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序章 
	 ヒトの膜タンパク質は細胞の全タンパク質中の約 30%、医薬品標的となるタンパク質の約
60%を占めることが知られている。したがって膜タンパク質の安定性、分解や遺伝子発現調
節機構の解明は、抗体医薬品や低分子医薬品の研究開発に貢献すると考えられる。CD81は N
末端を細胞質内にもつ 4回膜貫通型タンパク質であり、CD81の機能は膜タンパク質同士の会
合により発揮していると考えられている。CD81 は B 細胞表面上で膜タンパク質複合体を形
成し、またウイルスのエンベロープとの相互作用を介したウイルス感染、エクソソームの形

成、受精の調節といった機能など、多くの細胞機能が示唆されている。一般に膜タンパク質

の機能発現は、リガンドとの結合やリン酸化などの翻訳後修飾の他、膜タンパク質自身の発

現と分解によって制御されている。 
	 膜タンパク質の分解機構として、標的タンパク質のユビキチン (Ubiquitin; Ub) 化を介した
プロテアソームまたはリソソームによる分解経路が知られている。翻訳後修飾分子である Ub
は Ub活性化酵素 (E1)、Ub結合酵素 (E2)、E3 Ubリガーゼ (E3) という 3つの触媒酵素を介
して標的タンパク質のリジン (K) 残基側鎖 ε-NH2基に共有結合する。共有結合した Ub の K
残基に新たな Ubの C末端が共有結合する反応が繰り返されてポリ Ub鎖は形成される。ヒト
において E1は 2種類、E2は約 50種類、E3は約 600種類存在している。E3は E2に結合し
た Ub を基質に転移させる反応機構の違いにより HECT 型と RING 型に大別され、E2 と E3
の組み合わせによって、Ub分子内の 7つの K残基 (K6、11、27、29、33、48、63) を介した
ポリ Ub 鎖の結合様式の多様性が生まれる。この構造多様性が様々な細胞内の生理機能発現
を可能にしている。ポリ Ub鎖の結合様式の中で最も有名な K48-linkedポリ Ub鎖は、26Sプ
ロテアソームのサブユニットとの相互作用によってタンパク質分解シグナルとして働く。

K63-linkedポリ Ub鎖はエンドサイトーシス、シグナル伝達、タンパク質間相互作用、選択的
オートファジーなど、多種多様な細胞機能を与える。しかし、CD81のポリ Ub鎖結合様式や
ポリ Ub鎖の機能は不明である。 
	 また興味深いことに、CD81のタンパク質発現は上皮細胞と比べて B細胞で亢進している。
このことから CD81 の発現増加は遺伝子発現の亢進、またはタンパク質分解の抑制が考えら
れるが、その機構は不明であり、さらに CD81 の分解や遺伝子発現の機構は明らかになって
いない。そこで本研究では CD81の分解機構を明らかにした。 
 
第 1章 CD81の分解経路の同定 
	 CD81がプロテアソームとリソソームのいずれの経路で分解されるのかを同定するため、プ
ロテアソーム阻害剤ラクタシスチン、リソソーム阻害剤クロロキン、またはプロテアソーム

かつリソソーム阻害剤 MG132を用いて細胞表面に存在する CD81の発現量を解析した。未処
理やラクタシスチン処理に比べてクロロキンまたはMG132処理により細胞膜上でのCD81の
発現が増加した。次に CD81の分解に Ub化修飾が関与するか解析するため、上記の阻害剤を
用いて CD81のポリ Ub化を CD81のプルダウンアッセイにより解析した。その結果、クロロ
キンまたは MG132 処理により CD81 のポリ Ub 化が亢進した。次に CD81 のポリ Ub 鎖の結
合様式を解析するため、2つの Ub変異プラスミド (Ub-K48と Ub-K63) を用いて CD81のポ



リ Ub鎖を解析した。Ub-K48と Ub-K63は Ubの K48または K63以外の K残基をそれぞれア
ルギニン (R) 残基に置換したプラスミドである。その結果、CD81のポリ Ub化は野生型 Ub
に比べて Ub-K48の発現により完全に消失し、Ub-K63の発現で減少したが完全に消失しなか
った。このことから CD81 は K48 以外のポリ Ub 鎖を形成されリソソームで分解されること
が示唆された。さらに Ub の K29、K48 または K63 を R に置換した Ub 変異プラスミド 
(Ub-K29R、Ub-K48Rまたは Ub-K63R) を用いて CD81のポリ Ub鎖解析を行った。興味深い
ことに、Ub-K63Rに加えて Ub-K29Rの発現により CD81のポリ Ub化は減少した。以上の結
果から、CD81 は K63-または K29-linked ポリ Ub 化を介してリソソームで分解されることが
明らかになった。 
 
第 2章 CD81のエンドサイトーシス経路の解析 
	 次にリソソームによる CD81 の分解経路を解析するため、クロロキン存在下で CD81 の局
在を解析した。その結果、CD81 は初期エンドソームマーカーEEA1 とリソソームマーカー
LAMP1と共局在したが、オートファゴソームマーカーである p62と共局在しなかった。した
がって、リソソームによる CD81の分解はオートファジー非依存的であり、CD81はエンドサ
イトーシスを介して細胞内移行しリソソームで分解されることが考えられた。次に CD81 の
エンドサイトーシス機構を解析するため、クラスリン依存的エンドサイトーシス阻害剤

CPMZ、カベオラ依存的エンドサイトーシス阻害剤 MBCD、クラスリン・カベオラ非依存的
エンドサイトーシス阻害剤スクロースを用いて CD81の分解阻害を解析した。その結果 CPMZ
処理により細胞表面に存在する CD81の発現は未処理に比べて上昇した。このことから、CD81
はクラスリン依存的エンドサイトーシスを介して内部移行することが考えられた。 
 
第 3章 CD81のポリ Ub化機構 
	 CD81の細胞内領域の N末端に 2ヶ所の K残基 (K8と K11) と細胞外領域に 10ヶ所存在し
ており、一般に膜タンパク質の細胞内領域が Ub 化される。そこで CD81 の細胞内領域の K
残基を A (アラニン) に変えた KA 変異プラスミド (CD81-K8Aと CD81-K11A) を用いて、ど
の K残基にポリ Ub鎖が結合するのかをプルダウンアッセイにより解析した。その結果、K8
にポリ Ub鎖が結合することが明らかになった。さらに CD81の KA変異体の安定性をシクロ
ヘキシミドによるパルスチェイス実験で解析すると、野生型 CD81 と CD81-K11A に比べて
CD81-K8A の半減期は延長した。このことから、CD81は K8を介したポリ Ub化を介して分
解されることが明らかになった。また CD81の結合タンパク質の探索から膜結合型 E3である
MARCHと GRAILの 2種類が CD81の E3として報告されている。そこで MARCHファミリ
ーに属しウイルス性 E3である K3と K5によって CD81が分解されるか解析した。その結果、
CD81は K5によって分解された。さらに Ub転移を促進する RINGドメイン構造を破壊した
K5を発現させると、CD81の分解は阻害された。これらの結果から、CD81はK5を含むMARCH
ファミリーによってポリ Ub化され分解されることが想定された。 
 
総括 
	 本研究により、CD81は細胞内領域 K8に K63-または K29-linkedポリ Ub化され、クラスリ
ン依存的エンドサイトーシスを介して細胞内移行し、エンドソーム上の CD81 はリソソーム
と融合し分解されることを明らかにした。 
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序論 
 
	 すべての生物は、細胞膜で囲まれた細胞を生命の基本単位としている。細胞の内部には、

さらに生体膜で囲まれたエンドソームやリソソームなどの細胞小器官も存在し、生体膜が生

命活動を支えている。生体膜は異なる空間を隔てるバリアーとして働くが、それに加えて、

生体膜上での適切な物質の輸送や情報の伝達、エネルギー産生なども生命活動に必須な機能

である。これらの多様な生体膜機能を担うのが、疎水性の脂質二重層からなる生体膜に埋め

込まれた多種多様な膜タンパク質である。生体膜上の膜タンパク質は独立して機能するので

はなく、自身または他の膜タンパク質が互いに膜上で密接に相互作用し、会合して複合体を

形成している。そしてこれら複合体はシグナル伝達、細胞遊走や細胞接着、物質輸送などの

多くの細胞性機能を担っている。このような膜タンパク質同士の会合に重要な役割を果たす

膜タンパク質の１つとして、テトラスパニンが挙げられる。 
	 テトラスパニンは 2 つの細胞外ドメイン  (SEL; small extracellular loop と LEL; large 
extracellular loop) 、3 つの細胞内ドメインと 4 つの膜貫通領域 (TM1; transmembrane 1 から
TM4) から形成される 4回膜貫通型タンパク質である 1, 2) (Fig. J-1A)。全ての 4回膜貫通型タ
ンパク質がテトラスパニンに分類されるのではなく、CD20や MS4A3はテトラスパニンに分
類されていない。テトラスパニンは LEL内に CCGモチーフとシステイン(C)を介した二つの
分子内ジスルフィド結合によって特徴付けられている 3, 4)。抗テトラスパニン抗体が認識する

エピトープは分子内ジスルフィド結合が形成するループ構造に存在する物が多く、還元条件

下ではエピトープとなるループ構造が破壊され、抗体による検出が不能になる。したがって

ウェスタンブロットによる検出には非還元条件で調整されたサンプルを用いる。テトラスパ

ニンは細胞外ドメイン LELを介してテトラスパニン同士、あるいはインテグリン、成長因子
受容体やプロテアーゼなどの膜タンパク質と横方向に相互作用し、テトラスパニンウェブと

呼ばれるテトラスパニンが豊富に含まれるマイクロドメインを形成する 3, 5–8) (Fig. J-1B)。また
テトラスパニンは細胞内ドメインを介して protein kinase C、phosphoinositide 4-kinase、低分子
量 GTPaseである Ras、Rac1、CDC42などのシグナル伝達分子と相互作用する 9, 10, 11)。このよ

うな機能を通してテトラスパニンは 細胞接着、増殖、分化、遊走、シグナル伝達など幅広い
細胞性機能に影響を与えている 5, 12–14)。 
	 テトラスパニンは哺乳類で 33種類存在すると考えられており、CD81もテトラスパニンに
分類されている。CD81 は B 細胞性リンパ腫の増殖を抑制する抗体スクリーニングによって
発見され、TAPA1 (a target of an anti-proliferative antibody-1) と命名された 15)。CD81の機能は
CD81ノックアウトマウスの B細胞を用いてよく研究されている。CD81のノックアウトマウ
ス内の T細胞や B細胞の発達には影響しないが、野生型と比べて CD81ノックアウトマウス
の B細胞は B細胞シグナル伝達の応答が低下し抗体産生が減少している 16–18)。ヒトにおいて

も CD81 の変異は低ガンマグロブリン血症を発症させることが知られている 19)。テトラスパ

ニンの機能がヒトでもマウスでも一致して報告されているテトラスパニンは現在のところ

CD81しかない。さらに CD81は、自身の TM1と LELを介して B細胞シグナル伝達分子で重
要なチロシンキナーゼ CD19と相互作用し、CD19の細胞表面への輸送を行っている 20, 21)。こ

れらの知見を合わせると、CD81の変異がある低ガンマグロブリン血症の患者では、CD81機
能低下により CD19 の細胞膜表面への輸送が阻害されており、B 細胞シグナル伝達が抑制さ
れ抗体産生に影響しているのではないかと考えられている 19)。また CD81 ノックアウト雌マ
ウスは生殖能力が低下しており、CD9/CD81 ダブルノックアウトマウスでは完全に不妊とな
る 22, 23)。細胞機能の他にも CD81はマラリア原虫や C型肝炎ウイルス (HCV) の受容体とし
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て働き、ヒトサイトメガロウイルス、インフルエンザウイルスの侵入を促進させ、また反対

に HIV の感染を抑制する機能をもつ 24–29)。特にウイルス感染における CD81 の機能は HCV
で多く解析されている。C 型肝炎ウイルスがコードしているエンベロープタンパク質 E2 と
CD81の LELと結合することが報告された 26, 27)。その後 HCVを用いた感染実験において、肝
細胞がん細胞である HepG2細胞や Huh7細胞は CD81を発現していないが、これらの細胞に
CD81を強制発現させると HCVの感染が成立することから、CD81は HCVの受容体であるこ
とが示唆されている 26, 27)。さらに CD81は HCVの侵入を促進している 27)。このように多岐に

わたる CD81の機能の報告にもかかわらず、CD81の分解機構や遺伝子発現調節機構はほとん
ど解明されていない。 
 

Fig. J-1. CD81とテトラスパニンの特徴 
(A) CD81の構造の模式図 
CD81は細胞外領域に 2つのループと細胞質内に 3つの細胞内領域をもつ 4回膜貫通型タンパ
ク質である。細胞外領域に存在する 2つのループは SEL; small extracellular loopと LEL; large 
extracellular loopと呼ばれ、LELに C残基同士の分子内結合によるジスルフィド結合が二つ存
在する。またテトラスパニンに特徴的なモチーフである CCGモチーフが LELに有している。 
(B) テトラスパニンと膜タンパク質との相互作用によるテトラスパニンウェブの形成 
テトラスパニンは側方向に膜タンパク質と相互作用し、テトラスパニン同士の複合体やテト

ラスパニンと受容体同士の複合体を形成し、テトラスパニンウェブと呼ばれるマイクロドメ

インを細胞表面上に形成する。 
	  CD81を含むテトラスパニンの分解機構は解析されていないが、notch受容体や MHC クラ
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ス I などの膜タンパク質の分解機構は多くの研究者により解析されている (Fig. J-2)。Notch
受容体は細胞膜上でポリ Ub化され細胞内へ移行しリソソームで分解される 30, 31) (Fig. J-2A)。
MHC クラス I はモノ Ub 化された後細胞内へ移行し、細胞内でさらにポリ Ub されリソソー
ムにより分解される 32, 33) (Fig. J-2B)。一方で、notch受容体が膜介在性メタロプロテアーゼに
より切断され膜にアンカリングした transmembrane notch intracellular domain (TM-NICD) はモ
ノ Ub 化され細胞内に移行し、さらにγ-セクレターゼによる切断で生成される Ub 化 NICD
は脱 Ubされると核内に移行し、E3である SCF/Sel-10/FBXW7によってポリ Ubされプロテア
ソームによって分解される 34, 35) (Fig. J-2C)。このように膜タンパク質の分解、局在変化には翻
訳後修飾分子である Ubが重要な働きを担う。基質タンパク質の Ub 化には、E1 (Ub活性化
酵素)、E2 (Ub結合酵素)、E3 (Ubリガーゼ) から成る連続的な酵素反応が必要である 36–38) (Fig. 
J-2D)。まず、ATP 依存的に E1 によって Ub の C 末端が活性化される。活性化状態を保った
Ub は E1 から E2 に転移し、Ub は E2 のシステイン残基を介したチオエステル結合で共有結
合している。最後に E3 によって Ub は基質に受け渡される。特に E3 は基質タンパク質を認
識する重要なタンパク質である。結合タンパク質の探索から、CD81の結合タンパク質として
GRAILとMARCHであることが報告されている 39, 40)。これらの報告によると、GRAILは CD81
をプロテアソームによって分解誘導し、MARCH は CD81 をリソソームにより分解誘導する
ことが示されているが、CD81がいずれの分解経路により分解されるのかは明らかになってい
ない。GRAILと MARCHは基質を Ub化する E3であることから、CD81の分解には少なくと
も Ubが関与しているという推論を立てた。そこで第 1章では CD81の分解機構を明らかにす
るため、CD81の Ub化と CD81の真の分解経路を解析した。 
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Fig. J-2. 膜タンパク質の Ub化と Ub化修飾機構 
(A) Itch/AIP4による notch受容体の分解機構 
Notch受容体は E3である Itchと AIP4によってポリ Ub化されリソソームに分解される。 
図中の略語は以下に示す。Ub; Ubiquitin 
(B) MARCHによる MHCクラス Iの分解機構 
E3である MARCH は RINGドメインを介して E2である Ubc5と結合し、MHCクラス Iをモ
ノ Ub化する。その後 MARCH は Ubc13と結合し MHCクラス Iをポリ Ub化する。ポリ Ub
化された MHC-Iはリソソームによって分解される。 

