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研究成果の概要（和文）：　ナノ液体クロマトグラフィータンデム質量分析器(nanoLC-MS/MS)を用いたプロテオーム解
析によって、DNA損傷応答シグナルを解析する目的で、ガンマ線照射後のリン酸化修飾変動を定量した。その結果、259
71リン酸化サイトを同定し、そのうち6555サイトが照射後1時間以内に変動していた。このリン酸化大規模データをイ
ンフォマティクス解析することによって、これまでＤＮＡ損傷応答との関連が知られていなかったキナーゼを見いだす
ことに成功した。さらにキナーゼの阻害によって、ATM、ATRを含むDNA損傷応答シグナルが活性化されること、コロニ
ー形成能が抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In order to gain broader insight into the phosphorylation signal controlling 
DNA damage response (DDR), system-wide analysis of phosphorylation dynamics after gamma irradiation has 
been investigated. 25971 phosphosites were identified with accurate quantification. 6555 phosphosites 
displayed dynamic changes in phosphorylation status during one hour after irradiation. We identified 
distinct dynamic phosphorylation patterns of kinases, which had not been known to be associated with DNA 
damage, by the bioinformatics analysis based on matching sequence motif and protein-protein interaction. 
We found that DNA damage signaling is activated and colony formation is inhibited by the inhibition of 
the kinases.

研究分野： プロテオーム解析

キーワード： DNA損傷応答　シグナル伝達　翻訳後修飾
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１．研究開始当初の背景 
細胞は放射線を浴びると、DNA 損傷

応答シグナルを動かすことで、細胞の増

殖を停止したり、DNA 損傷修復を活性

化して、ゲノムに変異が蓄積することを

防いでいる。この反応には、リン酸化や

ユビキチン化修飾などのタンパク質の

翻訳後修飾が極めて重要な働きをして

いることが見いだされつつある。翻訳後

修飾解析手法として、主に修飾特異的抗

体を用いたウェスタンブロッティング

法が用いられているが、特異性・感度の

点で使用できる抗体が極めて限定され

ている。そのため、修飾部位や種類に依

存せずに定量することができる質量分

析計を用いたプロテオーム解析が急速

に広まりつつある。研究代表者は、以前

からナノ液体クロマトグラフィータン

デム質量分析器 (nanoLC-MS/MS)を用い

て、１万個以上のリン酸化部位の同定を

行ってきた。この大規模なリン酸化修飾

解析技術を DNA 損傷応答シグナル研究

に応用することで、どの蛋白質のどのア

ミノ酸がどの時間帯にどのような修飾

を受けているかが網羅的に分かれば、今

まで知られていなかった DNA 損傷応答

シグナルを解明できるのはないかと期

待される。  

 
２．研究の目的 
 本研究では、γ 線照射直後のリン酸化修飾

の経時変化を、世界最高レベルの高感度・高

精度で、網羅的に定量することにより、翻訳

後修飾を介した新規 DNA 損傷応答シグナル

を解明することを主目的とした。 
 
３．研究の方法 
リン酸化・ユビキチン化プロテオーム解析 
 γ 線照射直後のリン酸化修飾解析のために、

SILAC (Stable Isotope Labeling using Amino 

Acids in Cell Culture)法を採用し、Hela-S3 細胞

に Light、Medium、Heavy の 3 種類のアミノ

酸標識を行った。これらの標識細胞に、γ 線

照射し、0 分(照射直後)、5 分、20 分、60 分

後及び未照射の細胞を回収し、 各標識細胞

を等量混合してから解析を行った。リン酸化

プロテオーム解析は試料中の蛋白質を還元

アルキル化、トリプシンによる断片化をした

後、鉄を結合したビーズを用いて、リン酸化

ペプチドを濃縮し、陽イオン交換カラムで分

画後に質量分析計で同定・定量した。ユビキ

チン化プロテオーム解析は、抗ユビキチン抗

体(FK2、Apu2)を用いて、ユビキチン化タン

パク質を濃縮し、１次元電気泳動によって分

離後、ゲル内消化法によって、還元アルキル

化、トリプシンによる断片化をした後、質量

分析計を用いてユビキチン化タンパク質の

同定・定量解析を行った。コントロールとし

て、抗体で濃縮しないサンプルを同様に解析

し、ユビキチン化サンプルとコントロールサ

ンプルで検出されるバンド位置を比較し、ユ

ビキチン化サンプルでバンド位置が高質量

側にシフトしているタンパク質のみを選別

して解析対象とした。 

活性化キナーゼ予測解析 
 リン酸化プロテオーム解析で得られたリ

ン酸化の部位（基質情報）、定量情報、キナ

ーゼ認識モチーフ情報、タンパク間相互作用

情報を用いたバイオインフォマティクス解

析(NetWORKIN2.0)によって、γ線処理後の各

キナーゼ群の活性を予測した。 

ＤＮＡ損傷応答関連キナーゼ群の機能解析 
 活性化が予測されたキナーゼ群について

は、阻害剤や siRNA を用いて、コロニー形成

能、リン酸化変動解析（リン酸化プロテオー

ム解析、western blotting）、免疫染色、複合体

解析を行った。 

 

