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研究の目的 

 現在、新型コロナウイルス感染症（COVID-19）のウイルス SARS-Cov-2 が世界中

で感染拡大し、人命と経済に甚大な被害がもたらされている。現在の対策としてファ

イザー社やモデルナ社が開発した SARS-CoV-2 のスパイク蛋白質のメッセンジャー

RNA ワクチンを接種しているが、接種後数か月で発症予防効果が低下したり、変異

株の発生したりすることによりワクチンを複数回接種した人でも感染が相次いでい

る。一方、治療薬ではレムデシビル（一本鎖 RNA ポリメラーゼ阻害剤）、バリシチニ

ブ（JAK 阻害剤）、カシリビマブ・イムデビマブ・ソトロビマブ（SARS-CoV-2 スパ

イク蛋白質中和抗体）が特例承認されているが、効果が限定的であるため、依然とし

てインフルエンザと同様に COVID-19 に特異的な抗ウイルス薬の開発が急務である。

また、今世紀になって SARS（SARS-Cov）や MARS（MARS-Cov）に続いて COVID-
19 が相次いで出現し、今後さらに強力なコロナウイルスが出現する可能性や、SARS-
Cov や MARS-Cov の再流行の懸念もあることから、コロナウイルスに共通した作用

機序の抗ウイルス薬の開発が必須である。 
 

 
 我々はこれまでユビキチンリガーゼの研究に携わってきており、受容体などの細胞

膜に局在する多くの膜蛋白質が、ユビキチン（Ub）の修飾（ユビキチン化）によりエ

ンドサイトーシスが誘導されることで細胞内に陥入し、エンドソームに輸送される点

に注目した。SARS-Cov-2 や SARS-Cov は、細胞膜貫通型のアンギオテンシン変換酵

２（angiotensin-converting enzyme 2: ACE2）を受容体として細胞内にエンドサイ

トーシスで取り込まれ、酸性環境下のエンドソームへで活性化することで感染する機

構が存在する（図１）。多くのウイルスが受容体のエンドサイトーシスにより細胞内

に侵入するが、そのうちカポジ肉腫関連ヘルペスウイルスは、細胞膜にあるインテグ

リンを受容体として、ユビキチンリガーゼ c-Cbl によるユビキチン化を介してエンド
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図 1. SARS-Cov-2の感染と ACE2のユビキチン化 



サイトーシスにより取り込まれる 1)。そのため、ACE2 もユビキチン化によりエンド

サイトーシスが促進される可能性があり、ACE2 のユビキチン化を介した細胞内侵入

機構を阻害することで、コロナウイルスの感染を抑制できる可能性が考えられる。し

かしながら、ACE2 のユビキチン化機構、すなわち ACE2 にユビキチン化を付加する

ユビキチンリガーゼ（E3）と逆にユビキチンを切り離す脱ユビキチン化酵素（DUB）

は、まだいずれも発見されていない（図１）。 
 
 そこで、我々は ACE2 に対してユビキチン化を促進するユビキチンリガーゼと抑

制する脱ユビキチン化酵素を同定することにした。これらの酵素は従来の免疫沈降法

では同定が困難なため、我々がこれまで取り組んできた近位ビオチン標識法によって、

ACE2 の近傍蛋白質をビオチンリガーゼによってビオチン化し、ストレプトアビジン

を用いて回収することで、質量分析により同定することにした（図２）。これによっ

て、コロナウイルスのスパイク蛋白質によって増加するユビキチンリガーゼや脱ユビ

キチン化酵素を同定し、ユビキチン化による ACE2 のエンドサイトーシスの制御機

構を明らかにすることを本研究の目的とした。 
   

図 2. 近位ビオチン標識法による ACE2に対する E3と DUBの同定 
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結果 
スパイク蛋白質の精製とACE2のエンドサイトーシス 
 ACE2のエンドサイトーシスはコロナウイルスのスパイク蛋白質によって促進され

ることから、SARS-Cov-2のスパイク蛋白質の精製蛋白質を用いてエンドサイトーシ

スを誘導することで、この時のACE2近傍蛋白質を同定することにした。スパイク蛋

白質は、N末端にインフルエンザウイルスHAのシグナル配列を、C末端にProtein G
で分泌された蛋白質を回収するためのIgGのFc領域を融合したキメラ蛋白質を作成