TM-NICD

NICD

γ-Deltex4

Ub

ADAM

Ub

eIF3f
	

C

Ub
Ub
Ub
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図中の略語は以下に示す。MHCI; MHCクラス I、RING; RINGドメイン 
(C) eIF3fによる NICD (notch intracellular domain) の分解機構 
Notch受容体は E3である deltex4によってモノ Ub化されたのち、メタロプロテアーゼである
ADAM によって切断されモノ Ub 化 TM-NICD (Transmembrane-NICD) を生成する。モノ Ub
化 TM-NICDはγ-セクレターゼによって切断を受け生成されたモノ Ub化 NICDは脱 Ub化酵
素である eIF3fによって脱 Ub化されたのち核内に移行する。核局在した NICD は E3によっ
てポリユビキチン化を受けプロテアソームで分解される。 
図中の略語は以下に示す。NICD; notch intracellular domain、TM-NICD; Transmembrane-NICD 
(D) Ub化修飾機構 
Ubは E1、E2、E3の 3つの酵素を介して基質に Ub化される。この反応が繰り返されること
で基質にポリ Ub鎖が形成される 
図中の略語は以下に示す。E1; Ub活性化酵素、E2; Ub結合酵素、E3; Ubリガーゼ 
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第 1章	 CD81の分解機構の解析 
 

1-1. はじめに 
	 CD81は細胞表面に存在する 4回膜貫通型タンパク質で、テトラスパニンファミリーに属し
ている 1, 2)。哺乳類において 33 種類存在しているテトラスパニンは膜貫通領域や細胞内領域
の保存性は高いが、細胞外領域である LELのアミノ酸配列の保存性は低いことが知られてい
る。しかし、LELにはテトラスパニンに特徴的な構造である CCGモチーフとシステインを介
した二つのジスルフィド結合があり、LEL 内の立体構造が膜タンパク質同士の会合を促進し
ていると考えられている 3)。CD81は細胞表面でホモまたはヘテロ 2量体として存在しテトラ
スパニンウェブを形成しており、膜タンパク質の輸送や受精、エクソソームの分泌など多く

の細胞機能を発揮している 5, 23, 41)。しかし、CD81を含む多くのテトラスパニンファミリーの
分解機構は明らかになっていない。 
	 一般に膜タンパク質は E3によって Ub化されプロテアソームあるいはリソソームで分解さ
れることが知られている。Ub はすべての真核生物に存在する 76 アミノ酸からなる小球状タ
ンパク質であり、ATP 依存的に標的タンパク質に結合することでタンパク質の機能を制御す
る翻訳後修飾分子である 42)。細胞内に存在する全タンパク質の約 4 割が Ub 化を受け、その
うち 8割の Ub化タンパク質に 1~4個の Ubが連結していることが推定されている 43)。Ubが
発見された経緯から、Ub化されたタンパク質はプロテアソームによって分解されると考えら
れていた。しかし Ub化は分解のみならず、Ubの結合様式によってタンパク質の局在変化、
DNA 修復、シグナル伝達、膜タンパク質の輸送など多彩な機能を持ち合わせる 44, 45)。この

Ub化によるタンパク質機能の多様性は Ub化修飾の構造多様性に起因すると考えられている。
Ub修飾は基質に一つの Ub分子が付加したモノ Ub化と、Ub同士の結合により形成されるポ
リ Ub化の 2つの結合様式に大別される (Fig. 1-1)。モノ Ub化は Ubの C末端のグリシンが、
基質タンパク質のリジン (K) 残基側鎖 ε-NH2基に共有結合する反応である(Fig. 1-1A)。ポリ
Ub化はモノ Ub化された基質の Ubの K残基に、新たな Ubの C末端が結合する反応が繰り
返されて形成される(Fig. 1-1B)。ポリ Ub化によって形成されるポリ Ub鎖は、Ub分子内に存
在する 7つの K (K6、11、27、29、33、48、63) を介して形成される 46, 47) (Fig. 1-2)。モノ Ub
化とポリ Ub化がタンパク質に与える機能は異なっており、モノ Ub化の機能として膜タンパ
ク質のエンドサイトーシスが知られている 32, 33)。一方ポリ Ub 鎖の中で、K48 の側鎖を介し
たポリ Ub鎖 (K48-linkedポリ Ub鎖) はタンパク質の分解シグナルとして働き 48)、K63の K
を介したポリ Ub 鎖 (K63-linked ポリ Ub 鎖) はエンドサイトーシス、シグナル伝達や選択的
オートファジーなどの機能を持つ 49, 50) (Fig. 1-3)。さらに近年、Ubの N末端M (メチオニン) の
α-アミノ基を介して連結した 8番目のポリ Ub鎖が同定された 51)。また、K11-linkedポリ Ub
鎖に K63-linkedポリ Ub鎖が結合した混成型ユビキチン鎖の存在も報告されており、Ub修飾
に内包された情報はユビキチンコードと称されている 52)。このような多種多様な Ub 修飾に
より様々な構造体が生成され、基質タンパク質に新たな機能を与えている。しかし K48、
K63-linkedポリ Ub鎖以外のポリ Ub 鎖の機能は不明な部分が多い。 
	 細胞内におけるUb化膜タンパク質分解系にはUb-プロテアソーム分解経路とリソソーム分
解経路の二つが存在している 53) (Fig. 1-4)。Ub-プロテアソーム経路は E1、E2、E3の 3種類の
触媒酵素群を介して基質タンパク質に Ubを付加し、Ub化されたタンパクがプロテアソーム
で分解される経路であり、E3がもつ基質認識機構によって成立する選択的タンパク質分解機
構である 42, 43)。一方でリソソーム分解経路は、エンドサイトーシスで取り込まれた膜タンパ

ク質が初期エンドソーム、多胞体、後期エンドソームを経てリソソームと融合し分解される
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経路である 54–57)。エンドサイトーシスが誘導される時、Ub化が関与することが知られている
が、個々のタンパク質によって Ubの結合様式が異なり、現在では K11、K29、K48、K63を
組み合わせた混成型ポリ Ub鎖がエンドサイトーシスに関わることが示唆されている 58–60)。 
	 そこで本章では CD81の分解機構を明らかにするため、CD81の分解には Ub化が関与する
という仮説を立て、CD81のポリ Ub鎖の同定と分解経路の解析を行った。 

 

 
Fig. 1-1. 基質に対する Ub化修飾 
(A)モノ Ub化反応機構 
Ub は自身の C 末端のカルボキシル基と基質のリジン残基側鎖アミノ基と共有結合すること
で基質に付加する。 
(B) モノ Ub化された Ub付加反応機構 
共有結合したUbのリジン残基側鎖アミノ基は新たなUbの C末端のカルボキシル基と共有結
合する。この反応が繰り返されることでポリ Ub鎖が形成される。 
 

 
Fig. 1-2. Ub分子 
Ub タンパク質の 1 次構造の一部を示している。Ub 分子内には 7 個の K 残基(K6、11、27、
29、33、48、63)が存在している。どの K残基を介して共有結合が繰り返されかで形成される
ポリ Ub鎖の結合様式が異なる。 
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Fig. 1-3. モノ Ub化とポリ Ub化の機能 
(A) モノ Ub化膜タンパク質の機能 
モノ Ub化された膜タンパク質はエンドサイトーシスを介して細胞内に移行する。 
図中の略語は以下に示す。K; 膜タンパク質のリジン 
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(B) K48-linkedポリ Ub化タンパク質の機能 
プロテアソームは K48-linkedポリ Ub鎖を認識する。細胞膜上で K48-linkedポリ Ub化された
膜タンパク質はプロテアソームによって分解される。 
(C) K63-linkedポリ Ub化された膜タンパク質の機能 
細胞膜上で K63-linked ポリ Ub 化された膜タンパク質はタンパク質間相互作用を介してシグ
ナル伝達を調節する。また K63-linked ポリ Ub 化はエンドサイトーシスのトリガーとなり、
細胞内移行シグナルとして働くことや、選択的オートファジーを誘導するという機能も担っ

ている。 
 

 
Fig. 1-4. Ub化膜タンパク質の分解経路 
Ub化された膜タンパク質は Ub-プロテアソーム経路で分解される経路と、リソソームで分解
される経路の二つに大別される。Ub-プロテアソーム経路は Ub化された膜タンパク質がプロ
テアソームで分解される経路であり、リソソーム経路は Ub 化膜タンパク質がエンドサイト
ーシスを介して細胞質内に移行し、初期エンドソームに局在した Ub 化膜タンパク質がリソ
ソームと融合し分解される経路である。 
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1-2. 材料と方法 
 
1-2-1. 試薬と試薬調整 
	 Lactacystin、MG132、bafilomycin A1を DMSOに溶解し、chloroquineを蒸留水 (DW) に溶
解し、CHXを 99.5 %エタノールに溶解し-20℃に保存した。 
	 抗体は以下に記す。 
Anti-CD81-antibody Santa Cruz 
Anti-β-actin-antibody Santa Cruz 
Anti-S-tag-antibody  MBL 
Anti-HA-tag-antibody MBL 
Anti-Myc-tag-antibody MBL 
FK2 当ラボで作製 61) 
Anti-mouse antibody HRP GE ヘルスケア	 

Anti-rabbit antibody HRP GE ヘルスケア	 

 
 
1-2-2. 細胞の継代 
	 HEK293T細胞(以下 293T細胞) は 10% FBS (fetal bovine serum) 含有 DMEMを用い(以下
DMEM培地)、5% CO2、37℃の条件下で培養した。細胞の継代のため、コンフルエントにな
った細胞を 1.25 mM EDTA含有 5% トリプシン (以下トリプシン溶液)で処理し、5% CO2、

37℃の条件下でインキュベートした。細胞剥離後、DMEM培地を加えトリプシン消化反応を
止めた。細胞懸濁液を 15 mLチューブに回収し、1,500 rpm、2分間室温で遠心して細胞を沈
降させ、上清を捨てた。再び DMEM培地で懸濁し、ディッシュまたはプレートに播種した。 
 
1-2-3. プラスミド 
	 使用した発現プラスミドは 2xS-CD81-WT、HA-Ub-WT、HA-Ub-K48、HA-Ub-K63、
Myc-Ub-WT、Myc-Ub-K29R、Myc-Ub-K48R、Myc-Ub-K63R である。なお、2xS-CD81-WT、
2xS-CD81-K8A、2xS-CD81-K11A、2xS-CD81-KK8, 11AA は自身で作製した。HA-Ub-WT、
HA-Ub-K48、HA-Ub-K63は Addgeneから購入し、そのプラスミド名と IDを以下に記す。 

プラスミド名	 略名	 ID 
pRK5-HA-Ubiquitin-WT HA-Ub-WT 17608 

pRK5-HA-Ubiquitin-K48 HA-Ub-K48 17605 

pRK5-HA-Ubiquitin-K63 HA-Ub-K63 17606 
	 HA-Ub-K48、HA-Ub-K63はそれぞれ Ub分子内の Kのうち 48番目または 63番目の Kだけ
を残し、残りの 6 個の K を R に変異させた Ub プラスミドである。また、Myc-Ub-WT、
Myc-Ub-K29R、Myc-Ub-K48R、Myc-Ub-K63R は当ラボで作製したプラスミドである 62。

Myc-Ub-K29R、Myc-Ub-K48R、Myc-Ub-K63R は 29番目、48番目、63番目の Kを Rに変異
させた Ubプラスミドである。以下に野生型と変異型の Ubの模式図を記す。 
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Fig. 1-5. HA-Ubと Myc-Ubタンパク質の模式図 
HA-Ub-WT、 HA-Ub-K48、 HA-Ub-K63、 Myc-Ub-WT、 Myc-Ub-K29R、 Myc-Ub-K48R、
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Myc-Ub-K63Rタンパク質の模式図を示している。Mはメチオニン、Kはリジン、Rはアルギ
ニンを表しており、Ubの N 末端に HA タグもしくは Mycタグが融合している。なお、使用
したベクターは promega社の pCIneoに 2xSタグペプチドをコードする DNA配列を制限酵素
サイト NheI と EcoRI サイトの間に挿入した pCIneo_2xS ベクターであり、2xS タグペプチド
は CD81の N末端に融合した形で発現する 
 

1-2-4. 発現プラスミドの構築 

a) プライマー設計と Polymerase chain reaction (PCR)による DNA断片の増幅	  
	 CD81-wild type(CD81-WT)の発現プラスミドを構築するため、以下に示すプライマー
(Forward、Reverse)をユーロフィンジェノミクス株式会社で合成し、HeLa 細胞から抽出した
cDNAを用いて PCRを行い、CD81の PCR産物を得た。 
 
<2xS-CD81-WTの作製用プライマー> 
Forward: 5’-atgaattcatgggagtggagggctgca-3’ 
Reverse: 5’-catgtcgactcagtacacggagctgttccgga-3’ 
 
	 PCRは KOD FXと上記のプライマーを用いて、以下の反応液の組成、条件で行った。 
<反応液の組成> 
2xPCRバッファー  25 µL 
2 mM dNTPs 10 µL 
10 µM Forwardプライマー 1.5 µL 
10 µM Reverseプライマー 1.5 µL 
DW 8 µL 
KOD polymerase 2 µL 
cDNA 2 µL (100 ng) 
Total 50 µL 

 
<反応条件> 

Predenature 94℃, 2 min 
 Denature 98℃, 10 sec 
35 cycles 

Extension 68℃, 50 sec 
 
	 得られた PCR産物を含む溶液に 10x loadingバッファーを加え、エチジウムブロマイド含有
の低融点アガロースゲルで電気泳動した後、紫外線下で目的のバンドを切り出し、切り出し

たゲルを 1.5 mLチューブに入れた。切り出したゲルの重量を測定し、Gel/PCRエクストラク
ション kitを用い、添付プロトコルに従ってゲル抽出を行った。40 µL TEバッファーを用い
て 2回の遠心 13,000 rpm、2分間、4℃でカラムに吸着した DNAを溶出した。抽出された PCR
産物を吸光度測定し DNA濃度を測定した。 
 
b) 制限酵素処理、アルカリフォスファターゼ処理、ライゲーション、トランスフォーム 
	 得られた PCR 産物の両端を切断し pCIneo-2xS ベクターを線状化するために、制限酵素を
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用いて、以下の組成で混ぜた反応溶液を 37℃、3時間反応させた。 
 
