we s
ynthesized a novel fluorogenic substrate, x3Ub(G76V)-Ub-AMC and an activity-based probe, x3Ub(G76V)-Ub-VS,
 which enable detection of the unanchored polyubiquitin chain-liberating activity by a native chemical lig
ation strategy. We showed that the activity profile for the x3Ub(G76V)-Ub-AMC hydrolysis in MonoQ fraction
s of HeLa cell extract was different from those for Ub-AMC and Ub-GrB hydrolysis, suggesting a possibility
 of the substrate for endo-cleavage type deubiquitinating enzymes. We also revealed that the x3Ub(G76V)-Ub
-AMC hydrolyzing activity in HT1080 cells was attenuated by tumor necrosis factor stimulation, suggesting 
an involvement of endo-cleavage type deubiquitinating enzymes in inflammatory responses.
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のユビキチン化（Ub）修飾は
様々な生理機能に関わる重要な翻訳後修飾
である。標的タンパク質上の Lys 残基 εア
ミノ基と Ub の C 末端カルボキシル基との
間にイソペプチド結合が形成することで
Ub が付加され、その後、Ub 分子内のアミ
ノ基に対して別の Ub 分子の C 末端が次々
に結合して Ub 鎖が形成される。 
ごく最近、遊離型の Lys63 結合型ポリ Ub

鎖が、dsRNA に応答する自然免疫シグナル
伝達経路の重要なスキャフォルド分子とし
て機能する可能性が提示された。しかしなが
ら、この遊離型ポリ Ub 鎖の生成機構は全く
明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 
遊離型ポリ Ub は、タンパク質上で形成さ

れた Lys63 結合型ポリ Ub 鎖が脱ユビキチン
化酵素（DUB）によって遊離されることで生
成すると推察される。しかしながら、ポリ
Ub 鎖のまま遊離することができる「エンド
型 DUB」の存在は知られていない。従来の
DUB 研究で用いられてきた市販の活性測定
基質では、エキソ型とエンド型 DUB の活性
を区別することができない。そこで本研究で
は、エンド型 DUB に選択性を持たせた独自
の基質やプローブを開発し、それを用いて生
化学・細胞生物学的解析を展開することでエ
ンド型 DUB の分子実体を明らかにすること
を目指す。 
 
３．研究の方法 

x3Ub(G76V)-Ub-GrB タンパク質はバキュ
ロウイルス発現系によって発現し、Ni2+-NTA
カラムによって精製した。 granzyme B
（GrB）をレポーターとして用いたエンド型
DUB 活性の測定は、DUB の作用によって生
成した成熟型 GrB とその特異的蛍光基質で
ある IETD-AMC を反応させ、遊離した AMC
の量を蛍光プレートリーダーにて定量する
ことにより行った。 
各種培養細胞の細胞抽出液は、各細胞を

0.5% Triton-X100 を含む低張バッファーに
溶解後、遠心分離によって得られた上清を用
いた。各細胞抽出液を陰イオン交換カラム
（MonoQ カラム）により分画した後、各画
分に含まれるエンド型 DUB 活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) エ ン ド 型 DUB 活 性 測 定 用 基 質

x3Ub(G76V)-Ub-GrB の作製 
我々は、従来の研究にてユビキチン（Ub）

と成熟型GrBとの融合タンパク質（Ub-GrB）
を作製し、これが新しい DUB 活性測定用基
質として有用であることを示している。そこ
で Ub-GrB のエンド型 DUB 用基質への改変
を試みた。 

4 分子の Ub からなる直鎖 Ub を作製し、
その C 末端側に GrB を連結した融合タンパ

ク質をコードする x3Ub(G76V)-Ub-GrB 遺
伝子を作製した。その際、DUB による N 末
端側からの Ub 分子の遊離を防ぐ目的で、N
末端側 3 分子の Ub に対しては Gly-76 残基
から Val 残基への置換変異を導入した。
x3Ub(G76V)-Ub-GrB 発現バキュロウイルス
を作製し、Sf9 細胞に感染させた。感染 72
時間後の培養上清を回収し、陰イオン交換ク
ロマトグラフィー、Ni2+-キレーティングクロ
マトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー
を組み合わせて、x3Ub(G76V)-Ub-GrB を精
製した。 

