
１． は じ め に

ユビキチン（Ub）は，酵母からヒトまで高度に保存さ

れた７６アミノ酸からなるタンパク質であり，その C末端

カルボキシル基を介して細胞内タンパク質の Lys残基にイ

ソペプチド結合により付加される（モノ Ub化）．Ubには

７個の Lys残基（Lys６，１１，２７，２９，３３，４８，６３）が存在

し，これらの Lysにさらに Ubが付加されることにより，

標的タンパク質上で Ub鎖が伸長する（ポリ Ub化）．細胞

内には Ubのどの Lysを介して形成したポリ Ub化も存在

し，各々が異なる機能を担うと考えられている１）．プロテ

アソームでのタンパク質分解シグナルとして働くのは，

Ubの４８番目の Lys（Lys４８）を介して連結したポリ Ub化

である２）．Lys６３を介したポリ Ub化は，NF-κBシグナリン

グや DNA修復などのプロセスに関与する他３），リソソー

ム（酵母の場合は液胞）への膜タンパク質の選別輸送シグ

ナルとしても働く４，５）．モノ Ub化もまた，リソソーム／液

胞への選別輸送シグナルとして働いている６）．また最近，

Lys１１連結型 Ub化もプロテアソームでの分解に重要であ

ること７），N末端の遊離のアミノ基を介してペプチド結合

（イソペプチド結合ではない）でつながった直鎖型ポリ Ub

化が NF-κBのシグナル伝達経路で働いていることも報告

され８，９），多様なタイプの Ub化が実に様々な細胞機能を

担っていることが解明されてきている．

脱 Ub化酵素はプロテアーゼファミリーに属し，Ubと

その標的タンパク質間，あるいは Ub鎖中の Ub間のイソ

ペプチド結合を切断する加水分解酵素である．そして近

年，Ub化による細胞機能制御における脱 Ub化酵素の重

要性が次々と解明され，脚光を浴びている．

２． 脱 Ub化酵素の構造

これまでに見つかっている脱 Ub化酵素のアミノ酸配列

から，脱 Ub化酵素は構造的に Ub C-terminal hydrolase

（UCH）ファミリー， Ub-specific protease（USP）ファミリー，

ovarian tumor protease（OTU）ファミリー，Josephinファ

ミリー，そして JAMMファミリーの五つのサブファミ

リーに分類される１０，１１）（図１A）．これらのうち，JAMM

ファミリー以外はすべて Cysプロテアーゼであり，それ

らの活性中心は，イソペプチド結合のカルボニル炭素を求

核攻撃する Cysとそれに先立ってその Cysを脱プロトン

化する His，さらに多くの場合，その Hisを極性化する

Asp／Asnが触媒 triadを形成している．これらの Cys，His

残基周辺のアミノ酸配列は各サブファミリーごとに保存さ

れており，USPファミリーの場合は特に Cysボックス，

Hisボックスと呼ばれている１０）．一方，JAMMファミリー

は Zn２＋依存性のメタロプロテアーゼであり，活性中心の
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近傍に配位した Zn２＋が，イソペプチド結合のカルボニル

