


!
 

 

 

 

脱ユビキチン化酵素の酵素学的性状の解析  

ならびに活性調節機構の解明  

 

 

 
 

 

 

 

2013 

京都大学大学院薬学研究科  

医薬創成情報科学専攻  

システムケモセラピー（制御分子学）分野  

朴錦花  



!
目次 

緒言  1 
 
第一章 ヒト USP47の酵素学的性状の解析 5 
第一節 リコンビナントヒト USP47の調製および物理化学的性状解析 7 
第二節 リコンビナントヒト USP47の DUB活性 9 
第一項 DUB活性測定用人工蛍光基質に対する USP47の DUB活性 9 
第二項 新たな DUB活性測定系の構築とそれを用いた USP47の DUB 
 活性検討 10 
第三項 USP47のポリ Ub鎖消化能の検討 13 

第三節 USP47のプロテアーゼ阻害剤に対する感受性プロファイル 16 
考察  19 
 
第二章 USP47の活性発現における分子内ユビキチン様ドメインの役割の 
 解明 21 
第一節 Ublドメイン欠失 USP47変異体の DUB活性 21 
第二節 USP47における Ublドメインによるアロステリックな活性化 
 モデルの検討 27 
第三節 USP47の Ublドメインとポリ Ub鎖との相互作用の検討 32 
考察  35 
 
第三章 酸化ストレス応答に関わる脱ユビキチン化酵素の同定 39 
第一節 酸化ストレス刺激による DUB活性動態変化 40 
第二節 酸化ストレス感受性 DUBの同定 42 
第三節 酸化ストレス刺激による UCH-L3の LRGG-AMC分解活性低下 47 
第一項 HeLa 細胞での酸化ストレスによる UCH-L3活性の低下 47 
第二項 NIH3T3細胞での酸化ストレスによる UCH-L3活性の低下 48 

考察  50 
 
総括  52 
 
実験項  54 
 
参考文献  62 
 
略語表  71 
 
謝辞  72



!

1 
!

緒言  

 
ユビキチン（Ub）は 76 アミノ酸からなる小タンパク質であり、その立体構造

は、!-helix 1個と "-sheet 4個から構成される "-graspと呼ばれる構造をとってい

る（図 1）[1, 2]。 

 

 

 

 Ubは、その C末端 Gly76のカルボキシル基がタンパク質の Lys残基の側鎖 #-

アミノ基にイソペプチド結合を形成することで、タンパク質の翻訳後修飾因子と

して機能する。タンパク質への Ub 付加反応は、Ub 活性化酵素（E1）、Ub 結合

酵素（E2）、Ubリガーゼ（E3）から構成される Ub添加酵素群によるカスケード

反応を介して進行する（図 2）[3, 4]。すなわち、まず、Ub Gly76 のカルボキシ

ル基は ATP 依存的に E1 の活性中心 Cys 残基とチオエステル結合を形成する。

次いで、Ubは E1から E2の活性中心 Cys残基上へと受け渡され、さらにその後、

E3 酵素上へと転移される。E3 の基質認識によって、Ub 分子が基質タンパク質

の Lys 残基上へと付加される。ヒトゲノム上には、E1遺伝子が 2種類、E2遺伝

子が約 50 種類、E3 遺伝子が 1000 種以上存在することが知られており、その多

様性がタンパク質の Ub 化修飾を巧妙に制御している[5]。さらに、E3 基質タン

パク質に付加された Ub 分子内のアミノ基と別の Ub 分子の 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されることでポリ Ub 鎖が形成される。Ub

分子内には 8 つのアミノ基、すなわち Met1 の !-アミノ基あるいは Lys 残基

図 1 Ubの立体構造 
Ub は 1 つの !-helix（ピンク）と 4 つの "-sheet（オレンジ）から構成され
る "-grasp構造をとっている。 
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（Lys6、Lys11、Lys27、Lys29、Lys33、Lys48 および Lys63）の #-アミノ基が存

在し、それぞれがポリ Ub 鎖形成に関与している[6]。各 Ub 化修飾タンパク質で

の Ubの機能は、Ubの重合分子数（1分子のみ、あるいは多分子）あるいはポリ

Ub鎖の結合様式（ポリ Ub鎖形成に利用される Ub分子内 Lys残基の違い）によ

って規定される。例えば、Lys11 および Lys48 結合型ポリ Ub 鎖が付加したタン

パク質はプロテアソームによる分解へと導かれ、モノ Ub化修飾および Lys 63結

合型ポリ Ub 鎖はエンドサイトーシスや DNA 修復に関与する[7-9]。また最近で

は、Met1 の !-アミノ基を介して重合する直鎖ポリ Ub 鎖が自然免疫応答や鉄代

謝に関わっていることも明らかになっている[10-12]。一方、細胞内では Lys6 結

合型や Lys27 結合型ポリ Ub 鎖なども生成されるが、それらの生理機能について

は未だ不明である[13-16]。 
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図 2 タンパク質の Ub化修飾とその生理機能 
タンパク質の Ub 化修飾は Ub 添加酵素群と DUB の働きによって制御
される。タンパク質上に形成されたポリ Ub 鎖は結合型別に生理機能
を有している。 
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また、タンパク質の Ub 化修飾は、Ub 単位での遊離反応である脱 Ub 化反応に
よって可逆的に制御されている（図 2）。脱 Ub 化酵素（DUB）遺伝子はヒトゲ
ノム上に約 90 種類存在し、活性中心構成アミノ酸および相同性によって 5 種類
のサブファミリーに分類されている（表１、図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

表 1 DUB ファミリーの分類 

図 3 DUBの分子系統樹 
ヒト DUB の触媒ドメインのアミノ酸配列をもとに ClustalW 解析を行った。
解析結果から近接接合法により無根系統樹を作製した。 
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多種類の E3 がそれぞれ独自の Ub 付加反応を触媒することで、Ub の多様な

生理機能を生み出しているのと同じく、DUB はそれぞれ異なった基質に対して

脱 Ub化反応を触媒することで、Ub機能の調節に関与していると考えられる。 

すなわち複雑な Ub 機能の詳細を理解するためには、DUB の酵素学的性状、基

質および生理機能を解明することが必須であるが、その研究は十分に進んでいな

い[4,17]。そこで本研究では、生体内における脱 Ub 化反応の役割やその制御機

構の解明に向けて生化学的、化学生物学的な解析を行った。具体的にはがんとの

関連がよく知られている Ubiquitin Specific Protease（USP）7と最も相同性が高い

DUB であり、未だ酵素学的性状や生理機能が不明な USP47 に焦点を当てて解析

を行った[18-22]。その結果、USP47 の DUB 活性を明らかにし、さらには分子内

Ubl ドメインによる活性制御機構の存在の可能性を示すことができた。また、細

胞のストレス応答反応としての DUB 活性変動の意義についても解析し、細胞が

酸化ストレスを受けた際に Ubiquitin C-terminal Hydrolase（UCH）-L3が不活性化

を受けることを見出した。これらの知見は、今後、DUB の生理機能ならびに Ub

機能の詳細を理解する上で有用になると考えられる。 
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第一章 ヒト USP47の酵素学的性状の解析  

 

ヒト USPファミリーは、約 50種類の遺伝子から構成されるシステインプロテ

アーゼファミリーであり、DUB 遺伝子ファミリー中では最も大きなファミリー

を形成している[2]。USP ファミリーは 3 残基からなる共通した触媒ユニット

（His-Cys-Asp/Asn）を持ち、一部の酵素の立体構造解析の結果から、その酵素

活性ドメインはシステインプロテアーゼのパパインと類似した立体構造をとると

考えられている[23]。USP ファミリー中には、USP5 や USP14 のように細胞内の

タンパク質分解装置であるプロテアソームの機能と連関して Ub のリサイクリン

グに機能する酵素や, p53 やその E3 である MDM2 に形成されたポリ Ub 鎖の消

化を介して細胞増殖に関与する USP7 など、細胞内での役割が詳しく解析されて

いるものもあるが、半数以上の分子についてはその酵素学的性状や生理機能は解

明されていない[18, 21, 24, 25]。 

ヒト USP47（EC=3.4.19.12）は全長 1287 アミノ酸からなる DUB である。USP

ファミリーメンバーのうちで、USP7 と最も高い相同性を示し、両者間の一次構

造上の相同性は活性ドメインで 43％、分子全体では 38％であり、ヒト USP47の

触媒ユニット残基は Cys109-His415-Asn433であると推定される（図 4、5）。 
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図 4 USP47の構造スキーム 
USP47 と USP7 との一次構造上の相同性は分子全体で 38%、活性中
心では 43%である。両酵素の C末端側には複数の Ublドメインが存
在する。各酵素の上部に示した数字はアミノ酸残基数を表す。 
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ヒト USP7  SKKHTGYVGLKNQGATCYMNSLLQTLFFTNQLRKAVYMMPTEG--DDSSKSVPLALQRVF  274   
ヒト USP8  GGSGPALTGLRNLGNTCYMNSILQCLCNAPHLADYFNRNCYQDDINRSNLLGHKGEVA--  827  
ヒト USP47 NKSETGYVGLVNQAMTCYLNSLLQTLFMTPEFRNALYKWEFEESEEDPVTSIPYQLQRLF  152  

 
ヒト USP7  YELQHSDK-PVGTKKLTKSFGW--ETLDSFMQHDVQELCRVLLDNV--------------- 318 
ヒト USP8  KALWTGQYRYISPKDFKITIGKINDQFAGYSQQDSQELLLFLMDGLHEDLNKAEENNDHL   894  
ヒト USP47 VLLQTSKKRAIETTDVTRSFGW--DSSEAWQQHDVQELCRVMFDAL--------------- 197 

 
ヒト USP7  ------ENKMKGTCVEG--TIPKL----------------------FRGKMVSYIQCKEV     347 
ヒト USP8  DDFKAAEHAWQKHKQLNESIIVALFQGQFKSTVQCLTCHKKSRTFE--------------  947 
ヒト USP47 ------EQKWKQTEQAD--LINELYQGKLKDYVRCLECGYEGWRIDYQGKLKDYVRCLEC  249  

 
ヒト USP7  DYRSDRRED--YYDIQLSVK--GKKNIF----ESFVDYVAVEQLDGDNKYDAGEHGLQ-E  387  
ヒト USP8  ------- AFMYLSLPL------ASTSKCTLQDCLRLFSKEEKLTDNNRFYCSHCRARRD  1001  
ヒト USP47 GYEGWRIDT--YLDIPLVIRPYGSSQAFASVEEALHAFIQPEILDGPNQYFCERCKKKCD  308  
 
ヒト USP7  AEKGVKFLTLPPVLHLQLKRFMYDPQTDQNIKINDRFEFP-EQLPLDEFLQKTDPKDPKD  455    
ヒト USP8  SLKKIEIWKLPPVLLVHLKRFSYD--GRWKQKLQTSVDFPLENLDLSQYVGPK-----NN  1046  
ヒト USP47 ARKGLRFLHFPYLLTLQLKRFDFDYTTMHRIKLNDRMTFP-EELDMSTFIDVEDEKSPKN  367 
  
ヒト USP7  PANYILHAVLVHSGDNHGGHYVVYLNPKGDGKWCKFDDDVVSRCTKEEAIEHNYGGHDDD  512   
ヒト USP8  LKKYNLFSVSNHYGGLDGGHYTAYCKNAARQRWFKFDDHEVSDISVSSV-KSSAAYILFY  1106!
ヒト USP47 SLIYELFSVMVHSGSAAGGHYYACIKSFSDEQWYSFNDQHVSRITQED-IKKTHGGSSGS  427  
 