<ベクターへの制限酵素処理> 

DW up to 100 µL 

10×HB 10 µL 

EcoRI 1.5 µL 

SalI 1.5 µL 

Vector 3 µg 

Total 100 µL 
 
<PCR産物への制限酵素処理> 

 

 
	 反応終了後、酵素と PCR 断片を除くため、Gel/PCR エクストラクション kit を用いて制限
酵素処理された DNA断片を精製した。 
	 ベクターのセルフライゲーションを防ぐため、DNAの 5’末端のリン酸基を除くアルカリフ
ォスファターゼ処理を行なった。反応液の組成は以下に示しておりこの反応液を 50℃、1 時
間反応させた。 
 
 
<反応液の組成> 
DW 23 µL 

10x Alkaline Phosphataseバッファー	  5 µL 

Vector 20 µL 

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase 2 µL 

Total 50 µL 
 
	 反応終了後、酵素を除くため、Gel/PCRエクストラクション kitを用いて脱リン酸化処理さ
れたベクターを精製した。 
	 次に脱リン酸化処理したベクターと制限酵素処理した PCR 産物 (インサート) を組み込む
ため、ベクターとインサートのモル比をベクター : インサート= 1 : 3とし、16℃、15〜18時
間ライゲーション反応を行なった。以下に反応液の組成を記載する。 
<反応液の組成> 

ベクター : インサート 1 : 3 (ベクター量: 40 ng) 

DW up to 20 µL 

Ligation Mix 10 µL 

DW up to 100 µL 

10×HB 10 µL 

EcoRI 1.5 µL 

SalI 1.5 µL 

PCR産物 1〜3 µg 

Total 100 µL 
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Total 20 µL 
 
	 同時にセルフライゲーション効率を確認するため、インサートを含まない反応液を準備し

た。反応液の組成は以下の通りである。 
 
<反応液の組成> 
ベクター 40 ng 

DW up to 20 µL 

Ligation Mix 10 µL 

Total 20 µL 
 
	 それぞれの 10 µLのライゲーション反応液と 100 µLのコンピテントセル (DH5α) を混合す
ることで、DH5αにプラスミドを形質導入した。この混合溶液を氷上で 30分間静置させた後、
42℃で 40秒間静置させ、再び氷上で 10分間静置させた。この溶液全量を 100 µg/mL ampicillin
含有 LBプレートに播種した。この LBプレートを 37℃、15〜18時間培養し、プラスミド抽
出のため 5~10個のコロニーを採取した。採取したコロニーを 1個ずつ 100 µg/mL ampicillin
含有 2 mL LB培地が入ったチューブに植菌し 37℃、15〜18時間培養した。 
 
c) 少量のプラスミド抽出 (Mini preparation; Mini prep) 
	 Mini prepで用いる sol. 1、sol. 2、sol. 3の組成を以下に記す。 
<sol. 1> 
25 mM Tris/HCl 
10 mM EDTA 

 <sol. 2> 
0.8% NaOH 
1% SDS 
 
<sol. 3> 

 酢酸カリウム	 29.45 g 

酢酸	 12 mL 
DW 53 mL 

 
	 Mini prepは以下に示す方法で行われた。大腸菌の培養液を回収するため、3,000 rpm、5分
間、4℃で遠心し、上清を破棄した。そこに sol. 1を 100 µL加え、ボルテックスで撹拌し大腸
菌ペレットを完全にほぐした。続けて sol. 2を 200 µL加え、この混合液をゆっくり転倒混和
した。この溶液に 5分以内に sol. 3を 150 µL加え転倒混和し溶解反応を止め、クロロホルム
を 10 µL加え、しっかり転倒混和した。クロロホルムを加えた混合液を 15,000 rpm、5 min、4℃
で遠心し、タンパク質を沈殿させた。その上清を別のエッペンに移し、イソプロパノールを

500 µL加えボルテックスでしっかり混合し、15,000 rpm、10分間、4℃で遠心し、プラスミド
を沈殿させた。上清を破棄し、70% エタノールで洗浄し上清を破棄した後、沈殿物を 5分間
乾燥させた。100 µg/mL RNase含有 DWに沈殿物を溶解させた。 
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d) 制限酵素処理によるインサートの確認 
	 c)で得られたプラスミドにインサートが組み込まれているか確認するため、制限酵素を用
いて 37℃、3 時間、以下に示す反応液を反応させることでプラスミドを切断させた。制限酵
素を加えた反応液の組成は以下に示した。 
<反応液の組成> 

DW 14.75 µL 

10×HB 2 µL 

EcoRI 0.125 µL 

SalI 0.125 µL 

Template 3 µL 

Total 20 µL 
 
	 その後反応液に loadingバッファーを加え、その混合溶液をエチジウムブロマイド含有の低
融点アガロースゲルで電気泳動した後、紫外線下で目的のバンドを確認した。 
 
e) DNAシーケンス解析 
	 DNA配列を解析するために用いた DNA templateとして、mini prepで精製されたプラスミ
ド DNAを Gel/PCRエクストラクション kitにより精製した DNAを用いた。DNAシーケンス
解析はユーロフィンジェノミクス株式会社に委託することで、もしくは自身で PCRを行い反
応後の DNA をエタノール沈殿後 HiDi ホルムアミド溶液で固定し、シーケンサーで DNA 配
列を解析した。なお、シーケンス用プライマーは以下に示した。 
<pCIneo vectorに挿入したプラスミドのインサートの配列を読むためのプライマー> 
Forward prime: 5’- gagacagagaagactcttg -3’ 
Revers primer: 5’- gcattctagttgtggtttg -3’ 
 
<PCRで用いた溶液の組成> 

Template 150~300 ng 

5xバッファー 3.5 µL 

1 µM プライマー 3.2 µL 

DW Up to 20 µL 
BigDye™ Terminator 3.1 
Ready Reaction Mix 1.0 µL 
Total 20 µL 

 
<反応条件> 
Predenature 96℃, 1 min 

 Denature 96℃, 10 sec 

25 cycles Annealing 50℃, 5 sec 

Extension 60℃, 4 min 
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	 エタノール沈殿は次のように行った。PCR後の溶液に 60 µLの Dwを加え、続けて 10 µL 
0.125M EDTA (pH8.0) と 10 µL 3M酢酸ナトリウムを加え混合した。さらにこの溶液に 300 µL 
100% エタノールを加え-20℃で 30分間反応させ、15,000 rpm、10分間 4℃で遠心し上清を破
棄した。400 µLの冷えた 70 %エタノールを加えゆっくり転倒混和し、15,000 rpm、5分間 4℃
で遠心後上清を破棄した。5分間乾燥後 HiDiホルムアミドを 20 µL加えシーケンサーで解析
した。 
 
f) プラスミド精製 
	 プラスミド精製は PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kitを用いて添付プロトコル通りに行
われ、プラスミドを精製した。 
 
1-2-5. プルダウンアッセイ 
プルダウンアッセイでは断りがない限り、全て on iceで行なった。プルダウンアッセイで

用いる RIPAバッファーの組成を以下に記す。 
<RIPAバッファー> 

50 mM Tris-HCl (pH7.5) 

150 mM NaCl 

5 mM EDTA 

0.5% sodium deoxycholate 

1% NP-40 

0.1% SDS 
	 細胞を冷却した PBSで 2回洗浄した後、RIPA (radioimmuno precipitation assay) バッファー
[1 mM NEM (N-ethylemaleimide)、500 µM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)、1 µg/mL 
aprotinin、1 µg/mL leupeptin、1 µM pepstatinを含む] で細胞を懸濁し、5秒間超音波破砕した。
得られた細胞破砕液に RIPAバッファーで洗浄した sephadex G-75ビーズをビーズボリューム
30 µL加え、この溶液を 4℃で 10分間撹拌した。その後ビーズを含んだ溶液を 15,000 rpm、4℃、
13 分間遠心することで不溶性画分を除去し、上清を回収した。この sephadex G-75 ビーズに
よる洗浄をもう 1 度行い不溶性画分を完全に除去した。この上清の一部をインプットサンプ
ルとして 70 µL回収した。また残りの上清に、Sペプチドと結合する S-ptotein agaroseビーズ
をビーズボリューム 30 µL加えた。この混合液を 4℃、1時間撹拌することで、抗原を S-ptotein 
agarose ビーズに結合させた。その後この混合溶液を 3,000 rpm、4℃、10 秒遠心することで
S-ptotein agaroseビーズを沈降させ、上清を除去し RIPAバッファーで 3回洗浄した。S-ptotein 
agarose ビーズに結合した S 抗原の溶出時に 5% メルカプトエタノール含有 4xSDS バッファ
ーを 1サンプルあたり 45 µL加え、室温で 10分間静置させた。Ub鎖を検出するとき、溶出
したサンプルを煮沸すると Ub 鎖の凝集物が生じ、SDS-PAGE によるタンパク質の分離がで
きないため、煮沸は行わなかった。またインプットサンプルに 5% メルカプトエタノール含
有 4xSDS sampleバッファーを 22.5 µL加え、その溶液を 95℃で 5分間煮沸した。これら精製
サンプルを-20℃で保存した。 
 
1-2-6. 培養細胞への遺伝子導入 (トランスフェクション) 
	 トランスフェクション直前に培地を新しい DMEM培地に交換し、リン酸カルシウム法を用
いてプラスミド DNAを細胞に遺伝子導入した。10 cmディッシュにトランスフェクションを
行う場合、総容量を 450 µLになるように 20 µg の DNAと DWをよく混合した。その溶液に
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2.5 M CaCl2水溶液を 50 µL加えボルテックスで混合した。さらにその溶液に等量の 500 µLの
2xBBSバッファーを加えボルテックスでよく混合した後、37℃で 15分間反応させることで、
トランスフェクション溶液を調製した。80%コンフルエントに達した細胞に上記のトランス
フェクション溶液を加え、CO2インキュベーター (35℃、3.5% CO2) 内で一晩培養した。次に、
細胞を PBS で 2 回洗浄し、新しい培地に交換した後、さらに培養 (37℃、5% CO2) を続け、
12時間後に細胞を回収した。以下に培養サイズによるトランスフェクション溶液の調整方法
と 2xBBSバッファーの組成を記載する。 
<培養サイズ別トランスフェクション溶液の組成> 

培養サイズ	 細胞数	 培地量	 最大 DNA量	 DNA+DW量	 
10 cmディッシュ  7.0 x 106 cells/ディッシュ 10 mL 20 µg 450 µL 
6 wellプレート 2.5 x 106 cells/well 2 mL 5 µg 90 µL 
12 wellプレート 5.0 x 105 cells/ well 1 mL 2.5 µg 45 µL 

 

培養サイズ	 2.5 M CaCl2 2xBBSバッファー 総量	 
10 cmディッシュ 50 µL 500 µL 1000 µL 
6 well プレート 10 µL 100 µL 200 µL 
12 well プレート 5 µL 50 µL 100 µL 

 
 
<2xBBSバッファー> 
50 mM BES 
280 mM NaCl 
1.5 mM Na2HPO4 

 
1-2-7. ウェスタンブロット 
a) ウェスタンブロット用サンプル調製 
	 10 cm ディッシュまたは 6 wellプレート上の細胞を PBSで 2回 washし 4xSDSサンプルバ
ッファー(1 mM NEM、500 µM PMSF、1 µg/mL aprotinin、1 µg/mL leupeptin、1 µM pepstatinを
含む) を処理し細胞を溶解させ 15 秒間超音波処理した。CD81 以外ののウェスタンブロット
解析をするとき、2~5% β-メルカプトエタノールをセルライセートに加えた。抗 CD81抗体の
認識部位は CD81分子内のジスルフィド結合であるため、CD81のウェスタンブロット解析を
する細胞溶解液には、β-メルカプトエタノールなどの還元剤を細胞溶解液に添加しなかった。
その後 95℃で 5分間煮沸しウェスタンブロット用サンプルとした。サンプルを使用するまで
-20℃で保存した。 
 
b)ウェスタンブロット法 
	 抽出した細胞溶解液またはプルダウンサンプルを 12.5% ポリアクリルアミドゲルに添加

し、SDS泳動バッファーを用いて 40~50 mAの定電流で SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis) を行なった。SDS-PAGEし終えたゲルをウェット方式 (80 Vの定電流) で 2~3

時間ニトロセルロース膜へ転写した。転写されたニトロセルロース膜を 2.5% スキムミルク

含有 PBS で 30 分間振盪させることでブロッキングした後、PBS に希釈した 1 次抗体とニト

ロセルロース膜を室温で 1~2時間または 4℃で 15〜18時間反応させた。その後その膜を 0.1% 
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Tween-20含有 PBS (PBS-T) で 30分間洗浄し、HRP結合 2次抗体溶液をニトロセルロース膜

に浸し室温で 1時間反応させた。その膜を再び PBS-Tで 30分間洗浄し PBSに置換し 10分間

振盪させた。最後にニトロセルロース膜を ECL (Enhanced chemiluminescence) 溶液処理するこ

とで化学発光させ X 線フィルムに最大 30 分間感光させた。反応が悪い時には Can Get 

Signal® Immunoreaction Enhancer Solutionを用いて抗体を希釈した。ポリアクリルアミドゲル、

SDS 泳動バッファー、トランスファーバッファー、PBS の組成は以下に記す。バンド定量は

ImageJ softwareを用いて解析した。 

 
<12.5%ポリアクリルアミドゲル> 
Running gel 

 30 % アクリルアミドゲル 4.17 mL 
1.5 M Tris/HCl (pH8.8) 2.5 mL 
Mili Q 3.17 mL 
10 % SDS 100 µL 
APS 50 µL 
Total 10 mL 
 
 
Stacking gel 

 30 % アクリルアミドゲル 1.66 mL 
0.5 M Tris/HCl (pH6.8) 2.5 mL 
Mili Q 5.62 mL 
10 % SDS 100 µL 
APS 50 µL 
Total 10 mL 

 
以上の組成で混ぜた後、TEMEDを 30 µLずつ running gelと stacking gelに加えてポリアクリ
ルアミドゲルを作製した。 
 
<SDS泳動バッファー> 
25 mM Tris 
192 mM グリシン 
0.1 % SDS 

 
<トランスファーバッファー> 
25 mM Tris 
192 mM グリシン 
20 % メタノール 

 
<PBS> 
137 mM NaCl 
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2.7 mM KCl 
4.3 mM Na2HPO4 
1.4 mM NaH2PO4 

 
<PBS-T> 
137 mM NaCl 
2.7 mM KCl 
4.3 mM Na2HPO4 
1.4 mM NaH2PO4 
0.1 % Tween-20 

 
 