炭素を求核攻撃する水分子を極性化する１０）．そして触媒ド

メインのアミノ酸配列の相同性から，出芽酵母ゲノムには

１９種類，ヒトゲノムには９０種類程度の脱 Ub化酵素が

コードされていると推定されている（図１A）．

３． 脱 Ub化酵素の細胞機能

脱 Ub化酵素には，これまでに三つの主要な働きが知ら

れている（図１B）．一つめは，Ubの生合成に関わる機能

である．Ubは前駆体（複数の Ubがタンデムにつながっ

た直鎖型ポリ Ub鎖，あるいはリボソームタンパク質との

融合タンパク質）として翻訳される１０）．そして，Ub間や

リボソームタンパク質との間のペプチド結合が脱 Ub化酵

素によって切断され，遊離の Ubが生成される．多くの脱

Ub化酵素がこの切断活性を有しており，Ub前駆体のプロ

セシングだけを専門に行う脱 Ub化酵素はないと考えられ

ている１０）．

二つめは，細胞内の遊離の Ub量のホメオスタシスに関

する機能である．脱 Ub化酵素には，Ub化タンパク質が

プロテアソームやリソソームに送り込まれる前に Ubをタ

ンパク質から外して回収するという，Ubのリサイクル機

能をもつものが存在する．プロテアソームの１９S調節サ

ブユニットの lid（蓋部）には JAMMファミリーの脱 Ub

化酵素 Rpn１１／POH１が，base（基部）には USPファミリー

に属する Ubp６／USP１４が含まれ，いずれも分解されるタ

ンパク質から Ubを切り離す１２～１４）．また，酵母の USPファ

ミリー酵素 Doa４は，Ub化されて液胞に選別輸送される

タンパク質をエンドソームで脱 Ub化して，Ubを回収す

る１５）．最近，細胞内に存在する遊離のポリ Ub鎖が遊離 Ub

のリザーバーとなっており，Doa４は大量の Ubが必要と

なるストレス応答時にこの Ub鎖を切断することにより，

遊離 Ub量の維持に働いていることも明らかにされてい

る１６）．さらに Ubp１４／USP５（イソペプチダーゼ T）にも，

ポリ Ub鎖を切断して遊離 Ubを供給する役割が報告され

ている１７）．

そして三つめの機能が本稿のテーマ，すなわち Ub化に

よるタンパク質の調節に拮抗する働きである．脱 Ub化酵

素の数の多さから，その大部分は様々な細胞内部位でそれ

ぞれに固有のタンパク質を脱 Ub化することにより，この

機能を担っていると予想されてきた．そして最近，次々と

それらの基質タンパク質が同定され，脱 Ub化酵素の具体

的な役割が明らかになってきている．その詳細については

最近の総説１８）を参照していただき，以下では筆者らの解析

を例として取り上げ，脱 Ub化酵素のいくつかの細胞機能

を解説する．

４． 細胞膜タンパク質のリソソームへの輸送制御

この章では，脱 Ub化酵素による細胞膜タンパク質の

Ub化依存的なリソソームへの選別輸送の調節について述

べる．

４―１ 増殖因子受容体のダウンレギュレーション

増殖因子の結合により活性化されたチロシンキナーゼ型

受容体は，すみやかにリソソームに運ばれて分解される

（図２A）．これは受容体ダウンレギュレーションと呼ばれ，

図１ 脱 Ub化酵素の分類と機能
（A）出芽酵母とヒトにおける脱 Ub化酵素の種類数．（B）脱 Ub
化酵素（DUB）の主要な三つの機能．１．翻訳された Ub融合
タンパク質を限定分解し，遊離の Ubを産生する．２．Ub化さ
れ分解される標的タンパク質から，Ubを切り出して回収す
る．３．標的タンパク質から Ubを外し，Ub化によるタンパク
質の分解や機能制御を負に調節する．
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活性型受容体からの過度の細胞増殖シグナルにより細胞の