ヒト USP7  L-----SVRHCTNAYMLVY-----IRESKLSEVLQAVTDHDIPQQLVERLQEEKRIEAQK  562 
ヒト USP8  TSLGPRVTDVAT------------------------------------------------  1118 
ヒト USP47 RGYYSSAFASSTNAYMLIYRLKDPARNAKFLEV------DEYPEHIKNLVQKERELEEQE  481  
 
ヒト USP7  RKERQEAHLYMQVQIVAEDQFCGHQGNDMYDEEKVKYTVFKVLKNSSLAELVQSLSQTMG  622  
ヒト USP8  ------------------------------------------------------------ 
ヒト USP47 KRQREIERNTCKIKL-----FCLHPTKQVMMENKL-----EVHKDKTLKEAVEMAYKMMD  560   
              
ヒト USP7  F----PQDQIRL                                                  632  
ヒト USP8  ------------  
ヒト USP47 LEEVIPLDCCRL                                                  570          

 

また、二次構造予測解析の結果から、USP47 の活性ドメインの C 末端側には、

USP7 と同様にユビキチン様構造ドメイン（Ubl ドメイン）が複数存在するとい

う構造上の共通性も認められる[26]。しかしながら、これまでに USP47 の DUB

活性については全く検討されておらず、さらにはその生理機能の理解には至って

いない[27]。そこで本研究では、新規の DUB であるヒト USP47 に焦点を当てた

生化学的解析を行った。 

図 5 ヒト USP7、USP8、USP47の活性中心付近における一次構造の比較 
ヒト USP7、USP8、USP47 の活性中心付近における一次構造上の類似性を
ClustalW 解析によって比較した。各酵素の触媒ユニットを形成する Cys を赤、
Hisを紫、Asp/Asnを青で示した。右側には活性中心のアミノ酸番号を示した。
USP47 と一致するアミノ酸残基を黄色で示した。USP47 と USP7 は 43%の相同
性を、USP47 と USP8 は 25%の相同性を、USP7 と USP8 は 19%の相同性を示
した。 
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第一節 リコンビナントヒト USP47の調製および物理化学的性状 
 

ヒト USP47 の酵素学的性状解析に向け、リコンビナント酵素の発現系構築な

らびに調製を行った。リコンビナントヒト USP47の発現に当たっては、USP7の

リコンビナント酵素の発現で利用されているバキュロウイルス発現系を用いた

[20, 28, 29]。ヒト子宮頸がん細胞 HeLa細胞より調製した cDNAを鋳型にして、

3’末端に 6xHis タグコード配列を付加したヒト USP47 cDNA を PCR によって増

幅し、これをバキュロウイルスベクターへ挿入した。作製ウイルスをヨトウガ培

養細胞 Sf9 細胞に感染させて、リコンビナントヒト USP47 の発現を行った。感

染 2 日後、1.08$109 個の Sf9 細胞より調製した細胞抽出液から、Ni2+-chelating 

sepharose を用いて 400 %g のリコンビナントヒト USP47 を精製した。得られた

USP47 の SDS-PAGE 上での見かけの分子量は約 146,000 であり、この結果は構

成アミノ酸から推定される USP47 の分子量 148045.64 とほぼ一致していた（図

6）。 
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図 6 リコンビナント DUBの発現、調製 
精製した各リコンビナント DUB（1 %g）を SDS-PAGE（8%ゲル）で分離
した後、CBB染色を行った。 
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さらに、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを用いた解析の結果、リコンビナ

ントヒト USP47 はシングルピークとして検出され、その分子量は約 148,000 と

算出された（図 7）。SDS-PAGE での結果と併せると、USP47 は水溶液中では単

量体で存在していることが示唆された。 
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また、以後の USP47の酵素学的性状解析の比較対照として、ヒト USP7、ヒト

USP8 およびヒト UCH-L3 のリコンビナント酵素も調製した[30,31]。USP7 はバ

キュロウイルス発現系、UCH-L3 および USP8 は大腸菌発現系を用いて発現させ、

Ni2+-chelating sepharose によって精製した。その結果、USP7 を 2.6 mg（5.4$108

細胞）、USP8を 76 %g（培養液 1L）、UCH-L3を 3.6 mg（培養液 250 mL）得た。 

図 7 ゲルろ過クロマトグラフィー解析 
USP47（1 %g）をゲルろ過カラム（TSK G3000SW）を用いた HPLC で分離し
た。流速は 1 mL/min、バッファーは 100 mMの Na2SO4を含む 50 mMの Tris
（pH 7.5）の条件で行い、280 nm での吸光度を測定した。分子量マーカーと
して Thyroglobulin（ 669,000： 1）、  Catalase（ 235,000： 2）、 Aldolase
（158,000：3）、Ovabumin （43,000：4）、Chymotrypsin （25,000：5）を用い
た。 



!

9 
!

第二節 リコンビナントヒト USP47の DUB活性 

 

第一項 DUB活性測定用人工蛍光基質に対する USP47の DUB活性 

 

DUB の Ub 遊離活性は市販の人工蛍光基質を利用して測定することが可能で

ある。人工蛍光基質 LRGG-AMC は、Ub の C 末端 4 アミノ酸である Leu-Arg-

Gly-Gly に蛍光物質 aminomethylcoumarin（AMC）がペプチド結合している。ま

た、Ub 分子の C 末端に AMC が付加した Ub-AMC も汎用される[32]。そこで、

前節にて作製したリコンビナントヒト USP47の DUB活性をこれら基質を用いて

検討した。 

その結果、UCH-L3 が最も高い LRGG-AMC 分解活性を示し、次いで USP8 に

も同活性が認められた。一方、USP47 および USP7 には LRGG-AMC 分解活性は

認められなかった。また、Ub-AMC を基質に用いた際には、検討したすべての

酵素において Ub遊離活性が認められ、それは UCH-L3>USP7>USP8>USP47の順

であった（図 8）。 

以上の解析の結果、USP47 が DUB 活性を持つことが確認された。しかしなが

ら、その Ub-AMC 分解活性は他の酵素に比べて極めて低いことが明らかになっ

た。 
 

(A) (B) 

 

図 8 人工蛍光基質に対する USP47の DUB活性 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、各 DUB
（10 %g/mL）と人工蛍光基質[（A）50 %M LRGG-AMC（B）2 %M Ub-AMC]
を 37 ℃、1 時間反応させた。反応によって遊離された AMC の蛍光強度を測
定した。 
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第二項 新たな DUB活性測定系の構築とそれを用いた USP47の DUB活性検討 

 

前項の解析では、USP47 の DUB 活性が明らかになったものの、他酵素に比べ

て著しく低いものであった。そこで、USP47 が他の酵素よりも高い DUB 活性を

示すような基質が存在する可能性を考えて、新しい Ub 融合タンパク質を作製し

た。セリンプロテアーゼ Granzyme B（GrB）は、酵素前駆体の N 末端側に存在

する 2 アミノ酸（Gly-Glu）が除去されると成熟型酵素へと変換され、タンパク

質分解活性を得る[33]。本性質を利用して GrB をレポーターとして用いる新しい

DUB 基質, すなわち Ub と成熟型 GrB の融合タンパク質（Ub-GrB）を作製した

（図 9）。 
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DUB と Ub-GrB を 37 ℃、1 時間反応後、SDS-PAGE によって各酵素の Ub 遊

離活性を検討した。その結果、USP47 をはじめとして 4 種類すべての DUB が

Ub-GrBから Ubを遊離し、成熟型 GrBを生成した（図 10A）。デンシトメトリー

解析によって成熟型 GrB の生成量を比較解析した結果、USP47 が Ub-GrB に対

して最も高い DUB 活性を有することが明らかになった（図 10B）。さらに、

DUB との反応によって生じた成熟型 GrB のセリンプロテアーゼ活性をその特異

的人工蛍光基質である IETD-AMC を用いて測定したところ、上述の結果と同じ

ように USP47に最も高い DUB活性が認められた（図 10C）。 

 

図 9 Ub融合型 GrBを利用した DUB活性測定 
DUB による Ub-GrB の消化によって生じる成熟型 GrB の IETD-AMC 分解

活性を測定することで DUB活性が測定可能である。 
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図 10 Ub融合型 GrBに対する USP47の DUB活性 
（A）バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中で DUB（10 
%g/mL）と Ub-GrB（10 %g/mL）を 37 ℃で 1 時間反応させ、反応後のサンプルを
SDS-PAGE によって分離した。泳動後のゲルを Lumitein によって染色した。（B）
（A）で各 DUB によって生じた GrB 量をデンシトメトリーによって定量解析し、活
性型 GrB の割合を数値化した。（C）（A）と同様の反応を行った後、反応液中に
IETD-AMC（50 %M）のを加えて、さらに 37 ℃、30分反応させ、生じた AMCの蛍
光強度を測定した。 
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次に、USP47 の Ub-AMC および Ub-GrB 分解活性の程度を比較するために、

酵素反応測定時の USP47 の濃度依存性を検討した。その結果、Ub-AMC を基質

として用いる場合、20 %g/mL 以上の USP47 が必要であった。一方、Ub-GrB 測

定系を利用した場合は、わずか 0.5 %g/mLの USP47で十分な DUB活性が検出で

きることが明らかとなった（図 11）。これらの結果から、USP47 は Ub-GrB を良

い基質とすることが明らかとなった。次に、USP47 の触媒ユニットを構成する

と考えられる Cys109を Serへと点変異させた C109S USP47をバキュロウイルス

発現系にて調製し、その Ub-GrB 分解活性についても検討した。その結果、

C109S USP47には有意な DUB活性は認められず、このことから、確かに USP47

はシステインプロテアーゼ型の DUBであることが確認された（図 10C）。 
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図 11 Ub-AMC及び Ub-GrBの加水分解における USP47の濃度依存性 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中 1 %Mの Ub-
AMC（A）あるいは 10 %g/mL の Ub-GrBと 50 %M の IETD-AMC（B）を USP47
の各濃度で 37℃で反応させ、その分解活性の経時的変化を解析した。（A）で用
いた USP47の濃度、!：100 %g/mL；"：20 %g/mL；&：10 %g/mL。（B）で用い
た USP47の濃度、!：5 %g/mL；"：1 %g/mL；&：0.5 %g/mL。 
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第三項 USP47のポリ Ub鎖消化能の検討 

 

E3による基質タンパク質の Lys残基への Ub付加に続いて、付加 Ub分子内の

Lys残基へ新たな Ub分子がイソペプチド結合によって連結されることでポリ Ub

鎖が形成される。タンパク質上に付加される主要なポリ Ub 鎖である Ub Lys48

および Lys63 を介したポリ Ub 鎖（Lys48 結合型および Lys63 結合型ポリ Ub

鎖）の機能は良く解析されており、それぞれタンパク質をプロテアソームによる

分解へと導くシグナルや DNA 修復酵素群を DNA 修復部位へとリクルートする

際のスキャフォールドとして機能することが知られている[12,13,18]。 

そこでこれまでの解析において DUB 活性が見出された USP47 のポリ Ub 鎖消

化能を検討した。Ub Lys48 あるいは Lys63 を介して Ub が 7 分子結合したポリ

Ub 鎖を基質として用い、USP47 と USP7 による Ub 分子の遊離の経時的変化を

SDS-PAGEによって解析した。その結果、USP47は Lys48結合型ポリ Ub鎖から

Ub を経時的に遊離した（図 12）。USP7 も同様に Lys48 結合型ポリ Ub 鎖消化能

を示したが、そのタイムコースは USP47 による消化の方が若干早いことが明ら

かとなった。 
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図 12 USP47の Lys48結合型ポリ Ub鎖に対する消化能 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、4 
%g/mL のポリ Ub 鎖と 60 %g/mL の USP7（A）あるいは 60 %g/mL の
USP47（B）を経時的に反応させた。反応後のサンプルを SDS-PAGE で
分離後、抗 Ub 抗体を用いたウェスタンプロット解析を行った。（C）反
応によって生成したモノ Ub をデンシトメトリーによって定量解析し
た。 
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また、Lys63 結合型ポリ Ub 鎖に対しても、USP47 は Lys48 結合型ポリ Ub 鎖

