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Ubiquitin of Human



Human中ubiqui)n	
  的四种编码基因

• UBA52:	
  	
  编码结合在核糖体蛋白L40上的单个泛
素。
• RPS27A:	
  编码结合在核糖体蛋白S27a上的单个
泛素。
• UBB:	
  	
  编码多泛素的先导蛋白。
• UBC:	
  	
  编码多泛素的先导蛋白。



UBA52
• Protein	
  name:Ubiqui)n-­‐60S	
  ribosomal	
  proteinL40.
• Sequence	
  length:	
  128AA
• Cleaved	
  into	
  the	
  following	
  2	
  chains:
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1-­‐76:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  77-­‐128:	
  	
  	
  	
  	
  	
  60S	
  ribosomal	
  protein	
  L40
	
  	
  	
  	
  



RPS27A
• Protein	
  name:Ubiqui)n-­‐40S	
  ribosomal	
  protein	
  S27a
• Sequence	
  length:	
  156AA
• 	
  Cleaved	
  into	
  the	
  following	
  2	
  chains:
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1-­‐76:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  77-­‐156:	
  	
  	
  	
  	
  40S	
  ribosomal	
  protein	
  S27a



UBB
• Protein	
  name:	
  	
  Polyubiqui)n-­‐B
• Sequence	
  length:	
  229AA
• Cleaved	
  into	
  the	
  following	
  chain:
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1-­‐76:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  77-­‐152:	
  	
  	
  	
  	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  153-­‐228:	
  	
  	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  229:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Propep)de

	
  	
  	
  



UBC
• Protein	
  name:	
  	
  Polyubiqui)n-­‐C
• Sequence	
  length:	
  685AA
• Cleaved	
  into	
  the	
  following	
  chain:
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1-­‐76,	
  77-­‐152,	
  153-­‐228,	
  229-­‐304,	
  305-­‐380,
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  381-­‐456,	
  457-­‐532,	
  533-­‐608,	
  609-­‐684:	
  	
  Ubiqui)n
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  685:	
  	
  	
  Propep)de



Alignment

Similarity	
  =	
  100%



Ubiquitin of Eukaryotes



泛素及其7个赖氨酸残基

PDB code 1UBQ

泛素化的作用不仅仅是降解蛋白！



泛素分子
的结合位
点	
  	
  	
   功能

Lys48 通过蛋白酶体降解蛋白

Lys11 1、与内质网相关的方式降解蛋白。	
  	
  如在人类细胞中，通过Lys11连接的泛素化链会
与许多UBA/UBX家族的蛋白相互作用，而UBX结构域会与内质网相关降解途径的另
一个调控子AAA蛋白Cdc48/p97相互作用。

2、在哺乳动物的细胞周期中发挥作用。这个过程中的关键E3连接酶APC/
C（anaphase-­‐promo)ng	
  complex/cyclosome）蛋白复合物，将Lys11连接的泛素化链
连接在细胞周期中需要被降解的底物上。

