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第１章 序論 
 

１－１ 緒言 

 

アミノ酸は、アミノ基とカルボキシル基を持つ有機化合物を指し、生物は 500種類

以上のアミノ酸を合成すると考えられている。その中で、タンパク質を構成する基本

的なアミノ酸は 20 種である。グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシ

ン、メチオニン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、セリン、トレオニ

ン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、システイン、リシン、アルギニン、ヒス

チジン、アスパラギン酸、グルタミン酸。本研究で注目したロイシンはこの中の１つ

である。タンパク質は、心臓、筋肉、皮膚など体内のあらゆる組織や臓器に存在し、

代謝や遺伝子発現制御などあらゆる生体反応を担っており、タンパク質及びその構成

成分であるアミノ酸は、生物には不可欠である。 

近年、栄養素であるアミノ酸は、栄養素とは異なる“特別な機能”を持つことで注

目されるようになった。機能性食品という言葉が生まれたのも、私たちの生活が飽食

の時代に移ったためであると考えられる。すなわち、栄養目的の食事から病気の予防

という付加価値が加えられた食事に関心が高まったためと考えられる。アミノ酸の栄

養素以外の高機能として、ロイシンのタンパク質合成促進作用、アルギニンの内分泌

系に成長ホルモン分泌を促す作用、グルタミンの消化管の修復作用などが知られてい

る。しかし、現在までにこれらの作用のメカニズムは解明されていない。 

本研究では、ロイシンが細胞内のタンパク質合成を促進する作用に注目した。ロイ

シンのタンパク質合成促進の作用メカニズムとして、mTOR シグナル経路の活性化

が考えられている。しかし、詳細な活性化メカニズムはまだ解明されていない。そこ

で、本研究では、アフィニティ精製に適した当研究室で開発した粒子を用いて、ロイ

シンの標的タンパク質を探索するという画期的な手法により、活性化機構の解明に取
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り組んだ。 

ロイシンによるタンパク質合成促進作用のメカニズムが明らかになることによっ

て、タンパク質代謝のバランスの崩れた状態を改善する薬剤や高機能性食品の開発が

可能になる。例えば、入院時や疾病時に見られる、臓器の機能低下や筋力低下を改善

することを想定した。これは、私たちの生活の質（Quality of Life）の向上や健康に

つながる研究であると期待される。 
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１－２ 本研究の背景 

 

１－２－１ ロイシン 

 

ロイシン（leucine, 三文字表記 Leu）は、タンパク質を構成する標準アミノ酸の１

つである。側鎖に分岐アルキル鎖を持つため、イソロイシン、バリンと３つ合わせて

分岐鎖アミノ酸と呼ばれる（図 1-1）。３つの分岐鎖アミノ酸は、ヒト体内では合成で

きないため、必須アミノ酸に分類されている。 

ロイシンの分解は、他の分岐鎖アミノ酸と共通している。まず、分岐鎖アミノ酸ア

ミノ基転移酵素によるアミノ基転移反応を受ける。反応後に残った炭素骨格は、不可

逆的な段階を含む複数の段階を経て、脂質の原料であるアセチル-CoA になる（イソ

ロイシンとバリンはクエン酸回路に入って糖新生に寄与する点は異なる）。一方、ア

ミノ基はグルタミン酸の一部になり、尿素回路によりアンモニアに変換され、さらに

尿素に変換されて体外に排出される。分岐鎖アミノ酸以外の標準アミノ酸が肝臓で分

解されるのに対し、分岐鎖アミノ酸は肝臓では分解されず筋肉で主に分解される。こ

れは、代謝の第一段階であるアミノ基転移反応を触媒する分岐鎖アミノ酸アミノ基転

移酵素の活性が、筋肉では肝臓の約 60 倍も存在することによる。代謝酵素は全てミ

トコンドリアに存在している。 

タンパク質を含む食事を摂取すると、血液中のアミノ酸濃度は増加する。細胞への

ロイシンの取り込みは、細胞膜上にある中性アミノ酸トランスポーターによって行わ

れている。中性トランスポーターとして代表的なものの１つが、LAT1（別名 SLC7A5）

/ 4F2hc（別名 SLC3A2）ヘテロダイマーである。LAT1は 12回膜貫通タンパク質と

考えられており、ロイシン、イソロイシン、バリン、フェニルアラニン、チロシン、

トリプトファン、メチオニン、ヒスチジンなどを通す広い選択性を示す。4F2hcは１

回膜貫通タンパク質で、LAT1 とジスルフィド結合を形成し、LAT1 が機能するため
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に必要とされている（Kanai et al. 1998; Yanagida et al. 2001）。このほか、ロイシ

ンを通すトランスポーターとして、ヒトでは、y+LAT-1（SLC7A7）/ 4F2hcヘテロダ

イマー、y+LAT-2 / rBATヘテロダイマー、LAT3などが報告されている（Torrents et 

al. 1998; Pfeiffer et al. 1999; Babu et al. 2003）。 

 

１－２－２ ロイシンのタンパク質合成促進作用 

 

ロイシンにタンパク質合成を促進する作用があることは、今から 35年前に報告さ

れた（Buse & Reid 1975）。ラットから単離した横隔膜（筋組織の一種）にロイシン

を前処理すると、放射能ラベルした[14C]-リジンの組織タンパク質への取り込みが増

加し、タンパク質合成促進、分解抑制の効果があることが示された。そして、現在に

至るまでに、ラットを用いた実験や各種培養細胞株を用いて、ロイシンの作用が確認

されている。 

一晩絶食したラットにロイシンを経口投与し、[3H]-フェニルアラニンを注射し各

組織におけるタンパク質への取り込み量を調べると、心臓は例外として骨格筋・肝

臓・腎臓・脂肪組織など各組織においてタンパク質合成が増加するという報告がある

（Kimball & Jefferson 2004）。特に、骨格筋でのロイシンの効果は強く、ロイシン

を経口投与すると通常の食事を与えた時と同程度のタンパク合成が増加するという

報告もある。これらの実験は、１日の食事で摂取するロイシンの量を１回で、水に溶

かして与えている。絶食後の血液中のロイシンの濃度は約 0.1 mMだが、ロイシン投

与後１時間で約 2 mMまでに増加する（Anthony et al. 2000）。 

このような作用を持つロイシンは、臨床の場でも使われている。例えば、術後の体

内の低タンパク質状態を改善するため、分岐鎖アミノ酸を多く含むアミノ酸輸液が使

われている。また、肝硬変患者は肝機能が低下しており、肝臓で作られる血清アルブ

ミン量が低下している。肝硬変患者の低アルブミン血症を改善する薬剤として、分岐



 9

鎖アミノ酸が使われている。 

タンパク質の材料であるアミノ酸が豊富に存在すれば、タンパク質合成が促進する

ことは想像に難くないが、ロイシンによるタンパク質合成促進作用は、タンパク質の

材料として以外の関与があると考えられている。 

 

１－２－３ mTORシグナル経路 

  

ロイシンのタンパク質合成促進作用は、mTOR（mammalian target of rapamycin）

経路というシグナル伝達経路を活性化して、翻訳開始を促進するためと考えられてい

る。 

mTORシグナル経路は、mTORという約 290 kDaの巨大なセリン / スレオニン

キナーゼを中心とした細胞内シグナル伝達経路である（図 1-2）。酵母で免疫抑制剤

ラパマイシンの標的因子として TORが同定され、mTORは TORの哺乳類ホモログ

である。この mTORシグナル経路は、細胞内外の栄養状態を感知して、翻訳促進や

細胞成長（細胞の大きさを大きくする）をもたらす経路として知られている

（Wullschleger et al. 2006）。mTORは、Raptor・GβLと三者複合体 TOR complex 

1を形成している。この TOR complex 1は、翻訳調節因子である S6K1や 4E-BP1

をリン酸化することにより、翻訳を促進する。TOR complex 1を活性化する上流因

子としては、アミノ酸（特にロイシン）、増殖因子やホルモン、グルコースが知られ

ている（これらの因子が TOR complex 1を活性化する機構については、１－２－４

で記述する）。 

S6K1（ribosomal protein S6 kinase 1、別名 p70S6k）は、リボソーム S6をリン酸

化するキナーゼとして見つかったが、現在までに S6 以外にリン酸化する基質が報告

されている。S6K1がリン酸化する基質に、翻訳伸長に関与する eEF2k、翻訳開始因

子 eIF4B、スプライシングに関わる SKAR などが報告されている。これらの因子が
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リン酸化されることによって翻訳は促進する（Wang et al. 2001; Raught et al. 2004; 

Ma et al. 2008）。S6K1は、多数のリン酸化部位を持っており、Thr229、Thr367、

Thr371、Thr389、Ser404、Ser411、Ser418、Ser421、Ser424、Thr447 が知られ

ている。Thr371は、TOR complex 1が直接リン酸化する部位として報告されており、

他のリン酸化部位よりも上位にあると考えられている（Saitoh et al. 2002）。Thr389

のリン酸化状態も TOR complex 1の制御下にあり、S6K1活性と強い相関関係にあ

る。よって、TOR complex 1活性化の指標としてよく用いられている（Brown et al. 

1995; Isotani et al. 1999）。 

4E-BP1（eIF4E-binding protein 1）は、mRNAの 5’末端キャップ構造（m7GpppX）

に結合する翻訳開始因子 eIF4E に結合することによって、翻訳開始複合体の形成を

阻害している。4E-BP1（117アミノ酸残基）のリン酸化部位として、Thr37、Thr46、

Ser65、Thr70、Ser83、Ser112 の６箇所がある。さらに、TOR complex 1 により

Thr37/46→Thr70→Ser65 という順序でリン酸化されることが知られている。

4E-BP1は、この 4箇所でリン酸化を受けると eIF4Eから離れる。その結果、eIF4E

を含む開始複合体が 5’末端キャップ構造付近に形成され、キャップ依存的な翻訳が

促進する（Brunn et al. 1997; Gingras et al. 2001; Mothe-Satney et al. 2000）。 

TOR complex 1による S6K1や 4E-BP1のリン酸化は、特定のmRNAの翻訳を促

進すると考えられている。TOR complex 1阻害剤のラパマイシンによって、全体的

なタンパク質合成全体が 10~15％程度抑えられるが、その中でも特に 5’UTRにオリ

ゴピリミジン配列を持つ遺伝子（翻訳伸長因子 eEF-1a、eEF2、リボソーム S6など）

の翻訳が強く阻害される（Jefferies et al. 1994）。ただし、このようなオリゴピリミ

ジン配列を持つ因子の翻訳は、S6K1非存在下でも行われ、S6K1を補完する因子が

存在すると考えられている（Jefferies et al. 1997; Stolovich et al. 2002; Pende et al. 

2004）。4E-BP1 に関しては、4E-BP1 ノックダウン実験（癌細胞の運動性に関わる

因子の翻訳が増加）や 4E-BP1の結合因子 eIF4Eの過剰発現実験（cyclin D1、c-Myc
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などの細胞周期・細胞成長に関わる因子の翻訳が減少）から、特定のmRNAの翻訳

に関与していると考えられている（Benedetti et al. 1999; Magagnin et al. 2008）。

しかし、TOR complex 1が特定のmRNAの翻訳を促進させる機構は、今後解明すべ

き課題である。 

 

１－２－４ mTORシグナル経路を活性化する因子 

 

mTOR（特にmTOR・Raptor・GβLから成る三者複合体 TOR complex 1）を活性

化する因子としては、 

① 増殖因子（例：IGF-I、VEGF）やホルモン（例：インスリン） 

② グルコース 

③ アミノ酸（特にロイシンは強くmTORを活性化することが知られている） 

が知られている。 

① 増殖因子やホルモン、② グルコース、が mTORを活性化する経路については

よく調べられている一方で、③ ロイシンがmTORを活性化する経路はまだ明らかに

なっていない（以下、ロイシンが mTOR を活性化する経路を「ロイシン-mTOR シ

グナル経路」と呼ぶ）（図 1-2）。 

 

① 増殖因子やホルモンの活性化経路（総説は Lindsley et al. 2004） 

増殖因子やホルモンが、細胞膜上のそれぞれの受容体に結合することによって、細

胞内のシグナル伝達が引き起こされる。以下、インスリンについて例を挙げる。イン

スリンが細胞膜上のインスリン受容体に結合すると、 IRS（ insulin receptor 

substrate）が受容体へリクルートされ IRS リン酸化が起こる。次に、PI3K

（phosphatidylinositol 3-kinase）が IRSへリクルートされ、PI3Kは細胞膜上のリ

ン脂質であるホスファチジルイノシトールのイノシトール環 3位をリン酸化する 
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（PI（4,5）Pから PI（3,4,5）Pを産生する）。 

PI（3,4,5）P の存在する膜は、タンパク質が結合する足場となる。キナーゼであ

る PDK1や Aktが、PI（3,4,5）Pの存在する細胞膜へリクルートされて、PDK1は

Akt をリン酸化・活性化する。この PI3K-Akt pathway は癌に関与する経路として

よく知られている。 

PI3K-Akt pathwayとmTORをつなぐのが、TSC1/TSC2ヘテロダイマーと Rheb

である。Rhebは GTP結合タンパク質であり、TSC1/TSC2は Rhebの GTP分解を

促進する。増殖因子やホルモンによって上述のように活性化された Aktは、TSC2を

リン酸化（不活性化）して TSC1/TSC2の活性を阻害する。その結果、Rhebは GTP

結合型で維持される。Rheb GTP結合型は、mTORの触媒ドメインに直接結合し、

mTOR活性を増加させる。 

 

② グルコース 

グルコース代謝で生じる ATPや代謝酵素を通して、mTORは活性化される。現在

３つの互いに独立な経路が知られている。 

AMP/ATP比の増加は AMPK（AMP-activated protein kinase）によって感知され、

AMPKは活性化する。グルコースの増加によって、逆に AMP/ATP比が減少すると、

AMPKは不活性化する。１つ目の経路は、AMPKのリン酸化基質である TSC2を介

した経路である。グルコースの増加によって AMPK が不活性化し、TSC2 の脱リン

酸化（不活性化、Aktによるリン酸化と逆の作用）が誘導される。TSC2以降は増殖

因子やホルモンの経路に入り、Rheb GTP 結合型が増加し、mTOR が活性化する

（Inoki et al. 2003）。 

２つ目の経路は、AMPK のリン酸化基質である Raptor を介した経路である。

Raptor は mTOR と複合体を形成する因子である。リン酸化結合タンパク質 14-3-3

はリン酸化された Raptorに結合することで、mTORと Raptorの結合を阻害してい
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る。グルコース存在下では、これと逆のことが起きる（Gwinn et al. 2008）。 

３つ目の経路は、グルコース代謝酵素 GAPDH（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase）を介した経路である。グルコースが減少すると、GAPDHは代謝経

路における基質 glyceraldehyde-3-phosphate と結合する必要がなくなり、その代わ

りに Rheb と結合し、mTOR の活性を阻害する。グルコース存在下では、GAPDH

は代謝に関与し、Rhebから離れる。その結果、RhebはmTORを活性化する（Lee et 

al. 2009） 

 

③ アミノ酸、特にロイシン 

標準アミノ酸の中でも、ロイシンはmTORを活性化することができる（Dann et al. 