消化の場合とほぼ同様のタイムコースで DUB 活性を示した。一方、USP7 によ

る Lys63結合型ポリ Ub鎖の消化は反応 2時間後まではほとんど認められず、非

常に遅い反応であることが明らかになった（図 13）。 

以上の結果から、USP47は Lys48結合型および Lys63結合型ポリ Ub鎖に対し

て DUB 活性を示すことが明らかになった。また、USP47 と USP7 の間にはポリ

Ub鎖に対する消化能に差異があることが明らかになった。 
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図 13 USP47の Lys63結合型ポリ Ub鎖に対する消化能 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、4 
%g/mL のポリ Ub 鎖と 60 %g/mL の USP7（A）あるいは 60 %g/mL の
USP47（B）を経時的に反応させた。反応後のサンプルを SDS-PAGE で
分離後、抗 Ub 抗体を用いたウェスタンプロット解析を行った。（C）反
応によって生成したモノ Ub をデンシトメトリーによって定量解析し
た。 
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第三節 USP47のプロテアーゼ阻害剤に対する感受性プロファイル 

 

USP47 の各種プロテアーゼ阻害剤に対する感受性プロファイルを、USP7 のそ

れと比較解析した。USP47 の Ub-GrB 分解活性に及ぼす各種阻害剤の影響を検討

した。その結果、thiol 基をアルキル化することで広範なシステインプロテアー

ゼに対して阻害活性を示す N-エチルマレイミドは、USP47の DUB活性も阻害し、

その阻害活性は１mM 以上の濃度において認められ、10 mM では約 85%の阻害

効果が認められた。一方、USP7 では N-エチルマレイミドに対してより高い感受

性が認められ、100 µMでは約 80%、１mMでは 100%の阻害活性を示した。とこ

ろが、パパイン様システインプロテアーゼ阻害剤 E64 は, 検討した濃度では

USP47および USP7に対して阻害活性を示さなかった。また、金属キレート剤で

ある EDTA および 1,10-phenanthroline は、USP47 の DUB 活性を全く阻害しなか

ったが、USP7 に対しては高濃度域において弱い阻害活性を示した。また、アス

パラギン酸プロテアーゼ阻害剤であるペプスタチンは USP47 および USP7 に対

して全く阻害活性を示さなかった（図 14）。 
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図 14 各種プロテアーゼ阻害剤が USP47の DUB活性に与える影響（1） 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、各種プロテア
ーゼ阻害剤と USP47 を氷上で 30 分予め反応させた。その後、Ub-GrB を用いた活
性測定を行った。システインプロテアーゼ阻害剤：N-エチルマレイミド、E64；ア
スパラキン酸プロテアーゼ阻害剤：pepstatin；金属プロテアーゼ阻害剤：EDTA、
1,10-phenanthroline。 
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セリンプロテアーゼ阻害剤の及ぼす影響については、DUB の作用によって

Ub-GrB から生成する成熟型 GrB 量を指標に評価した結果、ロイペプチン、

phenylmethylsulfonyl fluoride にはいずれも有意な USP47および USP7阻害活性は

認められなかった（図 15A）。また、触媒ユニットを形成する His 残基のイミダ

ゾール基をアルキル化することでセリンプロテアーゼやシステインプロテアーゼ

に対して阻害活性を示す tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone は USP47 およ

び USP7 の DUB 活性を全く阻害しなかった。さらに Ub 誘導体阻害剤である Ub 

aldehyde（Ub-CHO）および Ub vinyl sulfone（Ub-VS）の USP47に対する阻害活

性を検討した。その結果、Ub-CHOは USP47に対して 100 nMから阻害活性を示

し、500 nM では約 85%の阻害活性を示した。一方、USP7 に対しては Ub-CHO

は 10 nMから阻害活性を示し、500 nMでは完全に阻害した。また共有結合型阻

害剤として機能しうる Ub-VS は、USP47 に対しては検討した濃度では阻害活性

を示さなかったが、USP7 に対しては 500 nM で約 40%の阻害活性を示した（図

15B）。 
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図 15 各種プロテアーゼ阻害剤が USP47の DUB活性に与える影響（2） 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、各種プロ
テアーゼ阻害剤と USP47 を氷上で 30 分予め反応させた。その後、Ub-GrB を
用いた活性測定を行った。（A）SDS-PAGE による GrB 生成量の定量。セリン
プロテアーゼ阻害剤：phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）、Leupeptin、
TPCK。（B）IETD-AMC を用いた DUB 活性測定。Ub 誘導体型阻害剤：Ub-
CHO、Ub-VS。 
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さらに、各種二価金属イオンの USP47の DUB活性に対する影響を検討した結
果、検討した二価金属イオンのうちシステインプロテアーゼの活性中心 Cys と
相互作用しうる Zn2+は濃度依存的に USP47 の活性を阻害したが、Ca2+、Mg2+、 
Mn2+は全く影響を及ぼさなかった（図 16）。 
以上の結果から、USP47 と USP7 のプロテアーゼ阻害剤に対する感受性プロフ

ァイルは大きく異なっていることが明らかとなった。 
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図 16 二価金属イオンの USP47 活性への影響 
（A）1 mMの二価金属イオンと USP47を氷上で 30分予め反応させた。そ
の後 Ub-GrB を用いた活性測定を行った。（B）Zn2+の濃度依存性を検討し

た。上パネル：IETD-AMC を用いた DUB 活性測定。下パネル：SDS-
PAGEによる GrB生成量の定量。 
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考察 

 

第一章では、ヒト USP47 のリコンビナント酵素をバキュロウイルス発現系を

用いて調製し、その酵素学的性状の解明を行った。Ub-GrB 融合タンパク質を基

質として用いた解析の結果、USP47 が確かに Ub 遊離活性を持つことが明らかに

なった。また、USP47は Lys48結合型および Lys63結合型ポリ Ub鎖に対して高

い Ub遊離活性を示すことも明らかになった。 

著者は、USP47の酵素学的性状解析をその類縁酵素である USP7と比較しなが

ら進めた。USP47と USP7との間には、一次構造上の高い相同性（分子全体で約

38%、活性ポケット近傍での約 43%）のみならず、複数の Ublドメインを持つな

ど構造上の共通点が観察されることから、その酵素学的性状についても類似して

いる可能性が考えられた。しかしながら、比較解析の結果、USP47 の基質特異

性や阻害剤に対する感受性プロファイルなどは USP7 のそれとは異なっているこ

とが明らかになった。 

USP7 は Lys48 結合型ポリ Ub 鎖修飾タンパク質から Ub を遊離することで、

p53、MDM2、H2B などプロテアソームによって分解されるタンパク質の代謝に

関与している[18-21,34]。一方、USP7 は Lys63 結合型ポリ Ub 化タンパク質の機

能制御への関与の可能性は報告されておらず、今回著者らの in vitroでのポリ Ub

鎖消化能の解析結果とよく一致している。また、USP7は Ub-AMCを良い基質と

することも本研究で示したが、これは本酵素が細胞内において FOXO4 などのモ

ノ Ub 化タンパク質を基質とすることを反映していると考えられる[22]。これら

の USP7 の in vitro での解析結果と細胞内での働きの相関を踏まえると、USP47

は、モノ Ub 化タンパク質というよりは Lys48 および Lys63 結合型ポリ Ub 鎖修

飾タンパク質の代謝あるいは活性制御に関わっているのではないかと類推される。 

ごく最近、USP47が E3である "-TrCPや DNA polymerase "と相互作用をする

ことが報告され、その機能の一端が明らかになりつつある[35, 36]。本研究結果

を踏まえると、これらタンパク質上に形成された Lys48 結合型ポリ Ub 鎖を

USP47が消化している可能性も十分に考えられる。しかしながら、著者が FLAG

タグを付加した USP47（USP47-FLAG）用いて USP47 の細胞内局在を検討した

結果、USP47-FLAG は小胞体の細胞質側面に存在することが明らかになり、上

述の 2タンパク質の細胞内局在とは大きく異なっていた。そのため、これらタン

パク質への USP47 の作用メカニズムについては、今後詳細に検討する必要があ

ると考えられる。一方、小胞体膜近傍における Ub 化修飾反応については、ミス
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フォールディングした小胞体内腔タンパク質の分解や T 細胞の無応答化（アネ

ルギー）に関わっていることが知られている[37-39]。そこで、今後、酵素学的性

状に加えて細胞内局在も踏まえた解析を進めることで、USP47 の生理的役割の

解明が期待される。 

第一章の解析では、USP47 のプロテアーゼ阻害剤プロファイルについても解

析を行った。その結果、USP47 は、広範なシステインプロテアーゼ阻害剤であ

る N-エチルマレイミドによる阻害が観察されたものの、その感受性は USP7 よ

りも低く、またこれまでの報告のある USP2 および USP8 のそれよりも低かった

[40]。また、USP ファミリーメンバーはパパイン様の活性ドメイン構造をとって

いると考えられているが[29, 40]、パパイン様プロテアーゼ阻害剤である E64 に

よる阻害効果は USP47 も含めて認められていない。これらの結果は、USP47 特

異的阻害剤の創製の可能性を強く示唆している。実際ごく最近、USP47 の阻害

剤となり得る化合物が報告されている[41]。また、著者は USP47活性を簡便かつ

高感度に検出可能な Ub-GrB 基質を本研究にて開発した。Ub-GrB を活用するこ

とで USP47 特異的阻害剤の探索研究を展開することが可能であり、今後、本系

を用いた開発研究を取り組んでいく予定である。そして、得られた USP47 特異

的阻害剤を活用したケミカルバイオロジー研究を行うことで、USP47 の生理機

能の発見へとつなげたいと考えている。 
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第二章 USP47の活性発現における分子内ユビキチン様ドメインの役割  

の解明  

 

第一章の解析の結果、 USP47 が Lys48 結合型および Lys63 結合型ポリ Ub 鎖

消化能を有することを明らかにした。一方、USP47 のモノ Ub 基質である Ub-

AMC に対する消化能は他の DUB に比べて低いことも明らかになった。これら

の結果は、ポリ Ub 鎖消化のための何らかの機構が USP47 に存在する可能性を

示唆している。そこで第二章では、USP47 の DUB 活性発現の機構を明らかにす

る目的で、その分子内ドメインに焦点を当て、その役割について解析を行った。 

 

第一節 Ublドメイン欠失 USP47変異体の DUB活性 

 

USP ファミリーは、各分子内に多様なドメイン構造を持っていることが知ら

れている。例えば、各ファミリー酵素には図 17に示すように、Ub結合ドメイン

として機能することが知られている Ub associated domain（UBA）ドメインや Ub 

interacting motif（UIM）ドメイン、亜鉛結合モチーフである Zinc fingerモチーフ

あるいは USP ファミリーに特異的に存在する機能未知ドメインである Domain 

Present in USP family（DUSP）ドメインなどの様々なドメインの存在が知られて

いる[42-44]。こちらのドメインは各 DUB の固有の機能発現に何らかの重要な役

割を果たしていると考えられるが、その機能の作用が解明されているものは一部

の酵素についてのみである[45-47]。 
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図 17 脱 Ub酵素のドメインの多様性 
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また、Ubl ドメインと呼ばれる Ub との一次構造上の類似性は乏しいものの "-

grasp 構造を取っている領域をもつ分子が USP ファミリーには多く存在し、ヒト

DUB 全体では図 18 に示した 18 分子に認められる[2]。そのほとんどは Ubl ドメ

インを 1つもしくは 2つ持つが、USP7と USP47では他分子よりも多く Ublドメ

インを持っており、それぞれ 5 個および 3 個存在する[26, 48]。両酵素分子内に

存在する各 Ublドメインの一次構造上の相同性は低く、例えば、USP47のもつ 3

個の Ublドメイン間の相同性は表 2に示すように乏しい。 
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図 18 Ublドメインを持つ DUB 



!