した。これをHEK293細胞に安定的に発現させ、培地上清中のスパイク蛋白質を精製・

濃縮した。 
 まず、ACE2 が SARS-Cov-2 のスパイク蛋白質によってエンドサイトーシスされ、

最終的にリソソームで分解されるか確認した。その結果、ACE2 を発現する HEK293
細胞にスパイク蛋白質を添加すると、ACE2 が初期エンドソームに移行することが確

認できた（図３）。また、ACE2 はスパイク蛋白質により最終的に分解が誘導され、そ

の蛋白質の分解はリソソームが関与していることから、スパイク蛋白質によってエン

ドサイトーシスされた ACE2 はリソソームで分解されることが判明した。 
 

 
 
スパイク蛋白質によるACE2のエンドサイトーシスとユビキチン化 
 次に、スパイク蛋白質による ACE2 のエンドサイトーシスとリソソームによる分

解にユビキチン化が関与するか否か検討した。ACE2 の細胞質領域は比較的小さく、

ユビキチンが付加されるためのリジン（Lys）残基が一つしか存在していない。そこ

で、そのリジン残基 Lys788 をユビキチン化修飾を受けないアルギニンに変異させた

ACE2（K788R-ACE2）を発現する細胞を作成した。その細胞にスパイク蛋白質を添

加したところ、ACE2 蛋白質の分解が抑制されたことから、ACE2 のエンドサイトー

シスと蛋白質の分解には Lys788 のユビキチン化が関与している可能性が示唆された。 
 
ビオチンリガーゼを用いた ACE2 に対する E3 と DUB の同定 
 ユビキチンリガーゼや脱ユビキチン化酵素は基質との結合が一過性で弱いため、よ
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図 3. スパイク蛋⽩質による ACE2のエンドサイトーシス誘導 



く用いられる免疫沈降法では、基質の同定が非常に困難であった。我々は最近、ユビ

キチンリガーゼにビオチンリガーゼ（BirA）を融合することでユビキチンリガーゼの

近傍蛋白質をビオチン化し、ストレプトアビジンビーズを用いて回収することで、基

質となり得る近傍蛋白質を網羅的に同定できる近位ビオチン標識法が、E3の基質同

定に有効であることを明らかにした2)。そこで本研究では、逆にACE2にビオチンリガ

ーゼを融合することで、ACE2を基質とするユビキチンリガーゼや脱ユビキチン化酵

素を同定し、ACE2を介したコロナイルス取込をユビキチン化が調節する機構を解明

することに挑戦した。 
 本研究では、ACE2の細胞内領域にAPEX2（ビオチンリガーゼ）を融合した遺伝子

を作成し、HEK293細胞に発現させた。そして、ビオチン化されたACE2の近傍蛋白

質をストレプトアビジンビーズを用いて回収し、質量分析（LC-MS/MS）により近傍

蛋白質を網羅的に同定した。まずは、ACE2-APEX2を安定的に発現するHEK293細胞

を樹立し、スパイク蛋白質を用いない予備的な実験を行ったところ、ユビキチンリガ

ーゼを12種、脱ユビキチン化酵素を11種、同定することに成功した（蛋白質名は特許

化のため非公表）。 
 さらに、スパイク蛋白質によるACE2の蛋白質分解において、同定したユビキチン

リガーゼに関して、siRNAによるノックダウンの影響を検討した。その結果、3種の

E3がノックダウンによってACE2の蛋白質分解が阻害されることが判明した（特許化

のため非公表）。 
 
まとめ 

 本研究により、ACE2にSARS-Cov-2のスパイク蛋白質が作用することでACE2のエ

ンドサイトーシスが誘導され、エンドソームへの移行を介してリソソームで分解され

ることが判明した。さらに、このエンドサイトーシスには788番目のリジンが必要で、

ユビキチンリガーゼによるユビキチン化によって促進されている可能性が示唆され

た。 
 今後は同定した3種のユビキチンリガーゼに関して、ACE2との結合やユビキチン

化様式を明らかにし、SARS-Cov-2感染時にACE2ユビキチン化に関与するユビキチ

ンリガーゼを明らかにしたい。また、脱ユビキチン化酵素も同様に同定し、ユビキチ

ン化と脱ユビキチン化によるACE2のエンドサイトーシス調節機構についても取り組

む必要がある。さらに、スパイク蛋白質のACE2への結合がどのようにユビキチンリ

ガーゼのユビキチン化誘導に至るかについても解明していきたいと考えている。 
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