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研究成果の概要（和文）：タンパク質の翻訳後修飾は、その機能に多様性をもたせる手段として多くの種類が知
られている。リン酸化、糖鎖付加、アセチル化、メチル化などが有名であるが、近年ではユビキチン化などの低
分子量タンパク質の付加の重要性が認識されつつある。タンパク質分解機構の異常が様々な疾患につながること
が知られており、中でもユビキチン化タンパク質の網羅的な解析は癌をはじめとする疾患マーカー探索のターゲ
ットとして注目されている。様々な疾患に起こりうる代表的な翻訳後修飾であるユビキチン化に焦点をあてて、
歯周疾患におけるユビキチン化を網羅的探索により捉え、歯周疾患の早期診断および再発予測治療効果判定等に
応用することを検討した。

研究成果の概要（英文）：Many types of post-translational modifications of proteins are known as a 
means of adding diversity to their functions. Phosphorylation, glycosylation, acetylation, and 
methylation are well-known examples, but recently the importance of addition of low molecular weight
 proteins such as ubiquitination is becoming increasingly recognized. Abnormalities in proteolytic 
mechanisms are known to lead to various diseases, and among them, comprehensive analysis of 
ubiquitinated proteins is attracting attention as a target in the search for disease markers, 
including cancer. Focusing on ubiquitination, a typical post-translational modification that can 
occur in various diseases, we investigated the application of ubiquitination in periodontal diseases
 for early diagnosis and prediction of recurrence of periodontal diseases.

研究分野： 歯周疾患のバイオマーカー開発

キーワード： 歯周疾患　プロテオミクス　ユビキトーム　質量分析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
第一の特色は同時に侵襲性歯周炎、慢性歯周炎などの歯周疾患のタイプや、歯周疾患が全身に与える影響を検査
することになるため、より正確で全身の健康に寄与する歯周治療を確立するための基盤となる点である。更に、
ユビキトーム解析を行い、GCF とHGFs を用いた診断への活路をさらに切り拓く点である。第二の特色は､近年目
まぐるしく進歩した質量分析解析技術を用いて歯周疾患に伴う翻訳後修飾レベルの変化を利用して､プロテオミ
クスとユビキチン化プロテオミクスを融合した歯周疾患マーカー探索を行う点である｡本研究成果は歯周疾患マ
ーカーの探索、さらには歯周疾患の早期診断、再発予測に大きく貢献できる｡

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
1980 年代からタンパク質やペプチドの質量分析装置が急速に発達してきた。最近では、翻
訳後修飾されたペプチドを選択的に濃縮する技術が発達してきて量的に少ない翻訳後修飾
ペプチドでもうまく質量分析装置によって解析できるようになった。ユビキチンを介した
タンパク質分解は、多くの炎症やがんに関係があるとされている。ユビキチン・プロテアソ
ームシステムはタンパク質分解システムのなかでも特定のタンパク質を特異的に分解する
システムとして特に注目を集めている。質量分析装置を用いて、異なる環境条件下に置かれ
た細胞において産生されるユビキチン化タンパク質の網羅的な解析を行うことにより、ユ
ビキチン化の生理的意義の解明が進むものと期待されている。 
細胞内分解系の果たす生理機能や作動メカニズムが次々と明らかになるにつれ、その破綻
が数多くの疾患に結びついていることが明らかとなってきた。近年では、ユビキチン・プロ
テアソーム系やオートファジーが、神経変性疾患、がん、老化、代謝疾患など、ヒトの病態
に密接にかかわっていることが解明されつつある。質量分析は翻訳後修飾の強力なツール
として現在大きな脚光を浴びている。タンパク質の修飾に伴う質量変化を質量分析技術に
よって検出し、修飾サイトを同定するこができる。すでにリン酸化やアセチル化サイトを網
羅的に同定する解析が報告されているが、これと並んでユビキチン化についても網羅的な
解析がなされている。近年の技術革新により、タンパク質のユビキチン化を網羅的に探索す
ることも可能になりつつあるが、歯周疾患の解明に応用するための方法論は確立されてい
ない。 
 
 
２．研究の目的 
（１）本研究ではユビキトーム解析を発展させ、様々な疾患に起こりうる代表的な翻訳後修
飾であるユビキチン化に焦点をあてて、歯周疾患におけるユビキチン化を網羅的探索によ
り捉え、歯周疾患の早期診断および再発予測治療効果判定等に応用することを目的として
いる。 
 
（２）ユビキトーム解析をもとに、歯周疾患特異的に発現量の変動を受ける歯肉溝浸出液
(GCF)ならびにヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）中のユビキチン化タンパク質・ペプチドを探
索し、同定する。更にポリユビキチン鎖の種類を同定する。質量分析技術により見出された
マーカー候補について、特異抗体を用いることなく質量分析計により直接定量可能なアッ
セイ系を確立する。また、歯周疾患患者で高発現しているユビキチン化タンパク質について
もユビキチン化部位を含むペプチドを合成してペプチドアレイを作製する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）GCF ならびに HGFs のタンパク質およびぺプチドの抽出  
限外濾過装置を併用した抽出法により GCF と HGFs からタンパク質を抽出する。 
 