23 
!

 

ごく最近、USP4、USP7、USP14 での Ubl ドメインの機能が明らかになった

[25, 48, 49]。USP47と構造上の類似性の高い USP7では、C末端側の Ublドメイ

ンがアロステリックに作用して活性中心の触媒ユニットの各アミノ酸残基の配置

がより近接する結果、Cys 残基の thiol 基の求核性が高くなり活性化型へと変換

される。また、USP7 の N 末端側の Ubl ドメインには GMP シンターゼが結合し

て、上述の C 末端 Ubl ドメインによるアロステリック効果を高めている。従っ

て、Ubl ドメインを欠失させた USP7 の触媒ドメインのみでは、全長酵素に比べ

て Ub-AMC分解活性の著しい低下が認められる[48]。 

そこで USP47 についても、酵素活性発現における Ubl ドメインの役割につい

て解析することで、USP47 の活性制御機構の詳細を明らかにすることを目指し

た。 

 
 

 

 

 Ubl1 Ubl2 Ubl3 

Ubl1  14.0 % 15.7 % 

Ubl2   11.0 % 

Ubl3    

表 2 USP47の Ublドメイン間の一次構造上の相同性 
各 Ublドメイン一次構造を基に ClustalW解析によって相同性を求めた。 
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USP47 の DUB 活性における Ubl ドメインの意義を解析するため、Ubl 欠失さ

せた Ubl ドメイン欠失 USP47 変異体をバキュロウイルス発現系を用いて調製し

た（図 19）。各 Ubl欠失変異体の DUBを Ub-AMCならびに Lys48結合型あるい

は Lys63結合型ポリ Ub鎖消化能を簡便に検出可能な人工蛍光基質 Di-Ubを用い

て測定した（図 20）。解析の結果、各欠失変異体の Ub-AMCに対する Ub遊離活

性は、全長 USP47とほぼ同程度であった。一方、 Lys48結合型 および Lys63結

合型 Di-Ub に対する各欠失変異体の Ub 遊離活性には全長 USP47 と比較して低

下が認められた。このことから、USP47 の Ub-AMC 分解活性発現においては分

子内 Ubl ドメインの貢献は少ないと考えられる。一方、ポリ Ub 鎖を模倣した

Di-Ub の消化は Ubl ドメインの欠失により大幅に低下したことから、Ubl ドメイ

ンが USP47のポリ Ub鎖消化に重要であることが強く示唆された。 
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図 19 Ublドメイン欠失 USP47変異体の構造スキーム 
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図 20 Ublドメイン欠失 USP47変異体の Ub-AMC分解活性および Di-Ub分解
活性 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中、10 %g/mL
の各 USP47と 1 %Mの Ub-AMC（A）200 nM の Di-Ub（B）を 37℃で 1時間
反応させた。Ublドメイン欠失 USP47変異体の DUB活性を各基質に対する全
長 USP47の分解活性を 100%として表した。 
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そこで次に、各 Ubl ドメイン欠失 USP47 変異体の Lys48 結合型および Lys63

結合型ポリ Ub鎖に対する消化能を全長 USP47と比較検討した（図 21）。その結

果、全長 USP47は反応 30分以内に Lys48結合型および Lys63結合型ポリ Ub鎖

をほとんどすべてモノ Ub へと消化するが、作製した 3 つの Ubl ドメイン欠失

USP47変異体はいずれも各ポリ Ub鎖消化能が低下しており、反応 120分後にお

いてもほとんど消化が進行しなかった。すなわち、Lys48 結合型および Lys63 結

合型 Di-Ubを用いた解析結果から予測された通り、USP47のポリ Ub鎖消化活性

には Ublドメインが重要な役割を果たしていることが明らかになった。 
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図 21 Ublドメイン欠失 USP47変異体のポリ Ub鎖消化能 
10 %g/mLの各 USP47と 4 %g/mLの Lys48結合型（A）あるいは Lys63結合
型ポリ Ub 鎖を 37 ℃で反応させた。反応後のサンプルを SDS-PAGE で分
離後、抗 Ub抗体を用いたウェスタンプロット解析を行った。 
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第二節 USP47における Ublドメインによるアロステリックな活性化モデルの 

検討  

 

前節で明らかになった Ubl ドメイン依存的な USP47 のポリ Ub 鎖消化のメカ

ニズムを明らかにするため、まず、USP7 と同様の C 末端 Ubl ドメインによるア

ロステリックな活性化機構が USP47にも保存されているかどうかを検討した[48]。 

図 22 に示すように、GST と USP47 の全 Ubl ドメインを含む C 末端フラグメ

ント、Ubl ドメインを 1 つ欠いたフラグメント、および各 Ubl のみからなるフラ

グメント、Ubl 以後の C 末端の 54 アミノ酸との融合タンパク質、合計 7 種のタ

ンパク質を大腸菌発現系を用いて調製した。 
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図 22 GST-Ubl の構造スキームおよび調製 
（A）GST-Ubl の構造スキーム。USP47 の３つの Ubl ドメインを緑、
青、赤で示した。（B）精製後の GST-Ubl（1 %g）を SDS-PAGEで分離
し、CBB染色を行った。 
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 USP47活性中心ドメイン（USP47 'Ubl3-1）と上述の GST-Ublドメインフラグ

メントを同時に添加した際の DUB 活性について検討を行った。その結果、Ub-

AMCおよび Lys63結合型 Di-Ubに対する USP47 'Ubl3-1の DUB活性は GST融

合タンパク質の添加による影響をほとんど受けなかった（図 23）。また、GST 融

合タンパク質の量を増加させた場合でも USP47 'Ubl3-1の DUB 活性への影響は

認められなかった（data not shown）。これらの結果から、USP47 では、USP7 で

認められるような Ublドメインによるアロステリックに活性化される可能性は低

いと考えられた。 
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図 23 GST-Ubl添加が USP47 'Ubl3-1の DUB活性へ及ぼす影響   

USP47 'Ubl3-1と各 GST-Ublを氷上で 30分予め反応させた。その後 1 %M Ub-

AMC（青）あるいは 200 nMの Lys63結合型 Di-Ub（赤）を用いてバッファー

A（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中で 37 ℃、1時間消化

反応を行った。各基質に対する全長 USP47 の DUB 活性を 100%として、

USP47 'Ubl3-1の活性を表した。 
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また、USP7 の Ubl ドメインによるアロステリックな活性化機構には、

Switching loop と呼ばれる酵素の活性中心近傍に存在する 6 アミノ酸からなる領

域ならびに Activation peptideと呼ばれる C末端に位置する 12アミノ酸からなる

領域の相互作用が重要であることも報告されている（図 24、25）[48]。 
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図 24 USP7の活性制御モデル 
（A）USP7 の構造スキーム。Switching loop は触媒ドメイン中に、
Activation peptideは C末端に存在する。（B）USP7の C末端の Ublドメ
インはアロステリックに作用することで USP7 の活性化に関与する。
その際、Switching loop と Activation peptide 間の相互作用も重要であ
る。文献 [48]より引用。 

図 25 Switching loopおよび Activation peptide領域における USP47
と USP7の一次構造の比較 
USP7 の解析において重要性が示されているアミノ酸残基を赤で示
した。 
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そこで、両領域間の相互作用に重要な Activation peptide領域の欠失や領域中の

Ile1274残基に点変異を導入した変異体を作製し、その DUB活性を検討した（図

26）。その結果、Activation peptide 領域を欠く C 末端 27 アミノ酸欠失変異体

（USP47'C27）は全長 USP47 と同程度の Lys48 結合型および Lys63 結合型ポリ

Ub 鎖消化能を示し、欠失による影響は認められなかった。また、USP47 I1274A 

においても、各ポリ Ub 鎖消化能には点変異導入の影響は認められなかった（図

27）。 

以上の結果からも、USP47 では、USP7 のような Ubl ドメイン依存的なアロス

テリックな活性化機構は存在しない可能性が強く示唆された。すなわち、USP47

と USP7とでは活性制御のメカニズムが異なっている可能性が示唆された。 
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図 26 Activation peptide機能欠失 USP47変異体の構造スキームおよび調製 
（A）Activation peptide 機能欠失 USP47 変異体の構造スキーム。（B）精製
後の Activation peptide機能欠失 USP47変異体（1 %g）を SDS-PAGEで分
離し、CBB染色を行った。 
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図 27 Activation peptide機能欠失 USP47変異体の DUB活性 
10 %g/mLの各 USP47と 4 %g/mLの Lys48結合型ポリ Ub鎖を 37 ℃で反
応させた。反応後のサンプルを SDS-PAGE で分離後、抗 Ub 抗体を用
いたウェスタンプロット解析を行った。 
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第三節 USP47の Ublドメインとポリ Ub鎖との相互作用の検討 

 

第一節の結果を踏まえると、USP47 の Ublドメインの機能として、Ublドメイ

ンが基質ポリ Ub 鎖と直接相互作用することで、基質を酵素触媒ポケットへと誘

導する役割を担っている可能性も考えられる。そこで、前節で作製した GST-Ubl

ドメイン融合タンパク質を USP47の DUB活性測定反応系に添加した際の影響を

検討することで本モデルの検証を行った（図 28）。その結果、全長 USP47の Ub-

AMC 分解活性は、GST-Ubl タンパク質の添加では低下せず、一部の GST-Ubl で

はむしろ若干上昇した。一方、USP47のポリ Ub鎖消化能すなわち Lys48結合型

および Lys63 結合型 Di-Ub 消化能に対しては、1 個以上の Ubl を含む GST 融合

タンパク質が USP47の DUB活性に対する阻害効果を示した。特に、Ubl3を含む

フラグメントは顕著な活性低下を引き起こした。同時に、GST-Ubl と USP47 を

反応させることで、USP47 による Ubl ドメインの遊離について検討したところ、

いずれの Ubl ドメインも USP47 の基質とはならず、消化を受けなかった（図

29）。これらの結果から、USP47 の Ubl ドメインが 2 分子以上の Ub から構成さ

れる基質 Ub 鎖と直接相互作用することで、触媒ポケットへと基質を誘導するな

どして、USP47のポリ Ub鎖消化が進行すると考えられる。 
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図 28 Ublドメインの添加が USP47の DUB活性に及ぼす影響 

各 GST-Ubl を USP47 と氷上で 30 分予め反応させた。その後 1 %M Ub-AMC

（青）、200 nM Lys48結合型 Di-Ub（赤）および 200 nM Lys63結合型 Di-Ub 

（黄）を用いて、バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM 

DTT）中で 37 ℃、1 時間反応を行った。各基質に対する USP47 の DUB 活性

を 100%として、GST-Ublを添加した際の DUB活性を表した。 
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図 29 USP47の GST-Ublドメインに対する消化能の検討 
バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM DTT）中で 10 
%g/mLの USP47 と 10 %g/mLの Ublドメインフラグメントを、37 ℃で 1時
間反応させた。反応後のサンプルを SDS-PAGE によって分離後、CBB 染
色した。!：添加した USP47。  ：GST-Ublタンパク質。 
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考察 
 
