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研究成果の概要（和文）： 

癌遺伝子産物であるガンキリンのモノ ULM(ubiquitin-like-modifiers)（ユビキチン、NEDD8、

SUMO1-4、ISG15、URM1 など）化のうち、モノユビキチン化という翻訳後修飾はガンキリン

による肝細胞の癌化の働きを変化させた。肝癌細胞において、モノユビキチン化ガンキリンは

癌抑制遺伝子産物である p53 より pRB のほうに MDM2 の基質特異性を変化させ、pRB をより

分解する傾向を示した。ガンキリンのモノユビキチン化系の E1、E2、E3、E4、DUB は抗がん

剤のターゲットとなりうることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 

Gankyrin is monoubiquitylated at specific lysine residue posttranslationally. However, other 

ubiquitin like modifiers, that is, NEDD8, SUMO1-4, ISG15, or URM1, does not bind to gankyrin. 

Monoubiquitylation of oncogenic gankyrin induces hepatic cell transformation more stimulatedly 

than wild type nonmodified gankyrin posttranslationally. In hepatoma cell lines, 

monoubiquitylated gankyrin binds to S6 ATPase and MDM2. Nevertheless, monoubiquitylated 

gankyrin targets more effectively pRB than p53 toward MDM2 E3 lubiquitin ligase activity. Some 

of gankyrin monoubiquitylation systems consisting of E1, E2, E3, E4, and DUB will become 

targets of anti-cancer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）蛋白質のモノユビキチン化は種々の細

胞現象に関連する。たとえば、DNA修復時の

FANCD2やPNCA蛋白のモノユビキチン化、

エンドサイトーシスでのcoupled-monoubiqu

itylation、転写時のヒストン蛋白のモノユビキ

チン化、がん抑制遺伝子産物p53やFOXO、が

ん遺伝子産物rasのmonoubiquitylationによる

細胞内局在の変化。モノユビキチン化はその

ターゲット蛋白質の機能変換シグナルとし

て機能している。がん遺伝子産物ガンキリン

のモノユビキチン化は、ガンキリンの肝がん

細胞における機能を変化させ、ガンキリンに

よる細胞癌化の働きを亢進させる可能性があ

る。 
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（２）two-hybrid法、proteomics解析により、