Lys63 1、与内吞作用相关。	
  	
  如调节内吞作用的去泛素化酶AMSH，具有精确的识别Lys63
连接的泛素链的特异性

2、与DNA损伤应答有关。	
  	
  早期在酵母中证明将内源的泛素63位赖氨酸突变成精氨
酸会使细胞对DNA损伤更敏感。

3、在信号传导过程中起作用，激活转录因子NF-­‐κB
Lys6 参与DNA修复

Lys29 通过溶酶体降解蛋白。比如Notch信号通路的调控蛋白Deltex就是被Lys29连接的泛素
链结合后，通过溶酶体降解

Lys33 激酶的修饰。	
  	
  如一些AMPK相关的激酶家族蛋白被Lys33连接的泛素链结合后，会抑
制这些激酶的活性。

Lys27 目前生物学功能还不是很清楚



泛素化的形式

单泛素化、多位点单泛素化、多聚泛素化

同类型的多聚泛素化

不同类型的多聚泛素化

以Lys6-linked为例，后一个泛素分
子羧基端甘氨酸都是与前一个泛素
分子第6位赖氨酸连接，形成多聚
泛素链



不同位点赖氨酸连接的泛素链结构

63位赖氨酸连接时，形成开放
的结构。左图中蓝色区域为疏
水的异亮氨酸区域，它与泛素
结合结构域及去泛素酶相互作
用。PDB代码 2JF5

当泛素分子羧基端甘氨酸与前一个泛素分子
48位赖氨酸连接时，泛素分子会相互作用，
形成紧密结构。PDB 代码2O6V

与起始甲硫氨酸连接成线状多
泛素链，其结构也是开放的，
与连在63位赖氨酸时的结构相
似。PDB 代码 2W9N

正是由于不同位点赖氨酸连接的泛素链具有不同结构，才会与
不同的特异蛋白相互作用，也就发挥不同的生物学功能！



3种泛素化链与蛋白结合的结构

蛋白的泛素结合区域
（UBA）插入到48位赖氨
酸连接的泛素二聚体中，与
泛素的异亮氨酸疏水区域相
互作用

63位赖氨酸连接的泛素二
聚体与去泛素化酶AMSH-
LP或抗体作用的结构

从头连接的线状泛素
二聚体与NEMO蛋白 
的UBAN结构域作用的
结构



泛素序列BLAST

• 为了找出泛素在真核生物中的进化关系，将人的泛素序列在NCBI中进行
BLAST,尽管搜索条件很严格，但仍找出了很多序列，其中有一些是类泛
素。发现在真核生物中查找出来的泛素序列与人的泛素序列相似性都在
95%以上，说明泛素在真核生物中非常保守。

• 每个物种保留一条泛素序列，然后将BLAST出来的真核生物的泛素序列
用MEGA构建系统发育树，看它们的进化关系。

• 从进化树中可以看到人类的泛素与其他动物的泛素基本在一条分支，而
植物类、酵母类等分别在另外的一条分支上。



动物类

泛素进化树

 gi|302595948|sp|P0CG85.1|UBI1P_NICSY:1-76
 gi|302595949|sp|P0CH04.1|UBI1P_PETCR:1-76
 gi|302393742|sp|P59272.2|RS27A_DAUCA:1-73
 gi|302595954|sp|P0CG84.1|UBI4P_NICSY:73-148
 gi|302595977|sp|P0CH32.1|UBQ4_ARATH:1-76
 gi|302393785|sp|P69322.2|UBIQP_PEA:1-76
 gi|122237441|sp|Q1EC66.1|UBQ3_ARATH:1-76
 gi|302393787|sp|P69325.2|UBIQP_SOYBN:1-76
 gi|302393784|sp|P69315.2|UBIQP_LINUS:42-117
 gi|302393780|sp|P69309.2|UBIQP_AVEFA:1-76
 gi|302595976|sp|P0CH33.1|UBQ11_ARATH:1-76
 gi|302595966|sp|P0CG83.1|UBIQP_HORVU:19-94
 gi|302393813|sp|Q9SHE7.3|RUB1_ARATH:1-76
 gi|302393766|sp|P0C031.2|RUB2_ORYSJ:1-76_
 gi|302393765|sp|P0C030.2|RUB1_ORYSJ:1-76
 gi|302393809|sp|Q8RUC6.3|RUB2_ARATH:1-76_
 gi|302393764|sp|P0C073.2|RUB1_DESAN:1-76_
 gi|302393759|sp|P62980.2|RS27A_SOLLC:1-76
 gi|302393740|sp|P59271.2|R27AA_ARATH:1-76_
 gi|302393741|sp|P59232.2|R27AB_ARATH:1-76
 gi|302393815|sp|P51431.3|R27AB_ORYSJ:1-76
 gi|302393706|sp|P59233.2|R27AC_ARATH:1-76
 gi|302595831|sp|P0CG87.1|RS272_HORVU:1-76
 gi|302393748|sp|P47905.2|RS27A_LUPAL:1-76
 gi|302393749|sp|P27923.2|RS27A_MAIZE:1-76
 gi|75261751|sp|Q9ARZ9.1|R27AA_ORYSJ:1-76
 gi|302595830|sp|P0CG86.1|RS271_HORVU:1-76
 gi|302425019|sp|P0CH35.1|RL40B_ORYSJ:1-76
 gi|302393724|sp|P49636.2|RL40_NICSY:1-76
 gi|302425250|sp|Q42202.2|RL40B_ARATH:1-76
 gi|302393709|sp|P51423.2|RL40_BRARA:1-76
 gi|302393790|sp|P69313.2|UBIQ_HELAN:1-76_
 gi|59800409|sp|P69310.1|UBIQ_AVESA:1-76
 gi|302393792|sp|P69326.2|UBIQ_WHEAT:1-76

 gi|302596001|sp|Q58G87.2|UBQ3_ORYSJ:1-76
 gi|302393782|sp|P23324.2|UBIQP_EUPEU:1-76