2006）。現在までに、ロイシンあるいは標準アミノ酸混合物による mTOR 活性化に

関わる因子として以下のものが報告されている（図1-3）（総説はDunlop et al. 2009）。

これらの因子が独立に働くのか協調的に働くのかは、今後検証が必要である。また、

ロイシンが第一段階で感知される機構は、現在までに報告されていない。 

 

・Rheb（Ras superfamily GTPase） 

アミノ酸は、RhebとmTORの直接的な結合を増加させることでmTORを活性化

し、Rhebに結合する GTP量には影響を与えない（増殖因子やホルモンは、GTP結

合型の Rhebを増加させる。）（Long et al. 2005）。 

・Rag（Ras superfamily GTPase） 

ロイシンやアミノ酸が存在する時、RagはmTORの局在を後期エンドソームへと

移行させるのに関与する（Sancak et al. 2008; Kim et al. 2008） 

・hVps34（Class Ⅲ ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ） 

アミノ酸により hVps34は活性化され、ホスファチジルイノシトール（PI）の３位

をリン酸化し、PI(3)Pを産生する。産生した PI(3)Pが存在する膜は、他のタンパク
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質の結合部位になると考えられる（増殖因子やホルモンの活性化経路は、Class I ホ

スファチジルイノシトール 3-キナーゼが関与する。Class Iは、PI、PI（4）P、 

PI（4,5）Pを基質とするが、Class Ⅲは PIのみを基質とする）（Byfield et al. 2005; 

Nobukuni et al. 2005）。 

このほかにも以下の因子がロイシン（アミノ酸）-mTORシグナル経路に関与する

と報告されている。 

・RalA（Ras superfamily GTPase）（Maehama et al. 2008） 

・MAPK4K3（セリン／スレオニンキナーゼ）（Findlay et al. 2007） 

・Npr2/Npr3ヘテロダイマー（スクリーニングで得られた酵母の因子）（Neklesa et 

al. 2009） 

・Raptor（mTORと複合体を形成する因子。アミノ酸は、mTORと Raptorの結合

を減少させ、特に Raptor の mTOR に対して阻害に働いている部分が外れるという

モデルが考えられている）（Kim et al. 2002） 

 

ロイシンを感知する機構は明らかになっていないが、ロイシンは細胞膜上にあるト

ランスポーターによって細胞内に取り込まれること（１－２－１）、タンパク質合成

阻害剤を用いて細胞内アミノ酸濃度を増加させたときに mTORシグナル経路の活性

化が見られることから（Beugnet et al. 2003）、ロイシンの標的因子は細胞内部にあ

ると考えられる。 

 

１－２－５ ユビキチンリガーゼ UBR1、UBR2 

 

UBR1 と UBR2 はそれぞれ、ユビキチン依存的タンパク質分解に関わるユビキチ

ンリガーゼ（E3）として働いている（図 1-4）。酵素 E1、E2 によって活性化したユ

ビキチンを、E3である UBR1あるいは UBR2がタンパク質に付加する。ポリユビキ
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チン鎖が付加されたタンパク質は 2.5 MDa の巨大なプロテアソームによって分解さ

れる。 

UBR1と UBR2は、タンパク質半減期の法則である N-end ruleに関与する因子と

して同定された。N-end ruleとは、タンパク質の N末端アミノ酸残基によってその

タンパク質の半減期が変わるという法則である。N-end ruleは、タンパク質の N末

端を様々なアミノ酸残基にした人工的なモデル基質を用い、酵母やウサギ網状赤血球

抽出液中で調べられた（Gonda et al. 1989; Varshavsky 1996）。 

UBR1と UBR2は、タンパク質の N末端が、塩基性アミノ酸（Arg、Lys、His : type 

1）または疎水性アミノ酸かさ高い側鎖を持つアミノ酸（Leu、Phe、Trp、Tyr、Ile : 

type 2）であるものを認識してユビキチンを付加する。さらに、Asp、Glu、Asn、

Gln、Cys も Arg の付加を受けて UBR1 と UBR2 に認識されるようになる。UBR1

と UBR2は、同様に type 1と type 2の基質を認識する。（図 1-5A）（Kwon et al. 2001, 

2003; Tasaki et al. 2005）。 

UBR1と UBR2は、このようにMet以外のアミノ酸残基を認識するため、プロテ

アーゼによって切断されたものや、メチオニンアミノペプチダーゼによって開始メチ

オニンが切断されたものを認識する。UBR1・UBR2の基質や、N-end ruleに沿って

分解される基質として、以下のようなものが報告されている。染色体分離における

yeast SCC1 fragment（セパレースによる切断後; Rao et al. 2001)、アポトーシスの

制御における Drosophila inhibitor of apoptosis (DIAP) 1（カスペースによる切断後; 

Ditzel et al. 2003）、心臓血管の発生に重要な Gタンパク質調節因子mouse RGS4、

RGS5、RGS16（メチオニンアミノペプチダーゼによる開始Metの切断及びその後の

Cys酸化修飾後; Lee et al. 2005; An et al. 2006）などがある。 

 このような UBR1と UBR2の基質認識の性質から、type 1や type 2のアミノ酸残

基を N 末端に持つジペプチドは、それぞれ対応する基質のユビキチン化を阻害する

（例：Arg-Ala（type 1ジペプチド）、Leu-Ala、Trp-Ala（type 2 ジペプチド））。こ
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れは、ジペプチドが UBR1 や UBR2 と基質の結合を競合的に阻害するためである。

この阻害剤であるジペプチドを用いた実験により、以下のような現象にもN-end rule

が関与していると考えられている。筋タンパク質の分解（Solomon et al. 1998）、ラ

ット培養細胞株 PC12における神経突起の伸長（Hondermarck et al. 1992; Obin et 

al. 1999)、神経発生に関連して両生類の肢の再生（Taban et al. 1996）などの現象に

も N-end ruleの関与が示唆されている。 

一方、上記のような基質認識に合わない例外の基質（yeast CUP9）も報告されて

いる。転写抑制因子 yeast CUP9は、type 1と type 2のジペプチド存在下でユビキ

チン化が促進する。これは、両ジペプチドが存在する時、UBR1 や UBR2 のコンフ

ォメーションが変化し、CUP9を認識する部位が露出するためと考えられている。両

ジペプチドが存在すると CUP9 はユビキチン化され、ペプチドトランスポーターの

発現が促進し、ポジティブフィードバックがもたらされる（Turner et al. 2000; Du et 

al. 2002; Xia et al. 2008）。 

UBR1 と UBR2 は、相同性が高く、同じ基質の認識機構であるが、それぞれのノ

ックアウトマウスの表現型は異なっている。UBR1-/-マウスは、生存可能だが体重が

顕著に少なく、特に骨格筋と脂肪組織の重量が減少している（Kwon et al. 2001）。

UBR2-/-マウスは、雄は生存しているが不妊、雌は胎生致死である（Kwon et al. 2003）。

ノックアウトマウスの表現が異なることから、それぞれの特異的な基質の存在が示唆

されている。 

 

１－２－６ UBR1、UBR2が持つドメイン構造 

 

UBR1 と UBR2 は、相同性が 66％と高く（ヒト、ラット）、機能ドメインは共通

している（図 1-5B）。N 末端側から、基質認識ドメイン、E2 との結合部位（basic 

residue-rich（BRR）domain）、ユビキチンリガーゼ活性を担う部位（RING-H2 finger 
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motif）、種間で保存されている自己阻害領域（UBR autoinhibitory domain（UAIN）

/ region VI）が知られている（Tasaki et al. 2009; Zenker et al. 2005）。基質認識ド

メインは、type 1基質を認識する部位（UBR box、UBR2では 99-163 aa）と、type 

2基質を認識する部位（N-domain、UBR2では 226-303 aa）に分かれている。近年

の報告で、type 2基質は UBR boxより N末端側の 1-99 aaも関与することが示唆さ

れている（Tasaki et al. 2009）。また、自己阻害領域は、基質の１つとして知られて

いる yeast CUP9を認識する領域（type 1や type 2の基質認識部位とは異なる領域）

を覆い、CUP9のユビキチン化を阻害している。ジペプチド存在下で、自己阻害が解

除され、CUP9はユビキチン化される（１－２－５）。 

UBR1や UBR2の type 1基質を認識するドメイン（UBR box）は、Cysと Hisを

持つ約 70アミノ酸からなる配列である。この UBR boxを共通して持つものは、UBR 

family（UBR1~7）として報告されている（Tasaki et al. 2005）。N-end ruleには、

UBR1、UBR2に加えて、UBR3、UBR4の関与が示唆されている（Tasaki et al. 2005, 

2007）。 
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１－３ 本研究の目的 

 

現在までに、ロイシンがmTORキナーゼを活性化する機構は明確になっていない。

特に、ロイシンがどのような標的因子に作用しているのかは明らかにされていない。

そこで、私は、ロイシンの細胞内標的を探索し、ロイシンが mTORキナーゼを活性

化する機構の解明を目的とした。 

ロイシンという細胞内に存在する化合物が、どのような因子と標的としているかは

興味深い。ロイシンの標的因子を明らかにすることによって、低タンパク質状態を改

善する化合物の開発につながる可能性がある。また、ロイシンによる mTORシグナ

ル経路活性化機構を明らかにすることによって、mTOR シグナル経路が関与してい

る他の作用（オートファジー抑制や細胞周期制御、癌の形成など）に対する新しい知

見を得られることが期待される。 

本研究論文の構成は以下の通りである。 

第１章「序論」では、本研究の背景を述べ、全体の導入部とした。 

第２章「ロイシンに結合するタンパク質の探索」では、アフィニティ精製により、

ロイシン結合タンパク質の探索を行った。その結果、ロイシン結合タンパク質として

ユビキチン依存的タンパク質分解に関わる UBR1及び UBR2を同定した。 

第３章「UBR1、UBR2 の mTOR シグナル経路への影響（培養細胞株を用いた解

析）」では、哺乳類培養細胞株を用いて UBR1と UBR2の過剰発現実験と発現抑制実

験を行うことにより、UBR1と UBR2がロイシン-mTORシグナル経路に関与するか

を解析した。その結果、UBR1と UBR2はmTOR活性を抑制する因子であることが

示された。また、ロイシンは細胞において UBR1、UBR2 を阻害することによって

mTORを活性化することが示唆された。 

第４章「ロイシンが UBR1、UBR2活性に与える影響（in vitro解析）」では、N-end 

rule基質の分解が見られる in vitro評価系を用いて、ロイシンが UBR1と UBR2の
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活性に与える影響を検証した。その結果、ロイシンは、N末端にロイシンを持つモデ

ル基質の分解を阻害することが明らかになった。さらに、ロイシンが UBR1と UBR2

のモデル基質への結合を競合的に阻害する可能性が考えられたため、部分欠損変異体

を用いて UBR2 のロイシン結合部位の探索を行った。その結果、ロイシンは UBR2

の基質認識ドメインに結合することを明らかにした。 

第５章「総括」で、本研究によって得られた結果をまとめた。そして、ロイシンが

UBR1、UBR2を通してmTORを活性化する機構について考察した。 
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図 1-1 分岐鎖アミノ酸 

 ロイシン、イソロイシン、バリンは、側鎖が分岐炭素鎖であるため、分岐鎖アミノ

酸と呼ばれている。 
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図 1-2 mTORシグナル経路の全体像 

 約 290 kDaのmTORを中心とし、細胞内外の栄養状態を感知して、翻訳促進や細

胞成長をもたらす経路として知られている。mTORは、Raptor、GβLとともに複合

体 TOR complex 1を形成している。TOR complex 1は、翻訳を制御する S6K1や

4E-BP1のリン酸化を通して、翻訳や細胞の大きさを制御する。ホルモンや増殖因子

やグルコースが TOR complex 1を活性化する経路はよく調べられているが、ロイシ

ンが TOR complex 1を活性化する経路はまだ明らかになっていない。 
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図 1-3 ロイシン-mTORシグナル経路に関わる因子 

 ロイシンあるいはアミノ酸による mTOR 活性化に関与する因子。（１）Rheb

（GTPase）：ホルモンや増殖因子の経路にも関与している因子で、アミノ酸が存在す

ると mTORとの結合量が増加する。（２）Rag（GTPase）：ロイシンやアミノ酸による

mTORの局在変化に関与している。（３）hVps34（ホスファチジルイノシトール 3-キ

ナーゼ）：アミノ酸によって活性化し、ホスファチジルイノシトール 3リン酸（PI（3）

P）を産生する。 
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図 1-4 ユビキチン-プロテアソーム経路 

E1、E2によって活性化されたユビキチンを、E3（ユビキチンリガーゼ）が基質に

付加する。ポリユビキチン化された基質は、プロテアソームによって分解される。本

研究で注目した UBR1及び UBR2は、それぞれユビキチン依存的タンパク質分解に

関わる E3（ユビキチンリガーゼ）である。 
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図 1-5 N-end ruleに関与する UBR1、UBR2 

(A) N-end ruleの概要。UBR1とUBR2は、タンパク質のN末端アミノ酸残基が type 

1（Arg、Lys、His）、type 2（Leu、Phe、Trp、Tyr、Ile）であるものを認識し、ユ

ビキチン化を付加することが知られている。また、Asp、Glu は Arg 付加を受けて、

Asn、Gln、Cysは脱アミノ化や酸化後に、Argの付加を受けて、UBR1と UBR2に

認識されるようになる。 

(B) UBR1とUBR2の共通した機能ドメイン。基質認識ドメイン（type 1 : UBR box、

type2 : N-domain）、E2との結合領域 : BRR domain、ユビキチンリガーゼ活性を担

う部位 : RING-H2 finger、自己阻害領域 : UAIN、が知られている。 
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第２章 ロイシンに結合するタンパク質の探索 

 

２－１ 緒言 

 

ロイシンが mTORキナーゼを活性化する機構において、ロイシンがどのような標

的因子に作用しているかを明らかにするため、アフィニティ精製を行った。アフィニ

ティ精製は、リガンドと生物学的親和性（アフィニティ）の高いものを選択的に得る

方法であり、リガンドの標的タンパク質候補を得るのに適した方法である。 

当研究室ではアフィニティ精製用担体を独自に開発し、現在までに様々な薬剤の標

的タンパク質を同定してきた（Sakamoto et al. 2009; Shimizu et al. 2000; Uga et al. 

