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は じ め に

ユビキチンは，当初，ヒストンに共有結合している普遍

的な修飾分子として報告されていたが，のちに ATP依存

性タンパク質分解系の必須因子として再発見された．その

後の研究から，多くのタンパク質がユビキチン化修飾を受

けることで，さまざまな生命現象において重要な役割を果

たしていることも明らかになった．近年の質量分析計を用

いたプロテオミクス技術の向上とともに，ユビキチン化タ

ンパク質を網羅的に同定しようとする試みが精力的に行わ

れている．

タンパク質の翻訳後修飾解析と質量分析計

遺伝子情報に基づき合成されたタンパク質は，その多く

が特定の翻訳後修飾を受けることでさまざまな機能を発揮

する．このタンパク質の修飾反応を調べることは，細胞機

能全体を理解するうえで必要不可欠である．一般に，タン

パク質の翻訳後修飾には低分子量の官能基が付加するもの

と，比較的小さなタンパク質が付加されるものに大別する

ことができる．官能基が付加される代表例として，リン酸

化，アセチル化，メチル化，水酸化などがある．一方，タ

ンパク質付加には，ユビキチン化，SUMO（Small Ubiquitin-

like MOdifier）化，NEDD８（Neural precursor cell Expressed

Developmentally Down-regulated protein８）化，Atg化など

が知られている．これらの翻訳後修飾は可逆的であり，そ

れぞれの修飾酵素，脱修飾酵素などの存在も明らかになっ

ている．

このタンパク質の翻訳後修飾の解析には，質量分析計

（mass spectrometry; MS）が大きな威力を発揮する．近年

の質量分析計の高精度・高感度化および検索エンジンなど

周辺技術向上により，多種多様なタンパク質の翻訳後修飾

部位を正確かつ効率よく検出できるようになった．最も多

くの修飾部位が同定されている翻訳後修飾はリン酸化であ

る．リン酸化の場合，修飾部位ペプチドを特異的に回収す

る方法が開発される以前は，二次元電気泳動で分離された

タンパク質から，放射性同位体標識法や抗体検出法などで

リン酸化タンパク質を検出し，そのタンパク質スポットよ

り抽出したペプチドの中からリン酸化ペプチドを探しだす

しかなかった．当然ながら存在量の多い限られたリン酸化

ペプチドしか同定されず，微量かつ重要なリン酸化ペプチ

ドは見逃されていた．ところが，金属キレートカラムでリ

ン酸化ペプチドを特異的に回収する方法が開発されたこと
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特集：酵母から動植物まで包括するユビキチン―プロテアソーム系の新展開

変異型ユビキチンによるユビキチン化タンパク質の網羅的解析
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ヒストン H２Aがユビキチンとイソペプチド結合している最初のユビキチン化タンパク

質として発見されて以降，生化学的・遺伝学的手法を駆使した統合的研究により，ユビキ

チンシステムが解明された．現在までに，ユビキチン・プロテアソーム系で分解されるタ

ンパク質をはじめとして，多くのタンパク質がユビキチン化修飾を受けていることが報告

されている．では，いったいどれ位のタンパク質が細胞内でユビキチン化修飾を受けてい

るのだろうか？本稿では，これまでに行われたユビキチン化部位の網羅的解析について概

説するとともに，最近われわれが開発した，変異型ユビキチンを用いたユビキチン化部位

同定法について紹介する．
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により，リン酸化部位を網羅的に同定できるようになっ