プロテアソームに相互作用するタンパク質

が報告されている。ガンキリンはほ乳類組織

より精製されたプロテアソームに含まれる

分子として同定された。出芽酵母においては、

19S-Regulatory-Particleには含まれるが26S-

Proteasomeには含まれない分子として酵母

のガンキリンorthologue、NAS6が同定された。

ほ乳類細胞において19S-Regulatory-Particle

のbaseのp48/S6/Tbp7/PSMC4と複合体を形

成する分子としてガンキリンが同定された。

ある状況下で一過性に（恒常的な内在性サブ

ユニットとしてではなく）ガンキリンを結合

したプロテアソームはその機能が変化して

いると想定される。モノユビキチン化ガンキ

リンは野生型ガンキリンに比較して、プロテ

アソームに会合しやすいのか、もしそうであ

れば、より強く結びついたモノユビキチン化

ガンキリンはプロテアソームのどういう機

能を変化させるのか。 

（３）in vitro gankyrin ubiquitylation assay に

おいて、ガンキリンはモノユビキチン化をう

ける。抗ガンキリン抗体での肝癌細胞株のウ

エスタンブロットにより、内因性の 25 kDa

のガンキリンと 8.5kDa のユビキチン一個分

がちょうど加わった二本のバンドが検出さ

れた。大きい分子サイズのバンドは抗ガンキ

リン抗体による免疫沈降物のなかに抗ユビ

キチン抗体、抗ガンキリン抗体で共に認識で

きたことで、モノユビキチン化ガンキリンの

バンドである。ガンキリンおよびモノユビキ

チン化ガンキリンはともに肝細胞癌、肝癌細

胞株で過剰発現していた。 

２．研究の目的 

モノユビキチン化ガンキリンが機能を変化さ

せながら、肝細胞癌の発がん、進展(転移、浸

潤)にどう関わっていくのか、検討する。 

（１） モノユビキチン化ガンキリンの肝細

胞癌、肝癌細胞株での存在を確認する。 

（２） ガンキリンとモノユビキチン化ガン

キリン（ガンキリンのC端にユビキチ

ンを一個をtandemに融合した変異型

ガンキリンを代替分子とする）の癌化

能（げっ歯類の不死化細胞株およびp

rimary cultureを用いて）を比較する。 

（３） ガンキリンのがん抑制遺伝子産物p5

3やpRBタンパクの分解に与える影響

がモノユビキチン化ガンキリンの場

合はどうなるのか？細胞内での局在

の変化。p53やpRBの半減期の変化。

E2、E3との結合の変化。MDM2の基

質特異性への影響。 

（４） プロテアソーム結合タンパクとして

のガンキリンのモノユビキチン化は2

6Sプロテアソームの機能にどのよう

な影響を与えるのか。ペプチド分解の

特異性の変化、19S regulatory partic

leに対するｙシャペロン活性の変化。 

（５） 基質タンパクのポリユビキチン化と

同様に基質のモノユビキチン化も多

分独自のあるいは使い回しのユビキ

チンシステムが必要であるので、ガン

キリンのモノユビキチン化に関与す

るE1、E2、E3、E4、DUBを同定する。 

（６） モノユビキチン化ガンキリンに結合

するタンパク分子を網羅的に同定す

る。 

３．研究の方法 

（１） モノユビキチン化ガンキリンの肝癌

細胞株 HepG2、Huh-7、PLC での存

在を確認する。 

（２） ガンキリンのモノユビキチン化され

る主要なリジン残基（ガンキリン分

子には全部で 16 個のリジン残基が

ある）をリジン・アルギニン変異型

ガンキリンにより決定する。 

（３） 野生型ガンキリン分子と上記（２）

で得られたモノユビキチン化されな

い変異型ガンキリン分子の癌化能を

比較する。野生型ガンキリン分子と

ガンキリンの C端に diglycine配列を

除 い た ヒ ト ユ ビ キ チ ン 分 子 を

tandem に融合した分子（モノユビキ

チン化ガンキリンの代替分子）の癌

化能をげっ歯類の不死化細胞株ある

いは rat embryonal fibroblast を使い、

比較する。 

（４） ガンキリンのがん遺伝子としての機

能（MDM2 の E3 ubiquitin ligase 活性

を促進することでがん抑制遺伝子産

物 p53や pRBタンパクの分解を促進



 

 