４．研究成果 
γ線照射によるリン酸修飾変動 

Hela-S3 細胞に γ線を 6 Gy 照射し、0 分後、

5 分後、20 分後、60 分後のサンプルを未照射

サンプルと比較定量した。その結果、5041 蛋

白質、25971 リン酸化サイトを同定し、その

うち 6555 サイトが変動していた。このデー

タは既存研究(Science, 2007, 316, 1160, Mol. 

Cell. Proteom., 2010, 9.6, 1314, Sci. Signal., 

2010, 151, rs3)を大きく上回る規模であり、γ

線照射の影響が極めて広範囲の蛋白質リン

酸化に及ぶことを示している。変動サイトに

は、ATM、ATR、DNA-PK をはじめ、DNA

損傷応答に関わる蛋白質の大部分が同定さ

れた。例えば NBS1 の場合、既知の ATM リ

ン酸化サイト S343、S397 が照射後 5 分で 4~5

倍にリン酸化されていた（図 1）。さらに、新
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図1 γ線照射後のNBS1のリン酸化ダイナミクス
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規のリン酸化サイト T336、S486 も同定され

た。このように一つの蛋白質について複数の

リン酸化サイトが同定された場合、どのサイ

トが DNA 損傷シグナル反応性であるかが明

白に分かり、また多数の新規リン酸化修飾サ

イトの変化も一度に捉えることが可能にな

った。 

γ線照射によるユビキチン化修飾変動 
抗ユビキチン抗体(FK2、Apu2)を用いて免疫

沈降したユビキチン化タンパク質を定量解

析した結果、FK2、Apu2 抗体でそれぞれ、22、

45 タンパク質が γ 線照射後 5 分、もしくは

60 分後に有意な差を示した（図 2）。 

図 2 γ線照射後のユビキチン化修飾変動 

例えば、Histone H2B は照射 5 分後に未修飾

体はほとんど変動しないが、ユビキチン化修

飾体は 10％

以下にまで

減少するこ

とが明らか

に な っ た

(図 3)。  
 

インフォマティクスによるγ線照射後のキ
ナーゼ活性予測 
 未知リン酸化シグナル因子を発掘するた

めに、リン酸化プロテオームデータ、キナー

ゼ認識モチーフ、蛋白間相互作用情報を用い

たバイオインフォマティクス解析によって、

各キナーゼ活性が γ線照射後にどのように変

化したか推測した。図 4 に活性化が予測され

たキナーゼ群の活性化プロファイルを示す

（赤色の濃い部分が強い活性化を示してい

る）。ATM/ATR の場合、照射 0 分後にやや活

性化し、5 分後から強く活性化していると推

測され、ATM の活性化指標となる S1981 リン

酸化の変化とよく相関していた。驚くべきこ

とに、これまで DNA 損傷応答との関連が知

られていなかった、セリンスレオニンキナー

ゼ X が 0 分後から ATM/ATR よりも強く活性

化していると推測された。 

ＤＮＡ損傷応答関連キナーゼの機能解析 
 インフォマティクス解析によって、DNA 損

傷応答との関連性が推測されたキナーゼに

ついて、その阻害剤を用いるとコロニー形成

能が抑制された（図 5）。 

 キナーゼ阻害

時の DNA 損傷

応答シグナルを

調べるために、

リン酸化プロテ

オーム解析を行

ったところ、未

照射であっても、

SQ/TQ モチーフ

を有するリン酸

化部位のリン酸化昂進が認められた(図 6)。

また照射時においては、SQ/TQ モチーフを有
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するリン酸化部位がさらに過剰にリン酸化

されていた。さらに阻害剤および siRNA を用

いたノックダウン実験によって、キナーゼ阻

害時には、SQ/TQ モチーフ認識キナーゼであ

る ATM、ATR が活性化されることを確認し

た。また免疫染色によって、キナーゼ阻害時

におけるリン酸化H2AXの集積も確認された。

またキナーゼ X の複合体解析からは、ATM、

ATR との直接的な結合を示すデータは得ら

れなかった。 

これらの知見から、リン酸化プロテオミク

スによって見いだされたキナーゼ X は DNA

損傷応答シグナルを司る ATM、ATR の活性

化に関与することが明らかになった。その関

与の仕組みについては、間接的であることが

示唆されたが、詳細な仕組みの解明は今後の

研究課題である。 
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