た．現在までに数万箇所のリン酸化部位が報告されてい

る．これより，タンパク質の翻訳後修飾部位の大規模解析

には，その修飾部位を含むペプチドをいかに効率よく回収

できる方法が必須であるかがよくわかる．一方，ユビキチ

ン化ではユビキチン化ペプチドの回収法の開発が遅れてい

るため，これまでに開発されたいくつかの方法によって修

飾部位の同定が試みられてきたものの，同定されたユビキ

チン化部位は数百箇所程度にとどまっている．

これまでのユビキチン化部位の網羅的解析

ユビキチンは真核生物において高度に保存された７６ア

ミノ酸からなる低分子量タンパク質である．標的タンパク

質に対するユビキチン化とは，三つの酵素，すなわちユビ

キチン活性化酵素（E１），ユビキチン結合酵素（E２），さ

らにユビキチンリガーゼ（E３）へとユビキチンが受け渡

され，最終的に標的タンパク質のリジン残基にユビキチン

がイソペプチド結合する反応である．ユビキチン化はタン

パク質分解をはじめ，DNA修復，翻訳調節，細胞周期制

御，シグナル伝達など，さまざまな生命現象に深く関わる

タンパク質の翻訳後修飾の一つである１）．

最初に同定されたユビキチン化タンパク質は，ヒストン

H２Aである．エドマン分解によるアミノ酸配列決定法に

より，ユビキチンの C末端のグリシン残基が，ヒストン

H２Aの１１９番目のリジン残基にイソペプチド結合してい

ることが判明した２）．この発見以降，精力的な研究により

ユビキチン修飾機構が解明された．標的タンパク質へのユ

ビキチン修飾には，大きくポリユビキチン化とモノユビキ

チン化にわけることができる．ポリユビキチン化は，連続

的にユビキチンが結合することで生じるポリユビキチン鎖

が標的タンパク質に結合することであり，ユビキチンの

４８番目のリジン残基（K４８）を介したポリユビキチン鎖は，

標的タンパク質のプロテアソームによる分解シグナルとな

り，ユビキチンの６３番目のリジン残基（K６３）を介した

ポリユビキチン鎖は，タンパク質結合ドメインとして，シ

グナル伝達や DNA修復に関与することが知られている．

一方，モノユビキチン化は，ユビキチン単独で標的タンパ

ク質に結合することで内在化シグナルとして機能し，その

細胞内局在を制御していることが知られている．これまで

にさまざまな分子が，ポリまたはモノユビキチン化するこ

とが報告されているが，その検証には抗ユビキチン抗体を

用いたものがほとんどであり，そのユビキチン化部位まで

特定できたものはごく僅かである．

２００３年に質量分析計を用いた手法により，ユビキチン

化部位を検出できることが報告された３）．ユビキチン化タ

ンパク質をトリプシン処理すると，標的タンパク質におけ

るユビキチン化部位はトリプシンで切断されず，またその

ペプチドのリジン残基にユビキチンの C末端の二つのグ

リシン残基がイソペプチド結合した T字型ペプチドを形

成し，質量が変化する（＋１１４．０４２９Da）．これを質量分析

計で検出することで，ユビキチン化修飾部位の同定が可能

となった（図１）．この質量変化を指標に，酵母抽出液か

ら１１０箇所のユビキチン化部位を検出している．だが，こ

の報告においては単にユビキチン化タンパク質を回収して

いるため，ユビキチン化ペプチドの割合は，同定された全

ペプチドの僅か２．６％であった．

この報告以降，効率的なユビキチン化ペプチドの濃縮法

の開発が行われてきた．これまでに開発された濃縮法は４

通りあり，（i）ユビキチンに対する抗体による濃縮４，５），

（ii）ユビキチン結合タンパク質や結合ドメインを使った

濃縮６～８），（iii）細胞内にタグ付きユビキチンを発現させた

後，タグによる濃縮９～１１），そして最近報告された（iv）リ

図１ 質量分析計によるユビキチン化部位の検出
ユビキチン化タンパク質をトリプシン消化すると，ユビキチン化修飾部位のリジン
残基は消化されず，さらにユビキチン由来の二つのグリシン残基が結合した状態に
なる．この質量変化を質量分析計により検出する．
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ジン残基とトリプシン消化後に残る二つのグリシン残基に