2006; Azuma et al. 2008; Kuramori et al. 2009）。このアフィニティ精製用担体・SG

粒子あるいは FG粒子は、スチレン（St）を芯にグリシジルメタクリレート（GMA）

で表面を覆った粒径約200 nmの粒子である。この粒子には以下のような長所がある。 

① 安定性に優れ、有機溶媒など様々な溶媒中で固定化反応を行うことができる。 

② 粒径が約 200 nmと市販アガロース担体の数 µmに比べて小さく、同じ体積で大

きな表面積を持つため、リガンドが多く固定化でき、効率よく精製できる。 

③ GMA と表面リンカーEGDE が適度な親水性を持つため、タンパク質の非特異的

吸着が少ない。 

④ 表面官能基を改変することができ（例：アミノ基、カルボキシル基）、多種のリガ

ンドが固定可能である。 

⑤ 微粒子ではあるが遠心（SG）や磁気（FG）によって溶液との分離が可能で、1.5 

mlのチューブという小スケールで、また短時間で精製を行うことができる。 

 

以上のような長所から、ロイシン結合タンパク質の探索に適した担体と考え、本研

究で用いた。 
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アフィニティ精製を行うにあたって、本章では、まずロイシンによる mTORシグ

ナル経路活性化を哺乳類培養細胞株で確認した。また、ロイシンの誘導体を用いて、

ロイシンのカルボキシル基が活性に必須でないことを示唆した。カルボキシル基を介

してロイシンを固定化した粒子を作製し、培養細胞抽出液を用いて、アフィニティ精

製を行った。本章では、ロイシンに特異的に結合するタンパク質として、ユビキチン

リガーゼ UBR1及び UBR2を同定した。 
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２－２ 材料及び方法 

 

２－２－１ 試薬・培地・抗体 

① ロイシン固定化粒子の作製に用いた試薬 

・Fmoc-Leu-OH（Wako、－20℃保存） ロイシンのアミノ基に Fmoc 基が付いた

もの。固定化直前に最終濃度 100 mMとなるように DMFに溶かした。 

・HOBt（1-hydroxybenzotriazole）（ペプチド研究所、室温保存） 

固定化直前に最終濃度 100 mMとなるように DMFに溶かした。 

・EDC／WSCD（1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide／別名 Water 

soluble carbodiimide）（ペプチド研究所、－20℃保存） 

・DMF（N,N’-dimethylformamide）、無水酢酸、ピペリジン（以上ナカライ、室温

保存） 

  

② 培養関連試薬の試薬 

・ロイシン（Wako）、ロイシン以外の標準アミノ酸（ナカライテスク）、Ac-Leu-OH、

H-Leu-NH2（Sigma） 

それぞれ DMEM（血清なし・アミノ酸なし）（後述）に溶解させた。pHが大きく

変化するものについては、1 N HClまたは 7.5% NaHCO3を加え、フェノールレッド

の色によって pH調整した。 

・NaF（ナカライテスク） milliQ（蒸留水）に 500 mMの濃度で溶かして、－20℃

保存。ホスファターゼ阻害剤。 

・Na3VO4（Sigma）    

milliQに 200 mMの濃度で溶かして、－20℃保存。ホスファターゼ阻害剤。 

・DTT（dithiothreitol）（ナカライテスク） 

milliQに 1 Mの濃度で溶かして、－20℃保存。 
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・DMEMの培地 

DMEM（Invitrogen #12100）、10% 牛胎仔血清（Invitrogen、非働化処理（56℃、

30分間）済みを使用）、抗生物質として、200 µg/ml ストレプトマイシン硫酸塩（明

治製菓）、200 単位/ml ペニシリン Gカリウム（明治製菓）を混合したもの。 

 

・DMEM（血清なし）の培地 

DMEMの血清の代わりにmilliQを加えた。 

 

・DMEM（血清なし・アミノ酸なし）の培地 

DMEM（Invitrogen #12100、構成成分は表 2-1）の組成に合わせて作製した。

まず、NaCl、D-Glucose、Choline chloride、Fe(NO3)3・9H2O、アミノ酸以外の成

分 10 ℓ分を、乳鉢で均一な大きさにまですりつぶして混合し、DMEM mixrureとし

て４℃で保存した（試薬は全てナカライテスク）。そして、以下に示す手順で、DMEM

（血清なし・アミノ酸なし）の培地 500 mlを作製した。 

milliQ（300 ml程度）に NaCl 3.2 g、D-Glucose 2.25 g、DMEM mixture 0.4428 g

を溶かす 

↓ 

Choline chloride 1000倍溶液（0.04 g/10 ml）を 500 µl加える 

Fe(NO3)3・9H2O 10000倍溶液（0.01 g/10 ml）を 50 µl加える 

（※Choline chloride は吸湿性があるため DMEM mixture に含めなかった。

Fe(NO3)3・9H2Oの水溶液は紫外線により硝酸鉄(Ⅱ)と酸素に分解されるため、

直前に水溶液を作製した。） 

 ↓ 

ストレプトマイシン硫酸塩を最終濃度200 µg/ml、ペニシリンGカリウムを最終200 

単位/mlになるように溶かす 
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 ↓ 

450 mlまでメスアップ 

フィルトレーション（Millipore、GP Express Membrane（0.22 µm）） 

 ↓ 

オートクレーブ済み 7.5% NaHCO3 25 mlを加える 

1N HClを適量（約 5 ml）加えて pH調整する 

 

③ 抗体 

・anti-S6K1（Santa Cruz sc-8418）：1/1000（以下希釈倍率） 

・anti-phospho-S6K1（Thr389）（Cell Signaling 9205）：1/300 

・anti-Actin（Chemicon MAB1501）：1/5000 

・anti-Nucleolin（Novus NB600-241）：1/1000 

anti-Actin は、5% skim milk／TBS／0.02% NaN3 溶液で希釈。anti-S6K1、

anti-phospho-S6K1（Thr389）、anti-Nucleolinは Can Get Signal（TOYOBO）で

希釈。 

 

２－２－２ 細胞培養・細胞抽出液の調製 

ラット肝臓癌由来細胞株 H4IIE（ATCC から購入）は、αMEM（Invitrogen 

#11900-024）、10% 牛胎仔血清（Invitrogen、非働化処理済みを使用）、200 µg/ml ス

トレプトマイシン（明治製菓）、200 単位 ペニシリン G カリウム（明治製菓）の培

地中で 37℃、5% CO2条件下で培養した。 

細胞抽出液を調製するにあたっては、H4IIEを 15-cm tissue culture dish 100枚

培養し、Dignam法による細胞質画分抽出液の調製を行った（Dignam et al. 1983）。

Dignam法の原理は、低張液により細胞をふくらませた後、ホモジェナイザーにより

核を残したまま細胞を壊し、細胞質抽出液を得る。その後、核を高張液中で壊し核抽
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出液を得る、という方法である。操作は全て４℃で行った。  

細胞を、PBS 5 mlで 2回洗浄した後、PBS 2 mlを加えてスクレーパーにより細

胞を回収した。細胞は、780×g（2,000 rpm）、10分間遠心した（TOMY、AX-310）。

遠心後の細胞の体積（Packed cell volume、PCV）を測り、PCV 5倍量の Buffer A （10 

mM HEPES-NaOH（pH7.9）、10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、0.5 mM DTT）に懸

濁した。氷上で 10分間静置した後、780×g（2,000 rpm）、5分間遠心した（TOMY、

AX-310）。上清を取り除き、PCV 2 倍量の Buffer A で懸濁した後、Dounce 

homogenizer（15 ml／typeB tight）で 20回ホモジナイズした。ここで細胞が破砕

され、核が流出しているのを顕微鏡で確認した（核は黒い粒として見えた）。この細

胞破砕液を 2,500 rpm、10分間遠心し（遠心機：TOMY、GRX-220）、上層を細胞質

抽出液として回収した。 

得られた細胞質抽出液を、透析バッファー（20 mM HEPES-NaOH （pH7.9）、

10% Glycerol、50 mM KCl、0.2 mM EDTA（pH8.0）、0.5 mM DTT、0.5 mM PMSF）

2 ℓ中で、2時間 30分の透析を 3回行った。ただし、NP-40は透析膜を透過できな

いと考えられたため、透析前に細胞質抽出液に NP-40を最終 0.1%になるように加え

た。透析により細胞内のアミノ酸が除かれることが予想され、競合阻害実験を行うこ

とを考慮すると透析は重要と考えられる。透析後、34,000 rpm、１時間、超遠心を

行い（遠心機：BECKMAN XL-100、ローター：Sw40Ti）、上清を回収し分注して－

80℃に保存した。アフィニティ精製に用いる時は、凍結溶解による凝集体を除くため、

15,000rpm、20分間、4℃で遠心した後の上清を用いた。 
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２－２－３ ロイシンによる S6K1リン酸化 

H4IIE細胞株でロイシンによる S6K1リン酸化を見る実験は、以下のように行った。 

前夜に 12-well tissue culture plateに H4IIE 2 × 105 cells/wellをまき、37℃、5% 

CO2条件下で約 12時間インキュベート、培地はαMEMを使用 

↓ DMEM（血清なし）1 ml に変えて、37℃、5% CO2 条件下でインキュベート  

24時間 

↓ DMEM（血清なし・アミノ酸なし）で１回洗った後、同培地 900 µlを加えて、 

６時間 

↓ 各アミノ酸あるいは各ロイシン誘導体溶液（目的の 10倍濃度）を 100 µl加えて 

１時間 

↓ PBS（10 mM NaF／1 mM Na3VO4を直前に加えたもの）で洗浄２回、同 PBS

を加えてスクレーパーにより細胞回収 

↓ 遠心（1,500 rpm（200×g）、5分間、4℃） 

↓ NP-40 lysis buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）／150 mM NaCl／1% NP-40

／10mM NaF／1 mM Na3VO4／1 mM DTT）50 µlを加えて、ピペッティング

で細胞をほぐした後、10分間、on iceに置く。2、3分置きにタッピングなどで

転倒攪拌する。 

↓ 遠心（15,000 rpm（20,000×g）、20分間、４℃）、上清をサンプルとして回収 

↓ 上清のうち 1 µlをタンパク質濃度測定に用いる（Bradford法、ナカライテスク）。

上清の残りに 3分の 1量の 4×SDS sample buffer（200 mM Tris-HCl（pH 6.8）

／500 mM 2-mercaptoethanol／8% SDS／0.4% BPB／40%（v/v）glycerol）を

加え、98℃で 5分加熱。 

↓タンパク質の量をそろえて SDS-PAGE に流し、ウェスタンブロッティングを行

った。 
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２－２－４ ロイシン固定化粒子の作製 

固定化の流れは図 2-3の通り。固相ペプチド合成で用いられる Fmoc法（アミノ酸

のアミノ基の保護基として Fmoc 基を用い、C 末端側から N 末端側にアミノ酸をつ

なげていく方法）により、ロイシンを SG粒子あるいは FG粒子に固定化した。Fmoc

法を用いることによって、固定化されていない粒子アミノ基をマスキングすることが

できる。また、脱保護反応で脱離した Fmoc-ピペリジンの量から、ロイシン固定化量

を算出することができる。脱保護反応に用いるピペリジンは弱塩基であるため、ロイ

シンのラセミ化を引き起こさず、固定化されたロイシンは L体で維持される。 

担体には、SG粒子あるいは FG粒子の表面に、リンカーとしてエチレングリコー

ル・ジグリシジルエーテル（EGDE）を付け、さらにアンモニアを反応させて、リガ

ンド固定化に用いる官能基としてアミノ基を保持した粒子を用いた（SGNEGDEN

粒子あるいは FGNEGDEN粒子）。 

SGNEGDEN粒子あるいは FGNEGDEN粒子 5 mg（表面アミノ基 約 3 µmol 

/mg）を、1.5 ml tube に分取し、DMF による洗浄を 3 回行った。これは、粒子に

DMF 500 µlを加え、ボルテックス後遠心して（15,000 rpm、5分間、室温）、上清

を除くという操作を計 3回行った。次に、Fmoc-Leu-OH：HOBt：EDCのモル比が

1 : 1 : 1で最終濃度 1または 10 mMになるように反応溶液 1 mlを加え、27℃で一晩

反応させた（① Fmoc-ロイシンの固定化）。 

その後、DMFで 4回洗浄し、DMFで 10倍に希釈した無水酢酸 70 µl／DMF 500 

µl 中で 30 分間振とうした（② 無水酢酸によるマスキング）。この無水酢酸の量は、

SGNEGDEN粒子あるいはFGNEGDEN粒子の表面にあるアミノ基（約 3 µmol/mg）

の 50等量であり十分量加えている。 

DMFで 4回洗浄後、50% ピペリジン／DMF 1 mlを加えて１分間振とうし、遠心

し（15,000 rpm、5分間、室温）、上清を回収した。再び 50% ピペリジン/DMF 1 ml

を加えて 30分間振とうし、この上清も回収した（③ 脱保護）。脱保護反応を 2回行
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うのは、粒子の内部まで 50% ピペリジン/DMFを行き渡らせるためである。脱保護

反応 2回分の上清と、その後 DMFによる洗浄 3回分の上清を回収して混合し、301 

nmにおける吸光度測定（Beckman DU 640）に用いた。ロイシン固定化粒子はさら

に DMFで 1回洗浄、50% DMF／50% MeOHで 1回洗浄、50% MeOHで 3回洗浄

し、50% MeOH 500 µlを加えて、5 mg／500 µlで粒子を保存した。 

ロイシン固定化量は、ピペリジンによる脱保護反応の上清 2回分と DMF洗浄 3回

分を回収して混合し、吸光度測定を行って算出した。脱保護反応によって生じる

Fmoc-ピペリジン（Fmoc基とピペリジンが結合した形の化合物）は吸光を持つ（301 

nm において DMF 中でモル吸光定数 7800 [L/mol･cm]）。第①反応における

Fmoc-Leu-OH 濃度を 0、1、10 mM とした時、ロイシンはそれぞれ約 0、20、50 

nmol/mg 固定化された（図 2-4）。ロイシン固定化量が多い時、表面のアミノ基によ

る静電的な結合と考えられる多数のタンパク質の結合が見られたため、本研究では 0

（コントロール）と 20 nmol/mgの粒子を用いた。 

脱保護反応で Fmoc基がほぼ 100%脱離していることは、粒子を定沸点塩酸で処理

して、固定化したロイシンまたは Fmoc-ロイシンを遊離させ、HPLC解析により確認

した（定沸点塩酸処理では Fmoc-ロイシンの Fmoc基切断は少量しか起きない）。 

 

２－２－５ アフィニティ精製 

アフィニティ精製の流れは図 2-5 の通り。まず、ロイシン固定化粒子 0.25 mg を

1.5 mlチューブにとり、Wash Buffer（20 mM HEPES-NaOH（pH7.9）、10% Glycerol、

150 mM KCl、0.2 mM EDTA（pH8.0）、1 mM DTT、0.2 mM PMSF、0.1% NP-40）

500 µlで洗浄を 3回行った。操作としては、Wash Buffer 500 µlを加えた後、十分

にビーズをほぐし、遠心（15,000 rpm（20,000×g）、5分間、4℃、以下同様）を行

った。次に、H4IIE細胞抽出液 1 mg/ml、200 µlを加えて、4℃で 4時間回転攪拌し

た（この時、細胞抽出液に 2.5 M KClを適宜加えて 150 mM KClになるように調節
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した）（ロイシンへのタンパク質の結合）。その後、Wash Buffer 500 µlで 3回洗浄

を行った。洗浄後、再度遠心して完全に上清を除いた後、1×SDS sample buffer（50 

mM Tris-HCl（pH 6.8）／125 mM 2-mercaptoethanol／2% SDS／0.1% BPB／10%

（v/v）glycerol））40 µl を加え、98℃で 5 分間加熱し、粒子に結合したタンパク質

を全て溶出した。遠心（15,000 rpm、5 分間、室温）して上清を回収し、このうち

10 µlを SDS-PAGEに用いた。 

競合阻害条件下でのアフィニティ精製は、タンパク質濃度 5 mg/ml の細胞抽出液

に 100 mM ロイシンを適宜加えて、タンパク質濃度 1 mg/ml、ロイシン濃度 0、15、

30、60 mM に調製した。4℃で 1 時間回転攪拌を行った後（プレインキュベーショ

ン）、ロイシン固定化粒子を加えて 4℃で 4時間回転攪拌を行った。これらは全て 150 

mM KClの条件下で行った。洗浄、溶出は、前述のように行った。 

 