過増殖（がん化）が引き起こされることを防ぐための調節

機構である．

活性化された受容体はエンドサイトーシスにより細胞内

に取り込まれ，初期エンドソームに輸送される．その後，

エンドソーム膜が内腔に向けて陥入しくびり切られて生じ

るエンドソームの内部小胞に取り込まれる．このような後

期エンドソームは多胞体エンドソーム（multivesicular body,

MVB）とも呼ばれ，後期エンドソームがリソソームと融

合することにより，増殖因子受容体はリソソーム内の加水

分解酵素によって分解される１９）．活性化された増殖因子受

容体は，Ubリガーゼ c-Cblによって Ub化される２０）．そし

て，この Ub化が活性型受容体を選択的にエンドソームか

らリソソームに輸送するための選別シグナルとして働いて

いる（図２A）．マウスのある種の発がんウイルスはそのゲ

ノムに v-Cblタンパク質（c-Cblのドミナントネガティブ

変異体）をコードしており，v-Cblを発現した細胞では活

性型受容体の Ub化が阻害されてその分解が抑制される結

果，細胞の持続的増殖，がん化を引き起こす２１）．このこと

は，増殖因子受容体の Ub化依存的な分解が，細胞増殖の

負の調節機構として非常に重要であることを示している．

それでは，エンドソームではいかにして Ub化されたタ

ンパク質とされていないタンパク質が仕分けされているの

だろうか．この選別は，クラス E Vps（vacuolar protein

sorting）タンパク質群により遂行される２２，２３）．この一群の

タンパク質は，生合成された液胞タンパク質の液胞への輸

送に異常をきたす出芽酵母の vps 変異株の解析により同定

された．これまでに見つかっている１９種類のクラス

E Vpsタンパク質のほとんどすべてに哺乳類オルソログが

存在し，Ub化タンパク質のリソソーム／液胞への選別輸送

機構は真核細胞において広く保存されていることがわかっ

ている．そして，その中の１３種類のタンパク質がエンド

ソーム膜上で４種類の複合体を形成し，タンパク質輸送経

路の選別に中心的役割を担っている（図２B）．Hrsと

STAMはともに Ub結合性のクラス E Vpsタンパク質であ

り，エンドソーム上で複合体を形成する．Ub化された細

胞膜タンパク質は，エンドソーム上でまず Hrs-STAM複

合体に認識され，トラップされる．その後，さらに２種類

の Ub結合性クラス E Vpsタンパク質複合体（ESCRT-Iお

よび ESCRT-II）に順々に引き渡され，最後にエンドソー

ムの内部小胞の形成を導く ESCRT-IIIの働きにより，エン

ドソーム内腔に取り込まれると考えられている．

４―２ 脱 Ub化酵素 UBPYと AMSHの構造

前章で紹介したエンドソーム上の Ub化タンパク質選別

因子 STAM２４，２５）は，Src homology３（SH３）ドメインをもつ．

この領域には，２種類の脱 Ub化酵素 UBPY／USP８２６）と

AMSH２７）が，SH３-binding motif（SBM）と呼ばれる９アミノ

酸配列 PX（V／I）（D／N）RXXKPを介して結合する（図２B，

図３）．さらに，UBPYと AMSHの N末端領域にはMIT

ドメインと呼ばれる共通の領域が存在し，これらのドメイ

ンは複数の ESCRT-III構成タンパク質（CHMPタンパク質

群）と結合する２８，２９）（図２B，図３）．しかし，SBMとMIT

ドメインを除くと二つの脱 Ub化酵素の構造は全く異なっ

ており，UBPYは USPファミリーの Cysプロテアーゼ，

AMSHは JAMMファミリーのメタロプロテアーゼである．

AMSHにはアミノ酸レベルで５５％の相同性をもつ類似の

図２ エンドサイトーシスされた細胞膜タンパク質の輸送経路
の選別

（A）細胞表面からエンドサイトーシスされた膜タンパク質のう
ち，活性化された増殖因子受容体などは初期エンドソームから
リソソームに運ばれて分解される．一方，低密度リポタンパク
質（LDL）受容体などは細胞膜にリサイクルされる．この時，
Ub化が膜タンパク質をリソソームに輸送するための選別シグ
ナルとして働く．（B）Ub化された細胞膜タンパク質は，エンド
ソーム膜上で４種類のクラス E Vpsタンパク質複合体（Hrs-
STAMおよび ESCRT-I，II，III）によってリソソーム経路に選
別される．脱 Ub化酵素 UBPYと AMSHは，この選別マシー
ナリーと相互作用する．
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脱 Ub化酵素 AMSH-like protein（AMSH-LP）が存在し，

