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研究成果の概要（和文）：E2（ユビキチン結合酵素）は生体内のユビキチン化反応を構成しており、白血病、乳
がん、大腸がん等、様々ながん疾患と深く関与している。E2活性は、その反応の複雑さ故に、がんの病態を捉え
るために利用されてこなかった。私は最近、人工的に設計したE3によって、簡便にE2活性を検出できるシステム
の開発を行ったきた。本研究では、蛍光標識した人工E3とE2との相互作用を蛍光分光法で詳細に解析した。E2の
違いにより、それらと結合したときに人工E3の蛍光強度に明らかな違いを観測できた。また、蛍光偏向度法で、
人工E3とE2との結合を検出できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin-conjugating (E2) enzymes constitute the ubiquitination reaction in
 the body and is deeply involved in various cancer diseases such as leukemia, breast cancer, and 
colorectal cancer. E2 activity has not been used to detect cancer pathogenesis due to complications 
related to the enzymatic cascade reaction. Recently, I have developed a system that easily detect E2
 activity using artificially designed E3 molecules. In this study, the interaction between 
fluorescently labeled artificial E3 and E2 was analyzed in detail by fluorescence spectroscopy. Due 
to the difference of E2, we succeeded in detecting the differences in the fluorescence intensity of 
artificial E3. In addition, it was found that the binding between artificial E3 and E2s was detected
 using the fluorescence polarization.

研究分野：生命物理化学

キーワード： ユビキチン化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、独自開発してきた人工E3を活用し、このユビキチン化能を蛍光偏光度から、迅速かつ高精度に検出
できるシステムを研究開発する。がん治療前に適切な薬剤を選択できる診断法があれば、患者への危険性や負担
を軽減でき、無駄な薬剤の使用も避けることができる。国民医療費の抑制に繋がる筈である。本方針は、現代の
ニーズに合致しており、効率的でスマートな医療を叶える技術として有用であることは間違いない。このような
革新的な疾患の判断、病態把握のできる新診断法の開発を実現していきたい。 

※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。



１．研究開始当初の背景 

生体内では、ユビキチン化能により、構造異常などが原因で不要となったタンパク質（標的分

子）を分解して品質管理を行っている。ユビキチン化反応では、基本的にユビキチン活性化酵素

(E1)、ユビキチン結合酵素(E2)およびユビキチンリガーゼ(E3)の 3つの酵素が関与している。ユ

ビキチンが E1から E2に転移し、そして E3を介して標的タンパク質に付加される。この反応

が繰り返されることで複数のユビキチンが標的タンパク質に付加され、ポリユビキチン化が進

む。これを目印にして標的分子の分解が誘導される。ユビキチン化は白血病、乳がん、大腸など

様々な疾患に関与することが報告されており、血液・組織中のユビキチン化能を高感度に捉える

ことができれば、疾患診断に役立つとされる。最近、E2活性が重要とされるが、ユビキチン化

反応が複雑なカスケード反応であるため、E2活性を定量的に検出・測定することは難しい。そ

こで私は、人工的に分子設計・作製した人工ユビキチンリガーゼ(ARF)を活用した E2活性の定

量的な検出法を研究してきた。 

本研究では高感度な E2検出に向けて、ARFと E2との結合を蛍光検出法で詳細に研究・解析

したので報告する。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト乳がんに関与する E3（SIAH1）に基づき ARFを設計した。そのN末端にリンカー

を付けた後に FAM（5-Carboxyfluorescein）で蛍光標識した（FAM－ARF）。 

（２）FAM―ARFと E2との相互作用を蛍光分光法で詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）急性骨髄球性白血病に関与する SIAH1 に基づき図 1 に示した ARF を分子設計した。

SIAH1は 2量体を形成して E2と結合するが、その結合部位（アミノ酸５残基 PKLTC）を土台配

列 Scaffold Sequenceに移植して ARFを分子設計した。ARF の N末端に TAT配列を付加したア

ミノ酸配列に相当するペプチドを Fmoc固相法で化学合成し、グラジエント HPLCで精製して得

た。次に、スクシンイミドエステルの FAMを反応させて蛍光標識した（FAM-ARF）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）蛍光標識した ARFと E2との相互作用を蛍光分光法で検討した（分光蛍光光度計 F-

7100 HITACHI）。 
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４．研究成果 

（1－１）設計したアミノ酸配列に基づき、TAT-ARFをペプチド合成し、トリフルオロ酢酸等で

脱保護を行った後、グラジエント HPLCで精製した。次に、透析操作を経て、各ペプチドのリフ

ォールディングを行った。 

（１－２） 

 

 

 

 

 

 

 

ARFのペプチド結合の吸収波長である 220 nmの吸光度を測定し、検量線を作成した(図)。検量

線をもとに、FAM-ARFの濃度を算出した。 

（２－１） 

蛍光標識した FAM-ARFの三次元蛍光スペクトルを測定した。励起波長 500 nm、蛍光波長 525 

nm で蛍光強度のピークを検出した。以降、FAM-ARF を含む溶液の蛍光強度測定の際は、励起

波長 500 nmに設定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAM-ARF_SIAH1の三次元蛍光スペクトル  

(X：蛍光波長, Y：励起波長, Z：蛍光強度) 

 

（２－２） 

 下図のように蛍光標識したFAM-ARFをE2含有のサンプルに添加して、蛍光強度を観測した。 
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E2の UbcH6の濃度を変化させて、それに FAM-ARFを添加したときの蛍光スペクトル
を計測した。下図に示すように、UbcH6の濃度に依存して、FAM-ARFの蛍光強度は増大
した。 

 
 

 

 

 

 

 

FAM-ARFの蛍光スペクトル 

 

（２－３） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAM-ARFの蛍光強度の変化 

 

 UbcH2, UbcH5b, UbcH6, UbcH8の E2が含有したそれぞれの溶液に、FAM-ARFを添加したと

きの蛍光強度を計測してプロットした。E2 の濃度変化に伴い FAM-ARF の蛍光強度が変化する

ことが分かった。 

 

（２－４） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                FAM-ARFの蛍光偏向度の変化 
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 UbcH2, UbcH5b, UbcH6, UbcH8の E2が含有したそれぞれの溶液に、FAM-ARFを添加したと

きの蛍光偏光度を計測してプロットした。E2 の濃度変化に伴い FAM-ARF の蛍光強度が変化す

ることが分かった。UbcH5bでは、分子量が小さいために、蛍光偏光度の違いを観測できなかっ

た。 

 本研究では、人工的に設計した ARFが有する E2結合を詳細に蛍光分光法で解析した。

今後、ARF-E2の結合強度の解析や、スペクトル変化の理由など、さらに解析を進めていく。

将来的には E2活性を蛍光偏向度から計測できるようにしていきたい。 
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