２－２－６ SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE） 

分離ゲル：Solution A（30% acrylamide／0.8% N,N’-methylenebisacrylamide）、

Solution B (1.5 M Tris-HCl（pH 8.8）／0.4% SDS)、milliQ（蒸留水）を適宜混合

し、10% APS（ammonium persulfate）40 µlと TEMED（N, N, N', N'-tetramethyl- 

ethylenediamine）10 µlを加えて重合させた。milliQをゲルの上に重層して重合す

るのを待った。S6K1 のリン酸化を見る時は 7.5% アクリルアミドゲルを作製した

（Sol. A 1.5 ml＋Sol. B 1.5 ml＋milliQ 3 ml）。 

濃縮ゲル：分離ゲルが固まったことを確認し、重層しておいた milliQ を除いて、

Solution A 0.45 ml、Solution C（0.5M Tris-HCl（pH6.8）／0.4% SDS）0.75 ml、

milliQ 1.8 ml、10% APS 21 µl、TEMED 8 µlを混合した溶液を注入し、速やかにコ

ームを差し込み重合させた。 

 コームを抜いて泳動装置を組み立て、泳動バッファー（154 mM glycine／20 mM 

Tris[hydroxymethyl]aminomethane／0.1% SDS）を入れた。サンプルをアプライし、
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濃縮ゲル中は 20 mA／枚、分離ゲル中は 30 mA／枚で泳動した。 

 

２－２－７ 銀染色 

銀染色は、銀染色Ⅱキットワコー（和光純薬）を用い、方法は添付のマニュアルに

従った。 

 

２－２－８ ウェスタンブロッティング 

SDS-PAGE後、Mini trans-blot module kit（BIO-RAD）を用いて、タンパク質

をポリアクリルアミドゲルから PVDF 膜（ immobilon transfer membrane、

Millipore）にトランスファーした。この時使用した PVDF膜は、あらかじめ 1分間

メタノールに浸した後、トランスファーバッファーに 5分間以上浸した。トランスフ

ァーバッファー（154 mM glycine／20% Methanol／20 mM Tris[hydroxymethl] 

aminomethane）はあらかじめ作製しておき４℃で冷却したものを使用した。トラン

スファーは 100V、60分間、4℃で行った。 

トランスファー終了後、抗体の非特異的な吸着を抑えるため、PVDF膜をブロッキ

ングバッファー（5% skim milk／TBS／0.02% NaN3、TBSは 50 mM Tris-HCl（pH 

7.4）／150 mM NaCl）中で室温で 60分間振とうした。ブロッキングバッファーを

捨てた後、一次抗体と HRP結合二次抗体に順に浸けた。一次抗体後の洗浄は、TBS-T

（TBS／0.1% Tween-20）で 5分間 3回、二次抗体後の洗浄は、TBS-Tで 5分間 5

回行った。Can Get Signal（TOYOBO）を用いた場合は、一次抗体後の洗浄は TBS-T

で 10分間 3回、二次抗体後の洗浄は TBS-Tで 10分間 3回行った。目的タンパク質

の検出は、Chemi-Lumi One L（ナカライテスク）により行った。使用法は製品添付

マニュアルに従った。 
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２－２－９ 結合タンパク質の同定、質量分析 

 結合タンパク質を同定するため、ロイシン固定化量 20 nmol／mgのロイシン固定

化粒子を用いて、1.5 ml tube 20本の精製を行った。最後の洗浄で１本にまとめ、SDS 

sample buffer 40 µlを加え、濃縮して溶出した。一部を銀染色に、残りの全てを CBB

染色して切り出した。ゲルに含まれるアクリルアミド単量体が後の解析に影響を与え

るため、ゲルはプレキャストゲル Perfect NT gel（DRC）を使用した。CBB染色後

（ナカライテスク）、ゲルからバンドを切り出した。切り出したバンドは、50 mM 

NH4HCO3／50% MeOHの溶液により脱色を行った後、真空乾燥させて－80℃で保

存した。 

その後、還元アルキル化（DTT によりジスルフィド結合を SH 基にしてヨードア

セトアミドによりマスク）、トリプシンによるペプチド分解（25 mM NH4HCO3中で

37℃、24 時間）、ペプチド抽出（5% ギ酸／50% アセトニトリル中で行い、最後に

濃縮）の処理を順に行った。LC-ESI-Q-TOF MSを用い、得られたデータはMASCOT

で解析した。 
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２－３ 結果 

 

２－３－１ H4IIE細胞株におけるロイシンの S6K1リン酸化 

 ラットの肝臓由来細胞株 H4IIEにおいて、ロイシンはmTORの活性化を引き起こ

すことを確認した。mTOR活性化の指標として、S6K1 Thr389のリン酸化を観察し

た（１－２－３）。H4IIE 細胞株は、ロイシンによる mTOR 活性化が見られると報

告されている（Shigemitsu et al. 1999）。細胞を、血清を除いた培地中に 24時間置

き、その後血清とアミノ酸を除いた培地に６時間置いた後（S6K1のリン酸化を十分

低下させた）、標準アミノ酸 20種をそれぞれ最終濃度 1 mMで加えた。その結果、

ロイシンは、標準アミノ酸 20種の中で、最も強く S6K1 Thr389のリン酸化を引き

起こした（図 2-1B）。ロイシンほどのリン酸化を引き起こさなかったが、メチオニン

も S6K1リン酸化を引き起こした。イソロイシン・バリンやその他のアミノ酸による

S6K1リン酸化は、ロイシンと比較するとわずかであった。また、タンパク質に主に

含まれる L体の光学異性体・D体ロイシンは、S6K1リン酸化を引き起こさなかった

ことから、ロイシンによって引き起こされる S6K1 リン酸化は L 体に特異的に見ら

れる現象であることが示された。過去の報告でもロイシンは S6K1活性化を引き起こ

すことが示されているが各アミノ酸の濃度が異なっていた（Shigemitsu et al. 1999）。

本実験は 20 種のアミノ酸の影響を同じ濃度で評価し、ロイシンが単独で最も S6K1

リン酸化を引き起こすことを示した。アフィニティ精製に用いる細胞抽出液は、

H4IIE細胞株から調製した。 

 

２－３－２ H4IIE細胞株におけるロイシン誘導体の S6K1のリン酸化 

 アフィニティ精製に用いる粒子を作製する上で、ロイシンのアミノ基及びカルボキ

シル基が S6K1リン酸化活性に重要であるか否かを、ロイシンの誘導体を用いて検証

した。２－３－１のロイシンの代わりに、アミノ基がアセチル化された誘導体
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（Ac-Leu-OH）と、カルボキシル基がアミド化された誘導体（H-Leu-NH2）を用い

て、実験を行った。この結果、アミノ基が修飾された誘導体 Ac-Leu-OHでは S6K1

リン酸化はほとんど引き起こさなかった一方で、カルボキシル基が修飾された誘導体

H-Leu- NH2はロイシンと同程度以上に S6K1リン酸化を引き起こした（図 2-2）。本

実験により、ロイシンによる S6K1リン酸化すなわちmTOR活性化において、カル

ボキシル基は必須ではないことが示唆された。この結果は、ロイシン誘導体による

S6K1活性を見た過去の報告と一致している（Shigemitsu et al. 1999）。 

 

２－３－３ ロイシン固定化粒子の作製 

ロイシンをカルボキシル基を介して、当研究室で開発されたアフィニティ精製用粒

子に固定化した。固定化方法は Fmoc法を用い、以下の３つのステップで行った。① 

Fmoc-ロイシンのアミノ基粒子への固定化反応、② 未反応の粒子アミノ基のマスキ

ング反応、③ Fmoc 基の脱離反応、という流れで行った（図 2-3）。②のマスキング

反応は、タンパク質の非特異的な吸着を防止するために行った。 

Fmoc基の脱離反応によって産生される Fmoc-ピペリジンの量は、反応溶液の上清

の吸光度測定により算出できる。これは、ロイシン固定化量と一致する。反応開始時

の Fmoc-ロイシンの量に応じて、ロイシン固定化量約 0、20、50 nmol/mgの粒子が

作製できた（図 2-4）。以下のアフィニティ精製においては、約 20 nmol/mgの粒子を

用いた。 

 

２－３－４ アフィニティ精製によるロイシン結合タンパク質の探索 

 ロイシン固定化粒子（２－３－３参照）と H4IIE 細胞株から調製した細胞質画分

（２－３－１参照）を用いて、アフィニティ精製を行った。アフィニティ精製のスキ

ームは図 2-5に示す。粒子（ロイシン固定化量約 20 nmol/mg）と細胞抽出液（タン

パク質濃度 1 mg/ml（全タンパク質量 0.2 mg））を混合して、4℃で 4時間結合反応
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を行った。結合時や洗浄時の KCl濃度は 150 mMで生体内に近い条件で行った。粒

子に結合したタンパク質を銀染色によって検出した結果、14 本のバンドが得られた

（図 2-6A）。 

 この 14本のバンドの中で、ロイシンに特異的に結合しているタンパク質を選別す

るため、細胞抽出液中に遊離のロイシンを加える実験を行った（スキームは図 2-5B）。

この競合阻害条件下でのアフィニティ精製では、ロイシン特異的結合タンパク質は、

遊離のロイシンに結合し、粒子への結合量が減少する。その結果、特に 180 kDa付

近のバンドが、遊離のロイシンを加えることで競合的に減少していることが観察され

た（図 2-6B、銀染色）。このバンドは、質量分析による分析の結果、UBR2というユ

ビキチンリガーゼであった。UBR2及び、UBR2と相同性が高い UBR1の抗体を用

いて、ウェスタンブロッティングを行った結果、UBR1 と UBR2 の両者で、遊離ロ

イシン濃度の増加にともなって粒子への結合量が減少するのが観察された（図 2-6C、

ウェスタンブロッティング）。一方、Nucleolin の粒子への結合量は、銀染色及びウ

ェスタンブロッティングで、競合阻害条件下で変化は見られなかった。銀染色では

UBR2のみが減少が見られた理由としては、バンドに他のタンパク質が混在していた

ことが考えられる（質量分析では、UBR1のバンドには中間径フィラメント・ネスチ

ンに類似した因子、UBR2のバンド中には機能未知因子 XP_237926が検出されてい

る）。以上より、UBR1及び UBR2が、ロイシン特異的に結合するタンパク質として

得られた。 
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２－４ 考察 

 

２－４－１ 各アミノ酸の mTORシグナル経路への関与 

H4IIE肝臓由来細胞株において、S6K1 Thr389リン酸化（mTORシグナル経路活

性化の指標）を観察すると、標準アミノ酸 20 種の中でロイシンは顕著な作用を示し

た。ロイシン以外のアミノ酸では、メチオニンや、さらに程度は低くなるがイソロイ

シン・バリン・アラニン・アスパラギン・グルタミンが S6K1のリン酸化を引き起こ

した（図 2-1）。以上より、ロイシン以外のアミノ酸も、別の機構を通してmTORを

活性化することが考えられる。 

ロイシン以外のアミノ酸として、グルタミンはロイシンの細胞への取り込みを増加

させることが報告されている（Nicklin et al. 2009）。これは、グルタミントランスポ

ーターSLC1A5 が、ロイシンを取り込む中性アミノ酸トランスポーターである

LAT1/4F2hc（別名 SLC7A5/SLC3A2）（１－２－１参照）と共役しているためで、

細胞外のグルタミンはロイシンの細胞への取り込みを促進させ、mTOR 活性化を促

進すると考えられる。 

また、システイン、プロリン、トリプトファンなどは、アミノ酸を加えないものよ

りリン酸化の程度が低下した。mTOR シグナル経路を不活性化するアミノ酸が存在

すると考えられる。細胞種は異なるがマウス乳腺上皮細胞株で、リジン、ヒスチジン、

トレオニンは S6K1 リン酸化を抑制することが報告されている（Prizant & Barash 

2008）。本研究での H4IIE 細胞株においても、リジン、ヒスチジン、トレオニンは、

S6K1 リン酸化を引き起こさなかった。mTOR シグナル経路を抑制するアミノ酸は、

今後決定する必要がある。そして、通常の培養条件においては、複数のアミノ酸の混

合物であるため、各アミノ酸の効果が足し合わされていると考えられる。 

 

 



 41

２－４－２ UBR1、UBR2以外でロイシン固定化粒子に結合した因子 

競合阻害条件下でアフィニティ精製を行うことにより、UBR1 及び UBR2 をロイ

シンに特異的に結合する因子として選別した。２つの因子以外にも、図 2-6Aに示す

ように、様々な因子が粒子に結合した。その１つである Nucleolinは、競合阻害条件

下のアフィニティ精製で、粒子への結合量は変化が見られなかった（図 2-6C）。また、

イソロイシン固定化粒子や表面にアミノ基が存在する SGNEGDEN/FGNEGDE 

N粒子のアフィニティ精製にも、銀染色による検出ではあるが、Nucleolinと考えら

れるタンパク質が結合していた。よって、Nucleolinはアミノ基に静電的に結合する

因子であると考えられる。 

本章でのアフィニティ精製において、現在までにロイシンと結合することが知られ

ているロイシルアミノアシル tRNA合成酵素（tRNAにロイシンを付加する酵素）（約

130 kDa）と中性アミノ酸トランスポーター（LAT1など、１－２－１）（約 55 kDa）

は同定できなかった。ロイシルアミノアシル tRNA合成酵素はロイシンのアミノ基側

を認識すると考えられており、固定化位置が大きな原因とは考えられない。同定でき

なかった原因として考えられるのは、結合が弱いことと、結合量が少なく検出できな

かったことの 2点である。中性アミノ酸トランスポーターを同定できなかった原因は

上記２点に加えて、細胞質画分を用いており細胞膜にあるタンパク質は可溶化してい

ないことが挙げられる。界面活性剤により可溶化した抽出液を用いることで精製でき

ると考えられる。 

 

２－４－３ アフィニティ精製の条件検討 

アフィニティ精製を行うにあたって、① 粒子のロイシン固定化量、② 結合時と洗

浄時の KCl濃度、③ Ca2+、Mg2+有無、の条件検討を行った。①②は、ロイシンのア

ミノ基が表面に出ており、多数のタンパク質が静電的に結合することが予想されたた

めである。③は Ca2+、Mg2+要求性のタンパク質の結合に影響を与える可能性がある
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ためである。 

 

① 粒子のロイシンの固定化量 

ロイシンの固定化量が多いと、バンドが判別できないほど多くのタンパク質が粒子

に結合し、表面にアミノ基を持つ SGNEGDEN/FGNEGDEN粒子と同じようなバン

ドパターンが見られた（図 2-7A）。そこで、ロイシン固定化量が約 20 nmol/mgの粒

子を用いた。 

 

