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研究成果の概要： 
 癌抑制遺伝子産物 RB タンパク質 (pRB) は、細胞増殖を正に制御している E2F 依存性の遺伝子

発現を抑制する。最近 pRB は細胞周期進行の抑制に働くのみならず、DNA 複製制御因子との結合

を介する複製反応阻害や、DNA ダメージで誘導される細胞周期停止にも関与することが分かってき

た。また DNA および染色体ヒストンのメチル化を介し、遺伝子発現を負に制御すると考えられている

jumonjiは、pRBと結合することが知られている。これらはpRBと染色体(クロマチン)関連因子との相互

作用が、適切な細胞機能の維持に重要であることを意味している。我々は pRB および pRB 結合蛋白

質のユビキチン様修飾とクロマチン制御との関連に注目し、次の 2 項目を目的として研究を進めた。

1) RB タンパク質のユビキチン（様）修飾が DNA 複製・修復関連因子との相互作用に関与し、複製・

修復の過程を制御もしくは撹乱する可能性を検証する。 2) pRB と結合する染色体制御関連因子の

ユビキチン化による細胞周期依存的な量的制御機構を解明し、がん化との関連を検証する。  

 本研究期間内では以下のような成果を得た。 

① 2005 年に我々は pRB が Mdm2 によってユビキチン化され、プロテアソーム依存的分解を受ける

ことを報告した（Uchida et al. EMBO J.）。本研究では pRB が新規の修飾を受けることにより、

pRB-E2F 結合が抑制されることを見出した。この修飾はユビキチン様修飾因子の一つによるもので

あった。 

② Mdm2 はユビキチン化以外の働きによって、pRB の染色体への結合を制御している可能性が示さ

れた。 

③ jumonji は Mdm2 によってユビキチン化されることが分かった。しかし、そのユビキチン化と jumonji

の安定性制御との関連性を示す結果は得られず、Mdm2 による jumonji のユビキチン化は蛋白質分解

以外のシグナルとなる可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
RB タンパク質 (pRB) は、主に E2F 依存性転

写活性の阻害作用によって細胞周期 G1-S

進行の抑制に働くとされてきた。しかし最近で

は、pRB が MCM4、MCM7 や ORC などの複

製開始制御因子を介して複製前複合体

pre-RC と直接結合し、複製反応を阻害するこ

とが分かってきた。また、SWI/SNF 複合体の

構成因子 Brg-1 と pRB の結合が、DNA ダメ

ージで誘導される細胞周期停止に必要であ

ると報告された。さらに、PCNA の DNA へのロ

ードに必須である RFC1 と pRB の結合が証明

された。またDNAメチル化を介したエピジェネ

ティックな遺伝子発現制御に関わる jumonji は

pRB と結合する。これらは pRB とクロマチン関

連因子との相互作用が、適切な細胞機能の

維持に重要であることを意味している。我々

は、pRB が Mdm2 ユビキチンリガーゼによって

ユビキチン化され、プロテアソーム依存的分

解を受けることを報告した（Uchida et al. 

EMBO J. 2005）。以上の背景から我々は、

pRB および pRB 結合蛋白質のユビキチン様

修飾とクロマチン制御との関連に注目した。 

 

２．研究の目的 

1) RB タンパク質のユビキチン（様）修飾が

DNA 複製・修復関連因子との相互作用に

関与し、複製・修復の過程を制御もしくは撹

乱する可能性を検証する。 

2) pRB と結合するクロマチン制御関連因子のユ

ビキチン化による細胞周期依存的な量的制御

機構を解明し、がん化との関連を検証する。 

これら 2 点に関して、具体的には次の 2 項目を

明らかにしたいと考えた。 

1）pRB のユビキチン様修飾はクロマチン構造制

御を介した細胞核内動態にどのような影響を

与えるのか。 

2） jumonji の翻訳後修飾と安定性制御機構。

pRB-jumonji 相互作用の細胞増殖制御におけ

る重要性。 

 

３．研究の方法 

1） U2OS 細胞に pRB を、HA-標識されたユビキ

チン様タンパク質 UBLx (HA-UBLx)を発現

導入し、抗 UBLx または抗 HA 抗体を用いて

UBLx 修飾された pRB の検出を行った。また

HA-UBLx のみを細胞内に強発現させ、内

因性 pRB の修飾を調べた。さらにリコンビナ

ント pRB および UBLx を細胞抽出液と共にイ

ンキュベーションし、pRB の in vitro UBLx 化

を試みた。In vivo および in vitro での pRB

の UBLx 化がpRB結合蛋白質との相互作用

に影響を与えるか調べるため、免疫沈降実

験を行って比較検討した。 



 