AMSHと同様の働きをしていると考えられている３０）．

UBPYと AMSHは初期エンドソーム上の同じタンパク

質（STAM，ESCRT-III）と相互作用するが，そのエンド

ソーム局在化機構は異なっているようである．UBPYのエ

ンドソーム局在には Hrs-STAM複合体との相互作用は必

要でなく３１），ESCRT-IIIが必要であることが示されてい

る２９）．一方，AMSHはクラスリン重鎖タンパク質と結合

し２８，３０）（図２B，図３），この相互作用によりエンドソーム

膜上のクラスリン被覆ドメインに局在する３０）．

UBPYと AMSHのもう一つの違いとして，ポリ Ub鎖に

対する基質特異性が挙げられる．UBPYは Lys４８連結型

Ub鎖と Lys６３連結型 Ub鎖を区別なく切断する３２）．これに

対し，AMSHおよび AMSH-LPは Lys６３連結型 Ub鎖を選

択的に切断する３０，３２）．筆者らは東京大学・放射光連携研究

機構の深井周也准教授との共同研究により，Lys６３連結型

Ub鎖に対する AMSHファミリーの基質特異性発現のメカ

ニズムを X線結晶構造解析レベルで解明しているが，そ

の詳細は原著３３）に譲り，ここではこれら脱 Ub化酵素の細

胞機能について解説する．

４―３ UBPYと AMSHの機能

Hrs-STAM複合体は，Ub化された細胞膜タンパク質を

エンドソーム上で認識，選別する．UBPY，AMSHがこの

複合体と相互作用することは，これらの脱 Ub化酵素が選

別された膜タンパク質を脱 Ub化している可能性を示唆す

る．そこで筆者らは，その可能性を検討した．Ub化され

た上皮細胞増殖因子（epidermal growth factor, EGF）受容

体を免疫沈降し，精製した UBPY，AMSHと試験管内で

反応させたところ，UBPYだけが EGF受容体を脱 Ub化し

た３１）．また UBPYをヒト培養細胞に過剰発現させると，

EGF刺激依存的な EGF受容体 Ub化のレベルが大きく低

下し，それに伴って EGF依存的な EGF受容体の分解が遅

延した３１）．AMSHには，このような効果は見られなかっ

た３１）．逆に RNA干渉により UBPYの発現をノックダウン

すると，EGF刺激時の EGF受容体の Ub化レベルの上昇

と EGF受容体の分解亢進がおきる３１）．これらの結果は，

UBPYが EGF受容体を脱 Ub化し，リソソームへの選別輸

送シグナルを外すことにより，EGF受容体のダウンレ

ギュレーションを負に調節していることを示唆している

（図４A）．この調節の意義は不明であるが，活性化された

増殖因子受容体の分解速度を調節することにより，細胞内

に発生する細胞増殖シグナルの量を適度に調節する仕組み

図３ 脱 Ub化酵素 UBPYと AMSHの構造
ヒト UBPY，AMSHのドメイン／モチーフ，およびそれらと結
合するタンパク質を示す．CBS: clathrin-binding site，RH: rho-
danese homology domain.

図４ UBPYによる細胞膜タンパク質の分解の負の調節
（A）EGFにより活性化された EGF受容体のダウンレギュレー
ションの UBPYによる抑制．（B）UBPYによるWnt受容体 Frizz-
ledの恒常的な分解抑制を介した細胞のWnt応答性の増強．
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かもしれない．Ub化に拮抗して増殖因子受容体の分解を