② 結合時と洗浄時の KCl濃度 

KCl 濃度を増加させるほど結合タンパク質の量が減少し、特に 100 mM から 150 

mM に上げた時に急減した（図 2-7B）。また、洗浄時のみで KCl 濃度を増加させる

よりも、結合時と洗浄時の両方の KCl 濃度を上げることで、効率よく非特異的吸着

を防ぐことができた。そこで、バンドが判別できる KCl濃度 150 mMで、アフィニ

ティ精製を行った。 

 

③ Ca2+、Mg2+有無 

Ca2+（0.2 mM）、Mg2+（1 mM）の有無によって、結合タンパク質の種類は変化が

なかったが、量は全体的に Ca2+、Mg2+無の条件で増加した（図 2-8）。よりタンパク

質の結合量の多い、Ca2+、Mg2+無の条件でアフィニティ精製を行った。 
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表 2-1  DMEMの組成（Invitrogen  #12100） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Component   

Inorganic Salts CaCl2 200.0 

 Fe(NO3)3･9H2O 0.10 

 KCl 400.00 

 MgSO4 97.67 

 NaCl 6400.00 

 NaH2PO4･H2O 125.00 

Other Components D-Glucose 4500.00 

 Phenol Red 15.00 

Amino Acids L-Arginine･HCl 84.00 0.40

 L-Cystine･HCl 63.00 0.23

 L-Glutamine 584.00 4.00

 Glycine 30.00 0.40

 L-Histidine HCl･H2O 42.00 0.20

 L-Isoleucine 105.00 0.80

 L-Leucine 105.00 0.80

 L-Lysine･HCl 146.00 0.80

 L-Methionine 30.00 0.20

 L-Phenylalanine 66.00 0.40

 L-Serine 42.00 0.40

 L-Threonine 95.00 0.80

 L-Tryptophan 16.00 0.08

 L-Tyrosine･2Na･2H2O 104.00 0.42

 L-Valine 94.00 0.80

Vitamines D-Ca pantothenate 4.00 

 Choline Chloride 4.00 

 Folic Acid 4.00 

 i-Inositol 7.20 

 Niacinamide 4.00 

 Riboflavin 0.40 

 Thiamine HCl 4.00 

 Pyridoxine 4.00 

 mg/L mM 
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－ Leu       Ile Val Gly Ala Met Cys ProPheTrp

Ser Thr Tyr Lys Arg His Asp Glu Asn Gln

S6K1

Actin

S6K1 Thr389-P

D-
Leu

1    2    3    4     5    6    7     8    9    10  11  12

1    2    3    4     5    6     7    8    9    10

L-

S6K1

Actin

S6K1 Thr389-P

WB:

Serum starvation Serum, Amino acid
starvation

24 hr 6 hr 1 hr

各アミノ酸 1 mM

PBS（10 mM NaF、1 mM Na3VO4含む）

により細胞を回収

  

 

 

(A) 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 20種のアミノ酸による S6K1リン酸化 

(A) ラット肝臓由来細胞株 H4IIE を、血清・アミノ酸枯渇状態にした後、各アミノ

酸を最終濃度 1 mMで加えて 37℃、5% CO2条件下で 1時間インキュベートし、細胞

を回収した。 

(B) 各サンプルを SDS-PAGE 後、各抗体を用いてウェスタンブロッティングを行っ

た。20種の標準アミノ酸の中でロイシンは最も強く S6K1 Thr389リン酸化を引き起

こした。また、D体ロイシンは S6K1 Thr389リン酸化を引き起こさなかった。 
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図 2-2 H4IIE細胞株におけるロイシン誘導体の S6K1リン酸化 

(A) ロイシン及びロイシン誘導体による S6K1リン酸化。ロイシンのアミノ基がアセ

チル化された誘導体（Ac-Leu-OH）では、ロイシンに比べて S6K1リン酸化がほとん

ど見られなかった。一方、ロイシンのカルボキシル基がアミド化された誘導体

（H-Leu-NH2）では S6K1リン酸化が見られた。 

(B)  (A)で用いたロイシン及びロイシン誘導体の構造式。 
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HOBt、EDC（in DMF）
27℃、12時間

SGNEGDEN/FGNEGDEN

無水酢酸 （in DMF）
室温、30分

ピペリジン （in DMF）
室温、1分と30分
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図 2-3 ロイシン固定化粒子の作製方法 

カルボキシル基を介して、ロイシンを粒子に固定化した。① Fmoc-ロイシンの固

定化反応、② 未反応の粒子表面アミノ基のマスキング反応、③ Fmoc基の脱離反応、

という流れでロイシンを固定化した。脱保護反応において生じる Fmoc-ピペリジンの

量から、ロイシンの固定化量を算出した。①以降、粒子表面のアミノ基のみを示した。 



 47

 

 

（A） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

0 mM 

1 mM 

10 mM 

301 nm

図 2-4  ロイシン固定化量の算出方法 

脱保護反応において Fmoc-ピペリジンの量から、ロイシンの固定化量を算出した。

301 nmにおける吸光度測定を行い、301 nmにおけるモル吸光定数 7800 [L/mol･cm]

から、ロイシンの固定化量は約 0、20、50 nmol/mgと算出された。Fmoc-ピペリジ

ンは上に示すように３つのピークを示し、301 nm付近に短波長側から３つ目のピー

クが見られる。  

反応させた

Fmoc-ロイシン 

ロイシン 

固定化量 

0 nmol/mg 

20 nmol/mg 

50 nmol/mg 
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図 2-5 アフィニティ精製のスキーム 

(A) 通常のアフィニティ精製。ロイシン固定化粒子と肝臓由来細胞株 H4IIE の抽出

液を混合し、ロイシン結合タンパク質を精製した。SDS sample bufferを加えて 98℃

で煮沸することにより、結合タンパク質を全て溶出した。 

(B) 競合阻害条件下でのアフィニティ精製。細胞抽出液中に遊離のロイシンを加える

と、ロイシン特異的結合タンパク質は遊離のロイシンと結合するため、粒子への結合

量が減少する。 
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図 2-6 アフィニティ精製 

(A) ロイシンを固定化していない粒子（－）及び固定化した粒子（＋）と、H4IIE細

胞質画分を用いてアフィニティ精製を行った。粒子に結合したタンパク質を銀染色に

より検出した。そして、一連のバンドを質量分析により同定した。 

(B) 競合阻害条件下において、粒子に結合したタンパク質を銀染色により検出した。 

(C) (B)のサンプルでウェスタンブロッティングを行った（Inputは 10％流した）。 
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図 2-7 アフィニティ精製の条件検討（１） 

(A) 固定化量と細胞抽出液タンパク質濃度。 

(B) ロイシン固定化粒子とイソロイシン固定化粒子を用いた。結合時及び洗浄時の

KCl濃度を変化させた。 
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図 2-8 アフィニティ精製の条件検討（２） 

Ca2+（0.2 mM）・Mg2+（1 mM）の有と無の条件検討。結合タンパク質の種類は変

化しなかったが、量は全体的に Ca2+・Mg2+無の条件で増加した。 
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第３章 UBR1、UBR2の mTORシグナル経路への影響

（培養細胞株を用いた解析） 
 

３－１ 緒言 

 

  本章では、第２章でロイシンに結合するタンパク質として得られたユビキチンリガ

ーゼ UBR1 及び UBR2 が、ロイシン-mTOR シグナル経路に関与しているかを培養

細胞株を用いて検証した。UBR1、UBR2 がロイシン-mTOR シグナル経路に関与し

ているのであれば、UBR1 や UBR2 を培養細胞株で過剰発現させたり発現抑制（以

下ノックダウンと呼ぶ）させた時、ロイシンによる S6K1リン酸化に影響が見られる

はずである。 

本章では、第２章で用いたラット肝臓由来細胞株 H4IIE の代わりにヒト胎児腎臓

由来細胞株 HEK293Tを用いた。その理由は、HEK293T細胞株が H4IIE細胞株同

様にロイシンによって S6K1リン酸化が見られ、かつ遺伝子導入効率が高いためであ

る。 

mTOR 活性化の指標として下流因子 S6K1 Thr389 のリン酸化を観察し、UBR1

及び UBR2 の過剰発現ではリン酸化が減少し、ノックダウンではロイシンを加えな

い状態でリン酸化が増加した。これらの結果から、UBR1及び UBR2は、mTOR活

性を抑制する因子であることが示唆された。 
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３－２ 材料及び方法 

 

３－２－１ 試薬・抗体 

① 試薬 

・ラパマイシン（Calbiochem #553210） 

最終濃度 1 mMになるように DMSOに溶かし、－20℃で保存。 

・NaF（ナカライテスク） 

最終濃度 500 mMの濃度になるようにmilliQで溶かし、－20℃保存。 

・Na3VO4（Sigma） 

最終濃度 200 mMの濃度になるようにmilliQで溶かし、－20℃保存。  

・DTT（dithiothreitol）（ナカライテスク） 

最終濃度 1 M の濃度になるようにmilliQにで溶かし、－20℃保存。 

・DMEM、DMEM（血清なし）、DMEM（血清なし・アミノ酸なし）の培地は、２

－２－１を参照。 

・ラクタシスチン（ペプチド研） 最終濃度 1 mMになるようにmilliQに溶かし、 

－20℃保存した。 

 

② 抗体 

以下の抗体を使用した。 

・anti-S6K1（sc-8418、以下希釈倍率 1/1000）、anti-UBR1（sc-100626、1/200）、

anti-TSC2（sc-893、1/1000）（以上 Santa Cruz）、anti-phospho-S6K1（Thr389）

（9205、1/300）、anti-mTOR（2972、1/1000）、anti-Raptor（4978・2280、1/500）、

anti-GβL（3227、1/1000）、anti-PRAS40（2610、1/1000）（以上 Cell Signaling）、

anti-Rheb（GenWay 18-661-15237、1/1000）、anti-TSC1（Zymed 37-0400、1/500）、

anti-nucleolin（Novus NB600-241、1/1000）、anti-Actin（Chemicon MAB1501、
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1/5000）、anti-FLAG M2（Sigma、1/1000） 

ただし、anti-TSC1、anti-TSC2、anti-Actin、anti-FLAGは、5% skim milk／TBS

／0.02% NaN3溶液で希釈。その他の抗体は、Can Get Signal（TOYOBO）で希釈。 

・anti-UBR2 ポリクローナル抗体 

ヒトUBR2 C末端 163 アミノ酸のゲル切り出し抗原をラットに投与することによ

って作製した（Operonに作製を依頼）。抗原の作製方法は、GST融合ヒト UBR2部

分欠損変異体を、チオレドキシン発現の大腸菌にて発現し、GST 精製そして

PreScission Protease（GE Healthcare）によって GST タグを切断した。上清を

SDS-PAGE 後、CBB 染色し、目的のバンドを切り出して抗原とした。ヒト UBR1、

UBR2 の組換えタンパク質を用いて、作製したポリクローナル抗体は、UBR1 を認

識せず、UBR2を特異的に認識することを確認した。 

 

３－２－２ 細胞培養 

ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293T は、DMEM（Invitrogen）、10% 牛胎仔血清 

(Invitrogen)、200 µg/ml ストレプトマイシン（明治製菓）、200 単位/ml ペニシリ

ン Gカリウム（明治製菓）で、37℃、5% CO2条件下で培養した。また、実験時以外

は T抗原の発現維持のため、G418硫酸塩（ナカライテスク）500 µg/mlを加えて培

養を行った。 
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３－２－３ プラスミドベクターの構築 

① pCMV-FLAG-UBR1、pCMV-FLAG-UBR2 

（N末 FLAGタグ融合UBR1プラスミド、N末 FLAGタグ融合UBR2プラスミド） 

 ラット UBR1 及びラット UBR2 をコードする遺伝子は、H4IIE 細胞株の cDNA 

library より PCR 法を用いて作製した。UBR1、UBR2 はそれぞれ下記の

rUBR1/F/SmaI と rUBR1/R/XhoI、rUBR2/F/EcoRV と rUBR2/R/XhoI のプライマ

ーを用いて PCRした。 

rUBR1/F/SmaI    5’-gggatggcggacgaagagatggacg-3’   

rUBR1/R/XhoI     5’-ttttctcgagtcagagtaactgccagttgaatcc-3’ 

rUBR2/F/EcoRV   5’-atcatggcgtcggagatggagccc-3’ 

rUBR2/R/XhoI    5’-ttttctcgagttacaaatgctgccagtcgatgcc-3’ 

PCR によって得られた UBR1 遺伝子は、5’末端は T4 ポリヌクレオチドキナーゼ

（TOYOBO）処理を行い、3’末端は Xho Iで切断した。次に、FLAGタグ融合タン

パク質発現ベクターpCMV tag2Bを EcoR V、Xho Iで切断した。pCMV tag2Bに

UBR1 断片を組み込んだプラスミドを pCMV-FLAG-UBR1 とした。（参考：ヒト

UBR1のクローニングは、大腸菌に毒性があると考えられ、成功しなかった。） 

PCR によって得られた UBR2 遺伝子は、5’末端は T4 ポリヌクレオチドキナーゼ

（TOYOBO）処理を行い、3’末端は Xho Iで切断した。次に、FLAGタグ融合タン

パク質発現ベクターpCMV tag2Bを EcoR V、Xho Iで切断した。pCMV tag2Bに

UBR2断片を組み込んだプラスミドを pCMV-FLAG-UBR2とした。 

 

② pLenti-shUBR1（#1、#2）、pLenti-shUBR2（#1、#2、#3）（UBR1または UBR2

の short hairpin RNAを発現するプラスミド） 

ノックダウンの標的配列は BLOCK-iT RNAi Designer（Invitrogen）を用いてデ

ザインした。 



 56

UBR1 #1  5’-gcuuucagcaaagugauuaac-3’（human UBR1、2620-2640） 

UBR1 #2  5’-gcagcauaauggucugaaagc-3’（human UBR1、4050-4070) 

UBR2 #1  5’-gcucauagugaauugguaaag-3’（human UBR2、2374-2394） 

UBR2 #2  5’-gcguuugcagagugauuaugu-3’（human UBR2、1191-1211） 

UBR2 #3  5’-gctgcuuccuccaagaaauau-3’（human UBR2、3669-3689） 

上記標的配列（相補配列）と標的配列（逆向き配列）の間にループ配列（ttcaagaga）

を加え、shRNA 配列とした。shRNA 配列末端に BseRI、Bgl II を加えたセンス鎖

とアンチセンス鎖をアニールし、T4ポリヌクレオチドキナーゼ処理を行った。次に、

マウス U6プロモーター（-315～+5）を組み込んだ pBS-U6ベクターを BseR I、Bgl 

IIで切断し、shRNA配列を挿入した。作製した pBS-U6-shUBR1、pBS-U6-shUBR2

を Xba I、Cla Iで切断した。次に、pLenti6/V5-GW/LacZを Xba I、,Cla Iで切断し

た。pLenti6/V5-GW/LacZ に U6-shUBR1断片または U6-shUBR2断片を組み込ん

だプラスミドをそれぞれ pLenti- shUBR1、pLenti-shUBR2とした。 

 

