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研究成果の概要（和文）：生体内のユビキチン化反応を構成しているE2（ユビキチン結合酵素）は、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ことが知られている。しかしながら、これまでE2の活性
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
ARF分子によって、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。ARFは38残基のアミノ酸配列を有す
るペプチドにE3リガーゼの活性部分のみを移植することで作製された。ARFのイムノクロマトグラフィーを活用
して、抗がん剤ボルテゾミブを添加した白血病細胞NB4のE2活性の検出を行った。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin-conjugating (E2) enzymes of the ubiquitination pathway are 
associated with various cancers, such as leukemia, lung cancer, and gastric cancer. However, to 
date, detection of E2 activities is not practicable for capturing the pathological conditions of 
cancers due to complications related to the enzymatic cascade reaction. To overcome this hurdle, I 
have recently investigated a novel strategy for measuring E2 activities. Artificial RING fingers 
(ARFs) were developed to conveniently detect E2 activities during the ubiquitination reaction. ARFs 
were created by grafting the active sites of ubiquitin-ligating (E3) enzymes onto amino acid 
sequences with 38 residues. The use of the immunochromatography of the ARF and allowed us to monitor
 E2 activities using acute promyelocytic leukemia (APL)-derived cells following treatment with the 
anticancer drug bortezomib. 

研究分野：物理系薬学

キーワード： ユビキチン化　バイオマーカ　がん診断

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内のユビキチン化反応のE2（ユビキチン結合酵素）活性を簡便に捉えることができる新しい検出システムの
開発を進めている。血液・組織中のE2活性を測定すれば新たながん診断の指標となりうることは広く認識されな
がらも、ユビキチン化が複雑なカスケード反応であるという理由から、これまでE2活性を定量的に計測するのは
困難とされてきた。世界で初めて、人工的にユビキチンリガーゼを分子設計し、これを活用した簡便なE2活性の
定量的な検出システムの開発に成功した。今後の更なる研究の発展により、ユビキチン化活性に基づいた新たな
がん診断、例えば、医薬品の効果を治療前に予測できるがん診断が可能になると期待されている。

※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。



１．研究開始当初の背景 

生体内では、構造異常などが原因で不要となったタンパク質(標的タンパク質)を分解する機能、

即ち、品質管理機能が存在する。これは標的タンパク質にユビキチンが付加することで生じるユ

ビキチン化反応により行われる。ユビキチン化は、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おり、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る。付加された複数のユビキチンを

目印に、標的タンパク質の分解が行われる。このユビキチン化は、様々な疾患との関係も深く、

最近、E2 酵素が、白血病、乳がん、大腸がんなどの多くのがんに関与していることが報告され

ている。しかし、血液・組織中の E2 活性を測定すれば疾患の診断・病態把握に役立つことは広

く認識されながらも、ユビキチン化が複雑なカスケード反応であるという理由から、これまで

E2 活性を定量的に計測するのは困難でした。そこで私は、これまでに、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、ARF を駆使して、素早く E2 活性を簡易検出できる新たな検出システムの構築

を検討したので報告する。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト乳がんに関与する E3（SIAH1）に基づき、ARF および、それに細胞膜透過配列  

（TAT）を組み込んだ TAT-ARF を分子設計する。 

（２）単離精製されたユビキチン、E1、E2、TAT-ARF( or ARF)を混合しユビキチン化を生 

じさせて、in vitro レベルで、E2 活性を検出する。 

（３）ARF とイムノクロマトグラフィーを駆使して E2 活性の簡易検出を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト乳がん由来の SIAH1 に基づき ARF を分子設計し合成する。図１に示したように、

SIAH1 の活性部位（アミノ酸５残基 PKLTC）を土台配列に移植して ARF を分子設計した。この

移植法は、これまでに私が開発してきたヘリックス領域置換法を活用して行われた。さらに、

ARF のＮ末端に細胞膜透過配列(TAT)を付加した TAT-ARF、また、ARF 中のリジン残基を全てア

ルギニンに置換した TAT-K/R を分子設計した。 

 

 
図１：新規開発した人工分子(ARF)の分子設計法 



（２）ARF によるユビキチン化実験を行った。先ず、ユビキチン化反応に必要な各種試薬（ARF, 

E1, E2, ユビキチン）を混合させ、37℃で１時間インキュベートした。この反応溶液を SDS 電

気泳動した後、ユビキチン化抗体でウエスタンブロット検出した。 

（３）ARF を用いたイムノクロマトグラフィーで E2 活性の簡易検出を検討した。ARF の

分子量や金コロイド表面への吸着力等を考慮し、BSA 等のキャリアタンパク質に ARF を

結合し、ARF を結合させたキャリアタンパク質を金コロイドへ標識する方法を検討した。 
 
４．研究成果 

（1）設計したアミノ酸配列に基づき、ARF、TAT-ARF、TAT-K/R 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。合成確認は、質量分析(AXIMA-