抑制する UBPYの働きは，そのノックアウトマウスにお

いても観察される．UBPYノックアウトは胎性致死となる

が，そのコンディショナルノックアウトの肝臓では EGF

受容体や肝細胞増殖因子（HGF）受容体の量が著しく低下

することが示されている３４）．

さらに筆者らは最近，UBPYによる細胞膜タンパク質の

分解調節の in vivo における意義を解明するため，UBPY

のオルソログ CG５７９８（dUBPY）の発現を RNA干渉を用

いてノックダウンしたショウジョウバエの解析を行った

（三菱化学・生命科学研究所の後藤聡博士との共同研究）．

その結果，翅で dUBPYをノックダウンすると，翅の辺縁

部において外からの刺激を感知する感覚毛の形成が阻害さ

れた３５）．感覚毛の前駆細胞は，幼虫期の翅成虫原基におい

てWingless／Wntによって誘導される．Wnt受容体 Frizzled

についてのヒト培養細胞およびショウジョウバエ個体レベ

ルでの解析により，Frizzledの恒常的な（Wnt非依存的な）

リソソームへの輸送／分解がその Ub化と UBPYによる脱

Ub化のバランスによって調節されており，UBPYは Frizz-

ledのリソソームでの分解を抑制してその細胞膜レベルを

上昇させることにより，細胞のWnt応答性を高めている

ことが明らかとなった３５）（図４B）．

しかし一方で，ヒト培養細胞において UBPYの機能を

阻害すると EGF受容体の分解が抑制されるとの報告もあ

り，UBPYによる細胞膜タンパク質の脱 Ub化がその分解

を抑制するのか促進するのかについては，必ずしもコンセ

ンサスが得られていない（詳細については筆者による総

説３６）を参照されたい）．AMSHに関しても，EGF受容体の

脱 Ub化と分解に及ぼす影響に関して相反する結果が報告

されており，まだ統一した結論は出ていないといえる３６）．

ちなみに，AMSHのノックアウトマウスは発育や脳形成

の不全を呈して生後３週間程で死亡するが，その理由は不

明である３７）．

ドミナントネガティブ変異体や RNA干渉を用いて

UBPYの機能をヒト培養細胞で阻害すると，初期エンド

図５ UBPYによるエンドソーム膜上でのタンパク質の脱Ub化
（A）コントロールと UBPYのドミナントネガティブ変異体
UBPY-DN（HAタグ）を過剰発現させたヒト細胞に Ub（FLAG
タグ）を共発現させ，抗 FLAG抗体で細胞内の Ub化タンパク
質を検出した．（B―C″）コントロール（B―B″）と RNA干渉で
UBPYをノックダウンした（C―C″）ヒト細胞の，抗 Ub抗体（B，
C）と抗 Hrs抗体（B′，C′）による二重染色．矢じりは Hrs陽性
の初期エンドソームへの Ub化タンパク質の蓄積を示す．（D）
UBPYのドミナントネガティブ変異体 UBPY-DNを過剰発現さ
せたヒト細胞に Ub（FLAGタグ）を共発現させ，抗 FLAG抗
体による免疫電子顕微鏡観察を行った．矢印は，凝集したエン
ドソームの膜上への Ub化タンパク質（金粒子として検出）の
蓄積を示す．

図７ 核小体で働く脱 Ub化酵素 USP３６
（A）ヒト USP３６のドメイン構造．（B）抗 USP３６抗体によるヒト
細胞の免疫蛍光染色（赤）．DNA（青），微小管（緑）と共染色
した．（C―D″）FLAGタグをつけた野生型 USP３６（C―C″）とその
ドミナントネガティブ変異体 USP３６-DN（D―D″）発現細胞の，
抗 FLAG抗体（C，D）と抗 Ub抗体（C′，D′）による二重染色．
DNA（青）と共染色した（C″，D″）．矢じりは核小体，＊は
FLAG-USP３６非発現細胞を示す．
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ソームに Ub化タンパク質が蓄積する３８）（図５A―C″）．電

子顕微鏡観察の結果，Ub化タンパク質はエンドソームの

細胞質側表面に蓄積し，そのようなエンドソームどうしが

凝集していることがわかった３８）（図５D）．UBPYノックア

ウトマウス由来の細胞においても，形態変化した初期エン

ドソームへの Ub化タンパク質の蓄積が観察されている３４）．

UBPYの機能を阻害した時に細胞内に蓄積する Ub化タン

パク質は，本来 UBPYによって脱 Ub化される基質タンパ

ク質が Ub化されたまま細胞内に蓄積したものと予想され

た．したがって，これらの Ub化タンパク質を網羅的に同

定することにより，UBPYの基質タンパク質を明らかにす

ることができると考えられた．そこで，UBPYのドミナン

トネガティブ変異体（酵素活性欠失体）を過剰発現させた

ヒト細胞に蓄積した Ub化タンパク質を抗 Ub抗体を用い

て精製し，質量分析（液体クロマトグラフィー／タンデム

マススペクトロメトリー）により，その網羅的な同定を

図６ 細胞質分裂におけるタンパク質の Ub化と脱 Ub化
（A）動物細胞の細胞質分裂における中央紡錘体の形成と，中央紡錘体へのMKLP１とオーロラ Bキナーゼの局在化．（B）
細胞質分裂の進行と，それに伴う UBPY，AMSH，および Ub化タンパク質の局在パターンの変動を模式的に示した．
（C）上段：細胞質分裂期のヒト細胞における UBPY，AMSH，および Ub化タンパク質の免疫蛍光染色（緑）．下段：DNA
（青），微小管（赤）との共染色．矢じりは分裂溝の位置を示す．
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行った（九州大学・生体防御医学研究所の中山敬一教授，

