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【学位論文】 

 

 

題名 

ユビキチンＣ末端水解酵素１型(UCH L1)に相互作用するタンパク質

の検索 

 

 

 

短縮題名 

UCH L1 に相互作用するタンパク質 

 

 

著者名 

滝沢修一 

旭川医科大学大学院医学研究科 生体情報調節系 情動科学部門 

［主任：千葉茂教授］ 

 

 

１． 緒言 

 

ユビキチン（Ub）は 76 個のアミノ酸からなる低分子量タンパク質で

ある．Ub は細胞周期制御，細胞成熟，細胞死，シグナル伝達，膜タン

パク質制御，シナプスの成長など，細胞の様々な過程において重要な

役割を果たしている 1) 2)．Ub は基質タンパク質のリジン残基と共有結

合を形成し，Ub 自身のリジン残基に Ub が結合した場合はポリ Ub 鎖を

形成する．Ub は翻訳後修飾因子としても機能し 3)，Ub の Lys48 を介在

して形成されたポリ Ub 鎖により修飾された基質タンパク質は一般的

に 26S プロテオソームにおいて分解される 1)．一方，単量体 Ub はアミ

ノ酸配列中にライソゾーム内部移行シグナルを持つ．このため単量体
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Ub による修飾は，膜タンパク質の選別シグナルとして機能し，この修

飾を受けた基質膜タンパク質はエンドソーム経路やライソゾーム経路

により分解される 4)．基質タンパク質への Ub の結合，すなわち Ub 化

の過程は Ub 活性化酵素（E1），Ub 結合酵素（E2），Ub リガーゼ（E3）

の 3 群の酵素群により行われる 5)．Ub 化は可逆的な反応であり，チオ

ール蛋白質分解酵素である脱 Ub 化酵素（deubiquitinating enzymes ; 

DUBs）は，Ub の C 末端の Gly76 と基質の間で形成されている共有結合

を切断する．DUBs の機能としては，Ub 前駆体タンパク質から単量体

Ub の切り出し，Ub の C 末端に結合した低分子のトリミングによる利用

可能な単量体 Ub の再生，ユビキチン鎖伸展の監視，Ub 化された基質

からの Ub 修飾解消などが考えられている．DUBs はその基質特異性か

ら，ユビキチン C 末端水解酵素（Ub C-terminal hydrolase ; UCHs）

とユビキチン特異的蛋白分解酵素（Ub-specific protease ; UBPs）に

分類される．UCHs は in vitro において Ub の C 末端に結合した低分子

や変性したポリペプチドを Ub の C 末端から切り離す作用を有し，加え

て UBPs ではポリ Ub 鎖や基質タンパク質などを未変性の状態において

も Ub の C 末端との間で形成されたイソペプチド結合をも切断する 3)． 

 ほ乳類では UCHs はその局在する細胞・組織により細分類される．UCH 

L1 と UCH L3 はともに約 220 アミノ酸から成る低分子量タンパク質で

あり，細胞質と核の両方に局在する 6)．UCH L3 は全種類の細胞に発現

しているが，UCH L1 は神経細胞と精巣／卵巣にのみ発現している 7)．

UCH L1 は脳において最も豊富に存在するタンパク質であり，脳可溶性

タンパク質の総量の 1〜5％を占める 8)．UCH L3 は Ub と低分子ペプチ

ドの間で形成された共有結合を切断するが，UCH L1 は 10 アミノ酸以

上から成る未変性ペプチドを Ub の C 末端から切り離すことは出来ず，

UCH L1 は UCH L3 に比べ基質特異性が高い 9)．しかし，両者の生化学的

性質の差の基盤については不明のままである． UCH L1 はアルツハイ

マー病患者脳のアミロイド斑やパーキンソン病患者脳のレヴィ小体等

の細胞内凝集体に存在することから，UCHs と神経変性疾患との関連が

注目されていた 7)．興味深いことに，ドイツのパーキンソン病の一家
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系において，UCH L1 の 93 番目のアミノ酸の変異（イソロイシン→メ