第一章では USP47 が DUB として作用すること、特にポリ Ub 鎖に対して高い

切断活性を持つことを明らかにした。そこで、第二章では USP47 のポリ Ub 消

化能発現の分子メカニズムの解明に向けた研究を行った。 

USP47 の欠失変異体を作製し、それらの DUB 活性を検討した結果、USP47 の

ポリ Ub鎖消化能の発現には Ublドメインの重要性が示唆された。最も C末端側

に位置する Ubl3の欠失が大幅なポリ Ub鎖消化能の低下を引き起こした。また、

USP47によるポリ Ub鎖消化時における Ublドメインの添加の影響を検討した際

には、GST-Ubl3の添加は GST-Ubl1および GST-Ubl2に比べて強い DUB 活性の阻

害を引き起こし、さらに GST-Ubl2,3が最も強い阻害効果を示した。これら結果を

踏まえると、USP47 のポリ Ub 鎖消化能の発現に Ubl3 が主要な役割を果たして

いることが考えられる。しかしながら、すべての Ubl ドメインを欠失した

USP47 'Ubl3-1変異体が最も低いポリ Ub鎖消化能を示したことや USP47の DUB

活性測定時に Ubl3を含んでいない GST 融合タンパク質を添加した際にも大幅な

ポリ Ub 鎖消化能の低下が認められたことから、N 末端側の Ubl ドメイン（Ubl1

および Ubl2）の USP47活性発現への寄与も少なくないと考えられる。 

最近、USP4、USP7 および USP14 における分子内 Ubl ドメインの機能が明ら

かとなった（図 30）。USP4 では、不活性時に自身の Ubl ドメインが基質ポケッ

トにはまってポケット構造を保っており、基質である Ub 分子が接近すると競合

的に外れる[49]。また、USP14では Ublドメインが 26Sプロテアソームの Lid部

分を構成するサブユニットと相互作用することで、20S プロテアソームの活性ポ

ケット入り口での基質タンパク質からの Lys48 結合型 Ub 鎖の消化を可能にして

いる[50]。USP7 では、N 末端側の Ubl ドメインへと活性調節タンパク質である

GMP シンターゼが結合し、その後、C 末端側の 2 つの Ubl ドメインがアロステ

リックに作用することで触媒ユニット残基の配置が変化して USP7 が活性化する

ことが報告された[48]。 
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本研究で得られた結果を踏まえると USP47 における Ubl ドメインの役割につ

いて図 31のようなモデルが考えられる。すなわち、2分子以上の Ubからなる基

質の消化の場合には、Ub 鎖が Ubl3あるいは複数の Ubl ドメインと相互作用する

ことで一部構造変化を引き起こし、遊離を受ける Ub 部分が活性ポケットに入り

やすくなることでポリ Ub 鎖の消化を促進していると考えられる。一方、モノ

Ub 基質に対しては、Ubl ドメインとの十分な相互作用が得られないため、

USP47 による消化が起こりにくいのではないかと考えられる。今後、表面プラ

ズモン共鳴法などを用いて、ポリ Ub鎖と USP47 Ublドメインとの相互作用解析

や相互作用部位の絞り込みを行っていくことが必要である。 

本解析の結果から予想される USP7 と USP47 活性制御機構の差異は、両酵素

の高い相同性から考えると意外な結果であった。USP7 のアロステリックな活性

制御に必要な Switching loop と Activation peptide との類似配列が USP47 および

USP22にも存在する[48, 51]。しかしながら、本研究によって USP47では Ublド

メインを介したアロステリック調節機構は存在していないことが明らかになった。

USP22 については相互作用タンパク質による活性化機構は存在するものの、本

領域の寄与はないことが示されており、共通した構造ドメインを含むもののその

活性調節機構は個々の酵素ごとに異なっていると考えられる。 

図 30 USPの活性制御における Ublドメイン機能 
文献 [48-50]より引用 
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また、USP7と USP47ではポリ Ub鎖の基質特異性が異なっていることが明ら

かになった。各酵素の生理機能発現には、ポリ Ub 鎖の結合型に加えて、Ub 化

修飾されているタンパク質部分との相互作用も重要である。USP7 は MATH ド

メインを介して p53 や MDM2 と相互作用することが知られており、本ドメイン

を欠く USP47 は Lys48 結合型ポリ Ub 鎖が付加していたとしてもこれら基質に

対して作用できないと推察される[52-54]。これらの機構によって、タンパク質の

Ub化修飾反応と同様に脱 Ub化反応も様々な DUBによって巧妙かつ複雑に制御

されていると考えられる。 

Ub 相互作用ドメインとしては、UBA や UIM が知られており、例えば、プロ

テアソームサブユニット S5a 中の UIM は Ub との相互作用を介して E3 による

S5a の Lys48ポリ Ub鎖付加に関与し、RAP80の UIMは DNA修復部位にリクル

ートされ Lys63 結合型 Ub 鎖付加を受けた H2A と相互作用に関与していること

が知られている[47, 55, 56]。しかしながら、本研究で著者が提唱した Ublがポリ

Ub 鎖と相互作用するという報告はこれまでに全くなく、Ubl ドメインの新しい

機能となりうると考えられる。また、Ubl によるポリ Ub 鎖認識が USP47 の Ubl

ドメインに特異的なものであるかどうかを今後の解析にて明らかにしていきたい。 



!

38 
!

 

 

+ 

ポリユビキチン基質 

CD CD 

2

3

1

Ub4 

Ub5 

Ub1 

Ub2 

Ub3 

Protein X 

(A) 

 
 

 

① 

２

1

CD CD 
Ub4 

Ub5 

Ub1 

Ub2 

Ub3 

3

Protein X 

3
２

CD CD 

Ub4 

Ub5 

Ub1 

Ub2 

Ub3 

1

Protein X 

3

２

CD CD 

Ub4 
Ub5 

Ub1 

Ub2 

Ub3 

1

Protein X 

3
２

CD CD 

Ub3 

Ub4 

Ub1 

Ub2 

1

Ub5 

Protein X ④ ②! ③!

 
 

 

 

 

モノユビキチン基質 

Ub + 
CD CD CD CD 

2

3

1

2

3

1

Ub 

Protein X 

Protein X 

(B) 

図 31 Ublドメインによる USP47の活性制御モデル 
（A）USP47 のポリ Ub 鎖消化時の反応モデル。（B）USP47 のモノ Ub
化基質の消化時の反応モデル。 
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第三章 酸化ストレス応答に関する脱ユビキチン化酵素の同定  

 

様々なストレスに対する細胞の応答反応において、タンパク質の Ub 化修飾が

重要な役割を果たしていることが知られている。例えば、DNA 損傷時には、損

傷部位へとリクルートされた H2A に Lys63 ポリ Ub 鎖が付加され、それをスキ

ャフォールドとして修復因子が集合して修復反応が進行する[56]。また、抗酸化

ストレス応答遺伝子の転写を促進する転写因子 Nrf2 は、通常時には Keap1 との

相互作用を介して Lys48 結合型ポリ Ub 鎖の付加を受けるため、プロテアソーム

によって分解されているが、酸化ストレス刺激時には Keap1 の構造変化が引き

起こされた結果、Nrf2 による転写が活性化される[57-59]。また、低酸素誘導因

子 Hypoxia inducible factor-1 は、常酸素環境下では分子内の 2 つの Pro 残基が水

酸化されており、それを認識する E3 である pVHL によって Lys48 結合型ポリ

Ub 鎖修飾を受けるが、Pro 残基の水酸化が起こらない低酸素環境下ではプロテ

アソームでの分解から逃れ、低酸素応答遺伝子の転写を促進する[60]。この よう

にストレス応答反応における Ub 添加反応については比較的よく解析されている

ものの、脱 Ub 化反応の関与については全く明らかになっていない。また酸化ス

トレス刺激時にはタンパク質リン酸化酵素やタンパク質分解酵素など多くの酵素

の活性が修飾を受けることが知られている。そこで、酸化ストレス刺激時の

DUB 活性動態変化を解析し、DUB の酸化ストレス応答反応における役割につい

て解析を行った。 
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第一節 酸化ストレス刺激による DUB活性動態変化 

 

HeLa 細胞を用いて、酸化ストレスの DUB 活性に及ぼす影響を検討した（図 

32）。その結果、HeLa 細胞の Ub-GrB、LRGG-AMC および Ub-AMC 分解活性は

いずれもコントロール細胞の約 50%にまで低下していた。 
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次に、酸化ストレス刺激により影響を受ける DUBの同定を試みた。DUB活性

動態を詳細に解析するため、陰イオン交換カラム MonoQ によって HeLa 細胞抽

出液を分画後、酸化ストレス刺激による各画分の DUB 活性を解析した（図 33）。

その結果、Ub-GrB 分解活性は画分 20 を頂点とするなだらかな 1 ピークとして

検出された。しかしながら、活性プロファイルは酸化ストレス処理の前後でパタ

ーンおよび強度ともほぼ一致し、前項の全細胞抽出液を用いた解析で認められた

酸化ストレス刺激による著しい Ub-GrB 分解活性の低下は見られなかった。

LRGG-AMC 分解活性は、画分 15 および 20 を頂点とする 2 つのピークとして検

出された。画分 20 を頂点とする高塩濃度溶出側ピークでは分解活性に差異が認

められなかったが、画分 15 を頂点とする低塩濃度溶出側ピークの LRGG-AMC

分解活性は酸化ストレス刺激によって大幅に低下していた。また、Ub-AMC 分

図 32 酸化ストレスの細胞内 DUB活性に及ぼす影響 

H2O2 処理（5 mM、1 時間）した HeLa 細胞中の Ub-GrB、LRGG-AMC、Ub-

AMC分解活性を測定した。細胞抽出液（100 %g/mL）と Ub-GrB分解活性は 1時

間後、LRGG-AMC 分解活性は 5 時間後、Ub-AMC 分解活性は 3 時間後に AMC

の蛍光強度を測定した。 
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解活性は画分 16 を頂点とする幅広いピークとして検出され、酸化ストレス刺激

により画分 17、18の DUB活性に低下が認められた。 
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以上の結果から、酸化ストレス刺激による LRGG-AMC および Ub-AMC 分解

活性の低下は、MonoQ分画後の DUB活性プロファイル解析においても再現良く

認められることが明らかとなり、酸化ストレス感受性 DUB が活性変化の認めら

れる画分に存在していることが示唆された。 

図 33 MonoQ分画後の DUB活性プロファイル解析 

HeLa 細胞の細胞抽出液を陰イオン交換カラムで分画後、各画分と基質とを反

応させた。Ub-GrB 分解活性は 1 時間後、LRGG-AMC 分解活性は 5 時間後、

Ub-AMC分解活性は 2時間後に AMCの蛍光強度を測定した。 
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第二節 酸化ストレス感受性 DUBの同定 

 