松本雅記准教授との共同研究，一部を発表３９））．その結果，

増殖因子受容体の他にも様々な細胞膜タンパク質が UBPY

の基質候補として同定された．それらが本当に UBPYの

基質であるかどうかについては個別の検証を待たねばなら

ないが，この結果は細胞膜上の多様なタンパク質の分解，

すなわち発現量が Ub化と脱 Ub化のバランスによって制

御されていることを示唆しているのではないかと考えてい

る．

５． 細胞質分裂の制御

この章では，エンドソームで働くことが明らかになって

きた脱 Ub化酵素 UBPY，AMSHと細胞質分裂の意外な関

連について紹介する．

UBPYと共免疫沈降してくる結合タンパク質を質量分析

で同定したところ，１４-３-３タンパク質のアイソフォーム

ε，γ，ξが同定された４０）．解析の結果，１４-３-３タンパク質

は UBPYに存在する１４-３-３結合コンセンサス配列 RSYS６８０

SP（図３）に Ser６８０のリン酸化依存的に結合すること，

この結合により UBPYの酵素活性が抑制されることが明

らかとなった４０）．さらに，細胞周期のM期に UBPYの Ser

６８０が脱リン酸化され，その酵素活性が上昇することがわ

かった４０）．このことは，UBPYが何らかのM期特異的機

能を有することを示唆しており，その機能について解析を

進めた．

抗 UBPY抗体を用いてM期における UBPYの細胞内局

在を調べた結果，M期の最終段階である細胞質分裂期に

特徴的な局在パターンを示すことがわかった．細胞質分裂

は，M期において染色体 DNAが細胞の赤道面から両極に

分離した後に，二つの娘細胞を分割するプロセスである４１）

（図６）．動物細胞の場合，細胞の赤道面に生じる分裂溝の

くびれが進行し，最後に中央体の部分で細胞膜が切れて二

つの娘細胞が生じる．この時，分離する染色体 DNAの間

に中央紡錘体と呼ばれる微小管束が形成される．中央紡錘

体上の二つの領域には，細胞質分裂に重要な役割を果たす

様々なタンパク質が局在化する．一つはキネシン様タンパ

ク質MKLP１などが局在する領域であり４２）（図６A），この

領域は細胞質分裂の最終段階には中央体リングと呼ばれる

リング状の構造となる．もう一つはMKLP１陽性領域の両

隣りに位置し，ここにはオーロラ Bキナーゼなどが局在

する４３）（図６A）．UBPYは細胞質分裂の中期までは細胞内

に比較的均一に局在するが，最終段階にオーロラ B陽性

領域に強く局在化した３９）（図６B，C）．

そこで，エンドソームで機能するもう一つの脱 Ub化酵

素 AMSHについても調べてみた結果，AMSHもまた中央

紡錘体に局在することがわかった．しかしそのパターンは

UBPYとは時間的，空間的に異なるものであり，AMSH

はMKLP１陽性領域に（正確には，MKLP１領域を土星の

輪のように取り巻いて）局在した３９）（図６B，C）．さらに，

UBPYは細胞質分裂の最終段階に初めて中央紡錘体に局在

化したのに対し，AMSHはその初期の段階から持続して

局在が見られた．

脱 Ub化酵素が局在するということは，その基質となる

Ub化タンパク質がそこに存在するはずであると考え，抗

Ub抗体を用いて細胞質分裂期のヒト細胞を染色した．そ

の結果，UBPYが局在化する前の段階に，UBPYと同じく

オーロラ B陽性領域において，タンパク質の Ub化レベル

が一過的に大きく上昇することがわかった３９）（図６B，C）．

したがって，UBPYはこのタンパク質 Ub化を細胞質分裂

の最終段階まで持続させないため（時間的調節），AMSH

はオーロラ B陽性領域の外での Ub化を防ぐため（空間的

調節）に働いていることが示唆された．そして，UBPYあ

るいは AMSHをノックダウンすることにより細胞質分裂

の効率が低下することから，中央紡錘体上での時空間的に

制御されたタンパク質 Ub化が細胞質分裂に重要な役割を

果たしていることが示唆された３９）．また筆者らの論文と時

を同じくして，BRUCEという巨大な Ubリガーゼ様タン

パク質がMKLP１陽性の中央体リングに局在し，中央紡錘

体におけるタンパク質の Ub化を担っているという報告が

出されている４４）．

それでは，細胞質分裂期に中央紡錘体上で Ub化される

タンパク質は何であろうか．前出の UBPYの基質タンパ

ク質の網羅的な解析で同定されたタンパク質の中に細胞質

分裂に関与するものがないか調べたところ，VAMP８が含

まれていることがわかった．VAMP８は，エンドソームの

ホモ融合や分泌小胞と細胞膜の融合に関与する v-SNARE

タンパク質であるが４５，４６），細胞質分裂期には分裂溝領域の

細胞膜と細胞内の膜小胞の融合を促し，細胞質分裂に伴う

細胞の表面積の増加に必要な膜成分を供給する役割を担っ

ている４７）．そこで VAMP８の Ub化と脱 Ub化を調べた結

果，細胞質分裂期に VAMP８がオーロラ B陽性領域にお

いて Ub化タンパク質と共局在すること，Ub化されるこ

と，UBPYと AMSHのいずれによっても脱 Ub化されるこ

とが示され，細胞質分裂期の VAMP８機能が Ub化と脱

Ub化によって調節されていることが示唆された３９）．その

調節が何なのかは不明であるが，VAMP８は膜貫通タンパ

ク質であることから Ub化がプロテアソームでの分解シグ

ナルとして働くとは考えにくく，興味がもたれる．しかし

抗 Ub抗体による強い染色強度から，中央紡錘体で Ub化

されるタンパク質は VAMP８だけではないと筆者らは予想

しており，Ub化／脱 Ub化による細胞質分裂の制御機構の

解明にはその網羅的な同定が必要だと考えている．
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６． 核小体機能の制御

