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研究成果の概要（和文） 
ポリ ADP-リボシル化は、細胞増殖、細胞死など様々な細胞内機能に関与している翻訳後修飾で
ある。その機能解明により神経難病などの機構解明に役立てることを目的として、モデル生物
のショウジョウバエを用いて生体におけるポリ ADP-リボシル化タンパク質の単離同定を試み
ている。その結果９-１４個の候補タンパク質が２次元電気泳動法にて見出された。現在これら
のタンパク質を質量分析装置にて同定を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
PolyADP-ribosylation is a posttranslational modification that is involved in various cellular 
events including cell growth and cell death. We are trying to clarify the function of 
polyADP-ribosylation using Drosophila as an animal model for future application to 
analyze the mechanism of neurological diseases. We found 9-14 new acceptor proteins of 
polyADP-ribosylation using 2-D gel electrophoresis and now trying to identify those new 
proteins by mass spectroscopy. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA損傷修復や細胞死、細胞周期、転

写制御、分化などの生命現象は、時に非

常に迅速に調節制御される必要がある。

迅速でかつ、可逆的な反応として知られ

ているのが、翻訳後修飾であり、実際

様々な翻訳後修飾が数多くの細胞内機

能に関与している。 

翻訳後修飾の中でも最も大きな分子
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を目的タンパク質に付加し得るポリ

ADP-リボシル化は、DNA修復や細胞死、

細胞増殖、転写、分化など様々な細胞内

機能に関与しているとされている。我々

は細胞内器官の要の一つである中心体

にとって、ポリADP-リボシル化は中心体

機能を正常に維持するために非常に重

要であることを報告して来た（Kanai et 

al. 2003, Mol. Cell. Biol.）。また、

がん抑制遺伝子のp53タンパク質へのin 

vitro反応におけるポリADP-リボシル化

部位を同定し、p53の核外輸送をポリ

ADP-リボシル化が阻害することを見出

している（Kanai et al. 2007, Nature 

Cell Biol.）。 

しかし、ポリADP-リボシル化の分子レ

ベルにおける機能を解明する上では、in 

vivoにおいてポリADP-リボシル化を受

ける目的タンパク質（受容タンパク質）

の解明が必須であるが、ポリADP-リボー

ス分解酵素のノックアウト・ショウジョ

ウバエにおける解析からポリADP-リボ

シル化がin vivoで非常に速やかな代謝

回転を行っていること（Hanai et al. 

2004, Proc. Natl. Acad. Sci. USA）、

NAD+が細胞膜を透過しないこと、ポリ

ADP-リボシル化の修飾を行うポリADP-

リボース残基の鎖長の多様性のため、培

養細胞系での２，３のタンパク質を除き

in vivoにおける多くの目的たんぱく質

の同定は今なお困難を極めている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞培養系のみでなく、

in vivoの組織におけるポリADP-リボシ

ル化タンパク質を生化学的に同定し、ポ

リADP-リボシル化の生理的及び病態に

おける役割を明らかにしたいと考えて

いる。その方法としては、我々がポリ

ADP-リボシル化の分解酵素（PARG）ノッ

クアウト動物として始めて作出したシ

ョウジョウバエ個体に蓄積するポリ

ADP-リボシル化タンパク質を材料とし

て、精製には、我々が以前に作成したポ

リADP-リボースに対するモノクローン

抗体（１０Ｈ）（Kawamitsu et al. 1984 

Biochemistry 23:3771-3777）を精製し

アフィニティーカラムにより分離精製

を行い、質量分析によりそのタンパク質

の同定と修飾部位の決定を行い、究極的

にはポリADP-リボシル化の生理的、病態

的な意義を明らかにすることを目的と

している。 
 
３．研究の方法 
(1) 各組織からの未知のポリADP-リボ

シル化タンパク質の抽出法の確立 

In vivoの組織からのポリADP-リボシ

ル化タンパク質の抽出法を確立するこ

とを行う。ポリADP-リボース分解酵素

（PARG）の欠損変異個体であるショウジ

ョウバエより、ポリADP-リボース抗体と

反応する物質を抽出する際には、ヒト腎

臓細胞株（293T）細胞からとは異なり、

少なくとも0.5%SDSを含む抽出液を用い

なければ十分な抽出効果が得られない

ことがわかったが、SDSはポリADP-リボ

シル化タンパク質の単離において少な

からぬ障害となっており、SDSを除くこ

とを含めて単離法の改善を試みる。 



 

 