1-2-8. フローサイトメトリー法 
	 細胞表面に発現する CD81 の発現量を解析するため、抗 CD81 抗体と蛍光抗体を用いて蛍
光強度をフローサイトメーターで解析した。6 well プレートに播種した接着細胞にトリプシ
ン溶液を処理し DMEM培地で懸濁後、1,500 rpm、5分間遠心し細胞を沈降させた。4℃に冷
やした PBS で 2 回洗浄し、4℃に冷やした 4% パラホルムアルデヒドにより室温で 10~20 分
間細胞を固定した。PBS で 3 回洗浄後、抗体の非特異反応を防ぐため、3% FBS を含む PBS 
(FACSバッファー) で細胞を懸濁しブロッキングを 30分間行なった。PBSに懸濁した抗CD81
抗体もしくは抗マウス抗体を細胞に処理し 1 時間氷上で反応させた。FACS バッファーで 3
回洗浄後、PBSに懸濁した Alexa fluor 647標識ロバ抗マウス抗体を細胞に処理し 1時間氷
上で反応させた。その細胞懸濁液を FACSバッファーで 3回洗浄し、3,000 rpmで 2分間遠心
して染色した細胞を沈降させ PBSで再懸濁した。この細胞懸濁液を 70 µm径のナイロンメッ
シュに通した後、LSRFortessa Flow Cytometerを用いて蛍光強度を解析した。コントロール IgG
である抗マウス抗体を処理した細胞の蛍光強度を基準にし、抗 CD81 抗体で染色した細胞の
蛍光強度を測定した。細胞の蛍光強度を FACSDiva™ softwareで解析した。なお、トリプシン
処理によって、細胞表面に存在する CD81の発現量に影響を与えないことは確認している。 
 
1-2-9. 統計解析 
	 3群以上の比較のとき、分散分析法として ANOVAを用い、検定には Dunnet検定を用いて
統計解析を実行した。統計解析ソフトは GraphPad Prizm7を使用した。得られた実験結果は平
均値+標準偏差で表示した。危険率 5% 以下を統計学的に有意差があると判定した。 
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第 1章 CD81の分解経路とポリ Ub化の解析 
 
1-3. 結果 
 
1-3-1. CD81はリソソームで分解される 
	 CD81がプロテアソームまたはリソソームのどちらで分解されるのかを解析するため、プロ
テアソーム阻害剤 lactacystin、リソソーム阻害剤 bafilomycin A1、chloroquine、プロテアソー
ムかつリソソーム両阻害剤 MG132を 293T細胞に 24時間処理し、細胞表面に発現する CD81
をフローサイトメトリー法で定量した (Fig. 1-6A、B)。MG132は一般的にプロテアソーム阻
害剤として知られているが、リソソームに含まれるカテプシン Kを阻害することも報告され
ており 63, 64)、本研究では MG132をプロテアソームとリソソームの両方を阻害する化合物とし
て用いた。Bafilomycin A1 はリソソームの内腔を酸性化する V-ATPase を阻害し 65, 66)、

chloroquineはリソソームによるタンパク質分解を阻害する 67, 68)。また本研究で用いた抗 CD81
抗体は CD81 の細胞外領域を認識する 69, 70)。これらの化合物と抗体を用いることで CD81 の
分解経路を解析した。その結果、DMSOまたは lactasyctin処理に比べて、MG132、bafilomycin 
A1または chloroquine処理した細胞表面の CD81の発現が増加した。このことから CD81はリ
ソソームで分解されることが示唆された。 
	 次にリソソームによる CD81 の分解を観察するため、タンパク質合成阻害薬 cycloheximide 
(CHX) を用いて CD81 の半減期を解析した。CHX 存在下 MCF7 細胞に MG132 または
chloroquine を 0、12、24、36 時間処理し、細胞内の CD81 の発現量をウェスタンブロットで
解析した (Fig. 1-6C、D)。その結果、DMSO、MG132または chloroquine処理の CD81の半減
期はそれぞれ約 24 時間、36 時間以上、36 時間であった。この結果は CD81 の半減期はリソ
ソーム阻害剤によって延長することを示している。以上の結果から、CD81はリソソームで分
解されることが明らかになった。   
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Fig. 1-6. CD81はリソソームで分解する 
(A) 293T細胞に lactacystin、MG132、bafilomycin A1、chloroquineを 24時間処理し、CD81の
細胞外領域を認識する抗体を用いて細胞表面の CD81 の発現をフローサイトメトリーで解析
した。図はCD81の蛍光強度のヒストグラムを示している。赤は各種阻害剤 (500 nM lactacystin、
100 nM MG132、10 µM bafilomycin A1、75 µM chloroquine)、ダークグレーは DMSO処理した
ヒストグラムである。ライトグレーはコントロール IgGを処理した 293T細胞のヒストグラム
を示している。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 1Aを一部変更し、引用
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した。 
(B) DMSO処理した CD81の蛍光強度を 1とした相対値を縦軸に示している。棒グラフは平均
値+SDで表している。***は p<0.001を表しており、DMSO処理した値と比較した。図は、Biol. 
Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.のの Fig. 1Bを一部変更し、引用した。 
(C) 293T細胞に 100 µg/mL CHX存在下 0.1% DMSO、100 nM MG132、75 mM chloroquineを最
大 36時間処理し、CD81の発現をウェスタンブロットで解析した。バンド強度は Image Jで
算出し、0時間の CD81/β-actinの値を１とし、相対値として図の下に示した。図は、Biol. Pharm. 
Bull. 2019, Hosokawa K. et al.のの Fig. 1Cを一部変更し、引用した 
(D) Fig. 1Cで算出した値を縦軸に、時間を横軸に示した。丸、三角、四角はそれぞれ DMSO、
MG132、chloroquineを処理した細胞を示している。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. 
et al.の Supplemental Figure-S1を一部変更し、引用した。 
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1-3-2. CD81は K63-または K29-linkedポリ Ub化され分解される 
	 リソソームによる CD81 の分解にポリ Ub 化が関与するか解析するため、293T 細胞に
2xS-CD81-WTプラスミドを単独で (Fig. 1-7A)、または HA-Ub-WTプラスミドと同時に遺伝
子導入した (Fig. 1-7B)。12時間後 lactasyctin、MG132、chloroquineを 6時間処理し S-ptotein 
agaroseビーズでプルダウンアッセイを行なった。CD81のポリUb鎖を検出するため、FK2 (Fig. 
1-7A)と anti-HA antibody (Fig. 1-7B)を用いた。FK2はポリ Ub鎖を認識する抗体であり、当ラ
ボで作製した 61)。その結果、DMSO処理に比べて lactacystin処理した細胞の CD81のポリ Ub
化に変化はなかったが、MG132または chloroquine処理により CD81のポリ Ub鎖が多く検出
された。このことから、CD81はポリ Ub化されリソソームで分解されることが示唆された。 
	 次に CD81のポリ Ub鎖の結合様式を解析した。293T細胞に HA-Ub-WT、-K48または-K63
プラスミドを 2xS-CD81-WTプラスミドと共に遺伝子導入した。12時間後 MG132を 6時間処
理し S-ptotein agaroseビーズでプルダウンアッセイを行なった (Fig. 1-7C)。HA-Ub-K48、-K63
は Ubの 7つの Kの内、K48または K63のみを残し、他の Kを R (アルギニン)に置換した Ub 
mutantプラスミドである (Fig. 1-5)。DMSO処理に比べて MG132を処理すると CD81のポリ
Ub鎖が多く検出されたが、HA-Ub-K48プラスミドを遺伝子導入すると CD81のポリ Ub化は
完全に消失した。さらに HA-Ub-K63を発現させると HA-Ub-WTに比べて CD81のポリ Ub化
は減少した。これらの結果から、CD81は K48-linkedポリ Ub鎖以外のポリ Ub鎖が結合する
ことが示唆された。 
	 そこで CD81のポリ Ub化様式を詳細に解析するために、293T細胞に 2xS-CD81-WTプラス
ミドと Myc-Ub-WT、-K29R、-K48R または-K63R プラスミドを共に遺伝子導入し 12 時間後 
S-ptotein agarose ビーズでプルダウンアッセイを行なった  (Fig. 1-7D)。Myc-Ub-K29R、
Myc-Ub-K48R、Myc-Ub-K63Rはそれぞれ K29、K4、 K63を Rに置換した Ub mutantプラス
ミドである (Fig. 1-5)。CD81のポリ Ub鎖を検出するため、FK2と anti-Myc antibodyを用いて
ウェスタンブロットを行なった。その結果、Myc-Ub-WT に比べて CD81 のポリ Ub 鎖は
Myc-Ub-K48Rの発現により変化はなく、Myc-Ub-K29Rまたは Myc-Ub-K63Rの発現により減
少した。これらの結果から CD81は K63-と K29-linkedポリ Ub化されリソソームで分解され
ることが明らかになった。 
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Fig. 1-7. CD81のポリ Ub化解析 

(A) 293T 細胞に 2xS-CD81-WT プラスミドを遺伝子導入し、12 時間後 0.1% DMSO、1 µM 
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lactacystin、100 nM MG132、75 mM chloroquineを 6時間処理し S-ptotein agaroseビーズでプル
ダウンアッセイを行なった。プルダウンにより沈降した 2xS-CD81 を含むサンプルに対して
FK2 を用いて、インプットサンプルに対し抗 S タグ抗体を用いてウェスタンブロットを行な
った。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 1Dを一部変更し、引用した。 
(B) 293T細胞に 2xS-CD81-WTプラスミドと HA-Ub-WTプラスミドを同時に遺伝子導入し、
12時間後 0.1% DMSO、1 µM lactacystin、100 nM MG132、75 mM chloroquineを 6時間処理し
S-ptotein agarose ビーズでプルダウンアッセイを行なった。プルダウンにより沈降した
2xS-CD81を含むサンプルに対し抗 HAタグ抗体で、インプットサンプルに対し抗 Sタグ抗体
を用いてウェスタンブロットを行なった。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の
Supplemental Figure-S2を一部変更し、引用した。 
(C) 293T細胞に HA-Ub-WT、-K48または-K63プラスミドを 2xS-CD81-WTプラスミドと共に
遺伝子導入し、12時間後 100 nM MG132を６時間処理し S-ptotein agaroseビーズでプルダウ
ンアッセイを行なった。プルダウンにより沈降した 2xS-CD81 を含むサンプルに対し抗 HA
タグ抗体で、インプットサンプルに対し抗 S タグ抗体を用いてウェスタンブロットを行なっ
た。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 1Eを一部変更し、引用した。 
(D) 293T細胞に Myc-Ub-WT、-K29R、-K48Rまたは-K63Rプラスミドを 2xS-CD81-WTプラ
スミドと共に遺伝子導入し、12時間後 S-ptotein agaroseビーズでプルダウンアッセイを行な
った。プルダウンにより沈降した 2xS-CD81を含むサンプルに対し FK2または抗 Mycタグ抗
体で、インプットサンプルに対し抗 S タグ抗体を用いてウェスタンブロットを行なった。図
は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 1Fを一部変更し、引用した。 
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1-4. 考察 
	 第 1章で CD81はポリUb化を介してリソソームで分解されることを明らかにした (Fig. 1-6、
1-7)。Fig. 1-6では阻害剤を用いた CD81の分解阻害を、Fig. 1-8では CD81のポリ Ub鎖を解
析した。Fig. 1-6の結果からリソソーム阻害剤を処理すると細胞表面に発現する CD81の発現
量が上昇した。このことから CD81 はリソソーム経路で分解されることが示唆される。リソ
ソーム阻害剤によって細胞表面上の CD81 の発現が上昇する理由として、リソソーム阻害剤
処理によって分解されなかったエンドソーム上の CD81 はリサイクリング経路を経由して細
胞表面上に輸送される結果、細胞表面上の CD81の発現量が上昇することが考えられた。Fig. 
1-7A、B の結果から、リソソーム阻害剤である MG132、chloroquine 処理した細胞内の CD81
のポリ Ub 化が多く検出されたことから、リソソームによって分解されることが示唆され、
この結果は Fig. 1-6の結果に一致している。Lineberryらの先行研究によると、CD81は E3で
ある GRAILによってポリ Ub化されプロテアソームによって分解されることが示唆されてい
るが 39)、2 つの解釈の誤りによって、この報告と本研究結果は相反していると考察した。解
釈の誤りの 1つ目として、阻害剤の作用点の違いが考えられる。Lineberryらはプロテアソー
ム阻害剤である ALLNと MG132を処理することで、未処理に比べて CD81のポリ Ub鎖が多
く検出されたという結果から、GRAILは CD81をプロテアソームにより分解誘導することを
示している。しかし ALLN や MG132 はプロテアソームだけではなく、リソソームに含まれ
るシステインプロテアーゼであるカプテシンも阻害することが知られている 63, 64, 71, 72)。Fig. 
1-7A、B からプロテアソームを阻害しリソソームを阻害しない lactacystin を処理した時、
DMSO 処理に比べて CD81 のポリ Ub 化量に変化はなかったが、リソソームを阻害しプロテ
アソームを阻害しない chloroquineを処理した時、CD81のポリ Ub鎖の量は亢進した。以上の
知見と結果から、プロテアソームかつリソソームを阻害する ALLN と MG132 を処理するこ
とで CD81 の分解経路を判断することはできないと考える。解釈の誤りの 2 つ目は、プロテ
アソーム阻害剤もしくはリソソーム阻害剤を処理し、CD81のポリ Ub鎖の量を観察すること
で CD81の分解経路を判断している点である。CD81を含むタンパク質の分解経路を解析する
方法として、標的タンパク質に結合する Ub 鎖の量を観察するよりも、プロテアソーム阻害
剤もしくはリソソーム阻害剤を処理し、阻害剤を処理しタンパク質の発現量を解析する方が、

タンパク質の分解経路をより正確に判断できると考える。Fig. 1-6でプロテアソーム阻害剤と
リソソーム阻害剤を用いて CD81の発現量を解析した。しかし Lineberryらは CD81の発現量
を解析しておらず、CD81の Ub化量の変化で分解経路を判断していた。したがって CD81の
分解経路の結論に違いが生じ、CD81 の真の分解経路はリソソームである考える。一方で、
BarteeらはMARCHがCD81をリソソームで分解することを示している 40)。MARCHはMHC-I、
ICAM-1、B7、CD4などの膜タンパク質を Ub化しリソソームで分解誘導することが知られて
おり 73, 74)、分解経路は本研究結果と一致する。 
	 また Fig. 1-7C、Dの結果から CD81は K63-または K29-linkedポリ Ub化されることが明ら
かになった。これまでの先行研究から、細胞表面に存在する膜タンパク質のポリ Ub 化はエ
ンドサイトーシスを介した細胞内移行シグナルとして働くことが知られている 8, 30, 50)。また細

胞質内で K29-linked ポリ Ub 化された Norch 受容体はリソソームに輸送されることから、
K29-linkedポリ Ub化はリソソームへの輸送シグナルであることが示唆されている 30)。これら

の報告と本研究結果から、CD81は細胞表面で K63-linkedポリ Ub化されたのち、細胞質内に
移行し、さらに K29-linked ポリ Ub 化されるとリソソームに輸送され分解されることが考え
られる (Fig. 1-8)。一方で Lineberryらによると、CD81は GRAILによって K48-linkedポリ Ub
化されることが示唆されており、本研究結果の Ub 結合様式とは異なっている。Lineberry ら
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の実験系は CD81と GRAILの過剰発現であり、本研究の実験系とは異なるため、CD81のポ
リ Ub鎖の結合様式の結果が異なると考えられる。 
 

 
Fig. 1-8. CD81の分解経路の模式図 
CD81は細胞表面上で K63-linkedポリ Ub化されたのちエンドサイトーシスを介して細胞内移
行し、細胞内で K29-linkedポリ Ub化されたのちリソソームで分解されることが想定される。 
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第 2章	 CD81のエンドサイトーシス経路の解析 
 