チオニン）が報告されている 10)．また，薄束核ジストロフィーマウス

（gracile axonal dystrophy mouse ; gad マウス）において Uchl1 の

部分欠失による null mutant が報告されている 11)．このように，UCH L1

は神経変性疾患において重要な役割を演じていることが示唆されてい

た．近年，Yichin Liu らは UCH L1 二量体が E3 活性を有することを報

告した 12)．また，我々のグループは UCH L1 が Ub と結合して神経系に

おける Ub レベルの調整に重要な役割を果たしていることを報告した

13)． 

UCH L1 の機能をさらに理解するために，UCH L1 と相互作用するタンパ

ク質を検索することは有意義であると考えられた．現在まで，UCH L1

と相互作用するタンパク質として Ub 13)，JAB1 および p27Kip1 14)が報告

されているのみである．そこで今回，著者はペプチドマッピングを用

い UCH L1 と相互作用するタンパク質を検索したのでここに報告する． 

 

 

２．材料と方法 

 

N 末端 6×ヒスチジンタグ付き UCH L1 タンパク質（6His-UCH L1）の

cDNA クローニングおよび大腸菌発現系． 

UCH L1 をコードする cDNA 断片は，マウス脳 cDNA ライブラリから PCR

法を用いた増幅により得た． PCR 法には， Pfu Turbo DNApolymerase

（ Stratagene ）， Sph I サ イ ト を 含 む セ ン ス プ ラ イ マ ー 

(5’-ACATGCATGCCAGCTGAAGCCGATGGAGATT-3’)，および Hind III サイ

ト を 含 む ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

(5’-CCCAAGCTTAGCTGCTTTGCAGAGAGC-3’)を用いた．得られた PCR 産物

を Sph I と Hind III で切断し，pQE-30 vector (InvitrogenTM life 

technologies)の Sph I-Hind III サイトに挿入して得たベクターは，N

末端 6×ヒスチジンタグ付き UCH L1 タンパク質（6His-UCH L1）をコ

ードしており，これを用いて M15 大腸菌株を形質転換した．大腸菌に
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発現した 6His-UCH L1 を，Ni-NTA Agarose (Qiagen)を用いたアフィニ

ティー精製の後，SuperdexTM 75 pg (Amersham Pharmacia Biotech)を

用いてゲル濾過精製した．いずれの精製段階も未変性条件下で行った．

ゲル濾過精製後の 6His-UCH L1 タンパク質は，SDS-PAGE 後の CBB 染色

でシングルバンドとして認識され，そのバンドは抗 UCH L1 抗体を用い

たウエスタンブロッティングにおいてもシングルバンドとして認識さ

れた 13)． 

 

アフィニティクロマトグラフィー 

全ての操作は，4 ℃にて行った． 

10 匹分のマウス脳を 25 ml の溶解バッファー（50 mM NaH2PO4 /300 mM 

NaCl /10 mM イミダゾール / タンパク質分解酵素阻害剤カクテル, pH 

8）中でホモジェナイズし， AvantiTM J-25 Centrifuge (Beckmann)と

JA-12 rotor (Beckmann)を用いて 1000×g，60 分間遠心の後，得られ

た上清を細胞質分画とした．沈殿は 25mL の核分核抽出バッファー

（400mM NaCl / 10% NP-40 / タンパク質分解酵素阻害剤カクテル, pH 

8）で再懸濁され， 16000×g，15 分間遠心したのち得られた上清を得

た．この上清を SuperdexTM 75 pg を用いて溶解バッファーにバッファ

ー置換し，これを核分画とした． 

1 ml の NHS-activated SepharoseTM 4 FastFlow (Amersham Pharmacia 

Biotech)に，製品マニュアルに沿って 1 mg の 6His-UCH L1 を結合させ，

UCH L1 結合カラムを作成した．容量 5 ml の UCH L1 結合カラムに総タ

ンパク質量 200 mg 相当の細胞質分画もしくは核分画を加え，1 時間の

インキュベーションの後，このカラムを 15 ml の洗浄バッファー（50 mM 

NaH2PO4 /300 mM NaCl /20 mM イミダゾール, pH 8）で 2 回洗浄し，20 

ml の溶出バッファー（50 mM NaH2PO4 /300 mM NaCl /250 mM イミ

ダゾール）で溶出液を得た．溶出液は CentriconR Plus-20 (amicon)