ヒトの約９０種類の脱 Ub化酵素の中には，機能解析の

なされていないものがまだ数多く残されている．そこで筆

者らは，UBPYと AMSHの解析のために確立した実験手

法を他の脱 Ub化酵素にも応用することを考え，それまで

細胞機能が不明であった脱 Ub化酵素の解析に着手してい

る．この章では，そのような解析から明らかになってきた

新規の脱 Ub化酵素 USP３６（図７A）の機能を紹介する．

まず，USP３６に対する抗体を作製してヒト培養細胞の

免疫染色を行った．その結果，USP３６が核小体に特異的

に局在することがわかった４８）（図７B）．強制発現させた

USP３６も核小体に局在し（図７C―C″），そのドミナントネ

ガティブ変異体（酵素活性欠失体）を過剰発現させた時に

は核小体に Ub化タンパク質が蓄積した４８）（図７D―D″）．

これは，内在性 USP３６の活性が阻害された結果，その基

質タンパク質が Ub化されたまま細胞内に蓄積したものと

考えられ，USP３６が核小体で機能することがわかった．

UBPYの場合と同様に，USP３６のドミナントネガティブ変

異体を発現させた細胞に蓄積した Ub化タンパク質を抗

Ub抗体で精製し網羅的プロテオーム解析を行った結果，

多数の核小体タンパク質がその基質候補として同定された

（九州大学・生体防御医学研究所の中山敬一教授，松本雅

記准教授との共同研究）．筆者らは，その中ですでに Ub

化されることが知られているタンパク質であるフィブリラ

リン４９）とヌクレオフォスミン５０）について検討した．その結

果，それらは本当に USP３６の基質であること，そして，

USP３６による脱 Ub化がフィブリラリンとヌクレオフォス

ミンのプロテアソームでの分解を抑制することにより，細

胞内でのこれらタンパク質の発現量を増加させていること

がわかった４８）．

核小体の主要機能は，リボソームを生合成することであ

る５１）．核小体は，核内においてリボソーム RNA（rRNA）

遺伝子のクラスターを含む染色体領域に形成し，そこで

rRNA前駆体の転写と多段階のプロセシング，そして

rRNAとリボソームタンパク質の会合が行われる．そして

作られた６０Sと４０Sの大小リボソームサブユニットは細

胞質に運び出され， 成熟型８０Sリボソームが形成される．

RNA干渉により USP３６の発現をノックダウンした細胞で

は，核小体の消失および rRNAの転写とプロセシングの遅

延が観察された４８）．フィブリラリンやヌクレオフォスミン

は rRNAのプロセシングに関与していることから４９，５０），

USP３６がリボソーム生合成に必要な様々なタンパク質の

分解を抑制することにより，リボソーム生合成を正に調節

していることが示唆された．核小体の構造は，転写された

rRNA前駆体の局在部位に様々なリボソーム生合成関連タ

ンパク質がリクルートされることにより形成されると考え

られている５２）．したがって USP３６ノックダウンによる核

小体構造の消失は，リボソーム生合成レベルの低下によっ

て引き起こされた二次的影響であろうと考えている．

それでは，USP３６の核小体局在はどのように規定され

ているのだろうか．USP３６を N末端，中央，C末端の三

つの領域に分断し，それらの細胞内局在を調べた結果，C

末端領域だけが核小体に局在した４８）．多くの核小体タンパ

ク質の場合，塩基性アミノ酸のクラスターが核小体局在化

シグナルとして働いている５３）．USP３６の C末端領域には五

つの塩基性アミノ酸クラスターが存在する．そこでそれぞ

れを個別に欠失させた変異体の局在を調べた結果，そのう

ちの一つ（１０７６RGKEKKIKKFKREKRR１０９１）を欠失させた場