2-1. はじめに 
	 細胞膜上で Ub 化された膜タンパク質はエンドサイトーシスを介して細胞内に移行し、エ
ンドソームとして細胞質内に内在化することが知られている。Notch receptor や human 
ether-a-go-go K+ (hERG) channelは Ub化されエンドソームと多胞体を経由し 75, 76)、またドパミ

ン受容体 D3 や L 型カルシウムチャネルはオートファゴソームを経由しリソソームで分解さ
れる 77, 78)。第 1 章で CD81 は Ub 化されリソソームで分解されることが明らかになったが、
CD81はエンドサイトーシスを介して細胞質内に移行しリソソームに分解されるまで、どのよ
うな経路をたどるのか不明である。エンドソームに局在する膜タンパク質の分解経路は、隔

離膜 (ファゴフォア) によってエンドソームが包まれることで形成されるオートファゴソー
ムがリソソームと融合し分解される経路と、エンドソームが陥入することで形成される多胞

体を経由しリソソームと融合し分解される経路に大別される 79, 80) (Fig. 2-1)。細胞質内に移行
した CD81 がどちらの経路を介してリソソームに分解されるのか、明らかになっていない。
また、膜タンパク質のエンドサイトーシスはクラスリン依存的エンドサイトーシス、カベオ

ラ依存的エンドサイトーシス、クラスリン・カベオラ非依存的エンドサイトーシスに分類さ

れる 81, 82, 83)  (Fig. 2-2) が、CD81はどのようなエンドサイトーシス機構を介して細胞内に移行
するのか不明である。第 2 章ではリソソーム阻害剤とエンドサイトーシス阻害剤を用いて
CD81の局在を解析することで CD81のエンドサイトーシス経路を解析した。 
 

Fig. 2-1. エンドソーム上の膜タンパク質の分解経路 
エンドソーム上の膜タンパク質のリソソームによる分解経路はオートファジーを経由する経

路と多胞体を経由する経路が存在する。オートファゴソームを経由するとき、隔離膜がエン
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ドソームを取り囲むことでオートファゴソームが形成される。オートファゴソームとエンド

ソームが融合したオルガネラであるアンフィソームはリソソームと融合することで、膜タン

パク質は分解される。多胞体を経由するとき、細胞質内に取り込まれた膜タンパク質は初期

エンドソーム、多胞体、後期エンドソームの順に輸送され、最終的にリソソームと融合し分

解される。 
 
 

Fig. 2-2. 膜タンパク質のエンドサイトーシス機構 
膜タンパク質はクラスリン依存的エンドサイトーシス、カベオラ依存的エンドサイトーシス、

クラスリン・カベオラ非依存的エンドサイトーシスの 3 つの経路で細胞表面から細胞質内へ
内部移行する。 
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2-2. 材料と方法 
 
2-2-1. 阻害剤調製と抗体 
	 Chlorpromazine (CPMZ) は DMSOに溶解し、methyl-β-cyclodextrin (MBCD) と sucroseは蒸
留水 (DW) に溶解し、-20℃に保存した。DWに溶解させた MBCDと sucroseは 0.2 µmフィ
ルターを用いて滅菌処理を行った。 
	 ウェスタンブロット、蛍光抗体染色とフローサイトメトリーで使用した抗体を以下に記す。 
Anti-CD81-antibody Santa Cruz 
Anti-β-actin-antibody Santa Cruz 
Anti-CD81-antibody Alexa fluor 647 Santa Cruz 
Anti-LAMP1-antibody    Santa Cruz 
Anti-p62-antibody Santa Cruz 
Anti-EEA1-antibody    BD Biosciences 
Anit-mouse-IgG-antibody Santa Cruz 
Anti-mouse antibody HRP GEヘルスケア 

 
 
 
2-2-2. 細胞の継代 
	 MCF7細胞の培養は 10% FBS含有 DMEMを用い、5% CO2、37℃で行った。MCF7細胞と
293T細胞の継代は第 1章の 1-2-2で記している方法で行った。 
 
2-2-3. 蛍光抗体染色と共局在解析 
	 カバーガラス上へ播種された 30 %コンフルエントの細胞を 4℃に冷やした PBS で洗浄し
4℃に冷やした 4% パラホルムアルデヒドにより 20 分間室温で細胞を固定した。固定した細
胞を常温の PBSで 3回洗浄後、PBSに懸濁した 0.1% saponinにより 40分間室温で透過処理
し、PBS で 3 回洗浄した。抗体の非特異反応を防ぐため、PBS に懸濁した 3% bovine serum 
albumin を透過処理した細胞に加え 30 分間室温でブロッキングした。抗体反応以降、カバー
ガラスをパラフィルム上へ移して実験を進めた。CD81以外の 1次抗体をカバーガラス上の固
定細胞に 1時間室温で処理し、PBSで 3回洗浄した。Alexa fluor 488 標識ロバ抗マウス抗体
を二次抗体として使用し、PBSに希釈した抗体溶液を 1次抗体処理した細胞に室温 1時間で
反応させた。PBSで 3回洗浄した後、Alexa fluor 647で標識された抗 CD81抗体を PBSに希
釈した抗体溶液を細胞に処理し、室温 1時間で反応させ PBSで 3回洗浄した。また核標識し
ながら封入するため、1枚のカバーガラスあたり 8 µLの Fluoro-KEEPER with DAPIをスライ
ドガラス上へ添加し、カバーガラスをスライドガラス上へ移した。染色した細胞を共焦点レ

ーザー顕微鏡 (LSM800)で観察した。また、共局在解析は縦軸と横軸に Alexa fluor 488と Alexa 
fluor 647の蛍光強度を設定した座標に、同一エリアの蛍光強度をプロットすることで得られ
るピアソンの相関係数を Zen system imaging softwareによって算出し行われた。ピアソンの相
関係数が高いほど共局在する部分が多い。 
 
2-2-4.ウェスタンブロット 
	 第 1章の 1-2-7と同様の方法で行った。 
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2-2-5. フローサイトメトリー法 
	 第 1章の 1-2-8と同様の方法で行った。 
 
2-2-6. 統計解析 
	 3群以上の比較のとき、分散分析法として ANOVAを用い、検定には Dunnet検定もしくは
Tukey検定を用いて統計解析を実行した。統計解析ソフトは GraphPad Prizm7を使用した。得
られた実験結果は平均値+標準偏差で表示した。危険率 5% 以下を統計学的に有意差があると
判定した。 
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2-3. 結果  
 
2-3-1. CD81はエンドサイトーシスを介してリソソームで分解される 
	 CD81は主に細胞表面に局在していることが報告されている 84, 85)。第 1章で CD81はリソソ
ームで分解されることが明らかになったが、どのように細胞内に移行するのかは不明であっ

た。そこで CD81の分解機構を明らかにするために、CD81の局在を蛍光抗体染色により解析
した。まず CD81 の分解過程でリソソーム、エンドソーム、オートファゴソームに局在して
いるかを解析するため、MCF7細胞に chloroquineを 6時間処理しリソソームマーカーである
LAMP1、初期エンドソームマーカーである EEA1、オートファゴソームマーカーである p62
を用いて CD81 と共染色した (Fig. 2-3A、B、C)。LAMP1、EEA1、p62 は赤色蛍光に CD81
は緑色蛍光で示している。その結果、未処理時の CD81 は細胞膜上と細胞質内に存在してい
たが、chloroquin処理すると LAMP1と EEA1は細胞質内の CD81と共局在したが、p62と CD81
は共局在しなかった。さらに CD81の細胞内局在を解析するため、LAMP1、EEA1または p62
と CD81とのピアソンの相関係数を Zen system imaging softwareを用いて解析した (Fig. 2-3D)。
その結果、chloroquine処理により LAMP1と CD81の共局在割合は上昇した。一方、EEA1ま
たは p62と CD81の共局在割合は変化が見られなかった。このことから、リソソーム阻害に
よって一部の CD81 は初期エンドソームとリソソームに局在することが明らかになった。さ
らに CD81 の分解はオートファジー非依存的であり、エンドソーム上の CD81 とリソソーム
が融合し CD81は分解されることが示唆された。 
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Fig. 2-3. CD81の局在解析 

(A) MCF7細胞に 0.1 % DMSOまたは 50 mM chloroquineを 6時間処理し固定後、0.1% saponin
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で透過処理し LAMP1を緑色蛍光色素で、CD81を赤色蛍光色素で染色した。下段の図は上段
の図の四角部分を拡大した図である。スケールバーは 20 µmである。図は、Biol. Pharm. Bull. 
2019, Hosokawa K. et al.の Supplemental Figure-S3を一部変更し、引用した。 
(B) MCF7細胞に 0.1% DMSOまたは 50 mM chloroquineを 6時間処理し固定後、0.1% saponin
で透過処理し EEA1を緑色蛍光色素で、CD81を赤色蛍光色素で染色した。下段の図は上段の
図の四角部分を拡大した図である。スケールバーは 20 µmである。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 
Hosokawa K. et al.の Supplemental Figure-S3を一部変更し、引用した。 
(C) MCF7細胞に 0.1% DMSOまたは 50 mM chloroquineを 6時間処理し固定後、0.1% saponin
で透過処理し p62を緑色蛍光色素で、CD81を赤色蛍光色素で染色した。下段の図は上段の図
の四角部分を拡大した図である。スケールバーは 20 µmである。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 
Hosokawa K. et al.の Supplemental Figure-S3を一部変更し、引用した。 
(D) Fig. 3A、B、Cをの写真を含む異なる 3つの視野を撮影し、LAMP1、EEA1または p62と
CD81 の共局在を pearson の相関係数として算出し、相関係数を縦軸に示した。。棒グラフは
平均値+SD で表している。***は p<0.001を表している。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa 
K. et al.の Supplemental Figure-S3を一部変更し、引用した。 
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2-3-2. CD81はクラスリンエンドサイトーシスを介して細胞内移行する 
	 CD81の分解経路にはエンドサイトーシス機構が寄与することが考えられたため、次に各種
エンドサイトーシス阻害剤を用いて CD81 のエンドサイトーシス機構を解析した。クラスリ
ン依存的エンドサイトーシス阻害剤である CPMZ、カベオラ依存的エンドサイトーシス阻害
剤である MBCD、クラスリン・カベオラ非依存的エンドサイトーシス阻害剤である sucrose
を用いて CD81 の分解阻害を解析した。293T 細胞に CPMZ、MBCD または sucrose を処理し
24時間後、細胞表面に存在する CD81の発現量をフローサイトメーターで定量した (Fig. 2-4A、
B)。その結果、CPMZ処理は DMSO処理に比べて CD81の発現を上昇させたが、MBCDまた
は sucrose処理は CD81の発現量に影響を与えなかった。またこれら阻害剤を用いて CD81の
細胞全体の発現量を解析するため、293T細胞に CPMZ、MBCDまたは sucroseを処理し 24時
間後、抗 CD81抗体を用いてウェスタンブロットした (Fig. 2-4C)。その結果、CD81の発現量
に変化はなかった。次に CD81 の細胞内局在を解析するため、MCF7 細胞に CPMZ、MBCD
または sucroseを処理し24時間後、抗CD81抗体を用いた蛍光抗体染色を行なった (Fig. 2-4D)。
その結果、CD81 は CPMZ 処理により細胞表面上に局在するだけでなく、細胞質にも存在し
ドット状で観察された。以上の結果から、CD81はクラスリン依存的エンドサイトーシスを介
して細胞内に移行することが明らかになった。 
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Fig. 2-4. CD81の局在解析 

(A) 293T細胞に 0.1% DMSO、10 µM CPMZ、400 µM MBCDまたは 10 mM Sucroseを 24時間
処理し、CD81の細胞外領域を認識する抗体を用いてフローサイトメーターを用いて細胞表面
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の CD81 の発現を解析した。図は CD81 の蛍光強度のヒストグラムを示している。赤は各種
阻害剤(CPMZ、MBCD、Sucrose)、ダークグレーは DMSO 処理したヒストグラムである。ラ
イトグレーはコントロール IgG を処理した 293T 細胞のヒストグラムを示している。図は、
Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 3Aを一部変更し、引用した。 
(B) 0.1% DMSO処理した CD81の蛍光強度を 1とした相対値を縦軸に示している。棒グラフ
は平均値+SD で表している。***は p<0.001 を、ns は有意差なしを表しており、DMSO 処理
した値と比較した。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 3Bを一部変更し、
引用した。 
(C) MCF7細胞に 0.1% DMSO、10 µM CPMZ、400 µM MBCDまたは 10 mM Sucroseを 24時間
処理し、細胞全体の CD81の量をウェスタンブロットで解析した。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 
Hosokawa K. et al.の Fig. 3Cを一部変更し、引用した。 
(D) MCF7細胞に 0.1% DMSO、10 µM CPMZ、400 µM MBCDまたは 10 mM Sucroseを 24時間
処理し、4% パラホルムアルディドで室温 10 分間固定後、0.1% saponin で透過処理し CD81
を緑色蛍光色素で、核を青色蛍光色素で染色した。スケールバーは 20 µmである。図は、Biol. 
Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 3Dを一部変更し、引用した。 
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2-4. 考察 
	 CD81は主に細胞表面上に局在することが知られており、本研究においても CD81は原形質
膜局在であることが確認できた (Fig. 2-3)。CD81の一部は細胞質にも局在することが観察さ
れ、EEA1と共局在することがわかったが (Fig. 2-3B)、CD81の分解機構は細胞質内の CD81
がオートファジー経路によって分解されているのか、原形質膜に局在する CD81 がエンドソ
ーム-リソソーム経路を介して分解されているのか不明であった。Fig. 2-3の結果から、CD81
は p62 と共局在しなかったが、EEA1 と LAMP1 共に共局在を示した。このことから、CD81
はエンドサイトーシスを介して初期エンドソームに局在し、その後多胞体を経て後期エンド

ソームへと局在変化し、リソソームと融合し分解されると考えられる (Fig. 2-5)。しかし、今
回の実験によって、クラスリン依存的エンドサイトーシスが CD81 の分解を誘導することは
証明されていない。CD81を放射ラベルまたは蛍光ラベルすることで、CD81の分解を観察す
る必要があると考える。 
	 Fig. 2-4A、Bの結果から、クラスリン阻害剤である CPMZ処理により細胞表面に発現する
CD81の発現量は増加したが、Fig. 2-4Cの結果から、CPMZ処理により細胞全体の CD81の発
現量は増加しなかった。CPMZ 処理により細胞全体の CD81 の発現量が上昇しない理由とし
て、2つの可能性を考えた。1つ目の可能性として、エンドソーム上の CD81がリソソームと
融合し分解されることによって、細胞全体の CD81 が増加しないことが考えられた。もう 1
つの可能性として、エンドソーム上の CD81 がエキソサイトーシスを介して細胞外に放出さ
れることによって、細胞全体の CD81の量に変化がなかったことが考えられた。CD81はエク
ソソームとして放出されることが知られている 41)。エンドサイトーシス阻害剤を処理した細

胞から放出されるエクソソームの量を解析することで、CPMZ 処理した細胞内の CD81 の発
現量が増加しない理由が解明されると推察する。 
	 膜タンパク質の輸送は、細胞膜からエンドサイトーシスによりエンドソームやリソソーム