（２）ユビキチン化タンパク質の濃縮 
抗ユビキチン抗体をカップリングしたカラムに GCF タンパク抽出液ならびに HGFs 細胞抽 
出液を添加する。抗ユビキチン抗体を用いた免疫沈降を行う。ユビキチン化タンパク質を濃
縮する。 
 
（３）質量分析技術によるユビキチン化タンパク質の解析 
精製したユビキチン化タンパク質をトリプシン消化後、質量分析装置を用いたショットガ
ン解析を行う。 
 
（４）質量分析技術によるユビキチン鎖のトポロジー解析 
各結合型に特有なシグネチャーペプチドの検出と MS/MS 解析によって結合型の特定、ショ
ットガン解析で特定の標的タンパク質に結合したポリユビキチン鎖の種類の同定を行う。 
 
（５）ユビキチンリガーゼの網羅的基質探索 
SILAC（stable isotope labeling by amino acids in cell culture）法によってユビキチ
ンリガーゼの基質の探索。HGFs の健常群と疾患群を混合して結合タンパク質を用いた免疫
沈降。SILAC 法にて同定と定量。 
 
 



（６）歯周疾患マーカー候補ユビキチン化タンパク質・ペプチドのバリディーション 
歯周疾患のバイオマーカーユビキチン化タンパク質・ペプチド候補の妥当性を検討するた 
め特異性抗体で標的タンパク質を免疫沈降後に、抗ユビキチン抗体を用いたウエスタンブ
ロットを行う。ユビキチン化ペプチドを合成してアレイを作成する｡ 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）GCF ならびに HGFs のタンパク質およびペプチドの抽出  
代表者らは以前、限外濾過装置を併用した抽出法を新たに確立した（PROTEOMICS 2012）。 
本研究においても限外濾過装置を併用した抽出法により GCF と HGFs からタンパク質を抽 
出する。ペプチド成分の抽出において最も大きな問題点はキャリアプロテインの影響であ 
る。本研ではキャリアプロテインの影響を受けずに高効率で再現性が良い有機溶媒沈殿法 
を用いて GCF と HGFs からペプチドの抽出を試みた。 
 
（２）ユビキチン化タンパク質の濃縮 
抗ユビキチン抗体をカップリングしたカラムに GCF タンパク抽出液ならびに HGFs 細胞抽 
出液を添加する、もしくは抗ユビキチン抗体を用いた免疫沈降を行って、ユビキチン化タ 
ンパク質を濃縮した。 
 
（３）質量分析技術によるユビキチン化タンパク質の解析 
トリプシン消化により、ユビキチンは C 末端 Arg-Gly-Gly 配列のアルギニン残基の C 末端
で切離されて、標的タンパク質側には 2残基のグリシンが残ると予想された。このためユビ
キチン化されたリシン残基を含むトリプシン消化ペプチドは未修飾のペプチドより 114Da
分子量の増加したピークとして検出されるので、このシグネチャーペプチド(ヒトプロテオ
ームにおけるタンパク質の同定や、新規タンパク質の定量の際に内部標準として検討した、
プロテオーム研究用ペプチドである。タグ付き／タグ無しペプチドを用いることで、新たに
同定されたタンパク質の相対または絶対定量を行うことができる。) に対してさらに MS/MS 
解析を行うことで、ユビキチン結合部位が同定できる。 
 
（４）質量分析技術によるユビキチン鎖のトポロジー解析 
ポリユビキチン化タンパク質のトリプシン消化で生じるユビキチン由来の Lys-Gly-Gly を 
含むシグネチャーペプチドの配列はポリユビキチン鎖の結合型ごとに特有であることが予 
想された。各結合型に特有なシグネチャーペプチドの検出と MS/MS 解析によって結合型の
特定と、ショットガン解析で特定の標的タンパク質に結合したポリユビキチン鎖の種類の
同定を検討した。 
 
（５）ユビキチンリガーゼの網羅的基質探索 
SILAC（stable isotope labeling by amino acids in cell culture）法によってユビキチ
ンリガーゼの基質探索を試みた。細胞培養液中の必須アミノ酸を安定同位体標識したもの
に置き換えたサンプルを調整し、混合して質量分析計で測定した。非標識と標識を質量分析
計で区別できるため、ペプチドの同定と同時に複数サンプルの比較定量が可能である。HGF
ｓの健常群と疾患群を混合して結合タンパク質を用いた免疫沈降し、SILAC 法にて同定と同
時に定量を行った。本研究ではユビキチンリガーゼアダプタータンパク質の調節器として
作用する F-Box タンパク質を中心に網羅的な基質探索を行う予定であったが試薬の検討に
時間がかかってしまい探索まではたどり着かなかった。 
 
（６）歯周疾患マーカー候補ユビキチン化タンパク質・ペプチドのバリディーション 
歯周疾患のバイオマーカーユビキチン化タンパク質・ペプチド候補の妥当性を検討するた 
め、健常者・軽度・中等度・重度歯周疾患患者各 50 症例を対象に行う。特定のタンパク質
におけるユビキチン化を確認する場合には、特異性抗体で標的タンパク質を免疫沈降した
後に、抗ユビキチン抗体を用いたウエスタンブロットを行いいくつかの候補タンパクを検
出した。 
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