(2) ポリADP-リボシル化タンパク質の単

離方法の確立 

ポリADP-リボシル化タンパク質の単

離の方法としては、原理的には、我々は、

以前に作成したポリADP-リボースに対

するモノクローン抗体（１０Ｈ）を大量

精製して固相化したアフィニティーカ

ラムによりポリADP-リボースに対する

抗体の特異的な結合能を用いて単離す

ることを考えた。１０Ｈ抗体の大量調製

を行って調べた予備的な知見に依れば、

このような方法で抽出液をカラムに通

しても何故か、カラムへはごく少量しか

結合しなかった。このため、ポリADP-リ

ボシル化タンパク質のポリADP-リボー

ス部分が何らかの物質との非共有結合

により抗体との結合が阻害されている

可能性が考えられた。この結合は、恐ら

くSDS存在下で遊離すると仮定して、

PARGノックアウトショウジョウバエ個

体から、直接SDS存在下で加熱抽出する

ことを試みたところ、抽出物の約半分の

ポリADP-リボシル化物質がカラムに吸

着することが明らかとなり、ポリADP-リ

ボシル化タンパク質の一部は分離でき

ることがわかった。そこで、より効率的

な方法でポリADP-リボシル化タンパク

質をカラムに吸着させる条件を確立し

精製へと進みたい。 

(3) ポリADP-リボシル化タンパク質の同

定法の確立 

(2)の方法により、精製した画分を直

接、質量分析にかけることが可能かどう

かを試みる。もしも負電荷が多くてイオ

ン化が難しい場合には、ポリADP-リボー

ス分解酵素（PARG）または、蛇毒フォス

フォヂエステラーゼをカラムに固相化

させて、これによりポリADP-リボース部

分を、切断することにより質量分析にか

けることを試みる。 

(4) ポリADP-リボシル化タンパク質の生

理的役割と疾患における役割の解析 

(1)-(3)の結果、ショウジョウバエ個

体からのポリADP-リボシル化タンパク

質が同定された際には、ヒト培養細胞系

においての相同タンパク質の挙動を解

析し、ポリADP-リボシル化の役割の分子

レベルでの解析を進める。 

 

４．研究成果 

(1) ショウジョウバエからのポリADP-

リボシル化タンパク質の抽出法の確立 

ポリ ADP-リボース分解酵素（PARG）の欠損

変異個体であるショウジョウバエより、ポリ

ADP-リボース抗体と反応する物質を抽出す

る条件として、6 種類の抽出条件で調べたと

ころ、Denaturation buffer2(0.5% SDS, 50 mM 

Tris-HCl, pH7.4, 70 mM 2-mercaptoethanol)

を加えた後、5 分間の煮沸を行なう方法が最

も抽出効果が良かった。SDS の濃度を 0.1%に

下げた場合は抽出効果は低下した。このこと

から、ショウジョウバエの変異体の脳に蓄積

する天然のポリ ADP-リボシル化タンパク質

の抽出は、293T 細胞からの場合とは大きく異

なり、改めて条件検討の必要があった。種々

検討の結果、7 M Urea, 0.5%SDS, 50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 70 mM 2-mercaptoethanol, 

10 mM NaF の条件で大幅な改善がみられた。 

(2) ポリADP-リボシル化タンパク質の



 

 

単離方法の確立 

精 製１０Ｈ抗体を CNBr-activated 

Sepharose に結合させてポリ ADP-リボー

ス抗体カラムを作製した。1,500 匹の変異

体から上記の方法により得た、ショウジョ

ウバエの抽出液を１０Ｈ抗体カラムに通し

て吸着させる試みを行なった。吸着画分に

は、ポリアクリルアミドゲルにてタンパク質

のバンドが検出されるが、１０Ｈ抗体のコン

トロールとして正常マウス IgGをカラムに

固相化させた場合でも似たようなタンパク

質が吸着することがわかり、非特異的なタ

ンパク質が多いことがわかった。そこで、

ポリ ADP-リボシル化タンパク質は、グル

タミン酸残基でエステル結合をしていると

の報告があるので、アルカリ処理によりポ

リ(ADP-リボース)を脱離させることによ

り、新しく現れるタンパク質のバンドに注

目することが考えられた。また、タンパク

質の分離には、２次元電気泳動を用いるこ

とにした。3,000 匹のショウジョウバエ変異

体より上記の方法で抽出した画分を１０Ｈ

抗体カラムを用いて精製を行った。この画分

を２つに分け、片方はそのまま、また片方は、

1 M NaOH で氷上で１５分間処理を行った。そ

れぞれを２次元電気泳動により分離したと

ころアルカリ処理により移動度が変化した

９個―１４個の新しいスポットを同定する

ことができた。 

(3) ポリADP-リボシル化タンパク質の

同定法の確立 

(2)で述べた方法で分離したタンパク質の

スポットを切り出し、質量分析装置にかけた

が、シグナルが得られなかった。これは、質

量分析装置の感度の問題もあるが、基本的に

はショウジョウバエの使用量がまだ不足し

ていると考えられた。そのため、さらに多く

のショウジョウバエ変異体を用いて精製を

行えば、アクセプタータンパク質の同定が可

能であるとの確実な見通しが得られた。 

(4) ポリ ADP-リボシル化タンパク質の生理

的役割と疾患における役割の解析 

未だショウジョウバエ由来の in vivo のア

クセプタータンパク質の同定は成功してい

ないが、時間の問題と考えている。そのため、 

In vivo におけるポリ ADP-リボシル化の役割 

を調べるために必要になると考えられる技 

術として、ポリ(ADP-リボース)を測定する 

ELISA 法を開発した。補足抗体として前述の 

10H 抗体を用い、ポリ(ADP-リボース)をウサ 

ギに免疫して作成したポリクローナル抗体 

を１次抗体として用いたもので現在の感度 

は、1 ng であり、更に高感度の測定が可能な 

ように改善していく予定である。 
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