 gi|136667|sp|P19848.1|UBIQ_COPCO:1-76
 gi|302595953|sp|P0CG70.1|UBI4P_NEUCR:1-76
 gi|302393832|sp|P14799.4|RS27A_NEUCR:1-70
 gi|302393723|sp|P0C224.2|RL40_NEUCR:1-76
 gi|302393713|sp|P40909.2|RL40_CRYNJ:1-76
 gi|302595806|sp|P0CH08.1|RL401_YEAST:1-76
 gi|302595805|sp|P0CH06.1|RL401_SCHPO:1-76
 gi|302595947|sp|P0CG73.1|UBI1P_CANAL:1-76
 gi|302595951|sp|P0CG74.1|UBI4P_CANAL:1-76
 gi|302595952|sp|P0CG75.1|UBI4P_KLULA:1-76
 gi|302595956|sp|P0CG63.1|UBI4P_YEAST:1-76
 gi|302595955|sp|P0CG72.1|UBI4P_SCHPO:1-76
 gi|302393758|sp|P0C016.2|RS27A_SCHPO:1-71
 gi|302393762|sp|P0C8R3.2|RS27B_SCHPO:1-71
 gi|303308545|sp|P05759.3|RS27A_YEAST:1-70
 gi|302393747|sp|P69061.2|RS27A_KLULA:1-70

 gi|302393767|sp|P0C032.2|RUB3_ORYSJ:1-76
 gi|302595804|sp|P0CH11.1|RL401_CHLRE:1-76

 gi|302393707|sp|P49633.2|RL40_ACACA:1-76
 gi|302393778|sp|P42739.2|UBIQP_ACECL:42-117

 P69201.2|RL40_LEIMA:1-76
 gi|302393720|sp|P69200.2|RL40_LEITA:1-76

 gi|302393731|sp|P21899.2|RL40_TRYBB:1-76
 gi|302393732|sp|P14795.2|RL40_TRYCR:1-76
 gi|302595808|sp|P0CH27.1|RL402_TRYCR:1-76

 gi|302393779|sp|P42740.2|UBIQP_AGLNE:1-76
 gi|302595958|sp|P0CG76.1|UBIQA_DICDI:1-76
 gi|302595960|sp|P0CG78.1|UBIQF_DICDI:1-76
 gi|302595961|sp|P0CG79.1|UBIQG_DICDI:1-76
 gi|302595962|sp|P0CG81.1|UBIQH_DICDI:1-76
 gi|302595963|sp|P0CG80.1|UBIQI_DICDI:1-76
 gi|302393743|sp|P14797.2|RS27A_DICDI:1-74
 gi|302595959|sp|P0CG77.1|UBIQD_DICDI:1-76
 gi|302393714|sp|P14794.2|RL40_DICDI:1-76

 P49632.2|RL40_CAEEL:1-76
 gi|302393783|sp|P59669.2|UBIQP_GEOCY:1-76
 gi|302595957|sp|P0CG71.1|UBIQ1_CAEEL:1-76

 Q8SWD4.1|UBIQ_ENCCU:1-76
 gi|302393788|sp|P23398.2|UBIQP_STRPU:57-132

 gi|302393786|sp|P22589.2|UBIQP_PHYIN:1-76
 P46575.2|RL40_EIMBO:1-76

 gi|302393730|sp|P33190.2|RL40_TETPY:1-76
 gi|302595945|sp|P0CG68.1|UBC_PIG:1-76
 gi|302595881|sp|P0CH28.1|UBC_BOVIN:1-76

 Q865C5.2|UBIQ_CAMDR:1-76
 P63048.2|RL40_BOVIN:1-76
 P18101.2|RL40_DROME:1-76
 RS27A_CHICK:1-76
 P62979.2|RS27A_HUMAN:1-76
 P68202.2|RS27A_PLUXY:1-76
 P68200.2|RS27A_ICTPU:1-76
 P29504.2|RS27A_MANSE:1-76
 P62983.2|RS27A_MOUSE:1-76
 P15357.2|RS27A_DROME:1-76
 P68203.2|RS27A_SPOFR:1-76
 gi|302393789|sp|P62972.2|UBIQP_XENLA:16-91
 gi|302595874|sp|P0CG67.1|UBB_GORGO:1-76
 P0CG55.1|UBB_SHEEP:1-76
 P0CG62.1|UBB_CHICK:1-76
 gi|302595871|sp|P0CG53.1|UBB_BOVIN:1-76_
 gi|302393801|sp|Q8MKD1.3|UBB_HORSE:1-76_
 gi|302393781|sp|P62976.2|UBIQP_CRIGR:1-76
 gi|302595941|sp|P0CG66.1|UBC_GORGO:1-76
 gi|81872124|sp|Q63429.1|UBC_RAT:1-76
 gi|342187094|sp|P0CG50.2|UBC_MOUSE:1-76
 gi|391358178|sp|P0CG48.3|UBC_HUMAN:1-76
 gi|302595965|sp|P0CG69.1|UBIQP_DROME:1-76
 gi|302595944|sp|P0CG64.1|UBC_PANTR:1-76
 gi|78099807|sp|P84589.2|UBIQ_LUMTE:1-63
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Ubiquitin-like Proteins 
of Human