対する抗体（抗ジグリシン化リジン抗体）による濃縮１２）で

ある．これまでにこれらの方法で，多くのユビキチン化タ

ンパク質が同定されている．例えば，抗ジグリシン化リジ

ン抗体を用いたユビキチン化部位の網羅的解析では，

HEK２９３細胞から３７４箇所のユビキチン化部位を決定して

いる．ただ，この報告のユビキチン化タンパク質は，細胞

内で発現量が多いものがほとんどで，低発現量かつ，重要

なユビキチン化タンパク質として知られている p５３や

p２７Kip１などは同定できていない．

これまでのユビキチン化タンパク質の網羅的解析により

明らかになった修飾部位数は，予想よりもはるかに少な

い．これは，多くのユビキチン化タンパク質が不安定であ

るのに加え，ユビキチンが標的タンパク質以外にもユビキ

チン同士で結合して複雑かつ多様なポリユビキチン鎖を形

成するために，標的タンパク質の修飾部位を効率よく検出

することが難しかったからである．また抗ジグリシン化リ

ジン抗体を使用した場合には，得られたユビキチン化ペプ

チドが本当にユビキチン化由来かどうかの検討が必要であ

る．これは NEDD８や ISG１５（Interferon Stimulated Gene,１５

kDa）などのユビキチン様タンパク質も，トリプシン消化

でユビキチンと同じ質量変化を示すからである．さらにユ

ビキチン化ペプチドの特徴的な質量変化が，プロテオミク

ス解析によく使用されるアルキル化試薬のヨードアセトア

ミドによるリジン残基への化学修飾による質量変化と一致

することが報告されている１３）．ユビキチン化部位の同定数

向上のためには，リン酸化同様，ユビキチン化部位を含む

ペプチドを効率よく回収することが必要であると同時に，

その修飾部位同定結果の解釈には注意を払わなければなら

ない．

変異型ユビキチンを用いたユビキチン化部位

同定法の開発

上述の問題点を踏まえ，われわれは変異型ユビキチンを

用いて二段階精製と二段階酵素消化を組み合わせることに

より，ユビキチン化修飾部位を効率よく検出する新方法を

図２ K０-Ubを用いたユビキチン化部位同定法の概略図

４８１２０１２年 ６月〕



開発した１４）（図２）．変異型ユビキチンとは，ユビキチンの

７箇所のリジン残基（K６，K１１，K２７，K２９，K３３，K４８，

K６３）をすべてアルギニン残基に置換した K０-ユビキチン

（K０-Ub）である．そのため K０-Ubはポリユビキチン鎖形

成能こそないが，標的タンパク質へ直接結合することは可

能である．この K０-Ubを用いたユビキチン化部位同定法

の開発を行った．本同定法では，二回のタグによる回収を

行うため，K０-Ubの N末端に FLAGタグとヒスチジンタ

グを付加したベクターを作製した．�それを培養細胞に遺

伝子導入後，抗 FLAG抗体ビーズによる一回目の精製を

行う．�次に，回収した K０-ユビキチン化タンパク質を還

元アルキル化後，４M尿素存在下にて Lys-C消化する．こ

の処理により，K０-Ub以外のタンパク質はすべて消化さ

れるが，ユビキチン化部位を含む標的タンパク質由来ペプ

チドは，K０-Ubと結合したままである．�このペプチド

が結合した K０-Ubを，二回目のニッケル配位カラムで精

製する．�精製後のサンプルを SDS-PAGEで分離したの

ち，トリプシンによるゲル内消化を行う．�得られたペプ

チドからユビキチン化ペプチドを質量分析計にて検出す

る．一方，野生型ユビキチン（WT-Ub）では，Lys-Cにて

すべて消化されてしまうため，その後の精製で回収するこ

とができず，ユビキチン化ペプチドは検出できないはずで

ある．

本同定法を行うにあたっての注意点は，K０-Ubがユビ

キチン化反応に供することができるかどうかである．そこ

でまず，K０-Ubの E１，E２への転移能について検討した

（図３A）．ビオチン標識した K０-UbとWT-Ubを作製し，

in vitro ユビキチン化アッセイを行うと，K０-UbはWT-Ub

と同程度に E１，続いて E２へと転移していることが確認さ

れた．この反応産物に還元剤である２-メルカプトエタ

ノール（２-ME）を加えることで，共に E１，E２への転移

がみられなくなることから，この反応は間違いなく E１，

E２のシステイン残基を介していることが裏付けられた．