LRGG-AMC 分解活性画分中に見いだされた酸化ストレス感受性 DUB の分子

同定を行うため、DUB 活性中心の Cys 残基と共有結合形成が可能な activity-

based probe HA-Ub-VS を用いた解析を行った（図 34）。MonoQ カラム分画後の

LRGG-AMC 分解活性を示した画分と HA-Ub-VS とを反応させ、抗 HA 抗体を用

いたウエスタンブロット解析を行った。その結果、低塩濃度溶出側および高塩濃

度溶出側いずれの LRGG-AMC分解活性画分においても複数の HA-Ub-VS反応性

バンドが検出された。そのほとんどでは、酸化ストレス刺激の有無による強度変

化が認められなかったが、画分 15、16に含まれる分子量約 37 kDaのバンド（バ

ンド A）は、酸化ストレス刺激後の細胞抽出液からは検出されなかった。 

HA-Ub-VS の分子量約 10 kDa であることから、この酸化ストレス感受性の

HA-Ub-VS 反応性タンパク質の分子量は 27 kDa 程度であると推察された。この

推定分子量と DUB のうち Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase（UCH）ファミリ

ーに属する分子が LRGG-AMC を良い基質とすることを考え合わせると、バンド

Aは UCH-L1（分子量 25 kDa）あるいは L3（分子量 26 kDa）である可能性が強

く示唆された。しかしながら、HeLa細胞における両候補 DUBの発現を RT-PCR

によって検討したところ、UCH-L1 の発現は認められず、UCH-L3 のみが発現し

ていることが明らかになった（data not shown）[61]。 
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図 34  HA-Ub-VSを利用した酸化ストレス感受性 DUBの同定 

（A）陰イオン交換カラムで分画後の HeLa 細胞の LRGG-AMC 分解活性

画分（50 %L）と HA-Ub-VS（200 ng）とを反応させ、抗 HA抗体を用いた

ウエスタンブロット解析により probe 複合体を検出した。（B）HA-Ub-VS

の反応様式。 
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そこで UCH-L3 の酸化ストレス感受性について検討を行った。UCH-L3 の C

末端に FLAG 配列を付加したタンパク質 UCH-L3-FLAG を用いて、その発現量

および HA-Ub-VS 反応性に対する酸化ストレス刺激の影響を検討した（図 35A）。

HeLa 細胞に UCH-L3-FLAG を一過性発現させたところ、UCH-L3-FLAG は約 32 

kDa の位置に検出され、その発現レベルは酸化ストレス刺激によって影響を受け

ないことが明らかになった。続いて、全細胞抽出液を用いて UCH-L3-FLAG の

HA-Ub-VS との反応性を検討したところ、酸化ストレス刺激前の細胞抽出液から

は、UCH-L3-FLAGを示す 32 kDaのバンドに加えて、45 kDaの新たなバンドが

抗 FLAG 抗体によって検出され、このバンドは酸化ストレス刺激後では認めら

れなかった。さらに抗 HA 抗体によっても酸化ストレス刺激前の試料のみから

45 kDaのバンドが検出された。これらの結果から、45 kDaのバンドが UCH-L3-

FLAG と HA-Ub-VS との複合体であると考えられ、UCH-L3 が酸化ストレス感受

性の DUBであることが明らかになった。 

さらに、UCH-L3 が酸化ストレス感受性の DUB であることを証明するため、

抗 UCH-L3 抗体を用いて内在性 UCH-L3 の HA-Ub-VS 反応性に対する酸化スト

レス刺激の影響を検討した。バンド A が検出された MonoQ カラム分画後の

LRGG-AMC 分解活性画分を用いて解析した結果、UCH-L3-FLAG の場合と同様

に、内在性 UCH-L3 の発現レベルに対する酸化ストレス刺激の影響は認められ

なかった。また、抗 UCH-L3 抗体および抗 HA 抗体を用いて UCH-L3 と HA-Ub-

VS との複合体形成について検討したところ、酸化ストレス刺激前の細胞抽出液

からのみ、複合体の形成を示す 37 kDa のバンドがいずれの抗体によっても検出

された（図 35B）。以上の結果から、UCH-L3 が酸化ストレス刺激によって活性

の低下を受ける DUBであることが明らかになった。 

 

!
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(A) 

図 35 UCH-L3は酸化ストレス感受性 DUBである 

（A）UCH-L3-FLAG を一過性に発現させた HeLa 細胞を酸化ストレスで刺激

し、その細胞抽出液（10 %g）と HA-Ub-VS（200 ng）とを反応させ、抗 FLAG

抗体および抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。（B）バン

ド Aが検出された HeLa細胞の LRGG-AMC分解活性画分（50 %L）と HA-Ub-

VSとを反応させ、抗 UCH-L3抗体（Santa Cruz社製、ZE-17）および抗 HA抗

体を用いたウエスタンブロット解析を行った。 

 

(B) 
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また、MonoQ カラム分画後の HeLa 細胞抽出液の各画分に対して抗 UCH-L3

抗体を用いたウエスタンブロット解析を行ったところ、UCH-L3 の存在は低塩濃

度溶出側の LRGG-AMC 分解活性画分である画分 15、16 のみで認められ、さら

にそれは酸化ストレス刺激によって変化しないことも明らかになった（図 36）。

したがって、画分 15、16 における酸化ストレス刺激による LRGG-AMC 分解活

性の低下は、UCH-L3 の発現レベルや溶出プロファイルの変化によって生じてい

るのではなく、UCH-L3 の DUB 活性の低下に起因していることが明らかになっ

た。 

 

!
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図 36 陰イオン交換カラムでの UCH-L3溶出プロファイル 

陰イオン交換カラムで分画後の HeLa 細胞抽出液の各画分に対し、抗 UCH-L3

抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。 
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第三節 酸化ストレス刺激による UCH-L3の LRGG-AMC分解活性低下 

 

第一項 HeLa 細胞での酸化ストレスによる UCH-L3活性の低下 

 

次に、UCH-L3 の HA-Ub-VS 反応性だけでなく、その LRGG-AMC 分解活性も

酸化ストレス刺激によって低下を受けるかどうかを検討した。UCH-L3-FLAG を

一過性に発現させた HeLa 細胞の細胞抽出液から、抗 FLAG 抗体を用いて UCH-

L3-FLAG を免疫沈降し、その LRGG-AMC 分解活性を測定したところ、酸化ス

トレス刺激した HeLa 細胞中から精製した UCH-L3-FLAG の LRGG-AMC 分解活

性は、刺激前の細胞から精製した UCH-L3-FLAG の LRGG-AMC 分解活性の

20％程度しか認められず、確かに酸化ストレス刺激を受けた細胞内で UCH-L3

の DUB活性が低下することが明らかになった（図 37）。 
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図 37 酸化ストレス刺激による UCH-L3の LRGG-AMC分解活性の低下 

UCH-L3-FLAGを一過性に発現させた HeLa細胞を酸化ストレスで刺激し、そ

の細胞抽出液（200 %g）から抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降により精製した

UCH-L3-FLAGの LRGG-AMC分解活性を測定した。 
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第二項 NIH3T3細胞での酸化ストレスによる UCH-L3活性の低下!
!
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最後に、酸化ストレス刺激による UCH-L3 の DUB 活性低下が HeLa 細胞のみ

で認められる現象ではないことを明らかにするため、マウス胚線維芽細胞

NIH3T3 細胞を用いた解析を行った。HeLa 細胞の場合と同様に細胞抽出液を

MonoQ カラムで分画し、酸化ストレス刺激による各画分の LRGG-AMC 分解活

性動態の変化や活性画分における HA-Ub-VS 反応性を検討した。その結果、

LRGG-AMC 分解活性プロファイル、酸化ストレス刺激した細胞での低塩濃度溶

出画分側での活性レベルの低下、そこに含まれる UCH-L3 の HA-Ub-VS 反応性

のいずれも HeLa 細胞と同様の結果が得られた（図 38、39）。このことから、酸

化ストレス刺激による UCH-L3 の活性低下は HeLa 細胞以外の細胞でも認められ

る現象であることが示唆された。 
!
!
!
!
!
!
!
!

図 38 MonoQ分画後の DUB活性プロファイル解析‐NIH3T3細胞を用い 

            た解析 

NIH3T3 細胞の細胞抽出液を陰イオン交換カラムで分画後、各画分と LRGG-

AMCを 5時間反応させ、AMCの蛍光強度を測定した。 
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図 39 酸化ストレス刺激が UCH-L3の DUB活性に及ぼす影響 

陰イオン交換カラムで分画後の NIH3T3 細胞の画分 13（50 %L）と HA-Ub-VS

（200 ng）とを反応させ、抗 UCH-L3抗体および抗 HA抗体を用いたウエスタン

ブロット解析を行った。 
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考察!
 

ミトコンドリアでの ATP 産生の際に生じる活性酸素種は膜脂質、タンパク質、

核酸を酸化し、様々な細胞応答を引き起こす[62, 63]。活性酸素種は生体にとっ

て高い毒性を持つことから、グルタチオンやチオレドキシンといった抗酸化タン

パク質によって消去されているが、その過剰な生成や老化などによる除去能の低

下は酸化ストレスをもたらし、多くの疾患の原因となっている[64-67]。活性酸素

種はタンパク質の Cys や Met 残基の酸化を介して、タンパク質の機能を制御し

ており、pyruvate kinase M2や calcium/ calmodulin-dependent protein kinaseなどの

タンパク質リン酸化酵素、Ub添加酵素群（E1および E2）、caspase-3など様々な

酵素や NF-(B などの転写因子が酸化ストレス刺激によって活性化／不活性化を

受ける[68-73]。本研究において、著者は、酸化ストレス刺激により UCH-L3 活

性が低下することを見出し、UCH-L3 が新しい酸化ストレスエフェクタータンパ

ク質であること見出した。 

UCH ファミリーに属する DUB であるヒト UCH-L3 は 230 アミノ酸から構成

され、その触媒ユニット残基は Cys95、His169 および Asp184 である。X 線結晶

構造解析の結果、基質 Ub と結合していない場合でも本酵素の触媒ユニット残基

はパパイン様と同様の空間配置をとり、Cys95 と His169 の側鎖間の距離は 3.8Å

と近接していることが明らかになっている[74, 75]。このことは Cys95 と His169

の生理的条件下で thiolate-imidazolium イオン対を形成していることを示唆し、そ

してこの thiolate イオンが H2O2 刺激などによって生じた活性酸素種によって酸

化を受け、UCH-L3 が不活性化されると考えられる。一方、USP7 などでは、Ub

との結合前の触媒ユニット残基間の距離が約 8 Å 離れており、活性中心 Cys 側

鎖が thiolate イオンを生じていないと考えられ、このような DUB は活性酸素種

の標的とはなりにくいと考えられる[34]。 

UCH-L3 は人工基質などを用いた解析から Ub の C 末端側に比較的小さなペプ

チドが結合したものを良い基質とし、タンパク質に付加したポリ Ub 鎖の分解よ

りも Ub 前駆体からの Ub 生成や Ub 再利用経路へと深くかかわっていることが

示唆されている[31, 76]。活性酸素種による UCH-L3 の活性低下は、利用可能な

細胞内 Ub 量の低下を引き起こし、さらにタンパク質代謝に大きな影響を与える

と考えられ、さらには UCH-L3 機能の低下が何らかの酸化ストレス疾患の一因

になりうることも考えられる。実際、UCH-L3 ノックアウトマウスの解析の結果、

UCH-L3 遺伝子欠損によって視細胞のアポトーシスによる網膜症が発症すること
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が報告されている[77]。マウス網膜視細胞ではミトコンドリアが内節部位に豊富

に存在しており、UCH-L3 の細胞内局在も同部位であることが知られている[78]。

これらの知見と本研究の結果を考え合わせると、UCH-L3 はマウス網膜視細胞内

で活性酸素種の比較的早期の標的であり、酸化を受けることでその活性が消失す

ると考えられる。そして、UCH-L3 による活性酸素種の消去がうまくいかないこ

とが、網膜症などを引き起こす原因となりうるのではないかと考えられる（図 ）。

また、アルツハイマー病など老年性の疾患の患者の脳内で、UCH-L1 が恐らく活

性酸素種によって様々な酸化修飾を受け、その DUB 活性を失っていることも報

告されており[79, 80]、UCH-L1 および L3 が酸化ストレスのエフェクタータンパ

ク質となり、神経変性やがん、心血管病などの酸化ストレス疾患を引き起こす原

因となりうると考えられる[81-85]。 

ミトコンドリア

活性酸素種

アポトーシス

UCH-L3

酸化

活性の消失

視細胞

 