を用い，4000×g，30 分間で限外濾過濃縮した後，SDS-PAGE で分離し

た． 
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SDS-PAGE，ペプチドマッピング，western blotting 

SDS-PAGE は 15 %グラジエントゲル（日京テクノス）を用い，既出の

方法 11)で行われた．SDS-PAGE ののち CBB 染色後，顕著なバンドを切り

出し，trypsin（Sigma）を用いてゲル内消化を行った 15)．消化後のペ

プチド断片はナノスプレーQSTAR Pulsar LC/MS/MS システムを用いた

飛行時間質量スペクトロメトリー（TOF mass spectrometry）により同

定された．  

 

３． 結果 

 

UCH L1 は GAPDH, CNPase, MBP, α1-tubulin と結合する．  

UCH L1 タンパク質と結合し相互作用するタンパク質を明らかにする

目的で，6His-UCH L1 結合カラムを用いたアフィニティクロマトグラ

フィーの後，ペプチドマッピングを行った（図 1）． 

細 胞 質 分 画 22kDa 付 近 の バ ン ド ① A か ら DSHTRTTHYGSLPQK ，

NIVTPRTPPPSQGK，GAYDAQGTLSK および SQHGRTQDENPVVHFFK のペプチド

断 片 が ， 細 胞 質 分 画 18kDa 付 近 の バ ン ド ① B か ら

DSHTRTTHYGSLPQKSQHGRTQDENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQGK， GAYDAQGTLSK お

よび LGGRDSRSGSPMARRA のペプチド断片が，細胞質分画 17kDa 付近のバ

ン ド ① C か ら DSHTRTTHYGSLPQK ， NIVTPRTPPPSQGK お よ び

SQHGRTQDENPVVHFFK のペプチド断片が得られた．核分画 22kDa 付近の

バンド①D から LGGRDSRSGSPMARR，DSHTRTTHYGSLPQK，NIVTPRTPPPSQGK，

GAYDAQGTLSK および SQHGRTQDENPVVHFFK のペプチド断片が，核分画

18kDa付近のバンド①Eから NIVTPRTPPPSQGKおよび SQHGRTQDENPVVHFFK

の ペ プ チ ド 断 片 が ， 核 分 画 1 ７ kDa 付 近 の バ ン ド ① F か ら

DSHTRTTHYGSLPQK および NIVTPRTPPPSQGK のペプチド断片が得られた．

これら①A～①F は myelin basic protein (MBP)に 100%一致した．核

分 画 40kDa 付 近 の バ ン ド ② か ら は SHTFLPK ， STLARLILEK ，

MVSADAYKIIPGSRADFSEAYK，NQWQLSADDLKK，AGQVFLEELGNHK，ELRHFISGDEPK，

LELVSYFGK，AAGAEEYAQQEVVK，LSISALFVTPK，GGSQGEAVGELPRGK および
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AIFTGYYGKGKPVPIHGSRK の ペ プ チ ド 断 片 が 得 ら れ ， こ れ ら は