 
(2) エ ン ド 型 DUB 活 性 測 定 用 基 質

x3Ub(G76V)-Ub-AMC の作製 
前項と同様に蛍光物質 aminomethyl 

coumarin（AMC）を利用したエンド型 DUB
基質の作製を試みた。x3Ub(G76V)-Ub-GrB
と同様にN末端側3分子のUbにはGly76Val
変異を導入したUb鎖x3Ub(G76V)-Ub(1-75)
と intein と の 融 合 タ ン パ ク 質
x3Ub(G76V)-Ub(1-75)-intein を大腸菌発現
系 に て 発 現 さ せ た 。
x3Ub(G76V)-Ub(1-75)-intein を Ni2+-キレー
テ ィ ン グ カ ラ ム に 吸 着 さ せ た 後 、
2-mercaptoethane sulfonate Na（MesNa）
を反応させ、x3Ub(G76V)-Ub(1-75)-MesNa
を得た。N-hydroxysuccinimide（NHS）を
用いた活性化の後、native chemical ligation
によって Gly-AMC を付加することで
x3Ub(G76V)-Ub-AMC を得た。 

 
(3) エンド型 DUB 検出用 activity-based 

probe の作製 
x3Ub(G76V)-Ub の C 末端側に酵素活性中

心の SH 基によって求核攻撃を受けうる反応
官能基を付加した Activity-based probe の作
製 を 試 み た 。 前 項 に て 作 製 し た
x3Ub(G76V)-Ub(1-75)-MesNa を NHS を用
いて活性化した後、glycine vinylmethyl 
sulfoneを用いた native chemical ligationに
よって x3Ub(G76V)-Ub-VS を得た。 

 
(4) エンド型 DUB 活性の検出 
本研究にて作製したエンド型 DUB 用基質

の有用性について検討を行った。HeLa 細胞
抽出液を調製した後、陰イオン交換カラムに
よって分画した。各溶出画分中に含まれる
x3Ub(G76V)-Ub-GrB 分解活性を測定したと
ころ、1 つのピークとして観察された。一方、
上記画分中のUb-GrB分解活性ならびに市販
基質である Ub-AMC 分解活性は複数ピーク
と し て 得 ら れ た こ と か ら 、
x3Ub(G76V)-Ub-GrB 基質が特定のエンド型
DUB に対する活性測定基質としてなりうる
ことが示された。 
また、x3Ub(G76V)-Ub-AMC についても

HeLa 細胞抽出液を用いて評価を行った結果、
x3Ub(G76V)-Ub-GrB とは異なる活性プロフ
ァイルが観察され、各基質がエンド型 DUB



の活性測定に有用であることが示された。 
 

(5) 細胞内エンド型 DUB 活性プロファイル
の細胞間比較ならびに動態解析 

ヒト二倍体線維芽細胞培養細胞株 IMR90
細胞とヒト繊維肉腫細胞株 HT1080 細胞の
エンド型 DUB 活性プロファイルを比較検討
した。x3Ub(G76V)-Ub-AMC 基質を用いた解
析の結果、各細胞から調製した細胞抽出液の
MonoQ カラム分離後の各画分における
x3Ub(G76V)-Ub-AMC 分解活性プロファイ
ルは互いに大きく異なっており、IMR90 細胞
では 2つのピークからなるプロファイルが得
られたのに対して、HT1080 細胞では 3 つの
ピークが得られた。また、いずれの活性画分
においても、HT1080 細胞の方が IMR90 細
胞に比べて高いエンド型 DUB 活性が認めら
れた。これらの結果は、エンド型 DUB 活性
とがん細胞の悪性化との関連を示唆するも
のであり興味深い。 
また、HT1080 細胞をマクロファージが産

生し、炎症反応の惹起に深く関わるサイトカ
インである腫瘍壊死因子（TNF）で刺激した
際におけるエンド型 DUB 活性の挙動を解析
した。その結果、当初の予想に反して、エン
ド型 DUB 活性は TNF 刺激によって低下す
ることを見出した。このことから、エンド型
DUB 活性が炎症反応を抑制している可能性
が示唆された。 
さらに現在、上記の解析にて見出した

HT1080 細胞の x3Ub(G76V)-Ub-AMC 分解
活性画分に含まれるエンド型 DUB を同定す
るため、本研究にて作製した activity-based 
probe を用いた解析を進めている。 
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