 

図 40 UCH-L3の網膜視細胞内での酸化ストレスエフェクタータンパク質とし

ての機能 
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総括 
 

タンパク質の Ub 化修飾は細胞周期、シグナル伝達、転写調節など多くの細胞

内のイベントに関与している。タンパク質の Ub 化修飾は、Ub 添加酵素群によ

る Ub 付加反応と DUB による脱 Ub 化反応のバランスによって制御されている。

著者は本研究において、巧妙かつ複雑な Ub 化修飾の機能を理解することを目指

して、未だ解明の進んでいない脱 Ub 化反応に焦点を当てた生化学・化学生物学

的な解析を行った。 

 

第一章では、これまでに DUB活性が明らかになっていなかったヒト USP47の

酵素学的性状について、バキュロウイルス発現系にて調製したリコンビナント酵

素を用いた詳細な解析を行った。その結果、USP47が Ub-GrBや Lys48結合型お

よび Lys63 結合型ポリ Ub 鎖から Ub 分子を遊離し、確かに DUB 活性を有する

ことを明らかにした。また、本酵素が、類縁酵素である USP7 と比べて高い

Lys48 結合型および Lys63 結合型ポリ Ub 鎖消化活性を有することを見出した。

これら知見に加えてプロテアーゼ阻害剤に対する感受性プロファイル解析の結果

も併せると、USP47と USP7の酵素学的性状にははっきりとした差異が認められ、

各酵素は異なった生理機能を担っている可能性が示唆された。 

第二章では、ヒト USP47 のポリ Ub 鎖消化能発現の分子メカニズムを明らか

にするため、分子内に存在する Ublドメインに焦点を当てた解析を行った。その

結果、触媒ドメインの C 末端側に存在する 3 つの Ubl ドメインは USP47 のポリ

Ub 鎖消化活性には重要であること、しかしながら、モノ Ub 遊離活性にはあま

り必要ではないことが明らかになった。そして、USP47 の Ubl ドメインの作用

モデルとして、本領域が基質ポリ Ub 鎖との相互作用を介して、遊離を受ける

Ub 部分を触媒ポケットへと誘導している可能性が考えられた。一方で、USP7

の分子内 Ublドメインのように、アロステリックに触媒部位へと働きかけて活性

化を行う様なモデルは、USP47 では起こっていないと考えられ、活性制御機能

においても、USP47と USP7では異なっていることが明らかになった。 

第三章では、主要な細胞ストレスである酸化ストレスに対する応答時の DUB

活性の動態変化を解析し、活性酸素種によって活性制御を受ける DUB の同定を

行った。陰イオン交換カラムクロマトグラフィーを用いて HeLa 細胞の細胞抽出

液を分画し、酸化ストレス刺激時によって DUB 活性の低下する画分を同定し、

そこに含まれる酸化ストレス感受性 DUBを Ub activity-based probeを用いて探索
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した結果、UCH-L3 が同定された。これらの結果などから、UCH-L3 が酸化スト

レス刺激によって生じた活性酸素種の良い標的であることが示唆され、その不活

性化は網膜症などの酸化ストレス疾患の一因となり得ることが示唆された。 

 

本研究では、ヒト USP47 の酵素学的性状の解析を通じて、本酵素がポリ Ub

鎖の消化を担っていること、さらにはその活性発現には分子内 Ublドメインが重

要であることを明らかにした。これらの知見は、今後、USP47 の生理機能を理

解する上で重要な知見となり得ると考えられる。また著者は UCH-L3 が酸化ス

トレス感受性 DUB であることを見出した。本知見は細胞ストレスなどによって

DUB 活性の変化が酸化ストレスなどの疾患の発症の原因となりうることを示唆

するものであり、DUB 活性動態と疾患発症との相関解析などを通じて、今後、

DUB が疾患標的因子として同定されることを示唆する重要な知見であると考え

られる。また本研究を通じて得られた成果は、タンパク質の Ub 化修飾の多彩な

機能に対する理解をさらに深めることに通じる有用な知見となり得ると期待され

る。 
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実験項 
 

試薬 

 

人工蛍光基質 LRGG-AMC、Ub-AMC はペプチド研究所から、Di-Ub は Life 

sensor から購入した。ペプスタチンや EDTA、N-エチルマレイミドはペプチド研

究所より購入した。1,10-phenanthroline、PMSF、TPCK、ロイペプチン、E64 は

Sigma 社から購入した。抗生物質および IPTG、X-Gal はナカライテスク社製品

を使用した。 

 

細胞培養・細胞抽出液の調製 

 

Sf9細胞は Sf-900 Ⅲ培地を用いて、27 ℃で培養した。ヒト子宮頸癌細胞 HeLa

細胞およびマウス胚線維芽細胞 NIH3T3細胞の培養は 10%の牛胎児血清を含むダ

ルベッコ変法イーグル培地中、37 ℃、5% CO2 下で行った。酸化ストレス（5 

mM H2O2, 1時間）で刺激した細胞を可溶化バッファー［10 mM HEPES (pH 7.9), 

1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5% Triton X-100］で可溶化し、遠心分離（15,000 

rpm, 15分）後の上清を細胞抽出液として用いた。 

 

組み換え型 USP47発現バクミドの調製 

 

USP47の cDNAは HeLa細胞の mRNAを鋳型にした逆転写 PCR法によって得

た。また、その 3’末端には C 末端 6$His タグコード配列を付加した。次に、

USP47 cDNA に BP ClonaseTM による相同組み換えに必要な ATTB1 および

ATTB2 配 列 を 付 加 す る た め 、 ATTB1 プ ラ イ マ ー （ 5’-

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’）および ATTB2 プライマー

（5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’）を用いて USP47 cDNAを

さらに増幅した。PCRは 30 %Lの反応系で行い、2 mM MgCl2を含む 1倍濃度の

Pyrobest Buffer に、プライマー各 0.5 %M（表 3）、Pyrobest DNA ポリメラーゼ

（タカラバイオ社）0.05 U/%L となるように加えた。また、反応は、TRIO-

Thermo Block（Biometra 社）を用いて、94 ℃で 3 分 30 秒間の加熱後、熱変性

（98 ℃、10秒）からアニーリング（55 ℃、15秒）、伸長（72 ℃、3分）に至る

反応を 1サイクルとして計 30サイクル行った。得られた PCR産物を BP Clonase 
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(Invitrogen 社) を用いて pDONR201 ベクター(Invitrogen 社)へと挿入し、大腸菌

DH5!（タカラバイオ）へ導入した。USP47 cDNA が挿入されたベクター 

(pUSP47/pDONR201) を持つ DH5!を 50 %g/mLのカナマイシンを含む LB寒天培

地で選択した。USP47 の cDNA の塩基配列は ABI 377DNA シークエンサー

（Applied Biosystems社）で確認した。次に、LR ClonaseTM（Invitrogen社）によ

って、USP47/pDONR201上の USP47 cDNAを pDEST8（Invitrogen社）へと組み

換え、USP47 の cDNA が挿入された pDEST8 ベクター（pUSP47/pDEST8）を持

つ DH5!を 50 %g/mLのアンピシリンを含む LB寒天培地で選択した。 

次に、トランスポゾンを持つ大腸菌 DH10Bac に USP47/pDEST8 を導入し、そ

の後、トランスファーベクターpDEST8から USP47 cDNAをバクミドへと組み込

み、USP47 発現バクミド（USP47/Bacmid）を得た。USP47/Bacmid を有する

DH10Bacの選択は、50 %g/mLのカナマイシン、10 %g/mLのテトラサイクリン、

7 %g/mLのゲンタマイシン、100 %g/mLの X-Galおよび 40 %g/mL IPTGを含む LB

寒天培地上で行った。USP47/Bacmid はアルカリ/SDS 法によって精製した。

USP7/Bacmidも USP47と同様な方法で得た。 

 

バキュロウイルス発現系を用いた組み換え型 USP47, USP7の発現 

 

USP47/Bacmid 10 %g と Cellfectin reagent（Invitrogen社）6 %Lを 200 %Lの Sf-

900 Ⅲ培地中で混合し、室温で 45 分インキュベーションすることで

USP47/Bacmid-Lipid複合体を形成させた。本複合体を 800 %Lの Sf-900 Ⅲ培地で

希釈後、ヨトウガ細胞 Sf9（1.0$106細胞）に添加することで USP47/Bacmid を導

入した。5時間培養後、培地を新たな Sf-900 Ⅲ培地 2 mLへと交換した。さらに

27 ℃で 72 時間培養後、上清を回収し、第一世代の USP47 発現バキュロウイル

ス（P1Sウイルス）を得た。次で、2 mLの P1Sウイルスを Sf9細胞（1.0$107細

胞）に感染させて、72 時間培養後、第二世代の USP47 発現バキュロウイルス

（P2S ウイルス）を得た。続いて、P2S ウイルスを M. O. I （Multiplicity of 

infection）= ~0.01-0.1 となるように Sf9 細胞（1.0$107細胞) に感染させてウイル

ス増幅を行い、第三世代のウイルス（P3Sウイルス）を得た。 

組み換え型 USP47の発現は、P3SウイルスをM. O. I = ~1-3となるように Sf9細

胞（10.8$108細胞）に感染させて行い、48 時間後の細胞を回収した。USP7 も同

様な方法で発現させた。 
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カラムクロマトグラフィー法を用いた組み換え型ヒト USP47の精製 

 

ウイルス感染 48時間後の細胞を 0.5% Nonidet P-40 を含む PBSを用いて可溶化

した。その細胞抽出液を Ni-NTA（Qiagen社）カラムにアプライし、20 mMイミ

ダゾールおよび 500 mM NaClを含む 30 mLの緩衝液で洗浄した後、200 mMイ

ミダゾールおよび 500 mM NaClを含む緩衝液 20 mLで溶出した。溶出液を 5倍

希釈し、これを Ni2+chelating Sepharoseカラム（GE Healthcare社）にアプライし、

40 mMイミダゾールおよび 500 mM NaClを含む 30mLの緩衝液で洗浄した後、

200 mMイミダゾールおよび 500 mM NaClを含む緩衝液 20 mLで溶出した。 流

速は 2 mL/分、分画は 1 mLずつ行った。その後、サンプルを HiTrap phenylカラ

ム（GE Healthcare社）にアプライし、20% (NH4)2SO4を含む 50 mM Tris（7.5） 

緩衝液 10 mLで洗浄した後、50 mM Tris（7.5） 緩衝液 20 mLで溶出した。流速

は 0.5 mL/分、分画は 0.25 mL ずつ行った。その後、Ub-GrB および SDS-PAGE

後の CBB 染色により活性および純度を確認した。精製後の試料は限外濾過にて

濃縮後、終濃度が 10%となるようにグリセロールを添加し、-80 ℃で保存した。

USP7の精製も同様の方法で行った。 
 

表 3 DUB 遺伝子作製に使用したプライマーの配列 
 

増幅 
遺伝子名 

センス鎖 アンチセンス鎖 

UCH-L3 
5’-
CCGGAATTCGAGGGTCAACG
CTGGCTGCCG-3’ 

5’-
GTGATGGTGATGGTGATGTGC
TGCAGAAAGAGCAATCGC-3’ 

USP7 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGAACCA
CCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGAAAG-3’ 

5’-
GTGATGGTGATGGTGGTTATG
GATTTTAATGGCC-3’ 

USP8 
5’-
CGGGATCCCCTGCTGTGGCTT
CAGTTC-3’ 

5’-
ATGGTGATGGTGTGTGGCTAC
ATCAGTTAC-3’ 