３－２－４ shRNA発現レンチウイルスの作製 

293FT 細胞株に、ViraPower Lentiviral Packaging mix（ Invitrogen）と、

pLenti-shUBR1 あるいは pLenti-shUBR2 を同時導入し、組換えレンチウイルスを

作製した。細胞導入後 24時間後に培地交換を行い、72時間後にレンチウイルスを含

む培養上清を回収した。上清は、3,000 rpm、4℃、15分間で遠心した後（TOMY、

AX-310）、0.45 µm のフィルターを通すことにより、細胞断片を取り除いた。次に、

12.5 krpm、6 時間、4℃で、超遠心を行った（Beckman、Sw41Ti）。上清をデカン

とで除き、新たな DMEM 500 µlに懸濁することによって、レンチウイルスを濃縮し

た。HEK293TでMOI（multiplicity of infection）の算出が困難だったため、HeLa

において MOI を算出した。MOI 10（HeLa）で、HEK293T に shUBR1 あるいは

shUBR2発現レンチウイルスを感染した。感染 2日後から、10 µg/mlブラストサイ
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ジン（Invitrogen）による感染細胞の選択を行い、感染 7日後の細胞を S6K1リン酸

化の実験（３－２－６）に用いた。 

 

３－２－５ 培養細胞株への遺伝子導入 

 前夜に 10-cm collagen-coated dishに HEK293Tを 5.0×106 cellsでまき、37°C、

5％ CO2条件下で約 12時間インキュベートした。Lipofectamine 2000（Invitrogen）

を用い、pCMV-FLAG-UBR1または pCMV-FLAG-UBR2を細胞導入した。細胞導入

4時間後に培地交換を行った。細胞導入 24時間後に、細胞を 5.0×105 cells/12-well 

collagen-coated plate でまき直し、S6K1 リン酸化の実験（３－２－６）に用いた。

また、細胞導入 24時間後に、細胞を 7.5×106 cells/10-cm collagen-coated dishでま

き直し、UBR1や UBR2の結合因子の探索（３－２－７）に用いた。 
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３－２－６ ロイシンによる S6K1リン酸化 

ロイシンによる S6K1リン酸化を見る実験は、以下のように行った。 

HEK293Tを12-well collagen-coated plateに5 × 105 cells/wellでまき、37℃、5% CO2

条件下で約 9時間インキュベート 

↓ DMEM（血清なし）1 mlに変えて、37℃、5% CO2条件下でインキュベート 

12時間 

↓ DMEM（血清なし・アミノ酸なし）で１回洗った後、同培地 900 µlを加えて、 

2時間 

↓  DMEM（血清なし・アミノ酸なし）にロイシンを溶解したもの（目的の 10倍 

濃度）を 100 µl加えて 30分間 

↓ PBS（10 mM NaF／1 mM Na3VO4を直前に加えたもの）で洗浄 2回、同 PBS

を加えてスクレーパーにより細胞回収 

↓ 遠心（1,500 rpm（200×g）、5分間、4℃） 

↓ NP-40 lysis buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）／150 mM NaCl／1% NP-40

／10mM NaF／1 mM Na3VO4／1 mM DTT）50 µlを加えて、ピペッティング

で細胞をほぐした後、10分間、on iceに置く。2、3分置きにタッピングなどで

転倒攪拌する。 

↓ 遠心（15,000 rpm（20,000×g）、20分間、4℃）、上清をサンプルとして回収 

↓ 上清のうち 1 µlをタンパク質濃度測定に用いる（Bradford法、ナカライテスク）

上清の残りに 3分の 1量の 4×SDS sample buffer（200 mM Tris-HCl（pH 6.8）

／500 mM 2-mercaptoethanol／8% SDS／0.4% BPB／40%（v/v）glycerol）を

加え、98℃で分加熱。 

↓タンパク質の量をそろえて SDS-PAGEに流し、ウェスタンブロッティングを行 

った。 

H4IIE を用いた２－２－３とは、血清枯渇時間、血清・アミノ酸枯渇時間、ロイ
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シンを加える時間が異なる。 

ラパマイシンを加える実験では、ロイシンを加える１時間前にラパマイシンを最終

濃度 20 nMになるように加えた。 

 

３－２－７ UBR1、UBR2の結合因子の探索 

UBR1、UBR2の結合因子の探索実験は、以下のように行った。 

HEK293Tを 12-well collagen-coated plateに 7.5 × 106 cells/wellでまき、37℃、5% 

CO2条件下で約 9時間インキュベート 

↓ DMEM（血清なし）10 mlに変えて、37℃、5% CO2条件下でインキュベート 

12時間 

↓ DMEM（血清なし・アミノ酸なし）で１回洗った後、同培地 9 mlを加えて、 

2時間 

また、プロテアソーム阻害剤ラクタシスチン 1 mM 90 µlを加えた 

↓ PBS（10 mM NaF／1 mM Na3VO4を直前に加えたもの）で洗浄 2回、同 PBS

を加えてスクレーパーにより細胞回収 

↓ 遠心（1,500 rpm（200×g）、5分間、4℃） 

↓ NP-40 lysis buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）／150 mM NaCl／1% NP-40

／10mM NaF／1 mM Na3VO4／1 mM DTT）320 µlを加えて、ピペッティング

で細胞をほぐした後、10分間、on iceに置く。2、3分置きにタッピングなどで

転倒攪拌する。 

↓ 遠心（15,000 rpm（20,000×g）、20分間、4℃）、上清をサンプルとして回収 

↓ 上清に Anti-FLAG M2 affinity gel（Sigma）20 µlを加え、4℃、1時間転倒攪

拌を行った。そして、0.1% NP-40 Wash Buffer（50 mM Tris-HCl（pH8）、100 

mM NaCl、0.1％ NP-40）500 µlで３回洗浄後、0.1 mg/ml FLAGを含む 0.1% 

NP-40 Wash Buffer 50 µlにより精製タンパク質を溶出した。3分の 1量の 4×
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SDS sample buffer（200 mM Tris-HCl（pH 6.8）／500 mM 2-mercaptoethanol

／8% SDS／0.4% BPB／40%（v/v）glycerol）を加え、98℃で分加熱。 

SDS-PAGE後、銀染色と各抗体によるウェスタンブロッティングを行った 

 

３－２－８ SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）、銀染色、ウェスタン

ブロッティング 

 ２－２－６、２－２－７、２－２－８を参照。 
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３－３ 結果 

 

３－３－１ UBR1と UBR2の過剰発現による S6K1リン酸化への影響 

 第２章でロイシン結合タンパク質として得られたユビキチンリガーゼ UBR1 と

UBR2が、ロイシン-mTORシグナル経路に関与するのかを、HEK293Tで UBR1ま

たは UBR2 を過剰発現させることによって検証した。HEK293T は、遺伝子（プラ

スミド）導入効率が高く、さらに SV40ウィルス large T抗原を発現しているために

SV40 oriを持つプラスミド（例：pCMV）の細胞内コピー数を増やすことができる。

このため、導入した遺伝子を効率よく高発現させることができる。N 末端に FLAG

タグを融合した UBR1（あるいは UBR2）の発現プラスミドをリポフェクション法

により細胞に導入したところ、これらのプラスミドを導入していない細胞と比較して、

UBR1（あるいは UBR2）の発現量は約 30 倍に上昇した（図 3-1C）。HEK293T に

おいても、ロイシンは（mTORシグナル経路の活性化の指標である）S6K1 Thr389

のリン酸化を引き起こした（図 3-1B lane 1、4）。ここで、UBR1あるいは UBR2を

発現させると、ロイシンによる S6K1リン酸化は減少した（図 3-1B lane 4-6）。また、

ロイシンを加えない状態でわずかに見られる S6K1 Thr389のリン酸化も、UBR1あ

るいは UBR2の発現によって減少した（図 3-1B lane 1-3）。以上の結果から、UBR1

と UBR2は、S6K1のリン酸化の負の制御因子であることが示唆された。 

 

３－３－２ UBR1と UBR2のノックダウンによる S6K1リン酸化への影響 

 もし UBR1と UBR2が S6K1リン酸化を抑制する因子であるならば、逆に UBR1

と UBR2をノックダウンすることによって、S6K1リン酸化は増加するはずである。

そこで、UBR1 あるいは UBR2 をノックダウンするための shRNA 発現レンチウイ

ルスを HEK293Tに感染させた（UBR1 shRNAは#1、#2の 2種類、UBR2 shRNA

は#1、#2、#3の 3種類）。それぞれの感染細胞で、UBR1あるいは UBR2の発現量
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が 70－90%低下した（図 3-2A）。この時、ロイシン刺激無しでも S6K1 リン酸化の

増加が見られた（図 3-2B）。特に強く発現抑制が見られた UBR1 shRNA #2と UBR2 

shRNA #1で、S6K1リン酸化は強く増加するのが観察できた。過剰発現とノックダ

ウンのの実験結果から、UBR1 と UBR2 は、S6K1 リン酸化を抑制する因子と考え

られる。 

UBR1 と UBR2 のノックダウンに伴う S6K1 Thr389 リン酸化の増加は、TOR 

complex 1を介していることを示すため、TOR complex 1の阻害剤であるラパマイ

シンを加えた。その結果、UBR1と UBR2のノックダウンによる S6K1リン酸化の

増加は、完全に抑えられた（図 3-3）。したがって、UBR1と UBR2は、TOR complex 

1を抑制し S6K1リン酸化を抑制していることが示された。 

 

３－３－３ ロイシン添加が UBR1と UBR2の過剰発現に与える影響 

 UBR1と UBR2はmTOR活性を抑制する因子であることが、３－３－１と３－３

－２によって示された。次に、ロイシンの経路に UBR1及び UBR2が関与している

かを検証した。もし、UBR1 及び UBR2 がロイシンの経路に関与しているのであれ

ば、UBR1や UBR2の過剰発現による S6K1リン酸化抑制は、ロイシンを多量に加

えることで解除することができるかもしれない。解除されなければ、UBR1や UBR2

はロイシン経路には関与せずに mTORの活性を抑制する因子である可能性がある。

そこで、ロイシンの濃度を 1 mMから、3、10 mMに増加させ、あるいは DMEM培

地に含まれるアミノ酸（15 種）を加えた（図 3-4）。その結果、10 mM ロイシンを

加えた時や DMEM 培地に含まれるアミノ酸を加えた時、UBR1 や UBR2 による

S6K1 リン酸化抑制効果が消失する傾向が見られた。したがって、UBR1 と UBR2

はロイシン-mTOR シグナル経路に関与していると考えられた。また、ロイシンは、

UBR1や UBR2を阻害することによってmTORを活性化していると考えられる。 

 



 63

３－３－４ UBR1と UBR2の過剰発現におけるmTOR関連因子群の量変化 

 UBR1と UBR2は、ユビキチンリガーゼであるため、UBR1と UBR 2はmTOR

の活性化因子をユビキチン化してプロテアソームによる分解に導くことで、mTOR

活性を抑制していることが予想された。そこで、UBR1や UBR2を過剰発現させて、

既知の mTORの活性化因子の量が変化するか、各因子の抗体を用いてウェスタンブ

ロッティングを行った。mTORの活性化因子としては、mTOR自身、mTORと複合

体を構成する Raptor、GβL、またmTORに直接結合して活性化することが知られて

いる Rhebについて検証したところ、これらの因子の量は変化が見られなかった（図

3-5）。その他の mTOR 周辺因子（PRAS40、TSC1、TSC2）の量の変化も見られな

かった。 

また、プロテアソームによる分解に導かないユビキチン修飾があることから、UBR

の結合因子として上記の因子が得られるかを検証した。HEK293T における UBR1

及び UBR2の過剰発現を行った条件で（３－３－１、３－３－３）、FLAG精製を行

った。ユビキチン化した因子は UBR1や UBR2から物理的に離れると考えられ、そ

こでプロテアソーム阻害剤であるラクタシスチン存在下でも行ったが、UBR1/UBR2

の結合因子としてmTOR周辺因子は検出されなかった（図 3-6）。 

したがって、UBR1 と UBR2 は、本章で検証した因子以外を基質にしていると考

えられた。 
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３－４ 考察 

 

３－４－１ UBR1と UBR2は同程度の mTOR抑制効果 

 ユビキチンリガーゼである UBR1と UBR2は、ともに N-end ruleタンパク質分解

で働き、認識する基質の特徴も共通している一方で、それぞれのノックアウトマウス

の表現型は異なり生体内における機能の違いが示唆されている（Kwon et al. 2001, 

2003、１－２－５参照）。本章で検証した S6K1のリン酸化（mTOR活性化）に対し

ては、UBR1 と UBR2 は同程度の抑制効果が観察された（過剰発現及びノックダウ

ンの実験）。したがって、mTOR 活性抑制に関して、UBR1 と UBR2 の両方が関与

し、互いに補完していると考えられる。 

 

３－４－２ UBR1と UBR2のノックダウンによる S6K1リン酸化の増加度合 

 UBR1と UBR2のノックダウンにより、アミノ酸枯渇条件下において S6K1リン

酸化の増加が見られた。ロイシンが UBR1/UBR2を介してmTORを抑制しているの

であれば、UBR1/UBR2 ノックダウンによってロイシンと同じ効果が期待される。

しかし、ロイシンを加えた時ほどの増加が見られなかった。これは以下のような原因

が考えられる。 

① ノックダウン効率が十分ではなかった。 

② 例えば UBR1をノックダウンしても UBR2が残っており、残りの UBRによる

mTOR抑制効果が見られる。 

③ UBR1と UBR2を介さない経路が存在する。 

 ②については、UBR1 と UBR2 の両方をノックダウンするため、２種類のレンチ

ウイルスを同時に感染させたがノックダウンの効率が低下し、両方を十分ノックダウ

ンすることができなかった。 

 ③については、UBR1、UBR2と type 1基質認識ドメイン（別名 UBR box）を持
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つファミリーが報告されており、UBR3 や UBR4 などが関与する可能性が考えられ

る（Tasaki et al. 2005）。 

 

３－４－３ UBR1と UBR2のユビキチン化活性と S6K1リン酸化 

 UBR1、UBR2 の今までに知られている活性はユビキチン付加のみで、mTOR 活

性の抑制にユビキチン化が関わっている可能性は高い。ユビキチン化活性が必要であ

ることを確認するため、３－３－１において UBR1全長または UBR2全長の過剰発

現の代わりに、ユビキチン化活性のない点変異体（Xie & Varshavsky 1999）や部分

欠損変異体（４－３－２）を発現させて S6K1リン酸化に影響を与えないことを検証

したいと考えた。しかし、これらの変異体の発現量は、全長の発現量と比較して極端

に少なく、比較することができなかった。これらの変異体は、構造的に不安定である

ことが考えられる。安定に発現できる変異体を用いて、ユビキチン化活性が重要であ

ることを示す必要がある。 
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図 3-1 UBR1と UBR2の過剰発現による S6K1リン酸化への影響 

(A) FLAGタグ融合 UBR1、UBR2を HEK293T細胞株に導入した。細胞導入して約

32時間後、血清・アミノ酸枯渇状態にして、1 mMのロイシンを加えて 30分後に細

胞を回収した。 

(B) HEK293Tにおいて、ロイシンは S6K1リン酸化を引き起こした（lane 1、4）。

UBR1あるいは UBR2を過剰発現させると、S6K1リン酸化は減少した（lane 4-6）。

ロイシン刺激無しの状態でわずかに見られる S6K1 リン酸化も UBR1、UBR2 の過

剰発現で検出できなくなった（lane 1-3）。 

(C) UBR1、UBR2それぞれを認識する抗体でウェスタンブロッティングを行い、過

剰発現の程度を調べた。 
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図 3-2 UBR1と UBR2のノックダウンによる S6K1リン酸化への影響 