人中的类泛素分子
• UniProt中搜索	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  18条
•发现基本上都有类泛素结构域
•参与各种生理过程，不仅仅是蛋白质降解
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  可以稳定某些蛋白
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  底物蛋白的亚细胞定位
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  细胞周期控制、DNA的复制和修复
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  免疫系统的激活、细胞自噬
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  抗病毒



类泛素结构域的相似性
•提取以上18条类泛素分子
	
  	
  	
  	
  中的类泛素结构域，进行
	
  	
  	
  	
  序列比对（tcoffee）
•总体在序列上保守性不强，
	
  	
  	
  	
  其C端较N端保守
•在结构上可能有相似的相
	
  	
  	
  似性——“类泛素折叠”





阿尔茨海默症	
  &	
  泛素化异常
•阿尔茨海默症
	
  	
  	
  	
  以脑内广泛存在胞外类淀粉样蛋白（Aβ）沉淀的斑块以及神经元内
纤维状缠绕的高度磷酸化微管相关蛋白（p-­‐tau蛋白）为重要的特征

•泛素化异常
	
  	
  	
  	
  UBB基因mRNA非编码序列的两个核苷酸删除造成的突变

Ubb+1，其76位甘氨酸缺失，使得多泛素链在76位连接下⼀一
个泛素分子的过程终止，由此形成很多体内游离的多泛素
链



正常的泛素	
  Vs.	
  异常泛素

Chadwick	
  L,	
  Gentle	
  L,	
  Strachan	
  J,	
  Layfield	
  R.	
  Neuropathol	
  Appl	
  Neurobiol.	
  2012	
  Apr;38(2):118-­‐31.	
  



多泛素链的异常

Chadwick	
  L,	
  Gentle	
  L,	
  Strachan	
  J,	
  Layfield	
  R.	
  Neuropathol	
  Appl	
  Neurobiol.	
  2012	
  Apr;38(2):118-­‐31.	
  

加帽



“加帽”多泛素链的影响
•在泛素-­‐蛋白酶体系统中，被泛素分子标记的
蛋白，进入26S蛋白酶体，在降解之前或降解
时，多泛素链会与靶蛋白分离，其C端游离-­‐
COOH被异肽键酶而降解
•体内加帽的多泛素链，C端不能被识别，因此
体内产生游离的多泛素链
•这些游离的多泛素链，会竞争性结合蛋白酶体
的泛素识别位点而抑制其对靶蛋白的降解



多泛素链的活性
•除了以上提到的，阿尔茨海默症患者体内游离
的多泛素链可能抑制了蛋白酶体活性，从而使
异常蛋白降解受到阻碍，与脑内淀粉样沉积有
关
•最近发现，游离的多泛素链具有激活激酶的活
性

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  是否可能与tau蛋白的
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  过度磷酸化有关？



可能的tau蛋白激酶
• UniProt中输入(tau	
  phosphoryla)on	
  AND	
  
organism:"Human	
  [9606]")	
  AND	
  reviewed:yes

	
  	
  	
  	
  检索出70条相关序列
•用SMART利用结构域查找
	
  	
  	
  	
  如果是有多泛素链激活而介导的蛋白激酶活
性，必定同时含有蛋白激酶结构域和泛素分
子结合结构域（UBA）





激酶和UBA结构域相似性
•基于以上五种蛋白，从UniProt中调取序列的激
酶结构域和UBA结构域，分别进行序列比对
（tcoffee）
•发现均具有极高的相似性
•激酶结构域：	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  UBA结构域：



结构分析
•基于以上序列比对结果，发现其有高度⼀一致的
序列，猜测其结构也相似，因此选用其中的
MARK3为例进行结构分析，以探究UBA结构域
与激酶结构域是否有相互作用，进而影响了激
酶的活性