次に，HEK２９３T細胞に K０-Ubを発現させると，WT-Ub

と同様のユビキチン化に特徴的なバンドパターンを示し

た．さらに K０-Ubは，細胞内にてユビキチン化依存的に

分解されるサイクリン D１や p２７Kip１の分解速度に影響を与

えなかった（図３B，C）．以上より，K０-Ubは細胞内の，

特にタンパク質分解に関与するユビキチン化反応には影響

しない１５）ことが示唆された．

変異型ユビキチンによるユビキチン化部位の

網羅的解析

本同定法を用いて，HEK２９３T細胞内のユビキチン化部

位の網羅的解析を三回行い，あわせて１，３９２箇所のユビキ

チン化部位を同定することができた１４）．ユビキチン化タン

パク質としては，７９４個であった．以前にわれわれが行っ

たユビキチンに対する抗体を用いた網羅的解析４）では，

HEK２９３T細胞内から６７０個のユビキチン化タンパク質を

同定したにもかかわらず，ユビキチン化部位は１８箇所し

か同定することができなかった．本同定法は既存の方法と

比べると，網羅的にユビキチン化部位を同定できる方法で

ある．一方，WT-Ubでは予想通り，ユビキチン化ペプチ

ドは検出されなかった．今回，同定されたユビキチン化タ

ンパク質やその修飾部位を調べると，既知の報告通りのユ

ビキチン化部位が検出できた．その中には，DNA修復の

際にモノユビキチン化することが知られる FANCD２の

５６１番目のリジン残基も含まれていた．また，これまでの

ユビキチン化タンパク質の網羅的解析では同定することが

できなかった，ユビキチン化依存的に分解される不安定な

タンパク質である p５３, HIF-１α, Geminin, p２７Kip１などのユビ

キチン化部位も同定することができた．今回の解析で同定

できた，細胞周期および DNA修復関連タンパク質のユビ

キチン化部位を示す（表１）．これらのほかに，新規に同定

された部位も多数見つかった．加えて，ユビキチンの７箇

所のリジン残基と，直鎖状ポリユビキチン鎖形成時に使用

される N末端のユビキチン化１６）も検出することができた．

バイオインフォマティクスによる

ユビキチン化部位の解析

本同定法によるユビキチン化部位の網羅的解析により得

られたユビキチン化部位情報から，ユビキチン化修飾が，

標的タンパク質の１次および２次構造に対し，選択性を持

つかどうか調べるために，バイオインフォマティクスによ

る解析を行った．得られた１，３９２箇所のユビキチン化リジ

ン残基の前後１０アミノ酸をデータベースから抽出し，

データベースからランダムに抽出した１０，０００箇所のリジ

ン残基の前後１０アミノ酸をWebLogo上で比較した（図４

A）．その結果，１次構造におけるユビキチン化修飾のコン

センサス配列を見出すことはできなかった．２次構造につ

いては，Protein Data Bankに登録されていた１５１個のユビ

キチン化タンパク質の立体構造情報を抽出し，α-helix, β-

sheet, Turn構造とそれ以外の四つに分類した．抽出したユ

ビキチン化タンパク質内の２９０箇所のユビキチン化リジン

残基と，２，４６３箇所すべてのリジン残基の２次構造領域を

比較しても，有意差は認められなかった（図４B）．われわ

れの結果から，ユビキチン化修飾は特定の１次および２次

構造を認識していないと推測された．次に，ユビキチン化

タンパク質内のユビキチン化部位数を算出した．ほとんど

のタンパク質が，１箇所あるいは２箇所のリジン残基がユ

ビキチン化されているのに対し，HSP７０-１や HSC７１など

では，複数箇所ユビキチン化されていた（図４C）．特に

HSP７０-１では，２２箇所ものユビキチン化部位が見つかっ

た．この現象は，分子シャペロンである HSP７０-１や HSC７１

〔生化学 第８４巻 第６号４８２



図３ K０-UbとWT-Ubの in vitro ubiquitylationによる E１，E２転移能，および細胞内タンパク質の分解速度の比較
（A）ビオチン標識ユビキチンを用いた in vitro ubiquitylationによる E１，E２転移能の評価． ＊：非特異的バンド
（B）シクロヘキシミド存在下での細胞内タンパク質（Cyclin D１，p２７Kip１）の分解速度解析．
（C）（B）の解析結果を定量化した．