TOF2,島津製)によって行った。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

た後、円偏光二色性スペクトルの測定結果から、立体構造形成の確認を行った。 

（2）ARF、TAT-ARF、TAT-K/R の全てで、ユビキ

チン化反応を検出できた（図２）。TAT-ARF は、

ARF と比べて、強いユビキチン化転移の活性を有

することが分かった。TAT-K/R は、TAT-ARF より

もさらに、強いユビキチン化活性を示した。TAT-

ARF には、TAT 配列中のリジン残基と、ARF 配

列中のリジン残基が存在するが、以上の実験結果

から、TAT 配列中のリジン残基がよりユビキチン

付加の感受性が高いことが明らかになった。これ

らのユビキチン化活性は、E2 からユビキチンを

受けとることで生じる活性であるから、ARF の反

応性が E2 活性に等しいことになる。この理論に

基づけば、ARF のユビキチン化の反応性から E2

活性を測定することができる。TAT-K/R は、特に

強い活性を有していたので、もっとも E2 活性の

測定に用いるのにふさわしいと分かった。 

次に、ARF を用いることでヒト乳がん細胞 MCF7 中のユビキチン化に関与する E2 活性 

 
 

 

図２：ARF のユビキチン化反応 

図３：乳がん細胞中の ARF の反応性の検出 



を測定できるかどうかを検討した（図３AとB）。ビオチン標識した 50µM TAT-ARFをMCF7
に添加し 3 or 24 時間インキュベートした後、SDS Lysate 中の TAT-ARF をストレプトアビ

ジン系で検出した（図３A）。3 よりも 24 時間の方が、TAT-ARF のユビキチン化反応が促進

していたので、TAT-ARF は経時的なユビキチン化活性を示した。また、5, 25, 50µM TAT-ARF

を MCF7 に添加した結果、濃度に応じて TAT-ARF の反応性は増加した。以上の結果を踏ま

えると、TAT-ARF は細胞中に取り込まれ、そして、ユビキチン化反応を生じたと理解でき

る。しかし、TAT-K/R についても MCF7 細胞で同様の検討を行ったところ、TAT-K/R では

ユビキチン化反応を確認できなかった（図３B）。 

（3）ペプチド結合キットでプレ活性化されたキャリアタンパク質(BSA 等)を ARF に結合

させ、キャリアタンパク質を金コロイドへ吸着させた（図４A）。しかしながら、市販キット

でのペプチド結合には高濃度の ARF が必要となることから（ARF 濃度 2～5mg/ml）、実用

化を考えると現実的でないと判断した。次に N 末端をビオチン標識した ARF にストレプ

トアビジン化金コロイドを添加し、ストレプトアビジン・ビオチンの反応を利用した金コロ

イド標識を検討した。その結果、金コロイドの凝集がなく、うまく ARF に金コロイド標識

できた。メンブレン上での金コロイド粒子の補足では、ポリおよびモノユビキチン鎖を認識

する特異抗体を用いて、イムノクロマト用ハーフストリップを作製した（図４B）。 
 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、ユビキチン化反応に必要な各種試薬（TAT-ARF, E1, E2, ユビキチン）を混合させ、

37℃で１時間インキュベートした。E2 の濃度は、0, 0.496, 2.48, 12.4 および 62μM と変

化させた。これら反応液中の E2 活性をイムノクロマト用ハーフストリップでの検出で検討

した（図５）。 
 

 

試験サンプルに金コロイド標識した ARF を導入し、ARF 上に複数のユビキチンを付加させる。 

ARF を反応させた試験サンプル中に、ポリユビキチン認識特異抗体を固相化した

イムノクロマトハーフストリップ試験片を挿入し、毛細管現象により浸透した金コ

ロイド粒子を捕捉することによって、ドット発色反応させ、即時検出する。 
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図４：ARF の金コロイド標識と反応性の検出 
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図５：イムノクロマトグラフィーでの検出 
 

 
 
 

E2 の活性に応じて、Test Line のバンドが強く観察されている。しかしながら、E2 の濃

度が 0~2.48μMの範囲では、明瞭なTest Lineバンドではないので今後改善の必要がある。

次に、実際に急性骨髄性白血病細胞株(NB4)を用いて、細胞中の E2 活性を計測した。NB4
培養上清に抗がん剤ボルテゾミブを添加し細胞外に E2 を漏出させた培養上清と、ネガティ

ブコントロールとしてボルテゾミブ未添加の培養上清を用意した（図６）。これら細胞上清

のイムノクロマトグラフィー検出を検討した（図７）。ボルテゾミブの添加濃度に応じて、

Test Line バンドの強度が高まっていることが分かる。より明瞭なバンドが検出できるよう

に、金コロイド標識法を変えるなど、メンブレン上での金コロイド粒子の補足法をさらに検

討していく必要がある。 
 
本研究では、人工的に設計した ARF を活用する研究によって、世界で初めてイムノクロ

マトグラフィーを活用して、ユビキチン化の E2 活性を計測することに成功した。イムノク

ロマトグラフィーは特別な機器を必要としない簡便で便利な手法である。E2 活性は、白血

病や乳がんなどの様々ながん疾患に関与することから、本手法は新たながんスクリーニン

グ法となる。 

Control 

Test Line 

E2(µM)   0   0.496  2.48  12.4  62 

図６：NB4 細胞上清の ARF の反応 

図７：NB4 細胞上清の ARF の反応のイムノクロマトグラフィー 
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