など各オルガネラに到達し、それぞれのオルガネラが膜やその内容物を交換しあっている 86–

88)。これらのネットワークは脂質二重膜に包まれた小胞の行き来により制御されており，小

胞の出芽、モータータンパク質による輸送、標的となる膜への繋留や融合といったダイナミ

ックな膜動態をともなう 89, 90)。これらの膜動態を総称して、メンブレントラフィックとよん

でいる。CD81はテトラスパニンファミリーの特徴である膜タンパク質を組織化し、精子と卵
子との膜融合やウイルスによる細胞への吸着や侵入に関わる 22, 23, 26, 27)ことから、CD81はメン
ブレントラフィックに関与することが考えられる。メンブレントラフィックに重要な役割を

果たす Rabファミリーと CD81の関連性が今後の検討課題になってくるだろう。 
	 クラスリン依存的エンドサイトーシスは、①膜の窪み、②積み荷の集積、③膜の被覆化（ク

ラスリン被覆ピットの形成）、④切断、⑤脱被覆の 5 つのステップで構成され、膜タンパク
質などの積み荷は小胞に包めて細胞内部へ取り込まれる 91, 92)。クラスリン依存的エンドサイ

トーシスに重要な役割を果たすクラスリンは細胞膜に直接結合しないが、脂質アダプタータ

ンパク質 AP-2や epsinを介して結合しクラスリン被覆ピットを形成する。一方でクラスリン
はエンドサイトーシスだけではなく、ゴルジ体とエンドソーム間での小胞輸送にも関わるこ

とが知られている 93, 94)。このゴルジ体からエンドソームへの輸送には AP-1を介したクラスリ
ンの結合がクラスリン被覆ピットの形成に寄与している。本研究で用いた CPMZはクラスリ
ン阻害剤であるため、クラスリン依存的エンドサイトーシスとゴルジ体—エンドソーム間の小

胞輸送の過程で作用し、Fig. 2-4Dのように細胞質内でCD81の凝集が観察されたと推察する。
また epsinの構造には ubiquitin interacting motif (UIM)を保有しており、epsinはモノ Ubまたは
ポリ Ub鎖と UIMを介して結合できる 95, 96)。このことから CD81のクラスリン依存的エンド
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サイトーシスは CD81のポリUb鎖と epsinなどのUIMを有するアダプタータンパク質により
惹起されるのではないかと推察する。 
	  
 
 
 

 
Fig. 2-5. CD81のエンドサイトーシス機構と分解経路の模式図 
CD81 はクラスリン依存的エンドサイトーシスを介して細胞内にエンドソームとして移行す
る。その後エンドソームは成熟し多胞体を経由しリソソームと融合し、CD81は分解される。 
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第 3章	 CD81のポリ Ub化機構 
 
3-1. はじめに 
	 Ub化修飾は E1、E2、E3からなるユビキチン化酵素群の作用により、ユビキチン（分子量
8.6 kDa）が標的タンパク質の Lys 残基の ε-アミノ基にイソペプチド結合する反応である 36)。

このユビキチン化反応が繰り返されて、ポリユビキチン鎖が形成される。哺乳類には E1が 2
種類 97)、E2が約 50種類 98)、E3が約 600種類知られており 99)、E2と E3の組み合わせによっ
て形成されるポリ Ub 鎖の多様性が生まれる 47, 52)。特に E3 は基質認識に重要であり、E2 上
の Ubを基質へ転移させる反応機構の違いで HECT型 E3と RING型 E3に分類される 99) (Fig. 
3-1)。HECT 型 E3 は E2 と結合する HECT ドメインと、基質タンパク質と結合するタンパク
質-タンパク質結合ドメインを有しており、Nedd4や E6APなどが知られている 100, 101)。RING
型 E3は E2と結合する RINGドメインを有しており、単量体ではたらく E3として MARCH、
MDM2、GRAILなどが知られている 102)。また複合体を形成する RING型 E3として SCFユビ
キチンリガーゼ複合体が有名である。MARCHは元来ウイルス性の RING型 E3として発見さ
れ、そののち哺乳類で 11 種類の MARCH が報告され、これらは MRACH ファミリーと呼ば
れている 103, 104)。最初に発見された MARCHは K3と K5でありカポジ肉腫関連ヘルペスウイ
ルス (KSHV)がコードする膜結合型 E3であり、基質は MHCクラス Iやインターフェロン受
容体 I などの免疫に関与する膜タンパク質である 104)。K3 と K5 は基質である MHC クラス I
を K63-linkedポリ Ub化しクラスリンと epsin依存的に細胞内に移行させ、リソソームで分解
誘導する 32)。また K3と K5は E2である Ubc5と Ubc13と相互作用し MHCクラス Iの Ub化
を触媒している 105)。 
	 他のグループの報告により、CD81の結合タンパク質として、RINGドメインを有する CD81
の結合タンパク質 GRAIL と MARCH の二つが見出されている 39, 40)。GRAIL と MARCH は
RING 型 E3 であることが知られており、GRAIL は K48-linked ポリ Ub 化を、MARCH は
K63-linked ポリ Ub 化を誘導する E3 である。第 1 章の結果から、CD81 は K63 と K29-linked
ポリ Ub化されることを明らかにしたが、どの E3が CD81の Ub化を触媒するのか不明であ
る。そこで K63-linkedポリ Ub化を誘導する MARCHが CD81の Ub化を行っているのではな
いかと仮説を立て、第 3章では MARCHファミリーである K3と K5が CD81のポリ Ub化を
触媒し分解誘導するかを解析した。 
	 また、CD81 の K は細胞質内領域に 2 個、細胞外領域に 10 個存在している。Ub は細胞質
内と細胞外領域の両方に存在しているが、E1、E2、E3 は細胞質内に存在しているため、Ub
化反応は細胞質内で行われることが考えられる (Fig. 3-2)。したがって、CD81の Ub化部位と
して細胞内領域の K8と K11に着目し、CD81の Ub化部位を調べた。 
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Fig. 3-1. HECT型 E3と RING型 E3 
E3 には E2 の転移機構の違いにより HECT 型 E3 と RING 型 E3 に分けられる。HECT 型 E3
は自身のシステイン残基に E2と結合した Ubをチオエステル結合で受け渡されたのち、基質
を Ub 化する。RING 型 E3 は E2 と基質と結合し、E2 上の Ub を基質に直接転移させる。ま
た RING型 E3は単量体または複合体で機能する 2種類の E3が存在する。 

Fig. 3-2. CD81の Ub化機構と K残基の模式図 
CD81は細胞質内領域に 2個、細胞外領域に 10個の K残基を有する。Ubは E1、E2、E3の３
つの触媒を介して基質に付加し、この一連の反応は細胞質内で起こる。 
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材料と方法 
 
3-2-1.阻害剤調製と抗体 
	 Cycloheximide (CHX)は 100% エタノールに溶解し-20℃に保存した。 
	 ウェスタンブロットとフローサイトメトリーで使用した抗体を以下に記す。 
Anti-CD81-antibody Santa Cruz 
Anti-β-actin-antibody Santa Cruz 
Anti-CD81-antibody Alexa fluor 647 Santa Cruz 
Anti-S-tag-antibody  MBL 
Anti-HA-tag-antibody MBL 
Anti-EGFP-antibody  MBL 
Anit-mouse-IgG-antibody Santa Cruz 
Anti-mouse antibody HRP GEヘルスケア 
Anti-rabbit antibody HRP GEヘルスケア 
  

 
3-2-2. 細胞の継代 
	 HeLa細胞は 10% FBS含有 DMEMを用いて、5% CO2、37℃で培養された。293T細胞の継
代は第 1章の 1-1-2で記している方法で行った。KSHV感染B細胞株であるBCBL1細胞は 10% 
FBS含有 RPMI1640を用い、5% CO2、37℃の条件下で T-75フラスコの中で培養された。 
 
3-2-3. プラスミド 
	 使用した発現プラスミドは 2xS-CD81-WT、2xS-CD81-K8A、2xS-CD81-K11A、2xS-CD81-KK8, 
11AA、CD81-WT-2xHA、CD81-K8A-2xHA、CD81-K11A-2xHA、HA-Ub-WT、EGFP-K3-WT、
EGFP-K5-WT、EGFP-K5-ΔRING、EGFP-K5-Y156A である。Supplymentary information に
2xS-CD81-K8A、2xS-CD81-K11A、2xS-CD81-KK8, 11AA、CD81-WT-2xHA、CD81-K8A-2xHA、
CD81-K11A-2xHA、EGFP-K3-WT、EGFP-K5-WT、EGFP-K5-CC30, 32AA、EGFP-K5-ΔRING、
EGFP-K5-Y156A のプラスミドマップを記した(Fig. Sup. 2〜13)。なお、使用したベクターは
pCIneo_2xSベクター、pCIneo_2xHAベクター、pEGFP_C2ベクターであり、pCIneo_2xSベク
ター情報は第 1 章の 1-1-3. に記されている。pCIneo_2xHA ベクターは promega 社の pCIneo
に 2xHAタグペプチドをコードする DNA配列を制限酵素サイト SalIと NotIサイトの間に挿
入したベクターであり、2xHA タグペプチドは CD81 の C 末端に融合した形で発現する。
pCIneo_2xHAベクターと pEGFP-C2ベクターは北海道医療大学中川教授から譲り受け、EGFP
は K3または K5の N末端に融合した形で発現する。 
 
3-2-4. ゲノム抽出 
	 KSHV 感染 B 細胞である 1x106 cells の BCBL1 細胞から KSHV ゲノムを抽出した。KSHV
ゲノム抽出は QIAamp DNA Blood Mini Kitを用いて添付プロトコルに従い行った。 
 
3-2-5. 発現プラスミドの構築 
a) プライマー設計と PCRによる DNA断片の増幅	  
	 CD81-wild type (CD81-WT)の発現プラスミドを構築するため、以下に示すプライマー 
(Forward、Reverse)をユーロフィンジェノミクス株式会社で合成し、HeLa の cDNA を用いて
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PCR を行い、CD81 の PCR 産物を得た。なお、今回使用したプライマーは第 1 章の 1-1-4 a)
で 2xS-CD81-WT の作製用プライマーの forward プライマーと同じであるが reverse プライマ
ーと異なっており、終止コドンを抜いた配列である。以下に CD81-WT-2xHAの作製用プライ
マーの配列を記す。 
<CD81-WT-2xHAの作製用プライマー> 
Forward: 5’-atgaattcatgggagtggagggctgca-3’ 
Reverse: 5’-catgtcgacgtacacggagctgttccg-3’ 
	 PCRは KOD FXを用いて、1-1-4 a)と同様な反応液の組成、条件で行った。 
	 また K3-WT と K5-WT の発現プラスミドの構築に用いたプライマーは以下に示しており、
PCRに用いたテンペレートとして第 3章 3-1-4.で精製した KSHVゲノムを用いた。 
<EGFP-K3-WTの作製用プライマー> 
Forward: 5’-ccgggaattcatggaagatgaggatgttcctgtctg-3’ 
Reverse: 5’-ccgggtcgactttaatgaaacataagggcagacg-3’ 
<EGFP-K5-WTの作製用プライマー> 
Forward: 5’- cggaattcatggcgtccaaggacgtag-3’ 
Reverse: 5’- ccgggtcgactcaaccgttgttttttgg-3’ 
PCRは KOD FXを用いて、以下の反応液の組成、条件で行った。 
<反応液の組成> 
2xPCRバッファー  25 µL 
2 mM dNTPs 10 µL 
10 µM Forwardプライマー 1.5 µL 
10 µM Reverse プライマー 1.5 µL 
DW 8 µL 
KOD polymerase 2 µL 
KSHV genome 2 µL (100 ng) 
Total 50 µL 

 
<反応条件 (K3-WTの場合) > 
Predenature 94℃, 2 min 

 Denature 98℃, 10 sec 

35 cycles Annealing 57℃, 30 sec 

Extension 68℃, 60 sec 
 
 
<反応条件 (K5-WTの場合) > 
Predenature 94℃, 2 min 

 Denature 98℃, 10 sec 

35 cycles Annealing 55℃, 30 sec 

Extension 68℃, 50 sec 
 
	 得られた PCR産物溶液に 10x loadingバッファーを加え、エチジウムブロマイド含有の低融
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点アガロースゲルで電気泳動した後、紫外線下で目的のバンドを切り出し、切り出したゲル

を 1.5 mLチューブに入れた。切り出したゲルの重量を測定し、Gel/PCRエクストラクション
kitを用い、添付プロトコルに従ってゲル抽出を行った。抽出された PCR産物を吸光度測定し
濃度を測定した。 
 
b) 制限酵素処理、アルカリフォスファターゼ処理、ライゲーション、トランスフォーム 
c) 少量のプラスミド抽出 (mini prep) 
d) 制限酵素処理による insertの確認 
e) DNAシーケンス解析 
f) プラスミド精製 
	 以上 b)から f)は第 1章 1-1-4 b)から f)と同様に行った。pEGFP-C2 vectorに挿入したプラス
ミド EGFP-K3-WT、EGFP-K5-WTのシーケンス解析するためのプライマーを以下に示した。 
< pEGFP-C2 vectorに挿入したプラスミドのインサートの配列を読むためのプライマー> 
Forward prime: 5’- cacaacgtctatatcatg -3’ 
Revers primer: 5’- gatgagtttggacaaacc -3’ 
 
 
3-2-6. 変異プラスミドの構築 
a) インバース PCRによる変異プラスミドの増幅 
	 1-2-4. と 3-2-5. で作成した 2xS-CD81-WTと CD81-2xHA-WTを鋳型にし、以下のプライマ
ーを用いたインバース PCRによりリジン (K)をアラニン (A)置換した KA mutant (CD81-K8A、
CD81-K11A、CD81-KK8, 11AA)を作製した。作製した変異プラスミドは 2xS-CD81-K8A、
2xS-CD81-K11A 、 2xS-CD81-KK8, 11AA 、 CD81-K8A-2xHA 、 CD81-K11A-2xHA 、

EGFP-K5-C30A-C32A、EGFP-K5-ΔRING、EGFP-K5-Y156Aである。EGFP-K5-CC30, 32AAは
EGFP-K5-ΔRING を作るための中間体のプラスミドであり、 EGFP-K5-ΔRING は

EGFP-K5-CC30, 32AA をテンペレートにし、以下に示す EGFP-K5-ΔRING のプライマーを用
いてインバース PCRにより作製された。 
<変異導入プライマー> 
作製プラスミド	 Forward primer 5'→3' Revers primer 5'→3' 

CD81-K8A tgcaccgcgtgcatcaagtacctgctcttcg gatgcacgcggtgcagccctccac 
CD81-K11A tgcatcgcgtacctgctcttcgtcttcaatttcg caggtacgcgatgcacttggtgcagcc 
CD81-KK8, 11AA tgcatcgcgtacctgctcttcgtcttcaatttcg caggtacgcgatgcacgcggtgc 
EGFP-K5-CC30, 32AA cccgccgccgctaccggagagc ggtagcggcggcggggtgtatgcc 
EGFP-K5-ΔRING gtcgccccgcaggctttaagcacttggc taaagcctgcggggcgacgacatccag 
EGFP-K5-Y156A gcattagccgcggcaaataacacccgggtgac tgccgcggctaatgccctcacagtgc 