•通过文献检索，找到相关X-­‐ray晶体学文献，找
到了MARK3的PDB号，3fe3



3fe3
这个蛋白晶体结构只包
含了从50到366位氨基
酸，且是T211A和S215A
双突变的

整体结构是同源二聚
体，左图只显示其中⼀一
个单体：（红色为C端）

MARK3中56-­‐307位是激酶
结构域，326-­‐365是UBA
结构域



激酶结构域

王映真老师课件



UBA结构域
有3个α-­‐helixs组成，
靠近C端（红色标记
处）的部分与激酶
中的ATP结合位点距
离很近

可能是通过C端的氨
基酸残基侧链与激
酶结构域中的ATP结
合loop相互作用，抑
制了激酶的活性



分析UBA结构域调节激酶
结构域的可能的部位：
（只能是空间上比较近
的区域）

红色标示为ATP结合
loop，粉红色标示为催化
loop，黄色标出的UBA结
构域中C端的α-­‐helix上的
⼀一段，从空间位置上分
析是最有可能作用于ATP
结合位点

各段氨基酸残基分别是：
大红色：（ATP结合区）77Leu	
  	
  78Thr	
  	
  79Gly
粉红色：（催化中心）188Ala	
  	
  189Asp	
  	
  190Met
黄色：（UBA结构域上作用位点）359Ala	
  	
  360Thr	
  	
  361Tyr	
  	
  362Leu	
  	
  363Leu



作用位点
•从空间位置上看，只能是UBA的C末端
（	
  362Leu	
  	
  363Leu	
  ）与ATP结合loop（	
  77Leu	
  	
  
78Thr	
  	
  79Gly	
  ）互作

•但这只是从空间位置上的分析，不够准确也不
精确，因此进行了文献检索，验证相关猜想



Marx	
  A,	
  Nugoor	
  C,	
  Panneerselvam	
  S,	
  Mandelkow	
  E.	
  FASEB	
  J.	
  2010	
  Jun;24(6):1637-­‐48.

这个当初没
预测到



UBA与激酶结构域的相互作用
•文献中指出，由激酶结构域的loop和strands形成
了⼀一个groove，而UBA结构域中靠近C端的helix就
结合在这个groove中

• 363位leu在UBA结构域与激酶结构域相互作用中
起了重要作用，与56位Y、75位H、78位T、80位
R、82位V和119位F之间有作用力

•另外，UBA结构域通过354位Y与108位K相互作
用，这是当时没有预测到的



结论
• 基于以上的分析以及文献阅读，认为激酶结构域中
ATP结合部位与UBA结构域C端的螺旋互作而抑制了激
酶的活性
• 当有游离的多泛素链结合UBA结构域时，将会减弱
UBA对ATP结合部位的抑制，使得激酶去抑制，磷酸化
下游的tau
• 另外，根据文献，体内体外实验均证明，异常的泛素-­‐
蛋白酶体系统中，由于“Ubb+1帽”多泛素链对蛋白酶
体有抑制作用，将导致磷酸化的tau蛋白积累
• 可见，多聚泛素链可通过有UBA结构域介导对tau蛋白
激酶活性的调节，从而在阿尔茨海默症的病程中起了
⼀一定作用



Prokaryotic Ubiquitin-
like Protein



“Alignment and Analysis”

• blast the SwissProt for the well-annotated 
prokaryotic ubiquitin-like proteins, sequence 
analysis and explore the phylogenetic relationships 
between the organisms

• blast the RefSeq mainly for the hypothetic 
prokaryotic ubiquitin-like proteins to predict which 
protein is a possible “Pup” for further investigation

• multiple global sequence alignment between the 
pups and the eukaryotic ubiquitin-like protein for 
further information. 



Blast for the
Well-Annotated Pups 

• Job Title: 1_BLAST_SwissProt_PSI_minus_6_2;

• Database: UniProtKB/SwissProt

• Program: PSI-BLAST

• Expect Threshold: 0.000001

• Word Size: 2

• Matrix: PAM70

• Gap Costs: Existence 9 Extension 1

• Filter: Low Complexity Regions

Database Name
Description

Program

Query ID
Description

Molecule type
Query Length

lcl|74564
None
amino acid
64

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
NCBI/ BLAST/ blastp suite/ Formatting Results - DGK45NEW01R

Change the result display back to traditional format Learn about the enhanced report