(A) HEK293T細胞株に、UBR1または UBR2 shRNAを発現するレンチウイルスを

感染させた（UBR1 は#1・#2、UBR2 は#1・#2・#3）。抗生物質によって感染した

細胞を選別し、感染から７日後に UBR1、UBR2 のノックダウンの程度をそれぞれ

の抗体で確認した。 

(B) 血清・アミノ酸枯渇状態にした後、1 mMロイシンを加えて、各抗体でウェスタ

ンブロッティングを行った。UBR1 あるいは UBR2 のノックダウンにより、ロイシ

ンを加えない状態で、S6K1リン酸化の増加が見られた。 
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図 3-3 UBR1と UBR2のノックダウンによる S6K1リン酸化増加は TOR complex 

1を介している 

図 3-2と同様に実験を行い、ロイシンの刺激１時間前に、TOR complex 1阻害剤

ラパマイシンを 20 nMで加えた。ラパマイシンを加えた結果、UBR1や UBR2のノ

ックダウンによって増加した S6K1リン酸化は完全に見られなくなった。 
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図 3-4 高濃度のロイシンを加えると、UBR1 と UBR2 の過剰発現による S6K1 リ

ン酸化抑制効果は弱まる 

 ロイシンの濃度を 1 mMから、3、10 mMに増加させたり、DMEMアミノ酸（15

種）を加えた時、UBR1や UBR2による S6K1リン酸化の抑制効果は弱まる傾向が

見られた。よって、UBR1と UBR2は、ロイシン-mTORシグナル経路に関与するこ

とが示唆された。 
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図 3-5  UBR1とUBR2を過剰発現させた時のmTORシグナル経路の因子の量変化 

 UBR1と UBR2を過剰発現させたとき、既知のmTORシグナル経路の因子の量が

変化するかを、それぞれの抗体でウェスタンブロッティングを行うことにより観察し

た。mTOR複合体（TOR complex 1）の構成因子（mTOR、Raptor、GβL）、TOR complex 

1に結合する因子（PRAS40、Rheb）、TOR complex 1の上流で働く因子（Rheb、

TSC1、TSC2）は、いずれも量の減少が見られなかった。 
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図 3-6 UBR1/UBR2の結合因子  

 HEK293Tに FLAGタグ融合 UBR1/UBR2を発現させ、FLAGタグにより精製し

た。UBR1/UBR2結合因子として、既知のmTOR周辺因子は得られなかった。銀染

色で検出されたものの一部は、UBR1/UBR2 の分解産物と考えられる。血清・アミ

ノ酸枯渇状態に置き、さらにプロテアソーム阻害剤であるラクタシスチンを加えた。 
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第４章 ロイシンが UBR1、UBR2の活性に与える影響

（in vitro解析） 
 

４－１ 緒言 

 

第３章（３－３－３）では、細胞において、ロイシンは UBR1/UBR2 の活性を阻

害していることが示唆された。本章では、in vitro 評価系を用いて、ロイシンが

UBR1/UBR2 の活性に与える影響を検証した。UBR1/UBR2 は、N 末端アミノ酸残

基を認識してユビキチン化し、N 末端アミノ酸残基によって半減期が異なるという

N-end rule を担っている。UBR1/UBR2 が認識してユビキチン化するアミノ酸残基

は、type 1（Arg、Lys、His）と type2（Leu、Phe、Trp、Tyr、Ile）である。in vitro

転写・翻訳系で使われるウサギ網状赤血球抽出液では、UBR1/UBR2を含む酵素群の

存在により、哺乳類細胞における N-end ruleタンパク質分解を観察することができ

る（Gonda et al. 1989）。 

ウサギ網状赤血球抽出液での N-end ruleを見るモデル基質として、Sindbis virus 

RNA polymeraseの nsP4というタンパク質が知られている（Tasaki et al. 2005）。

このタンパク質は、自然界においては、他の因子（nsP3）との融合タンパク質とし

て発現した後プロテアーゼで切断されることにより N 末端に Tyr 残基を露出し、速

やかに分解されている（Groot et al. 1991）。nsP4の N末端にある Tyr（type 2）残

基を、Arg（type 1）、Leu（type 2）、Met（type 1/2に当てはまらない）に置換した

モデル基質は N-end ruleに沿って分解され、type 1と type 2の基質は速やかに分解

されるが、type 1/2に当てはまらないMetは安定に存在する。本章では、Arg、Leu、

Tyr、Metを N末端に持つモデル基質の、ウサギ網状赤血球抽出液における分解に対

するロイシンの影響を検証した。 

また、本章の後半では、UBR2の部分欠損変異体を作製し、ロイシンが結合する部
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位を決定した。ロイシンは UBR2の基質認識ドメインに結合した。ロイシンは、UBR2

の基質認識ドメインに結合し活性を阻害していることが示唆された。 
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４－２ 材料及び方法 

 

４－２－１ 試薬 

・Leu（Wako）、Leu-Ala（Sigma）、Arg-Ala（Bachem） 

それぞれ最終濃度 50 mMになるようにmilliQに溶かした。 

・Bestatin（ナカライテスク） 

最終濃度 1 mMになるようにエタノールに溶かし、－20℃で保存した。 

・TNT Quick coupled transcription/translation system（Promega） 

 

４－２－２ プラスミドベクターの構築 

① pcDNA3-flagDHFRha-UbR48-X-nsP4flag（X: Arg、Leu、Tyr、Met） 

（N-end ruleのモデル基質発現プラスミド） 

X: Arg、Tyr、Metのプラスミドは、University of Pittsburghの Dr. Yong Tae Kwon 

に頂いた。X: Leuのプラスミドは、X: Leuから QuikChange site-directed mutage- 

nesis kit （Stratagene）を用いて作製した。 

 

② pCMV-FLAG-UBR2全長、pCMV-FLAG-UBR2部分欠損変異体 

（N末 FLAGタグ融合、UBR2全長または部分欠損変異体を発現するプラスミド） 

pCMV-FLAG-UBR2全長は、３－２－３①参照。 

pCMV-FLAG-UBR2部分欠損変異体（1-1294、1-871、1-482、872-1755、483-1755、

483-871）は以下のように作製した。ラット UBR2 部分欠損変異体の遺伝子は、

pCMV-FLAG-UBR2全長を鋳型とし、下記のプライマーを用いて PCRを行った。 

1-1294  rUBR2/F/EcoRV    5’-atcatggcgtcggagatggagccc-3’ 

rUBR2 d1/R/XhoI  5’-ttttctcgagttaccgaggataaaaatcaggcc-3’ 
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1-871     rUBR2/F/EcoRV       （上に同じ） 

           rUBR2 d2/R/XhoI    5’-ttttctcgagttatgtatcttctttattttctcttttcaac-3’ 

1-482     rUBR2/F/EcoRV       （上に同じ） 

rUBR2 d6/R/XhoI    5’-ttttctcgagttacttgagatctaagataaggctc-3’ 

872-1755  rUBR2 d3/F/EcoRV  5’-atcgcacttcctcctccggct-3’ 

rUBR2 /R/XhoI      5’-ttttctcgagttacaaatgctgccagtcgatgcc-3’ 

483-1755  rUBR2 d4/F/EcoRV  5’-atctatgtgttgatcagcaaaccaa-3’ 

rUBR2 /R/XhoI        （上に同じ） 

483-871   rUBR2 d4/F/EcoRV    （上に同じ） 

rUBR2 d2/R/XhoI      （上に同じ） 

PCR によって得られた DNA 断片は、5’末端は T4 ポリヌクレオチドキナーゼ

（TOYOBO）で処理を行い、3’末端を Xho Iで切断した。次に、FLAGタグ融合タン

パク質発現ベクターpCMV tag2Bを EcoR V、Xho Iで切断した。pCMV tag2Bに各

UBR2部分欠損変異体断片を組み込んだプラスミドを、pCMV-FLAG-UBR2 1-1294、

1-871、1-482、872-1755、483-1755、483-871とした。 

 

４－２－３ N-end rule に沿った in vitroタンパク質分解系 

ウサギ網状赤血球抽出液TNT Quick coupled transcription/translation systemは、

モデル基質の発現と、モデル基質の分解で用いた。ウサギ網状赤血球抽出液は、メチ

オニン以外のアミノ酸が補充されており、DNAを添加すると in vitro転写・翻訳を

行うことができる。また、脱ユビキチン化酵素が含まれているため、flagDHFRha-UbR48

及び X-nsP4flag の融合タンパク質を発現させると、Ub の直後で切断されて

flagDHFRha-UbR48と X-nsP4flagができる（今回 DHFR に続く Ub は K48R の変異体

を用いている）（Tasaki et al. 2005）。 

まず、準備実験として、モデル基質の発現・精製を行った。TNT Quick coupled 
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transcription/translation system 40 µlに、[35S] methionine（Parkin Elmer）2 µl、

2 mM ジペプチド、0.15 mM Bestatin（ジペプチドの分解を防ぐためのアミノペプ

チダーゼ阻害剤）、pcDNA3-flagDHFRha-UbR48-X-nsP4flag（X: Arg、Leu、Tyr、Met）

1 µgを加え（反応溶液計 50 µl）を加えて、30℃で 1時間発現させた。添加するジペ

プチドは、Arg-Ala（X: Argの時）、Leu-Ala（X: Leuの時）、Trp-Ala（X: Tyrの時）

を用いた（これらは UBR1/UBR2の競合的阻害剤であり、X-nsP4の分解を防ぐこと

ができる）。発現させた後、Anti-FLAG M2 affinity gel（Sigma）20 µlを加え、4℃、

1時間転倒攪拌を行った。そして、0.1% NP-40 Wash Buffer（50 mM Tris-HCl（pH8）、

100 mM NaCl、0.1％ NP-40）500 µlで 3回洗浄後、0.1 mg/ml FLAGを含む 0.1% 

NP-40 Wash Buffer 50 µlにより精製タンパク質を溶出した。その結果、flagDHFRha- 

UbR48と X-nsP4flag（X: Arg、Leu、Tyr、Met）が得られた。 

次に、新しい TNT Quick coupled transcription/translation system 20 µlに、アミ

ノ酸またはジペプチド（0、2、4 mM Leu、2 mM Leu-Ala＋0.15 mM Bestatin、2 mM 

Arg-Ala＋0.15 mM Bestatin）を加えて、on iceで 20分間静置した。その後、精製

混合物 flagDHFRha-UbR48及びX-nsP4flag 5 µlを加えて、30℃でインキュベートし、0、

3分後のサンプルを回収した（反応溶液計 30 µl）。回収したサンプルはすぐ 4×SDS 

sample buffer（組成は２－２－５参照）を 10 µl量加えて、98℃で 5分間加熱した。

SDS-PAGE後、オートラジオグラフィーによって検出した（Storm 860（Molucular 

Dynamics）、ImageQuant）。 

 

４－２－４ UBR2全長及び部分欠損変異体の発現、ロイシンとの結合評価 

 前夜に10-cm collagen-coated dishにHEK293Tを5.0×106 cellsでまき、37°C、

5％ CO2 条件下で約 12 時間インキュベートした。そして、Lipofectamine 2000

（Invitrogen）を用い、pCMV-FLAG-UBR2全長または部分欠損変異体を細胞導入し

た。細胞導入 4時間後に培地交換を行った。細胞導入 24時間後に、PBSによる洗浄
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2回後、PBSによって回収した。そして、NP-40/HEPES lysis Buffer（20 mM HEPES

（pH 7.9）、10％ Glycerol、150 mM KCl、0.2 mM EDTA、1% NP-40、1 mM DTT）

で溶解させた。Anti-FLAG M2 Affinity Gel（Sigma）を用いて精製した。SDS-PAGE

後、CBC 染色を行い、BSA（Fraction V、ナカライテスク）の検量線との比較によ

り定量した。 

 精製したUBR2部分欠損変異体 100 ng / sampleを、ロイシン固定化粒子と混合し、

4時間の転倒攪拌を行った。次に、Wash Buffer（20 mM HEPES-NaOH (pH7.9)、

10% Glycerol、150 mM KCl、0.2 mM EDTA（pH8.0）、1 mM DTT、0.2 mM PMSF、

0.1% NP-40）で洗浄し、1×SDS sample bufferにより溶出した。 

 

４－２－５ SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）、ウェスタンブロッテ

ィング 

 ２－２－６、２－２－８を参照。 
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４－３ 結果 

 

４－３－１ ロイシンが N-end ruleタンパク質分解に与える影響 

 まず、ウサギ網状赤血球抽出液において、N末端アミノ酸残基によって半減期が異

なる N-end ruleが見られることを確認した。Arg（type 1）、Leu、Tyr（以上 type2）、

Met（type 1/2に当てはまらない）を N末端に持つモデル基質の分解を観察した結果、

Arg、Leu、Tyrのモデル基質は 3分で速やかに分解されたが、Metのモデル基質や

コントロールの DHFR-Ubは安定に存在した（図 4-1 lane 1、2、7、8、13、14、19、

20）。また、ジペプチドを加えることによって対応する基質分解が阻害されるかを観

察することによっても、N-end ruleが見られることを確認した。type 1基質の分解

を阻害するジペプチド Arg-Alaを加えた時、type 1基質の分解は阻害され、type 2

基質の分解は阻害されない（lane 6、12、18）。type 1基質の分解を阻害するジペプ

チド Leu-Alaを加えた時は、逆に、type 1基質の分解は阻害されないが type 2の基

質の分解は阻害された（lane 5、11、17）。これらの結果は、今までの報告と一致し

ている（Groot et al. 1991; Tasaki et al. 2005）。 

ここで、ロイシンを加えることにより、モデル基質の分解に影響を与えるかを検証

した。その結果、ロイシンは、Arg、Tyr のモデル基質の分解に対してはほとんど影

響を与えなかった。一方、ロイシンは、Leu-Alaジペプチドよりは弱いが、Leuのモ

デル基質の分解を濃度依存的に阻害した（図 4-1 lane 8-10）。Metのモデル基質の分

解には、ロイシンの影響は見られなかった。以上の結果から、ロイシンは、特に N

末端にロイシンを持つモデル基質の分解を阻害することが分かった。ロイシンは、競

合的に type 2基質の分解を阻害している可能性が考えられた。 

 

４－３－２ UBR2のロイシン結合部位の決定 

 ロイシンはどのように N-end ruleを阻害するのかを考察するため、UBR2におけ
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るロイシン結合部位を決定した。UBR1 と UBR2 は、相同性が 66％と高く（ヒト、