 

2） pRB のユビキチンリガーゼである Mdm2 を

プロテアソーム阻害剤存在下で細胞に強

発現させ、界面活性剤を含むバッファー

洗浄にて細胞質および核質を除去し、ク

ロマチン画分のみを残して細胞を固定し

た。内因性のクロマチン結合型 pRB を免

疫染色によって解析した。 

3） Mdm2 は pRB と結合し、pRB をユビキチン

化-プロテアソーム依存性分解に導く。し

たがって pRB 結合蛋白質である jumonji

も Mdm2 によるユビキチン化を受ける可能

性があると考えた。そこで HEK293 細胞に

jumonjiおよびMdm2を異所性に発現させ、

両者の結合および jumonji のユビキチン

化を免疫沈降実験によって調べた。また、

Mdm2 を含め、種々のユビキチンリガーゼ

を siRNA でノックダウンし、jumonji の半減

期の変化を調べた。Jumonji は神経、心

筋 細 胞 の 分 化 に 必 須 で あ る こ と が

Takeuchi らによって報告されているが、増

殖中の細胞周期制御における重要性に

ついては明らかではない。これを検証す

るため、ヒトがん細胞またはヒト正常繊維

芽細胞の jumonji を siRNA によってノック

ダウンし、細胞周期進行への影響を調べ

た。 

 

４．研究成果 

1） U2OS 細胞に pRB とユビキチン様タンパク

質UBLxを異所性に発現させると、pRBは

UBLx 修飾を受けることが分かった。細胞

内に UBLx を過剰発現させると、内因性

pRB の修飾が弱いながら観察された。リコ

ンビナントの pRB, UBLx, E1,および E2 と、

細 胞か ら免疫 沈降に よって 精製 した

UBLx 修飾酵素の候補とを共に反応させ

たが、in vitro での UBLx 化 pRB を検出

できなかった。pRB の UBLx 化を触媒する

細胞内因子の同定については今後の課題

である。一方、細胞に UBLx を一過性に過

剰発現させると pRB と E2F1 の結合が阻害さ

れた。これまでのところ E2F1 の UBLx 化に

ついては検出していない。この結果は、pRB

の E2F 依存的遺伝子発現に対する阻害作

用が pRB の UBLx 修飾によって抑制される

可能性を示している。すなわち、UBLx 修飾

により、pRB-E2F 相互作用を介する細胞増

殖、アポトーシスが制御され得ると考えられ

る。以上のように我々は pRB の新規の修飾

を発見し、これが細胞周期における pRB の

活性を負に制御する可能性を示した。この

発見は pRB 経路を介したがん抑制のメカニ

ズムにおいて重要であると考えられる。 

2） プロテアソーム活性を阻害した条件下でも、

Mdm2 の過剰発現によりクロマチン結合型

pRB の発現量が減少した。我々は Mdm2 が

pRB のユビキチン-プロテアソーム系分解を

促進することを報告したが、pRBとクロマチン

相互作用に関わる別の制御があるのかもし

れない 

3） HEK293 細胞に jumonji と Mdm2 を異所性に

発現させると、Mdm2 は jumonji のユビキチン

化を著しく亢進した。免疫沈降実験により

Mdm2 と jumonji の結合も観察された。しかし

ながら、内因性 Mdm2 のノックダウンは、

jumonji の半減期に影響を与えなかった。す

なわち Mdm2 によるユビキチン化は jumonji

の安定性以外の機能制御に関わっている可

能性が考えられた。その他幾つかユビキチン

リガーゼをノックダウンしたが、jumonji の発現

量に影響を与えなかった。一方、同調細胞を

用いた実験において、jumonji が細胞周期

依存的に発現する傾向が見られた。また

jumonji をノックダウンすると、細胞周期進行

の異常が観察された。これらについてはさら

に慎重な解析が必要である。jumonji はヒスト



 

 

ン H3K9 のメチル化酵素と相互作用するこ

とが知られており、クロマチン構造変化に

関わるとも考えられる。上記の結果は

jumonji が正常な細胞増殖制御に必要で

あることを示唆しており、jumonji がどのよ

うにエピジェネティックな遺伝子発現と細

胞増殖の制御に関わるのか興味深い。 
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