４８３２０１２年 ６月〕



表１ 本同定法により同定された細胞周期および DNA修復に関与するタンパク質のユビキチン化部位
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図４ 本同定法により同定されたユビキチン化部位のバイオインフォマティクス解析
（A，B）ユビキチン化部位の一次構造（A）および二次構造解析（B）．
（C）ユビキチン化タンパク質内のユビキチン化部位数．
（D）ユビキチン化タンパク質の細胞内局在．
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の機能調節に関与しているのかもしれない．さらに，

Gene Ontology（GO）slimからユビキチン化タンパク質情

報を抽出して，各機能分類を行った．アノテーションが付

いていたユビキチン化タンパク質と，GO slimに登録され

ている全タンパク質を比較したところ，ユビキチン化タン

パク質の細胞内局在では，細胞質に局在する割合が，他の

図５ p２７Kip１ K１６５のユビキチン化部位の検証
（A）p２７Kip１ のユビキチン化ペプチドのマススペクトル．
（B，C）p２７Kip１ K１６５R変異による in vivo（B）および in vitro（C）でのユビキチン化能の低下．
（D）シクロヘキシミド存在下での p２７Kip１ K１６５R変異の分解速度解析．
（E）（D）の解析結果を定量化した．
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場所に比べ若干高いことが判明した（図４D）．これは多く

のユビキチン化タンパク質が，細胞質で分解されることを

反映しているのかもしれない．

p２７Kip１の主要なユビキチン化部位の決定

p２７Kip１は細胞増殖に関してブレーキとして作用するサイ

クリン依存的キナーゼ（CDK）阻害分子の一つであり，

細胞増殖およびがんの悪性度との関係において重要な細胞

周期制御因子である．今回，われわれの網羅的解析から，

この分子のユビキチン化部位（K１６５）を同定することが

できた（図５A）．そこで，本法により同定されたユビキチ

ン化部位の生物学的意義を調べるために，このリジン残基

をアルギニン残基に置換した変異体（K１６５R）p２７Kip１を作

製して，ユビキチン化能や分解速度変化を野生型 p２７Kip１

と比較した．K１６５R変異体では，野生型 p２７Kip１に比べ，in

vivo および in vitro でのユビキチン化能が低下していた

（図５B，C）．さらに，タンパク質合成阻害剤であるシク

ロヘキシミド存在下での変異型と野生型 p２７Kip１の半減期を

調べると，p２７Kip１の K１６５R変異により細胞内での分解速

度の遅延が認められた（図５D，E）．以上より，本同定法

によって得られた p２７Kip１の１６５番目のリジン残基は，ユビ

キチン化依存的分解のために主要なリジン残基であること

が証明された．

お わ り に

本同定法は，これまでの方法に比べ，ユビキチン化修飾

部位を効率よく検出できる方法であると思われる．そこ

で，他のユビキチン様タンパク質である NEDD８へ応用で

きるかどうか検証を試みた．しかし，K０-NEDD８が，細

胞内の NEDD８化反応に使われることはなかった．これは

変異導入により NEDD８の立体構造が大きく変化したため

であると考えている．もし，NEDD８以外のユビキチン様

タンパク質の中で変異導入による構造変化が少なく，かつ

反応系に供することができるものがあれば，本同定法を適

用することで，その修飾部位同定数の大幅な上昇が期待で

きる．

今回，紹介した方法と同時期に，他のグループから抗ジ

グリシン化リジン抗体を使ってユビキチン化部位の大規模

かつ詳細な報告がなされた１７，１８）．これらと合わせると，リ

ン酸化程ではないが，飛躍的にユビキチン化部位の情報が

蓄積されたことになる．今後は，さまざまな条件下での修

飾部位の経時変化解析が行われることになると予想され

る．

今後のユビキチン研究の重要な課題の一つは，大規模解

析により得られたユビキチン化部位の生物学的意義を明ら

かにすることである．そのためにはポリユビキチン化とモ

ノユビキチン化を区別しなければならず，なおかつポリユ

ビキチン化の場合，ユビキチン鎖のパターンの識別も必要

となる．今回，われわれが開発した同定法は，効率よくか

つ網羅的にユビキチン化部位を同定することはできるが，

その同定部位がポリまたはモノユビキチン化されているか

どうか区別することはできない．将来，これらを簡便に区

別できるような画期的な新方法が開発されることで，標的

タンパク質へのユビキチン化修飾の理解がより一層深まる

ことを期待したい．
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