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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、遺伝学手法とプロテオミクス手法を SILAC と呼ばれる方法で融合させた新しい
アプローチを用いた。この方法で、網羅的蛋白質比較を野生型細胞—変異型細胞間で行い、こ
れまで未知であったユビキチン化経路の全貌を解明した。本研究成果は、高齢化が進む今日に
あって集中的研究が必要とされるがん治療分野で大きく役立つ知見である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we analyzed ubiquitylation signal pathway in DNA repair using the 
combination of proteomics and genetic approach. Our data figure out novel ubiquitin signal 
pathway, which is useful seeds targets for cancer chemotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質の翻訳後修飾の一つ、ユビキチン化は

DNA損傷応答に中心的役割を果たす事が知ら

れている。しかし、ユビキチン化シグナル経

路は未解明でありどのようなメカニズムで

DNA修復を促進しているのかわかっていない。

我々は、系統的に蛋白質ユビキチン化酵素の

遺伝子破壊を行い、それぞれの酵素はDNA損

傷のタイプ（UVによるキズ、放射線による断

裂などなど）ごとに、各酵素は共同して機能

したり、独立に機能したり様々な働き方をし

ている事を見つけている（論文投稿中）。昨

今の研究で、ユビキチン化シグナル経路に 

よるクロマチン構造制御により、DNA 修復が

促進されているという仮説が提唱されてい

る。この仮説では、ユビキチン化経路によっ

て、クロマチンを構成するヒストン蛋白質が

ユビキチン化修飾され、DNA 修復因子が働け

る環境を形成する事で修復反応を促進して

いると考えられている。一方、DNA 修復に関

与する蛋白質が直接にユビキチン化を受け、
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クロマチンへ動員されるように制御されて

いる例も多数知られている。しかし、ユビキ

チン化酵素は多数同定され、そのゲノム安定

維持における機能が解明される一方、各酵素

の基質分子が未解明である故に、ユビキチン

化経路は未解明のままであった。 

 
２．研究の目的 

ゲノムの安定維持機構における、ユビキチン

化シグナル経路とクロマチン-DNA修復のク

ロストークを探索する目的で、次世代質量分

析SILAC法をもちい、遺伝 

学とプロテオミクスを融合させた。本研究で

は、この新しいアプローチで、DNA損傷時に

ユビキチン化シグナル経路によってクロマチ

ンへ動員される蛋白質群の網羅的に探索した。 

 
３．研究の方法 
本研究では、プロテオミクスアプローチ

SILAC を用いてユビキチン化シグナル経路の

解明を行った。ユビキチン化したペプチドを

ジグリシルリジン抗体 （clone GX41）を用い

て濃縮した。濃縮したタンパク質複合体を質

量分析により網羅的に同定した。このとき、

遺伝学手法を導入したのである。すなわち、

野生型と変異体を SILAC により標識し分け

ることで、同定したタンパク質が、野生型ま

たは変異体のどちらに由来するかを見分け

ることが出来るのである。本研究では、

UBC13, RNF4,RNF8, RNF168, RNF168, 
RAD18, BRCA1 の７種のユビキチン化酵素

の標的経路因子の探索を行い、ユビキチン化

シグナル経路タンパク質の網羅的解明を行

った。 
 

４．研究成果 

本研究結果で、上記の７種のユビキチン化酵

素の基質蛋白質のテーブルを描き出す事に

成功した。各タンパク質が実際にユビキチン

のターゲットとなっているのか検討し、本研

究手法が正しい結果を導く事も確認できた。 

RNF4 に関して、決定した基質蛋白質と

RNF4 の遺伝子破壊を行ったり、遺伝学的関

係を調べたりし、ゲノムの安定維持に必須の

機構である事も見つけている（Hirota et al.

論文投稿中,2012学会発表）。 

UBC13, RAD18,RNF8, の酵素に関して、各

遺伝子破壊細胞の表現型の比較から、それぞ

れの酵素は DNA 損傷のタイプなどの作用す

る状況によっては、協調的に働く事もあるし、

相補的関係となる事もあり、複雑である事を

見いだしている。単離した基質蛋白質が大き

くオーバーラップしない事から、それぞれが

独自に働きうるという、我々の仮説は本研究

で 行 っ た 質 量 分 析 に よ り 支 持 さ れ た

(Kobayashi et al. 論文投稿中)。 

ユビキチン化経路は DNA修復の重要な経路で

あり、その経路の中身が本研究で理解できた

意義は大きい。近年 DNA修復酵素阻害型の抗

がん治療薬品が注目を集めている。本研究で

見いだした、ユビキチン化経路の構成因子群

にはその阻害ががん細胞の増殖阻害を引き

起こすなどの、抗がん効果を発揮する可能性

が高く、臨床応用に資する知見である。今後

薬品スクリーニングのためのプラットフォ

ームを作り、社会還元に向けて研究を継続し

ます。 
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