合にのみ，USP３６の核質への漏出が観察された５４）．逆に，

この塩基性アミノ酸クラスターを緑色蛍光タンパク質

EGFPに融合することにより，EGFPが核小体に局在する

ようになった５４）．したがって，このアミノ酸配列が核小体

局在化に必要かつ十分であること，すなわち USP３６の核

小体局在化シグナルであることが示された（図７A）．

いくつものタンパク質が核小体タンパク質ヌクレオフォ

スミンとの結合を介して核小体に局在することが知られて

おり，様々なタンパク質を核小体につなぎ止めるハブ因子

としてのヌクレオフォスミンの機能が提唱されている５３）．

そこで，USP３６にも同様のメカニズムが働いているか調

べた結果，USP３６の核小体局在化シグナルとして働く塩

基性アミノ酸クラスターがヌクレオフォスミンと結合する

ことがわかった５４）（図７A）．さらに，RNA干渉によりヌ

クレオフォスミンをノックダウンした細胞では USP３６の

核小体局在が失われたことから，核小体局在化シグナルを

介したヌクレオフォスミンとの結合により，USP３６が核

小体に局在化することがわかった５４）．

最後に，ヌクレオフォスミンを介した USP３６の核小体

への局在化が， USP３６の機能発現に必要であるか調べた．

その結果，ヌクレオフォスミンのノックダウンにより

USP３６の基質であるフィブリラリンの Ub化レベルが上昇

することがわかった．このことは，ヌクレオフォスミンが

USP３６をリクルートすることにより，核小体におけるタ

ンパク質の Ub化レベルを調節していることを示唆した５４）．

ヌクレオフォスミンは多機能性の核小体タンパク質である

が，近年，脱 SUMO化酵素である SENP３と SENP５をリ

クルートすることにより，核小体におけるタンパク質の

SUMO化レベルを調節していることが示されている５５，５６）．

したがって，ヌクレオフォスミンが核小体において Ub化

や SUMO化などの様々なタンパク質修飾のレベルを調節

していることが示唆される．ヌクレオフォスミン遺伝子の

変異や過剰発現はがんにおいて頻繁に見られ，そのがん化

への関与が強く示唆されている５７）．したがって，USP３６を

介したヌクレオフォスミンによる核小体タンパク質の Ub
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化レベルの調節がいかにがん化と関連しているのか，今後

の研究の進展が期待される．

７． お わ り に

その重要性が次々と明らかになってきた脱 Ub化酵素群

であるが，その細胞機能の全貌の解明には，まだ未解析の

脱 Ub化酵素の機能を同定することが不可欠である．その

ためには，個々の酵素の機能を一つ一つ解き明かしていく

地道な仕事が必要であろう．一方で，７５種類の脱 Ub化酵

素の結合タンパク質を網羅的に同定したプロテオーム解析

も最近，報告されており５８），このようなデータベースは

個々の酵素の解析を進める上で有効な情報となる．脱 Ub

化酵素の数は Ubリガーゼ（ヒトでは～６００種類）に比べ

ると格段に少なく，脱 Ub化酵素は Ubリガーゼより広範

な基質をもつ可能性も指摘されている．その特異性がどの

ように規定されているのか，そしてそのような緩い基質特

異性で細胞機能がいかにして厳密に制御されているのか，

今後解明しなければならない重要課題である．また最近，

多様で複雑な連結型の Ub鎖の存在が明らかになってきて

おり，異なるタイプの Ub鎖に対する脱 Ub化酵素の切断

特異性も興味深い問題である．
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