ラット）、機能ドメインが共通している。各機能ドメインの説明は１－２－６で述べ

た。図 4-2のように UBR2全長及び部分欠損変異体 6種類を哺乳類培養細胞で発現・

精製し、ロイシン固定化粒子との結合を評価した。その結果、C末端領域を欠失した

変異体でも、全長と同程度ロイシンと結合した（1-1294、1-871）。さらに短くした

変異体（1-482）でも、回収率は若干低下したがロイシンと結合した。一方で、1-482

を含まない変異体（871-1755、483-1755、483-871）ではロイシンとの結合は見られ

なかった。以上の結果から、ロイシンは UBR2 の基質認識ドメインに結合すること

が示唆された。type 1と type 2のいずれに結合するかの検討を試みたが、1-482よ

り短い変異体はコンフォメーションが維持できないと考えられ、どの変異体もロイシ

ンとの結合が減少したため、さらに細かい結合領域を決定することはできなかった。 
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４－４ 考察 

 

４－４－１ ウサギ網状赤血球抽出液を用いた評価系 

 ウサギ網状赤血球に UBR1、UBR2が含まれており、N-end ruleが観察できるこ

とから、UBR1/UBR2の評価系として用いた。しかし、E1、E2、プロテアソームへ

の影響も含めた評価となるため、ユビキチン化活性のみを見るには、精製された E1、

E2、E3、基質、ユビキチン、ATPを加える再構成系が適している。 

再構成系で実験するには、基質をある程度多く調製する必要がある。しかし、

UBR1/UBR2の基質となるような、Met以外の N末端アミノ酸残基の基質を大量調

製できる系が確立していないため、UBR1/UBR2 を用いた報告でほとんど再構成系

が用いられていない（UBR1/UBR2を E3とする再構成系を用いた報告は、type 1、

type2アミノ酸残基によらない特殊な基質 CUP9のみ（Turner et al. 2000））。そこ

で、本章で精製したモデル基質を再構成系に加えたところ、少量での検出が求められ

るが、UBR1/UBR2 によりユビキチン化することが確認できた。また、ロイシンで

ユビキチン化が阻害される様子も観察された。今後、基質を大量に調製する方法を確

立することにより、UBR1/UBR2の再構成系の活性評価が可能である。 

 

４－４－２ 部分欠損変異体の発現量 

 HEK293T で UBR2 部分欠損変異体を発現させた時、全長と比べて発現量は少な

かった。UBR2は、一部でも欠失すると不安定になる構造であると考えられる。また、

リガーゼ活性のない点変異体でも発現量はわずかであった（Xie & Varshavsky 1999、

３－４－３）。このリガーゼ活性のない点変異体の細胞内結合因子として、シャペロ

ンタンパク質が同定されたため、部分欠損変異体や点変異体は構造的に不安定である

ことが示唆された。 
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図 4-1 ロイシンは N-end rule基質の分解を阻害する 

(A) 35Sで放射性ラベルしたモデル基質 X-nsP4（X: Arg、Leu、Tyr、Met）及びコン

トロール DHFR-Ubを、ウサギ網状赤血球抽出液に加えた。Arg、Leu、Tyrは 3分

で速やかに分解された。この時、Leu、Leu-Ala（図中の LA）、Arg-Ala（図中の RA）

を加えた。回収したサンプルは、SDS-PAGE 後オートラジオグラフィーによって検

出した。 

(B) (A)の結果を Image Jを用いてグラフ化した。X-nsP4量をDHFR-Ub量で補正し、

0分での X-nsP4を 100%とした。



 82

Full length

1-1294

F

Leu binding

+ +
F

1-871 F

1-482 F

+ +

+ +
+

872-1755 F

483-1755 F

−

−

483-871 F −

− +

Input Bound

Full length

1-1294

1-871

1-482

872-1755

483-1755

483-871

基質認識ドメイン

type 1

E2との
結合領域

ユビキチン
リガーゼ活性 自己阻害領域

type 2

UBR2
1,755 AA

F（ : FLAGタグ）

 (A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   (B) 

   

 

 

 

 

図 4-2 ロイシンは UBR2の基質認識ドメインに結合する 

(A) 結合評価に用いた UBR2の部分欠損変異体。UBR2は、type 1基質と type 2基

質が結合する基質認識ドメイン、E2 の結合領域、ユビキチンリガーゼ活性を担うド

メイン、自己阻害領域（種間で保存されている領域）からなる。 

(B) FLAGタグ融合の UBR2全長及び部分欠損変異体を HEK293T細胞株で発現・精

製した。ロイシンを固定化していない粒子（－）またはロイシン固定化粒子（＋）と

の結合を検証した。SDS-PAGE 後、FLAG 抗体によりウェスタンブロッティングを

行った。 
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第５章 総括 
 

５－１ 本研究のまとめ 

 

本研究では、ユビキチンリガーゼ UBR1、UBR2が細胞内のロイシンの標的として

働き、ロイシン-mTOR シグナル経路を制御することが示唆された。以下、本研究で

得られた結果をまとめる。 

① ロイシンは UBR1、UBR2に直接結合した 

 （第２章：アフィニティ精製、第４章：ロイシン結合部位の決定） 

② UBR1、UBR2は、mTOR活性を抑制する因子であった 

 （第３章：培養細胞における過剰発現・ノックダウンの実験） 

③ ロイシンは、UBR1、UBR2 を阻害することによって、mTOR を活性化するこ

とが示唆された 

 （第３章：培養細胞における解析、UBR1、UBR2過剰発現時に高濃度のロイシ

ンを加える実験） 

④ ロイシンは UBR1、UBR2の活性を阻害した 

特に N末端がロイシンである基質に対して阻害活性が見られた 

（第４章：in vitro評価系） 

⑤ ロイシンは UBR2の基質認識ドメインに結合した 

（第４章：ロイシン結合部位の決定） 

 

以上の結果から、ロイシンが mTOR を活性化する機構について、図 5-1 のような

モデルが考えられる。細胞膜にある中性アミノ酸トランスポーター（１－２－１）に

よってロイシンは細胞内に取り込まれ、細胞内で UBR1 や UBR2 と結合し、UBR1

や UBR2の活性を阻害することにより、mTORを活性化するというものである。 
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５－２ 考察 

 

本研究で得られた結果をもとに、以下の３点について考察する。１つ目は、第３章

の結果を受けて、UBR1と UBR2がどのようにmTOR活性を抑制しているのかとい

う点である。２つ目は、第４章の結果を受けて、ロイシンが UBR1と UBR2の活性

を阻害する機構はどのように考えられるかという点である。そして、最後に、細胞に

おけるUBR1及びUBR2を介したロイシン-mTORシグナル経路活性化機構の重要性

を考える。 

 

５－２－１ UBR1と UBR2がmTOR活性を抑制する機構 

 UBR1 と UBR2 の既知の機能はユビキチン付加であることから、UBR1 と UBR2

はmTORシグナル経路の制御に関与する基質の候補を挙げる。 

 

① mTOR周辺の活性化因子 

mTOR活性化因子をユビキチン化して分解に導くことによってmTOR活性が抑制

されることから、既知のmTORシグナル経路活性化因子が基質の候補である。 

ロイシン-mTORシグナル経路における活性化因子としては、mTOR、Raptor、GβL、

Rheb、Rag、hVps34が知られている。mTOR、Raptor、GβLは複合体 TOR complex 

1 を形成し、Rheb、Rag、hVps34 はロイシン-mTOR シグナル経路において活性化

因子と考えられている。抗体を入手した各因子の量は、UBR1 または UBR2 を過剰

発現した時に減少しなかった（３－３－４）。これは、以下のような３つの理由が考

えられる。第一に、ユビキチン化されている量が検出限界以下であることがある。第

二に、ユビキチン化されても分解されないために量の変化が見られないことがある。

そこで、UBR1、UBR2に上記の活性化因子が結合するかを検証したが、見られなか

った（３－３－４）。第三に、他の因子が UBR1や UBR2の基質であると考えられる。
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本研究で未検証の Rag、hVps34 やこれから明らかにされるかもしれない mTOR シ

グナル経路の新規因子が、UBR1や UBR2の基質となる可能性がある。 

 

② 酵母 UBR1の既知の基質（その１） 

UBR1/UBR2の酵母ホモログ UBR1の基質のうち、mTORシグナル経路と関連す

る可能性があるものを②と③で挙げる。まず、ヘテロ三量体 Gタンパク質のαサブユ

ニットである Gpa1pである。 

 Gpa1p は、UBR1 による N-end rule 分解経路に関与することが示されている

（Madura & Varshavsky 1994）。さらに Leu-Alaによって分解が阻害されることか

ら、ロイシンによっても分解が阻害される可能性がある。一方、Gpa1p は、Vps34p

（ロイシン-mTOR シグナル経路に関わる hVps34 の酵母ホモログ）に結合し、活性

化することが報告されている（Slessareva et al. 2006）。よって、ロイシンは UBR1

による Gpa1p分解を阻害し、Vps34pの活性化に関与する可能性はある。 

Gpa1pの哺乳類ホモログは多くのファミリーが存在するため、どれがmTORシグ

ナル経路に関与し、また UBR1、UBR2の基質になるのか、という点はまだ分からな

い。また、UBR1による Gpa1pの認識機構についてもまだ解析が必要である。 

 

③ 酵母 UBR1の既知の基質（その２） 

 酵母 UBR1 の既知の基質として、ペプチドトランスポーターの発現を調節する転

写抑制因子 CUP9が知られている。 

 CUP9は、type 1と type 2の両ジペプチド存在下でユビキチン化される（Turner et 

al. 2000; Du et al. 2002; Xia et al. 2008）。両ジペプチドが必要であるが、type 2の

ジペプチドがユビキチン化促進に関わっていることから、ロイシンも CUP9のユビキ

チン化を促進する可能性がある。その結果、細胞内のアミノ酸濃度を上げ、mTOR

活性化に関与する可能性がある。 
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 CUP9及びペプチドトランスポーターPTR2の哺乳類ホモログは、データベースか

らの検索から PBX / knotted 1 homeobox 2及び SLC15A2であると考えられるが、

これらの哺乳類ホモログについて詳細な解析は行われていない。ロイシンが CUP9

のユビキチン化を阻害するかは検討が必要である。 

 

本研究においては、ロイシン-mTORシグナル経路に関与する UBR1/UBR2の基質

を同定することができなかった。UBR1 や UBR2 の細胞内結合因子の探索を試みた

結果、多くの因子が UBR1や UBR2に結合していることが分かった（３－３－４）。

今後、UBR1や UBR2の基質を明らかにすることが課題である。 

 

５－２－２ ロイシンが UBR1と UBR2の活性を阻害する機構 

 第４章の in vitro N-end ruleタンパク質分解において、ロイシンは、N末端がロイ

シンであるモデル基質の分解を阻害した。また、第４章で、ロイシンの結合部位は、

type 2 基質の部位に限定することはできなかったものの基質認識ドメインであるこ

とが明らかになった。以上の結果から、ロイシンは、UBR1/UBR2と基質との結合を

競合的に阻害していることが考えられる。 

 ロイシンによる N-end rule基質の分解阻害は、2つの特徴があった。1つ目は、ロ

イシンが阻害活性を示すには、Leu-Alaよりも高濃度のロイシンを加える必要があっ

た（４－３－１）。2つ目は、ロイシンは全ての type 2基質に対して阻害活性を示す

のではなく、特に N末端がロイシンの基質に対して阻害活性を示した。Leu-Alaより

は阻害活性は弱いが、基質の特異性は高くなったと言える。 

 1つのアミノ酸が阻害活性を示すことから、他のアミノ酸も阻害活性を示す可能性

がある。今後検証していく必要がある。 
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５－２－３ UBR1と UBR2を介したロイシン-mTORシグナル経路の重要性 

 本研究において、UBR1/UBR2 のノックダウン実験結果、及び過剰発現させてロ

イシンを多量に加える実験結果から、ロイシン-mTORシグナル経路における UBR1

と UBR2の重要性が示唆された。また、ロイシンは、UBR1と UBR2に結合し、活

性を阻害することから、ロイシンを細胞内で感知する因子であることが示唆された。

ロイシン-mTORシグナル経路におけるロイシンの標的が初めて得られたことは意義

深い。 

ロイシンが mTORシグナル経路を活性化するにあたって、ロイシンが感知される

機構として考えられるものは、①細胞内で感知されて、②細胞膜で感知されて、③代

謝物を通して、というものがある。本研究では UBR1と UBR2が①の機構として示

唆された。その他、②や③という可能性についても触れたい。 

 ②：細胞膜で感知するという可能性は、酵母において、細胞外のアミノ酸濃度を感

知して細胞内の転写制御を行う細胞膜上の因子が見つかったことから、推測されてい

る（permease-like membrane protein Ssy1p、Forsberg & Ljungdahl 2001）。哺乳

類細胞においても細胞膜にアミノ酸センサーがある可能性がある。 

 ③：ロイシンよりも高濃度必要であるが、ロイシンの代謝産物であるα-ketoiso- 

caproateがmTORシグナル経路を活性化するという報告がある（Fox et al. 1998）。

また、ロイシンが代謝される中で ATPが産生され、AMP / ATP比の低下で AMPK

活性が低下し、mTORシグナル経路を活性化することが考えられる（Tokunaga et al. 

2004）。このように、ロイシンの代謝産物がmTOR活性化をもたらす可能性がある。 
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５－３ 今後の展望 

  

 UBR1と UBR2を通したロイシン-mTORシグナル経路について、さらに詳細な解

析を行うことにより、ロイシン-mTOR活性化機構の解明が期待される。 

 また、本研究で、UBR1と UBR2がロイシン-mTORシグナル経路に関与すること

が示されたことによって、mTOR シグナル経路が関与する他の作用（オートファジ

ー抑制や細胞周期制御、癌の形成など）に対しても、UBR1 と UBR2 が関与する可

能性がある。 

また、ロイシンの結合因子を発見したことで、ロイシンよりも効果の高い化合物を

探索することが可能になった。臨床の場で使われているアミノ酸輸液や低アルブミン

血症改善薬のより効果のある薬剤を作ることができるかもしれない。また、ロイシン

と同じ効果を持つ天然物や機能性ペプチドの探索が可能である。タンパク質の減少が

見られる場面として術後や入院による筋力の低下があり、特に高齢者の寝たきり防止

に役立つことを期待している。 
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図 5-1 本研究から得られたモデル図 

① ロイシンは UBR1及び UBR2に結合して、その機能を阻害している。ロイシン

は UBRの基質認識ドメインに結合する。 

② UBR1及び UBR2は、mTOR活性を抑制する因子である。 

 

ロイシンは、UBR1 及び UBR2 に結合して、その活性を阻害することによって、

mTORを活性化していると考えられる。 
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実験試料を快く分与して下さったUniversity of PittsburghのProfessor Yong Tae 

Kwon、Dr. Jee Young Anに深く感謝いたします。 

実験試料を快く分与して下さり、また貴重な御助言をいただきました University 

of Californiaの玉野井冬彦教授、佐藤龍彦博士に深く感謝いたします。 

半田・山口研究室を卒業された、小倉裕次博士、飯泉陽介博士、東基記博士、同

じ研究グループに所属する、伊藤拓水氏、嶋田正志氏、伊藤雄気氏、堀田健太郎氏、

梨本明宏氏、宮本洋輔氏、唐澤慧記氏、劉舒捷氏には、研究に関して貴重な助言と意

見をいただきました。心より感謝いたします。 

全員の名前は書き切れませんが、半田・山口研究室の皆様に、心から感謝してい

ます。 

そして、いつも温かく見守っていてくれた家族に心から感謝いたします。 

 

 

  

 