2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase)に 100%一

致 し た ． 核 分 画 45kDa 付 近 の バ ン ド ③ か ら は

FNGTVKAENGKLVINGKPITIFQERDPTNIK， RVIIS APSADAPMFVMGVNHEKYDNSLK

お よ び QASEGPLK の ペ プ チ ド 断 片 が 得 ら れ ， こ れ ら は

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)に 100%一致した．

核分画 50kDa 付近のバンド④からは TIGGGDDSFNTFFSETGAGK， EDAA 

NNYARGHYTIGKEIIDLVLDRIRK， DVNAAIATIK および VGINYQPPTVVPGGDLAK

のペプチド断片が得られ，これらはα1-tubulin に 100%一致した． 

なお，UCH-L1 結合タンパク質として既知の分子ユビキチンが先行報

告 13)と同様に UCH-L1 アフィニティークロマトグラフィーで得られる

ことを，抗ユビキチン抗体を用いた western blotting にて確認した（図

１）．また， UCH-L1 タンパク質未結合 NHS-activated SepharoseTM 4 

FastFlow カラムを用いたアフィニティークロマトグラフィでは，溶出

サンプル中に前述のバンド①A，①B，①C，①D，①E，①F，②，③，

④が認められないことを確認した（図１）． 

現在，我々はこれらの候補タンパク質と UCH L1 の相互作用に関して

さらに研究中である． 

 

 

４． 考察 

 

著者は本論文で UCH L1 が Ub，JAB1 および p27kip1 以外のタンパク

質と結合し相互作用する可能性を指摘した．著者の実験結果から MBP，

α1-tubulin，GAPDH，CNPase が候補タンパク質として挙げられた．現

時点においてはこれら候補タンパク質と UCH L1 の結合・相互作用に関

して，有力な証拠は得られていない．しかし，これら候補タンパク質

はいずれも神経変性・髄鞘形成に重要であり，gad マウスの病態を考

える上でも興味深い．GAPDH は解糖系酵素であるだけではなく，DNA 修

復機構に関与するほか，ハンチントン舞踏病の原因遺伝子 hantingtin
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の遺伝子産物と結合することが知られている．また最近，GAPDH が神

経細胞・非神経細胞の細胞死機構に影響を与えることが報告された 16)．

CNPase と MBP はミエリン構造を形成しているグリア細胞の細胞膜直下

に豊富に存在しており，CNPase は MBP をミエリン構造に固定する働き

があると報告されている 17)．UCH L1 は神経細胞特異的マーカーである

ため，通常，グリア細胞系マーカーである MBP および CNPase と同一細

胞内で発現することはない．しかし，座骨神経軸索切断によるワーラ

ー変性下では UCH L1 がシュワン細胞に一過性に発現することが報告さ

れているため 18)，特殊な条件下では MBP および CNPase と UCH L1 が同

一細胞内で相互作用する可能性は否定しきれない．さらにα1-tubulin

は細胞骨格の微小管構造の主要構成タンパク質であり，プロテアソー

ム阻害剤の MG132 存在下では UCH L1 を含む凝集体の周囲を取り囲むよ

うにα-tubulin が局在することが報告されている 18)．これら UCH L1

相互作用候補タンパク質は，UCH L1 が関わる神経細胞における生化学

的・細胞学的な過程を研究する上で，興味深い存在であると考えられ

る． 

 

 

５． 結語 

 

 本研究により，UCH L1 は MBP，α1-tubulin，GAPDH，CNPase と結合・

相互作用をすることが示唆された． 
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図表解説  

 
図 1. UCH L1 アフィニティーカラムによるペプチドマッピング．  

(a) マウス脳より得られた細胞質分画および核分画は，UCH L1

結合カラム［UCH L1(+)］と混合された．ネガティブコント

ロールとして UCH-L1 未結合カラム［UCH L1(-)］を用いられ

た．イミダゾールにより得られた溶出液は SDS-PAGE により

分離され，CBB 染色された．ネガティブコントロール［UCH 

L1(-)］では認められず，UCH L1 結合カラム［UCH L1(+)］

に特異的なバンド①A，①B，①C，①D，①E，①F，②，③，

④を切り出し，トリプシンでゲル内消化され，LC/MS で分析

された．また，溶出液中に既知の UCH L1 結合タンパク質ユ

ビキチン（ Ub）が存在することを，抗 Ub 抗体を用いた

immunoblot で示した．  

(b) LC/MS の結果．得られたペプチド断片（グレー）より，バン

ド①A～①F は myelin basic protein (MBP)，バンド②は 2’, 

3’-cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase)，バンド

③ は glyceraldehyde-3-phosphatase dehydrogenase 

(GAPDH)，バンド④はα1-tubulin と同定された．  
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図 1, 滝沢修一 
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