PSI blast Iteration 1

1_BLAST_SwissProt_PSI_minus_6_2

swissprot
Non-redundant UniProtKB/SwissProt sequences
BLASTP 2.2.27+

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

Distribution of 14 Blast Hits on the Query Sequence

Formatting options
Download

Graphic Summary



Database Name
Description

Program

Query ID
Description

Molecule type
Query Length

lcl|21671
None
amino acid
64

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
NCBI/ BLAST/ blastp suite/ Formatting Results - DFUV14TV01R

Change the result display back to traditional format Learn about the enhanced report

PSI blast Iteration 1

2_BLAST_PUP_refseq_PSI_minus_6_2_PAM_70

refseq_protein
NCBI Protein Reference Sequences
BLASTP 2.2.27+

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

Distribution of 37 Blast Hits on the Query Sequence

Formatting options
Download

Graphic Summary

Blast for the 
Hypothetical Pups

• Job Title: 1_BLAST_RefSeq_PSI_minus_6_2;

• Database: RefSeq

• Program: PSI-BLAST

• Expect Threshold: 0.000001

• Word Size: 2

• Matrix: PAM70

• Gap Costs: Existence 9 Extension 1

• Filter: Low Complexity Regions



Multiple Global Alignment



Multiple Global Alignment



 ref|ZP_10797806.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_colombiense_CECT_3035

 ref|ZP_05216588.1|_hypothetical_MaviaA2_10421_Mycobacterium_avium_subsp._avium_ATCC_25291

 ref|NP_960770.1|_hypothetical_MAP1836c_Mycobacterium_avium_subsp._paratuberculosis_K-10

 ref|YP_006306012.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_sp._MOTT36Y

 ref|ZP_06847730.1|_hypothetical_Mycobacterium_parascrofulaceum_ATCC_BAA-614

 ref|ZP_05224644.1|_hypothetical_MintA_06959_Mycobacterium_intracellulare_ATCC_13950

 ref|ZP_11194608.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_kansasii_ATCC_12478

 ref|NP_216627.1|_hypothetical_Rv2111c_Mycobacterium_tuberculosis_H37Rv

 ref|ZP_02549755.1|_hypothetical_MtubH3_05362_Mycobacterium_tuberculosis_H37Ra

 ref|NP_301949.1|_hypothetical_ML1321_Mycobacterium_leprae_TN

 ref|ZP_09978637.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_xenopi_RIVM700367

 ref|YP_954251.1|_hypothetical_Mvan_3450_Mycobacterium_vanbaalenii_PYR-1

 ref|YP_001134341.1|_hypothetical_Mflv_3076_Mycobacterium_gilvum_PYR-GCK

 ref|ZP_09974601.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_phlei_RIVM601174

 ref|ZP_09080612.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_thermoresistibile_ATCC_19527

 ref|ZP_12688416.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_rhodesiae_JS60

 ref|ZP_11000841.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_fortuitum_subsp._fortuitum_DSM_46621

 ref|YP_888186.1|_hypothetical_MSMEG_3896_Mycobacterium_smegmatis_str._MC2_155

 ref|ZP_11164581.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_hassiacum_DSM_44199

 ref|YP_939176.1|_hypothetical_protein_Mkms_3192_Mycobacterium_sp._KMS

 ref|ZP_09684434.1|_protein_of_unknown_function_DUF797_Mycobacterium_tusciae_JS617

 ref|YP_005002798.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_rhodesiae_NBB3

 ref|ZP_11012586.1|_ULP_Pup_Mycobacterium_vaccae_ATCC_25954

 ref|YP_004523048.1|_hypothetical_JDM601_1794_Mycobacterium_sp._JDM601

 ref|ZP_08203973.1|_hypothetical_SCNU_05046_Gordonia_neofelifaecis_NRRL_B-59395

 ref|YP_001851376.1|_hypothetical_MMAR_3086_Mycobacterium_marinum_M

 ref|YP_906174.1|_hypothetical_MUL_2332_Mycobacterium_ulcerans_Agy99

 ref|ZP_14235998.1|_Prokaryotic_ubiquitin-like_protein_Pup_Mycobacterium_abscessus_M93

 ref|YP_001702906.1|_hypothetical_protein_MAB_2171_Mycobacterium_abscessus_ATCC_19977

 ref|YP_004493257.1|_ULP_Pup_Amycolicicoccus_subflavus_DQS3-9A1

 ref|YP_119384.1|_hypothetical_nfa31730_Nocardia_farcinica_IFM_10152

 ref|YP_006810285.1|_ULP_Pup_Nocardia_brasiliensis_ATCC_700358

 ref|YP_005264739.1|_hypothetical_NOCYR_3338_Nocardia_cyriacigeorgica_GUH-2

 ref|YP_004007057.1|_hypothetical_REQ_23270_Rhodococcus_equi_103S

 ref|YP_002766622.1|_proteasome_accessory_factor_Rhodococcus_erythropolis_PR4

 ref|YP_002777775.1|_proteasome_accessory_factor_Rhodococcus_opacus_B4

 ref|YP_700836.1|_hypothetical_RHA1_ro00845_Rhodococcus_jostii_RHA1

91

85

98

47

65

20

28

27

76

83

31

34

16

37

6

9

9

39

7

3

5

1

10

5

0 .1

Phylogenetic Tree

Mycobacterium

!