USP47 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGGTGCCC
GGCGAGGAGAACCAACTG-3’ 

5’-
GTGATGGTGATGGTGGTCTTG
AGTCAGATCTTTATTTG-3’ 

 

組み換え型 USP8 及び UCH-L3の調製 

 

USP8 の cDNA は WI-38 細胞の mRNA を、UCH-L3 の cDNA は HeLa 細胞の
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mRNA を鋳型にした逆転写 PCR 法によって得た。次いで PCR 法にて 3’末端に

6$His タグコード配列を付加した USP8 及び UCH-L3 遺伝子を増幅後、それを大

腸菌発現用ベクター pGEX6P1 に挿入した。PCR は 30 %L の反応系で行い、2 

mM MgCl2を含む 1倍濃度の Pyrobest Bufferに、プライマー各 0.5 %M（表 3）、

Pyrobest DNA ポリメラーゼ（タカラバイオ社）0.05 U/%Lとなるように加えた。

作製した USP8 および UCH-L3 発現ベクターを大腸菌 Rosetta-gami B（DE3）に

導入した。組み換え型 USP8 及び UCH-L3 の発現は、37 ℃で OD600=0.6 まで培

養した大腸菌を、15 ℃で１時間静置した後、100 %M IPTGにて誘導した。15 ℃

で 12 時間培養を続けた後に大腸菌を回収し、0.5% Triton X-100 および 150 mM 

NaClを含む 50 mM Tris（7.5） 緩衝液 40 mLで溶出した。 

その抽出液を Ni2+ chelating Sepharoseにアプライし、十分な洗浄後、イミダゾ

ールを含むバッファーでグラジェント溶出（イミダゾール, 40-200 mM）を行っ

た。次いで、溶出画分を GSTrap Sepharose（GE Healthcare 社）にアプライし、十

分な洗浄後、還元型グルタチオン（GSH）を含むバッファーでグラジェント溶出

（0-25 mM）を行った。 

 

組み換え型 Ublドメイン欠失 USP47変異体調製  

 

各変異体の cDNAの PCRは 30 %Lの反応系で行い、2 mM MgCl2を含む 1倍濃

度の Pyrobest Bufferに、プライマー各 0.5 %M（表 4）、Pyrobest DNA ポリメラー

ゼ（タカラバイオ社）0.05 U/%L となるように加えた。反応は、TRIO-Thermo 

Block（Biometra社）を用いて、94 ℃で 3分 30秒間の加熱後、熱変性（98 ℃、

10 秒）からアニーリング（55 ℃、15 秒）、伸長（72 ℃、3 分）に至る反応を 1

サイクルとして計 30 サイクル行った。3’末端に 6$His タグ配列を付加した

USP47 変異体遺伝子を増幅後、それらをトランスファーベクターpDEST8 に挿入

した。それを、大腸菌 DH10Bac（Invitrogen 社）に導入し、cDNA を挿入した

Bacmidを作製した。 

組み換え型 Ubl ドメイン欠失 USP47 変異体は USP47 の発現と同様の方法にて

行った。次いで、P1Sウイルスを用いて P2Sウイルスを、P2Sウイルスを用いて

P3S ウイルスを順次調製した。組み換え型 Ubl ドメイン欠失 USP47 変異体の発

現は、P3SウイルスをM. O. I = ~1-3となるように Sf9細胞（6.5$108細胞）に感

染させて行い、48時間後の細胞を回収した 。 
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表 4 USP47変異体遺伝子の作製に使用したプライマーの配列 

 
増幅する変異

体遺伝子 
センス鎖 アンチセンス鎖 

USP47 C109S 
5’-
CCAAGCAATGACTTCCTATT
TGAATAGCC-3’ 

5’-
GGCTATTCAAATAGGAAGT
CATTGCTTGG-3’ 

USP47 I1274A 

5’-
CGTAAAGAGAAAGCACTAA
AAGCATATCTGGATGGAGCA
CC-3’ 

5’-
GGTGCTCCATCCAGATATG
CTTTTAGTGCTTTCTCTTTA
CG-3’ 

USP47'C27 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGGTGC
CCGGCGAGGAGAACCAACT
G-3’ 

5’-
ATGGTGATGGTGATGGTGA
TGTCCAGTCTTCTGGAGTC-
3’ 

USP47'Ubl3 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGGTGC
CCGGCGAGGAGAACCAACT
G-3’ 

5’-
ATGGTGATGGTGATGGTGT
TCTTCATAAATATGATAAT
C-3’ 

USP47'Ubl3-2 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGGTGC
CCGGCGAGGAGAACCAACT
G-3’ 

5’-
ATGGTGATGGTGATGGTGA
AAATTTTCTGGATCAGAAG
-3’ 

USP47'Ubl3-1 

5’-
AAAAAGCAGGCTATGGTGC
CCGGCGAGGAGAACCAACT
G-3’ 

5’-
ATGGTGATGGTGATGGTGA
GATTGGAAAACCTGATCAG
G-3’ 

 

Ublドメインフラグメントの調製 

 

USP47 cDNA を鋳型にして PCR 法にて 3’末端に 6$His タグ配列を付加した 

USP47 Ublドメイン 遺伝子を増幅し、大腸菌発現用ベクター pGEX6P1に挿入し

た。作製した GST-Ubl 発現ベクターを大腸菌 Rosetta-gami B（DE3）に導入した。

PCRは 30 %Lの反応系で行い、2 mM MgCl2を含む 1倍濃度の Pyrobest Bufferに、

プライマー各 0.5 %M（表 5）、Pyrobest DNA ポリメラーゼ（タカラバイオ社）

0.05 U/%Lとなるように加えた。Ublドメインフラグメントは、USP8 及び UCH-

L3と同様な方法で発現させ、Ni2+ chelating Sepharoseおよび GSTrap Sepharoseを

用いて精製した 。 
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表 5 Ublドメインフラグメントの作製に使用したプライマーの配列 

 
GST-Ubl 
遺伝子名 

センス鎖 アンチセンス鎖 

GST-Ubl1,2,3 

5’-
CCGCTCGAGCTAGAAGTGGAT
GAATACCCAGAAC-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-Ubl1,2 

5’-
CCGCTCGAGCTAGAAGTGGAT
GAATACCCAGAAC-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-Ubl2,3 

5’-
CCGCTCGAGCAGTCTGAAGA
ACGATCAGACTCAGATGTG-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-Ubl1 

5’-
CCGCTCGAGCTAGAAGTGGAT
GAATACCCAGAAC-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-Ubl2 

5’-
CCGCTCGAGCAGTCTGAAGA
ACGATCAGACTCAGATGTG-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-Ubl3 

5’-
CCGCTCGAGGATATTAATATT
TCCAGCAACTGGG-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

GST-54aa 
5’-
CCGCTCGAGACAGAAGAATT
AATGGAATTGACAG-3’ 

5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTA
ATGGTGATGGTGATGGTG-3’ 

 

人工蛍光基質 LRGG-AMC及び Ub-AMCを利用した DUB活性の測定 

 

酵素反応は、反応バッファーA（50 mM Tris pH 7.5、 100 mM NaCl、10 mM 

DTT）中で行った。DUB 活性測定用基質として 50 %M の LRGG-AMC あるいは

１%M の Ub-AMCを使用した。各人工蛍光基質から遊離した AMCの蛍光強度は、

プレートリーダーを用いて測定した。（励起波長: 380 nm、検出波長: 460 nm） 

 

GrBをレポーターとした DUB活性測定法 

 

酵素反応は DUB基質である Ub-GrB（10 %g/mL）と GrBの基質である 50 %M 

の IETD-AMC（ペプチド研究所）を含む反応バッファーA 中で行った。反応液

中の IETD-AMC の分解によって生成した AMC の蛍光強度を測定した。成熟型
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GrB の生成は、反応後の試料を SDS-PAGE で分離した後、蛍光試薬 Lumitein で

染色することで可視化し、各バンドの強度をデンシトメトリーで定量した。 

 

Lys48結合型及び Lys63結合型ポリ Ub鎖に対する DUB活性の測定 

 

USP47（60 %g/mL）と Lys48 結合型あるいは Lys63 結合型ポリ Ub 鎖（4 

%g/mL）（Boston Biochem 社）をバッファーA 中で反応させた。反応後の試料を

SDS-PAGE で分離し、抗 Ub 抗体（P4D1, Santa Cruz 社）を用いたウェスタンブ

ロット解析によってモノ Ubへの消化を可視化した。 

 

イオン交換クロマトグラフィーによる細胞抽出液の分画 

 

各細胞抽出液（1 mg）を陰イオン交換カラム Mono Q 5/50 GL column（GE 

Healthcare 社）にアプライし、十分な洗浄後、NaClのグラジエント（10 mM-500 

mM）で溶出した。流速は 0.75 mL/分、分画は 0.5 mLずつ行った。 

 

activity-based probeを利用した DUB活性の検出・ウエスタンブロット解析 

 

分画前もしくは分画後の細胞抽出液 50 %Lと HA-Ub-VS（Boston Biochem社）

200 ngとを 37 ℃で 1時間反応させた。反応後の試料を、SDS-PAGEにより分離

した後、PVDF 膜に転写した。ブロッキング後の PVDF 膜を抗 HA 抗体

（BABCO社製, HA.11）あるいは各種特異抗体と反応させ、次いでアルカリホス

ファターゼ標識した二次抗体と反応させた。その後、NBT/BCIP を用いて目的タ

ンパク質を可視化した。 

 

UCH-L3-FLAGの発現・免疫沈降・活性測定 

 

ヒト UCH-L3 遺伝子を挿入した発現ベクターpUCH-L3/p3xFLAG-CMV-14

（Sigma-Aldrich社）を HeLa細胞へ一過性に導入し、酸化ストレス刺激後、細胞

抽出液を調製した。結合バッファー［50 mM Tris/HCl（pH 7.5)、150 mM NaCl, 

0.5 % Triton X-100）中で細胞抽出液（200 %g）と protein G Sepharose（GE 

healthcare 社製） 20 mL、抗 FLAG 抗体（和光純薬工業社製, 1E6）1.5 %g とを

4 ℃で一晩混和し、免疫沈降を行った。遠心分離後の残渣を結合バッファーで 3
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回、反応バッファーで 2回順次洗浄した後、50 %M の LRGG-AMCを含む反応バ

ッファーを加えて 37 ℃でインキュベートすることで、免疫沈降産物中に含まれ

る UCH-L3の DUB活性を測定した。 
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略語表 

AMC  :  7-amino-4-methylcoumarin 

DUSP :  domain present in ubiquitin-specific proteases 

DTT :  dithiothreitol 

DUB :  deubiquitinating enzyme 

EDTA :  ethylenedinitrilo-tetraacetic acid 

E64   :  (L-3-trans-carboxyirane-2-carbonyl)-L-leucyl-agmatine 

GST :  glutathione S-transferase 

GrB : granzyme B 

HPLC : high performance liquid chromatography 

IPTG :  isopropyl "-D-1-thiogalactopyranoside 

PAGE :  polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS :  phosphate buffered saline 

SDS :  sodium dodecyl sulfate 

Tris :  tris (hydroxymethyl) aminomethane 

X-Gal :  5-bromo-4-Chloro-3-Indolyl-"-D-Galactoside 

ZIN-UBP :  zinc finger ubiquitin-specific protease domain 

Ub :  ubiquitin 

Ubl :  ubiquitin like  

UIM :  ubiquitin-interacting motif 

UBA :  ubiquitin associated domain 

UBD :  ubiquitin binding domain 

UCH-L3 :  ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L3 

USP :  ubiquitin-specific protease 
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