 
	 これらのプライマーセットを用いてインバース PCRを行なった。反応液の組成と反応条件
は以下に記す。 
<反応液の組成> 
2xPCRバッファー  25 µL 
2 mM dNTPs 10 µL 
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10 µM Forwardプライマー 1.5 µL 
10 µM Reversプライマー 1.5 µL 
DW 8 µL 
KOD polymerase 2 µL 
プラスミド	 2 µL (50 ng) 
Total 50 µL 

 
<反応条件> 

Predenature 94℃, 2 min 
 Denature 98℃, 10 sec 

17 cycles Annealing 54℃, 30 sec 

Extension 68℃, 6 min 35 sec 
 
	 PCR産物が増幅されているか確認するため、反応液に loadingバッファーを加え、その混合
溶液をエチジウムブロマイド含有の低融点アガロースゲルで電気泳動した後、紫外線下で目

的のバンドを確認した。 
 
b) 制限酵素 DpnI処理、トランスフォーム 
	 インバース PCRの反応液に含有するメチル化 DNAを消化するため、PCR産物に対し DpnI
を 37℃、2時間処理した。反応液の組成は以下に記す。 
<反応液の組成> 

PCR product 18 µL 

BSA 2 µL 

10xTバッファー 2.4 µL 

DpnI 2 µL 
Total 24.4 µL 

 
	 制限酵素処理した反応液を DH5αにトランスフォームし、その溶液を 100 µg/mL ampicillin
含有 LBプレートに播種し 37℃、15〜18時間培養した。 
 
c) Mini prep、制限酵素処理、シーケンス解析 
	 1-2-4. c)、d)、e)と同様に行なった。ただし、pEGFP-C2 ベクターに挿入したプラスミド
EGFP-K5-CC30, 32AA、EGFP-K5-ΔRING、EGFP-K5-Y156Aのシーケンスは以下に示すプライ
マーを用いて解析した。 
< pEGFP-C2ベクターに挿入したプラスミドのインサートの配列を読むためのプライマー> 
Forward prime: 5’- cacaacgtctatatcatg -3’ 
Revers primer: 5’- gatgagtttggacaaacc -3’ 
 
3-2-7. フローサイトメトリー法 
	 EGFP-K3と EGFP-K5陽性細胞におけるCD81の細胞表面と細胞質内の発現量を解析するた
め、抗 CD81 抗体と蛍光抗体を用いて蛍光強度をフローサイトメトリーで解析した。6 well
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プレートに播種した接着細胞にトリプシン溶液を処理し DMEM培地で懸濁後、1,500 rpm、5
分間遠心し細胞を沈降させた。回収した細胞の固定と透過処理を行うため、BD 
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Solution Kit を用いて Fixation/Permeabilization 
solutionを氷上で 20分間細胞に処理した。透過処理した細胞を PBSで 3回洗浄後、抗体の非
特異反応を防ぐため、FACS バッファーで懸濁しブロッキングを氷上で 30分間行なった。PBS
に懸濁した抗 CD81 抗体もしくは抗マウス抗体を細胞に処理し 1 時間氷上で反応させた。
FACSバッファーで 3回洗浄後、PBSに懸濁した Alexa fluor 647標識ロバ抗マウス抗体を細
胞に 1時間氷上で反応させた。FACSバッファーで 3回洗浄し、3,000 rpmで 2分間遠心して
染色した細胞を沈降させ PBSで再懸濁した。この細胞懸濁液を 70 µm径のナイロンメッシュ
に通した後、LSRFortessa Flow Cytometerを用いて解析した。コントロール IgGである抗マウ
ス抗体を処理した細胞の蛍光強度を基準にし、抗 CD81 抗体で染色した細胞の蛍光強度を測
定した。細胞の蛍光強度を FACSDiva™ softwareで解析した。 
 
3-2-8. プルダウンアッセイ 
第 1章の 1-2-5. と同様に行った。 
 
3-2-9. 培養細胞への遺伝子導入 (トランスフェクション) 
第 1章の 1-2-6. と同様に行った。 
 
3-2-10.ウェスタンブロット 
第 1章の 1-2-7. と同様に行った。 
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3-3. 結果 
3-3-1. CD81のポリ Ub化部位は K8であり、K8は CD81の安定性に寄与する 
	 CD81 のどの K 残基がポリ Ub 化を受けているのかをプルダウンアッセイで解析した (Fig. 
3-3A)。293T細胞に 2xS-CD81-WT、2xS-CD81-K8A、2xS-CD81-K11Aまたは 2xS-CD81-KK8, 
11AA プラスミドを HA-Ub-WT プラスミドと同時に遺伝子導入し、S ビーズを用いてプルダ
ウンを行い、沈降した CD81のポリ Ub化を抗 HA-tag抗体を用いることで検出した。その結
果、2xS-CD81-WT のポリ Ub 化と比べて 2xS-CD81-K11A のポリ Ub 化に変化はなかったが、
2xS-CD81-K8Aと 2xS-CD81-KK8, 11AAのポリ Ub化は減少した。このことから、CD81は K8
にポリ Ub化されることが明らかになった。 
	 次に CD81 のポリ Ub 化部位がタンパク質の安定性に関与するのか解析するため、
CD81-WT-2xHA、CD81-K8A-2xHA、CD81-K11A-2xHAプラスミドをそれぞれ HeLa細胞に遺
伝子導入した (Fig. 3-3B)。12時間後、タンパク質合成阻害剤である CHXを処理し継時的に
細胞を回収し、細胞内の CD81の発現をウェスタンブロットで解析した。その結果、ポリ Ub
化される K8 を A に置換した CD81-K8A-2xHA の発現は 12 時間まで観察できるが、
CD81-WT-2xHA、CD81-K11A-2xHAの発現は 12時間後にほとんど消失した。このことから、
CD81のポリ Ub化部位である細胞内領域 K8は CD81のタンパク質安定を制御する部位であ
ることが示された。 
 
  



 

 49 

  
 

Fig. 3-3. CD81の K8はポリ Ub化部位であり、CD81の安定性に寄与する。 
(A) CD81のポリ Ub化部位の解析 
293T細胞に 2xS-CD81-WT、2xS-CD81-K8A、2xS-CD81-K11Aまたは 2xS-CD81-KK8, 11AAプ
ラスミドを HA-Ub-WTプラスミドと共に遺伝子導入させ、12時間後に S-ptotein agaroseビー
ズを用いてプルダウンアッセイを行った。沈降した 2xS-CD81のポリ Ub化を抗 HA-tag抗体
を用いて解析した。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et al.の Fig. 4Bを一部変更し、
引用した。 
(B) HeLa細胞に CD81-WT-2xHA、CD81-K8A-2xHA、CD81-K11A-2xHAプラスミドをそれぞ
れ遺伝子導入し、12時間後 100 µg/mL CHXを 0、6、12、24時間処理し継時的に細胞を回収
した。CD81の発現は抗 HA-tag抗体を用いて検出した。Biol. Pharm. Bull. 2019, Hosokawa K. et 
al.の Fig. 4Cを一部変更し、引用した。 
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3-3-2. K5は CD81をポリ Ub化し分解誘導する 
	 これまでの結果から CD81 はポリ Ub 化されることが明らかになったが、CD81 のポリ Ub
化を触媒する E3は不明であった。他のグループの報告から MARCHが CD81の RING型 E3
である可能性を考えたため、MARCHのオルソログである KSHVがコードする K3と K5によ
って CD81のポリ Ub化が誘導するかどうか解析した Fig. 3-4A)。293T細胞に EGFP-K3-WT
または EGFP-K5-WTを 2xS-CD81-WTと HA-Ub-WTと共発現させ 12時間後に細胞ライセー
トを回収し、Sビーズを用いてプルダウンアッセイを行った。沈降した 2xS-CD81-WTに結合
した Ub を抗 HA-tag 抗体を用いて解析した。その結果、EGFP を発現させたコントロールベ
クターに比べて EGFP-K3または EGFP-K5を発現させた細胞内の CD81のポリ Ub化は亢進し
た。さらに K3の方が K5に比べて CD81のポリ Ub化を亢進させた。このことから K3と K5
によって CD81がポリ Ub化されることが明らかになった。 
	 次に K3 と K5 のどちらが CD81 の分解を誘導するのかを解析した (Fig. 3-4B)。EGFP-K3
と EGFP-K5 をそれぞれ HeLa 細胞に遺伝子導入し、EGFP 陽性細胞中の CD81 の発現量をフ
ローサイトメーターで解析した。その結果、EGFPコントロールベクターに比べて、EGFP-K3
を発現させた細胞の CD81の発現量に変化はなかったが、EGFP-K5を発現させた細胞の CD81
の発現量は低下した。このことから K5が CD81ポリ Ub化し分解誘導することが、明らかに
なった。 
	 K5は構造中に RINGドメインとチロシンエンドサイトーシスモチーフを有している 106–108) 

(Fig. 3-4C)。RINGドメインは E2の結合と E2上の Ubを基質に転移する機能を持っており、
RING ドメインの中に亜鉛イオンをキレートする特徴的なジンクフィンガーモチーフを有し
ている。チロシンエンドサイトーシスモチーフは K5 と基質のエンドサイトーシスを誘導す
る機能を持っており、YXXΦ (Xは任意のアミノ酸、Φは疎水性側鎖をもつアミノ酸)という
配列を有する 109)。K5 は RING ドメインとチロシンエンドサイトーシスモチーフにより基質
を分解誘導する。そこで K5による CD81の発現低下に E2による Ub化の転移反応とエンド
サイトーシスが関与するかどうか解析するため、RINGドメインのジンクフィンガーモチーフ
構造を破壊した EGFP-K5-ΔRING とチロシンエンドサイトーシスモチーフの Y156 を A に変
異させた EGFP-K5-Y156A 発現プラスミドを作製した。EGFP-K5-ΔRING と EGFP-K5-Y156A
プラスミドを HeLa細胞に遺伝子導入し、EGFP陽性細胞の CD81の発現量をフローサイトメ
ーターで解析した (Fig. 3-4D)。その結果K5によるCD81の発現低下はK5-ΔRINGとK5-Y156A
の発現によって抑制された。このことから CD81は K5によってポリ Ub化されエンドサイト
ーシスを介して細胞内に移行することが示唆された。 
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Fig. 3-4. K5は CD81のポリ Ub化を亢進させ、分解を亢進させる。 
(A) K3と K5発現による CD81のポリ Ub化解析 
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293T 細胞に EGFP、EGFP-K3-WT または EGFP-K5-WT 発現プラスミドを 2xS-CD81—WT と
HA-Ub-WTと共に遺伝子導入した。12時間後に S-ptotein agaroseビーズを用いてプルダウン
アッセイを行い沈降した 2xS-CD81のポリ Ub化を抗 HA-tag抗体で検出した。 
(B) K3と K5発現による CD81の発現量への影響 
HeLa 細胞に EGFP、EGFP-K3-WT または EGFP-K5-WT プラスミドを発現させ、12 時間後に
100 µg/mL CHXを 12時間処理した細胞を回収しフローサイトメーターで細胞内の CD81の発
現量を解析した。左のヒストグラムは縦軸に細胞数、横軸に CD81 の蛍光強度の対数値を示
している。薄いグレーと濃いグレーのヒストグラムは EGFP発現 HeLa細胞にそれぞれコント
ロール IgGと Alexa fluor 647標識抗 CD81抗体で染色した細胞を表しており、また赤のヒス
トグラムは EGFP-K3-WTまたは EGFP-K5-WT発現 HeLa細胞に Alexa fluor 647標識抗 CD81
抗体で染色した細胞を表している。右の棒グラフの縦軸は EGFP 陽性細胞中の CD81 の発現
量を 1とした相対値を表している。棒グラフは平均値+SD で表している。 
(C) K5が有する RINGドメインとチロシンエンドサイトーシスモチーフの模式図 
RINGドメインは K5の N末領域に、エンドサイトーシスモチーフは K5の C末領域に存在し
ている。RINGドメインはドメイン構造内のジンクフィンガーモチーフを介して E2と結合し
E2上の Ubを基質に転移させる。エンドサイトーシスモチーフは AP-2と結合し基質と K5を
エンドサイトーシスに誘導する機能を持つ。図中の略語は以下に示す。Y; チロシンエンドサ
イトーシスモチーフ、W; トリプトファン、I; イソロイシン、P; プロリン、Q; グルタミン、
X; 任意のアミノ酸、Zn; 亜鉛イオン 
(D) K5による CD81の分解機構の解析 
HeLa細胞に EGFP、EGFP-K5-WT、EGFP-K5-ΔRINGまたは EGFP-K5-Y156A発現プラスミド
を発現させ、12時間後に 100 µg/mL CHXを 12時間処理した細胞を回収しフローサイトメー
ターで細胞全体のCD81の発現量を解析した。左のヒストグラムは縦軸に細胞数、横軸にCD81
の蛍光強度の対数値を示している。薄いグレーと濃いグレーのヒストグラムは EGFP 発現
HeLa細胞にそれぞれ control IgGと Anti-CD81-antibody Alexa fluor 647で染色した細胞を表し
ており、また赤のヒストグラムは EGFP-K5-WT、EGFP-K5-ΔRINGまたは EGFP-K5-Y156A発
現 HeLa細胞を Alexa fluor 647標識抗 CD81抗体で染色した細胞を表している。右の棒グラフ
の縦軸は EGFP 陽性細胞中の CD81 の発現量を 1 とした相対値を表している。棒グラフは平
均値+SD で表している。 
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3-4. 考察 
	 Lineberryらは CD81の結合タンパク質として GRAILを報告している 39)。GRAILは膜結合
型の RING型 E3であり、CD81の K8と K11の両方がポリ Ub化されることを見出している。
Fig. 3-3Aの結果から見出された CD81の Ub化部位は K8であり Lineberryらの結果と一致し
た。しかし、CD81の K11が Ub化されるという Lineberryらの結果は CD81の K11は Ub化
されていないという本研究結果と異なっていた。Lineberryらは CD81の K残基を R残基に置
換した KR mutantと Ubの二つの発現プラスミドを遺伝子導入し、CD81のポリ Ub化部位を
解析しているが、Ubの過剰発現系では CD81の R残基に Ub化されることが考えられる。一
方、本研究で用いた CD81 mutantは、Kを Aに置換した KA mutantであるため、置換した A
に Ubが結合することは考えにくい。作製した CD81のmutantプラスミドの違いから Lineberry
らの研究結果と本研究結果は異なっていると考えられる。また Lineberry らは CD81 の K8、
K11の両方を R残基に置換した CD81-KK8, 11RRが安定化していることを示しているが、K8
と K11のどちらが CD81の安定性を制御しているのか解析していなかった。本研究の結果か
ら、CD81のタンパク質の安定性を制御する K残基は K8であることが示された (Fig. 3-3B)。
しかし、24時間後には CD81-K8A-2xHAの発現は消失した。このことから、CD81は Ub化を
介したリソソームによる分解機構の他に、プロテアーゼによる膜切断機構などの Ub 化以外
の機構によっても分解される可能性が考えられた。実際、Notch受容体は Ub化による分解と
膜結合型メタロプロテアーゼである ADAM により切断されるという二つの機構でタンパク

質の安定性が制御されている 39, 57)。Ub化以外の CD81分解制御機構の解明が今後の課題であ
ると考える。また MHCクラス Iは K残基の他、C残基に Ubが付加され分解に関与すること
32, 110)や TrkA(神経成長因子受容体)の細胞質内領域の K残基の Ub化は分解に重要なアミノ酸
残基であることが示唆されている 111)。これらの報告から、膜タンパク質の細胞質内領域の