Rhodococcus

Gordonia

Nocardia

Amycolicicoccus!



>sp|O33246|PUP_MYCTU
MAQEQTKRGGGGGDDDDIAGSTAAGQERREKLTEETDDLLDEIDDVLEENAEDFVRAYVQKGGQ
>sp|O32583|THIS_ECOLI
MQILFNDQAMQCAAGQTVHELLEQLDQRQAGAALAINQQIVPREQWAQHIVQDGDQILLFQVIAGG
>sp|O31617|THIS_BACSU
MLQLNGKDVKWKKDTGTIQDLLASYQLENKIVIVERNKEIIGKERYHEVELCDRDVIEIVHFVGGG
>sp|O31706|MOAD_BACSU
MIKILLFAGLAEQAGTQAIEIDMEQATTDEIKASLKEQYGLESIDTAMIAVNESYVKENTSVSSGDTVAIIPPVSGG
>sp|Q7A441|MOAD_STAAN
MKVLYFAEIKDILQKAQEDIVLEQALTVQQFEDLLFERYPQINNKKFQVAVNEEFVQKSDFIQPNDTVALIPPVSGG
>sp|P61956|SUMO2_HUMAN(16-95)
DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGVY
>sp|P55854|SUMO3_HUMAN 15-92
DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
>sp|Q6EEV6|SUMO4_HUMAN 17-95
HINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTPLSKLMKAYCEPRGLSMKQIRFRFGGQPISGTDKPAQLEMEDEDTIDVFQQPTGGVY
>sp|P05161|ISG15_HUMAN 79-157
DEPLSILVRNNKGRSSTYEVRLTQTVAHLKQQVSGLEGVQDDLFWLTFEGKPLEDQLPLGEYGLKPLSTVFMNLRLRGG
>sp|Q64339|ISG15_MOUSE 77-155
SEPLSILVRNERGHSNIYEVFLTQTVDTLKKKVSQREQVHEDQFWLSFEGRPMEDKELLGEYGLKPQCTVIKHLRLRGG
>sp|Q15843|NEDD8_HUMAN 1-76
MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDKVERIKERVEEKEGIPPQQQRLIYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG
>sp|P29595|NEDD8_MOUSE 1-76
MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDKVERIKERVEEKEGIPPQQQRLIYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG
>sp|Q71UE8|NEDD8_RAT 1-76
MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDKVERIKERVEEKEGIPPQQQRLIYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG
>sp|O15205|UBD_HUMAN 90-(163+2)
LFLVESGDEAKRHLLQVRRSSSVAQVKAMIETKTGIIPETQIVTCNGKRLEDGKMMADYGIRKGNLLFLACYCIGG
>sp|P63072|UBD_MOUSE 87-(160+2)
LFLVESKNEGQRHLLRVRRSSSVAQVKEMIESVTSVIPKKQVVNCNGKKLEDGKIMADYNIKSGSLLFLTTHCTGG
>sp|Q921A3|UBD_RAT 86-(159+2)
LSLVESGDEGQRHLLRVRRSSSVAQVKEMIENVTAVPPKKQIVNCNGKRLEDGKIMADYNIKSGSLLFLTAHCIGG

Comparison Between 
PUP and UBL(Eukaryotes)

• Sequences include: Eukaryotic ubiquitin-like 
proteins(SUMO2_HUMAN, 
SUMO3_HUMAN, SUMO4_HUMAN, 
ISG15_HUMAN, NEDD8_HUMAN, 
NEDD8_MOUSE, NEDD8_RAT); 
Prokaryotic ubiquitin-like 
proteins(THIS_ECOLI, THIS_BACSU, 
MOAD_BACSU, MOAD_STAAN); 
PUP_MYCTU. 

• Note: only the ubiquitin-like domain!
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Alignment

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

sp|O31706|MOAD_BACSU              MIKILLFAGLAEQAGTQAIEIDMEQA-TTDEIKASLKEQYGLESIDTAMI 49
sp|Q7A441|MOAD_STAAN              -MKVLYFAEIKDILQKAQEDIVLEQALTVQQFEDLLFERYPQINNKKFQV 49
sp|P61956|SUMO2_HUMAN_16-95_      --DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTP--LSKLMKAYCERQGLSM-RQIRF 45
sp|P55854|SUMO3_HUMAN             --DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTP--LSKLMKAYCERQGLSM-RQIRF 45
sp|Q6EEV6|SUMO4_HUMAN             ---HINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTP--LSKLMKAYCEPRGLSM-KQIRF 44
sp|P05161|ISG15_HUMAN             -DEPLSILVRNNKGRSSTYEVRLTQT--VAHLKQQVSGLEGVQD-DLFWL 46
sp|Q64339|ISG15_MOUSE             -SEPLSILVRNERGHSNIYEVFLTQT--VDTLKKKVSQREQVHE-DQFWL 46
sp|Q15843|NEDD8_HUMAN             ----MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDK--VERIKERVEEKEGIPP-QQQRL 43
sp|P29595|NEDD8_MOUSE             ----MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDK--VERIKERVEEKEGIPP-QQQRL 43
sp|Q71UE8|NEDD8_RAT               ----MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDK--VERIKERVEEKEGIPP-QQQRL 43
sp|P63072|UBD_MOUSE               ----LFLVESKNEGQRHLLRVRRSSS--VAQVKEMIESVTSVIP-KKQVV 43
sp|Q921A3|UBD_RAT                 ----LSLVESGDEGQRHLLRVRRSSS--VAQVKEMIENVTAVPP-KKQIV 43
sp|O15205|UBD_HUMAN               ----LFLVESGDEAKRHLLQVRRSSS--VAQVKAMIETKTGIIP-ETQIV 43
sp|O32583|THIS_ECOLI              ----MQILFN-----DQAMQCAAGQT--VHELLEQLDQRQAGAA-----L 34
sp|O31617|THIS_BACSU              -----MLQLNG-----KDVKWKKDTG----TIQDLLAS-YQLEN-KIVIV 34
sp|O33246|PUP_MYCTU               ---------------MAQEQTKRGGG---GGDDDDIAGSTAAGQERREKL 32
                                                                                   .

sp|O31706|MOAD_BACSU              AVNESYVKENT-----SVSSGDTVAIIPPVSGG-- 77
sp|Q7A441|MOAD_STAAN              AVNEEFVQKSD-----FIQPNDTVALIPPVSGG-- 77
sp|P61956|SUMO2_HUMAN_16-95_      RFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGVY 80
sp|P55854|SUMO3_HUMAN             RFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-- 78
sp|Q6EEV6|SUMO4_HUMAN             RFGGQPISGTDKPAQLEMEDEDTIDVFQQPTGGVY 79
sp|P05161|ISG15_HUMAN             TFEGKPLEDQLPLGEYGLKPLSTVFMNLRLRGG-- 79
sp|Q64339|ISG15_MOUSE             SFEGRPMEDKELLGEYGLKPQCTVIKHLRLRGG-- 79
sp|Q15843|NEDD8_HUMAN             IYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG-- 76
sp|P29595|NEDD8_MOUSE             IYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG-- 76
sp|Q71UE8|NEDD8_RAT               IYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGG-- 76
sp|P63072|UBD_MOUSE               NCNGKKLEDGKIMADYNIKSGSLLFLTTHCTGG-- 76
sp|Q921A3|UBD_RAT                 NCNGKRLEDGKIMADYNIKSGSLLFLTAHCIGG-- 76
sp|O15205|UBD_HUMAN               TCNGKRLEDGKMMADYGIRKGNLLFLACYCIGG-- 76
sp|O32583|THIS_ECOLI              AINQQIVPREQ-WAQHIVQDGDQILLFQVIAGG-- 66
sp|O31617|THIS_BACSU              ERNKEIIGKER-YHEVELCDRDVIEIVHFVGGG-- 66
sp|O33246|PUP_MYCTU               TEETDDLLDEI--DDVLEENAEDFVRAYVQKGGQ- 64
                                        :                .       **  
        

PLEASE NOTE: Showing colors on large alignments is slow.

ClustalW2 Results
Alignments Result Summary Guide Tree Submission Details Submit Another Job

Download Alignment File Hide Colors
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Conclusion of the 
Comparison

• Significant similarity between the same 
superfamily, while significant differences 
between different superfamilies

• the highly conservative sites !