Ub化は分解に関与することが考えられ、本研究は膜タンパク質の Ub化による分解機構を支
持する結果であると推察する。 
	 Barteeらは MARCHが CD81を分解することを示しているが、CD81のポリ Ub化の解析は
行われていない 40)。本研究により MARCH のオルソログである K5 は CD81 の分解を誘導し
た (Fig. 3-4B)。この結果は Barteeらの MARCHによる CD81の分解という結果と一致する。
また K5よりも K3の方が CD81の Ub化は亢進したが、K3は CD81を分解しなかった。この
結果から、二つの可能性が考えられる。一つ目として、K3による CD81のポリ Ub化は分解
シグナルとして働かず、シグナル伝達やタンパク質間相互作用など分解以外の機能に関与す

るのではないかと推察する。K48-linked ポリ Ub 鎖は分解シグナルを 48)、K63-linked ポリ Ub
鎖はシグナル伝達の調節や局在変化を誘導するシグナルとして知られており 49, 50)、K3による
CD81の Ub鎖の結合様式を解析すると K3による CD81のポリ Ub化の機能解明につながるの
ではないかと考える。もう一つの可能性として、K3 のポリ Ub 化が K5 による CD81 の分解
促進を増強しているのではないかと考えた。K3 と K5 は KSHV がコードするウイルス性の
E3 であり、KSHV が粒子を産生する時期(溶解感染期)に移行する時に K3 が発現し、その後
K5 が発現する 112)。つまり KSHV 感染細胞内で K3 と K5 は同時に発現する時期があり、K3
とK5が共発現することで単独発現に比べて効率的なCD81の分解を誘導するのではないかと
考えた。今後 K3と K5を共発現させ CD81の発現量を解析する実験を行うことで明らかにな
っていくと考える。また K3と K5は MHCクラス Iやインターフェロンγ受容体を認識しポ
リ Ub化することから 33, 113)、K3と K5のどちらにも認識される基質があると示唆される。本
研究結果から CD81は K3と K5の両方からポリ Ub化を受けることから、CD81は K3と K5
どちらにも認識され Ub 化することが考えられる。Fig. 3-4D の結果から、細胞全体の CD81
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の発現が K5によって抑制された。K5による CD81の発現低下は細胞表面の CD81が発現低
下しているかどうかは不明であるが、透過処理していない細胞で解析する必要があると考え

る。また、Fig. 3-4Dの結果から、EGFP-K5-ΔRINGの発現によって K5による CD81の発現が
抑制された。EGFP-K5-ΔRING は CD81と結合できるが E2と結合できなくなり、CD81を Ub
化できない結果、CD81を分解誘導できないと考えられる。K5の RINGドメインは E2の Ub
転移に必要なドメインであり、チロシンエンドサイトーシスモチーフはエンドサイトーシス

を促進するアダプタータンパク質 AP-2 と結合することが示唆されており、K5 による CD81
の分解誘導機構には E2 上にある Ub 化転移反応や AP-2 を介したエンドサイトーシスが関与
していることが推察できる。 
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総括 
 
	 本研究では CD81の分解機構を明らかにする目的で、CD81のポリ Ub化修飾機構と分解経
路、K5による CD81の分解亢進機構を解析した (Fig. S1)。第 1章では、CD81がプロテアソ
ーム、リソソームのどちらで分解されるのかを評価し、さらに CD81の分解にポリ Ub化修飾
が関与するのかを解析した。その結果、CD81はリソソーム阻害剤で細胞表面の発現が増加し
たこと、またリソソーム阻害剤で CD81のポリ Ub化が亢進したことから CD81はポリ Ub化
されリソソームで分解されることが明らかになった。さらに CD81のポリ Ub鎖の結合様式を
調べるため、変異 Ubプラスミドを用いて解析した結果、CD81は K63-と K29-linkedポリ Ub
鎖が結合していることが示された。第 2章では、CD81の分解時にどのような経路でリソソー
ムに移行するのかを解析するため、初期エンドソーム、リソソームやオートファゴソームと

CD81の共局在を観察した。その結果、CD81は細胞表面と細胞質内に存在し一部エンドソー
ムに局在していたが、リソソーム阻害剤により CD81 はエンドソーム、リソソームに一部局
在しており、オートファゴソームと共局在していなかった。次に CD81 のエンドサイトーシ
ス機構を明らかにするため、エンドサイトーシス阻害剤を用いて CD81 の発現上昇を解析し
た。その結果クラスリン依存的エンドサイトーシス阻害剤で CD81 の細胞表面の発現量が上
昇した。これらの結果から CD81 はクラスリン依存的エンドサイトーシスにより細胞内に移
行しエンドソームを経てリソソームと融合し分解されることが考えられる。第 3章では、CD81
のポリ Ub化部位である K残基の特定と Ub化を触媒する E3について解析した。CD81の K
残基を Aに変異させた CD81 KA mutant発現プラスミドを用いて CD81のポリ Ub化部位を解
析した。その結果 CD81の細胞内領域 K8がポリ Ub化部位であることが明らかになった。さ
らに CD81のポリ Ub化部位を変異させた CD81-K8Aのタンパク質半減期は CD81-WTに比べ
て延長した。このことから CD81 は K8 にポリ Ub 化され分解されることが示された。次に
CD81の E3によるポリ Ub化と分解機構を解析した。その結果、CD81は K3と K5によって
ポリ Ub化されるが、K5によって CD81は分解されることが明らかになった。本研究が発展
し、CD81に結合した Ubの連結様式が CD81の分解を誘導するシグナルとして働くことが明
らかになれば、K29-linkedポリ Ub鎖や K63-linkedポリ Ub鎖が有する細胞機能の解明につな
がることが期待される。いまだ明らかにされていないポリ Ub 鎖の機能を明らかにするため
に、本研究はポリ Ub鎖の機能解明に対し基礎的知見を与えうると考える。 
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Fig. S1. CD81の分解機構と K5による CD81の分解亢進機構の模式図 
CD81はクラスリン依存的エンドサイトーシスで細胞内に移行し、CD81の N末端 K8が K63-
と K29-linkedポリ Ub化されリソソームで分解される。KSHVの E3である K5は CD81をポ
リ Ub化させ分解誘導する。 
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結語 
 
 
本研究で明らかにしたことを以下に示す。 
 
 
(1) CD81はリソソームによって分解される。 
(2) CD81は K63-と K29-linkedポリ Ub化される。 
(3) CD81はクラスリン依存的エンドサイトーシスで細胞内に移行する。 
(4) CD81のポリ Ub化部位は 8番目の Kである。 
(5) CD81は K5によって分解される。 
(6) CD81は K5によってポリ Ub化される。 
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Supplementary information 

 

以下に本研究で作製したプラスミドマップとその情報を記載する。 

 

 

 
 
Fig. Sup. 1. 2xS-CD81-WTの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_2xS-CD81-WT 
略名：2xS-CD81-WT 
全長：6253 bp 
インサートサイズ：711 bp 
タグペプチドとその配列：2xSタグ 
5’-atgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagcaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacag
c-3’ 
M  K  E  T  A  A  A  K  F  E  R  Q  H  M  D  S  K  E  T  A  A  A  K  F  E  
R  Q  H  M  D  S 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

EcoRI
2xS tag

T7 primer

CMV  enhancer/promoter region

SalI
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_2xS-CD81-WT

6253 bp
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Fig. Sup. 2. 2xS-CD81-K8Aの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_2xS-CD81-K8A 
略名：2xS-CD81-K8A 
全長：6253 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K8を Aに変異 (5’-aag-3’を 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xSタグ 
5’-atgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagcaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacag
c-3’ 
M  K  E  T  A  A  A  K  F  E  R  Q  H  M  D  S  K  E  T  A  A  A  K  F  E  
R  Q  H  M  D  S 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

K8A
EcoRI
2xS tag

T7 primer

CMV  enhancer/promoter region

SalI
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_2xS-CD81_K8A

6253 bp
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Fig. Sup. 3. 2xS-CD81-K11Aの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_2xS-CD81-K11A 
略名：2xS-CD81-K11A 
全長：6253 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K11を Aに変異 (5’-aag-3’を 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xSタグ 
5’-atgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagcaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacag
c-3’ 
M  K  E  T  A  A  A  K  F  E  R  Q  H  M  D  S  K  E  T  A  A  A  K  F  E  
R  Q  H  M  D  S 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

K11A
EcoRI
2xS tag

T7 primer

SalI
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_2xS-CD81_K11

6253 bp

CMV  enhancer/promoter region
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Fig. Sup. 4. 2xS-CD81- KK8, 11AAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_2xS-CD81- KK8, 11AA 
略名：2xS-CD81- KK8, 11AA 
全長：6253 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K8と K11を Aに変異 (5’-aag-3’と 5’-aag-3’を 2つとも 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xSタグ 
5’-atgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagcaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacag
c-3’ 
M  K  E  T  A  A  A  K  F  E  R  Q  H  M  D  S  K  E  T  A  A  A  K  F  E  
R  Q  H  M  D  S 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

K11A
K8A
EcoRI
2xS tag

T7 primer

CMV  enhancer/promoter region

SalI
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_2xS-CD81_KK8, 11AA

6253 bp
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Fig. Sup. 5. CD81-WT-2xHAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_CD81-WT-2xHA 
略名：CD81-WT-2xHA 
全長：6215 bp 
インサートサイズ：711 bp 
タグペプチドとその配列：2xHAタグ 
5’- tacccatacgacgtcccagactacgcctacccatacgacgtcccagactacgcctaa -3’ 
Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A  Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

EcoRI
1096 EcoRI (1)
T7 primer

CMV enhancer/promoter region

1810 SalI (1)
SalI
2xHA-tag
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_CD81-WT-2xHA

6215 bp
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Fig. Sup. 6. CD81-K8A-2xHAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_CD81-K8A-2xHA 
略名：CD81-K8A-2xHA 
全長：6215 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K8を Aに変異 (5’-aag-3’を 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xHAタグ 
5’- tacccatacgacgtcccagactacgcctacccatacgacgtcccagactacgcctaa -3’ 
Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A  Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

CD81

K8A
EcoRI
T7 primer

CMV enhancer/promoter region

SalI
2xHA-tag
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_CD81-K8A-2xHA

6215 bp
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Fig. Sup. 7. CD81-K11A-2xHAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_CD81-K11A-2xHA 
略名：CD81-K11A-2xHA 
全長：6215 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K11を Aに変異 (5’-aag-3’を 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xHAタグ 
5’- tacccatacgacgtcccagactacgcctacccatacgacgtcccagactacgcctaa -3’ 
Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A  Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
  

CD81

K11A
EcoRI
T7 primer

CMV enhancer/promoter region

SalI
2xHA-tag
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

Amp resistance gene
pCIneo_CD81-K11A-2xHA

6215 bp
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Fig. Sup. 8. CD81-KK8, 11AA-2xHAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pCIneo_CD81-KK8, 11AA-2xHA 
略名：CD81-KK8, 11AA-2xHA 
全長：6215 bp 
インサートサイズ：711 bp 
変異箇所：K8と K11を Aに変異 (5’-aag-3’と 5’-aag-3’を 2つとも 5’-gcg-3’に変異させた。) 
タグペプチドとその配列：2xHAタグ 
5’- tacccatacgacgtcccagactacgcctacccatacgacgtcccagactacgcctaa -3’ 
Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A  Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A 
耐性遺伝子：Ampicillin; Amp 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
  

CD81

K11A
K8A
EcoRI
T7 primer

CMV enhancer/promoter region

SalI
2xHA-tag
T3 primer

SV40 late polyadenylation signal

SV40 enhancer and early promoter
Neomycin phosphotransferase

pCIneo_CD81-KK8,11AA-2xHA

6215 bp

Amp resistance gene
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Fig. Sup. 9. EGFP-K3-WTの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pEGFP-C2_EGFP-K3-WT 
略名：EGFP-K3-WT 
全長：5701bp 
インサートサイズ：970 bp 
タグ：EGFPタグ 
耐性遺伝子：kanamycin; Kan 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
 
  

EcoRI

EGFP

CMV promoter

SalI
SV40 polyadenylation signal

NeoR/KanR

SV40 promoter

pEGFP-C2_EGFP-K3-WT

5701 bp

K3
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Fig. Sup. 10. EGFP-K5-WTの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pEGFP-C2_EGFP-K5-WT 
略名：EGFP-K5-WT 
全長：5502bp 
インサートサイズ：771 bp 
タグ：EGFPタグ 
耐性遺伝子：kanamycin; Kan 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
  

EcoRI

EGFP

CMV promoter

K5

SalI
SV40 polyadenylation signal

NeoR/KanR

SV40 promoter

pEGFP-C2_EGFP-K5-WT

5502 bp
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Fig. Sup. 11. EGFP-K5-CC30, 32AAの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pEGFP-C2_EGFP-K5-CC30, 32AA 
略名：EGFP-K5-CC30, 32AA 
全長：5502bp 
インサートサイズ：771 bp 
変異箇所：C30、C32を Aに変異 (5’-tgc-3’、5’-tgt-3’をそれぞれ 5’-gcc-3’ 、5’-gct-3’に変異さ
せた。) 
タグ：EGFPタグ 
耐性遺伝子：kanamycin; Kan 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
図中の Cはシステインを示している。 
  

EcoRI

EGFP

CMV promoter

C30A
C32A

K5-CC30,32AA

SalI
SV40 polyadenylation signal

NeoR/KanR

SV40 promoter

pEGFP-C2_EGFP-K5-CC30,32AA

5502 bp
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Fig. Sup. 12. K5-ΔRINGの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pEGFP-C2_EGFP-K5-ΔRING 
略名：EGFP-K5-ΔRING 
全長：5502bp 
インサートサイズ：771 bp 
変異箇所：C30、C32、H40、C43 を A に変異 (5’-tgc-3’、5’-tgt-3’、5’-cac-3’、5’-tgt-3’をそれ
ぞれ 5’-gcc-3’、5’-gct-3’、5’-gcc-3’、5’-gct-3’に変異させた。) 
タグ：EGFPタグ 
耐性遺伝子：kanamycin; Kan 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
図中の Hはヒスチジンを示している。 
 
  

EcoRI

EGFP

CMV promoter

C30A
C32A
H40A
C43A

K5

SalI
SV40 polyadenylation signal

NeoR/KanR

SV40 promoter

pEGFP-C2_EGFP-K5-∆RING

5502 bp
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Fig. Sup. 13. EGFP-K5-Y156Aの発現プラスミドの模式図 
プラスミド名：pEGFP-C2_EGFP-K5-Y156A 
略名：EGFP-K5-Y156A 
全長：5502bp 
インサートサイズ：771 bp 
変異箇所：Y156を Aに変異 (5’-tac-3’をそれぞれ 5’-gcc-3’に変異させた。) 
タグ：EGFPタグ 
耐性遺伝子：kanamycin; Kan 
制限酵素サイト：EcoRI、SalI 
図中の Yはチロシンを示している。 
 

 

 

 

EcoRI

EGFP

CMV promoter

K5
Y156A

SalI

NeoR/KanR

SV40 promoter

pEGFP-C2_EGFP-K5-Y156A

5502 bp

SV40 polyadenylation signal