し、それらの活性が失われる）がモ

ノユビキチン化ガンキリンの場合は

どうなるのか（MDM2 の基質特異性）。

モノユビキチン化ガンキリンの方が

活性化あるいは基質特異性の変化が

あるとすれば、その機序は何か。 

（５） プロテアソーム結合タンパクとして

のガンキリンのモノユビキチン化は

26S プロテアソームの機能にどのよ

うな影響を与えるのか。ガンキリン

のノックアウトマウスを作製して、

野生型ガンキリンの結合していない

26S プロテアソームの活性、生化学

的特徴を解析する。モノユビキチン

化されるリジン残基をアルギニンに

置換したガンキリンのノックインマ

ウスを作製し、モノユビキチン化ガ

ンキリンの結合していない 26S プロ

テアソームの活性、生化学的特徴を

解析する。 

（６） 基質タンパクのポリユビキチン化と

同様にモノユビキチン化もユビキチ

ンシステムが必要であるので、ガン

キリンのモノユビキチン化に関与す

る E1、E2、E3、E4、それを調節す

る DUB を同定する。モノユビキチン

化ガンキリンの細胞内レセプターを

同定し、モノユビキチン化ガンキリ

ンとそのレセプタータンパクを介し

たシグナル伝達機構について解析す

る。方法としては、 two-hybrid、

TAP(tandem-repeat-affinity-purificati

on)-tagged-gankyrin-ubiquitin fusion 

protein を 細 胞 に 発 現 さ せ 、

IgG-Sepharose 、 protease 処 理、

calmodulin-Sepharose-affinity 

purification をおこない、複合体を形

成 す る タ ン パ ク 群 を mass 

spectrometry で proteomics 解析する。 

４．研究成果 

（１） 肝癌細胞株による in vivo でのガンキ

リ ン 分 子 の ubiquitin-like 

modifiers(ULM)による翻訳後修飾を

検討した。ubiquitin 化、NEDD8 化、

ISG15 化、SUMO1-4 化、URM1 化

を免疫沈降、ウエスタンブロットで

確認したところ、ガンキリン分子は

モノユビキチン化、モノ NEDD８化、

モノ ISG15 化されていた。モノ

SUMO1-4 化、モノ URM1 化は受け

ていなかった。 

（２） in vitro のユビキチン化、NEDD8 化、

ISG15 化のアッセイ系をそれぞれの

E1、E2、E3 を recombinant proteins

として作製し、確立した。この場合

の成分分子は他のタンパク質の場合

をそのまま用いた。この系を用いて、

in vitro で の ガ ン キ リ ン 分 子の

ubiquitin-like modifiers(ULM)による

翻訳後修飾を検討した。（１）と同

様の結果を得た。 

（３） ガンキリンのモノユビキチン化、モ

ノ NEDD８化、モノ ISG15 化をうけ

るリジン残基はすべて同じ 16 個の

リジン残基のうちのN端から10番目

のリジンであった。ヒトガンキリン

蛋白 226 アミノ酸のうち、153 番目

のリジン残基である。N端ではなく、

やや C 端よりであるので、ガンキリ

ンのC端に diglycine配列を除いたヒ

トユビキチン分子を tandem に融合

した分子をモノユビキチン化ガンキ

リンの代替分子として利用できる。

同 じ リ ジ ン 残 基 が 3 種 類 の

ubiquitin-like modifiers(ULM)による

翻訳後修飾を受けることになるので、



 

 

あ る 状 況 下 で は ubiquitin-like 

modifiers(ULM)による翻訳後修飾が

互いに competitiveに働く可能性があ

る。 

（４） 肝癌細胞株中ではモノユビキチン化

は非ストレス下でも起きる。モノ

NEDD8 化は特に酸化ストレス下、

H2O2 処理後によく起こる。モノ

ISG15 化はインターフェロンアルフ

ァ刺激時に起こる。 

（５） Rat embryonic fibroblast を用いて、

ガンキリンとモノユビキチン化、モ

ノ NEDD8 化、モノ ISG15 化ガンキ

リン（C 端に diglycine 配列-GG を除

去したユビキチン、NEDD8、ISG15

を一個 tandem に融合した変異型ガ

ンキリン）の癌化能を比較した。野

生型ガンキリンに比して、ガンキリ

ン NEDD8 融合蛋白とガンキリン

ISG15 融合蛋白は同程度の癌化能で

あった。ガンキリンユビキチン融合

蛋白は唯一野生型ガンキリンより癌

化能が亢進していた。 

（６） モノユビキチン化、モノ NEDD8 化、

モノ ISG15 化ガンキリンの p53 や

pRB タンパクの細胞内での局在に与

える影響を検討した。モノユビキチ

ン化、モノ NEDD8 化、モノ ISG15

化ガンキリン 3 者ともに、自分自身

（ガンキリン）の細胞内局在は核と

細胞質両者にあるという野生型ガン

キリンのそれと変わりなかった。ま

た、p53 や pRB、MDM2 タンパクの

細胞内での局在に与える影響を二重、

三 重 蛍 光 免 疫 染 色 で

confocal-microscopy 観察を行なった

が、やはり変化はなかった。 

（７） モノユビキチン化、モノ NEDD8 化、

モノ ISG15 化ガンキリンの p53 や

pRB タンパクの転写活性化能に対す

る効果をレポータージーンアッセイ

で解析した。モノ NEDD8 化、モノ

ISG15 化ガンキリンの効果は p53 レ

ポーターにも pRB (E2F1)レポータ

ーにも野生型ガンキリンとの差は見

られなかった。モノユビキチン化ガ

ンキリンは p53 転写活性化能に対し

ては野生型ガンキリンと差がなかっ

たが、E2F1 転写活性化能に対しては

野生型ガンキリンより亢進していた。 

（８） モノユビキチン化、モノ NEDD8 化、

モノ ISG15 化ガンキリンの p53 や

pRB タンパクのタンパク分解に対す

る影響を調べた。p53 タンパクに対

し て は 肝 癌 細 胞 株 を 用 い て 、

CHX-chase-assay を行なった。野生

型ガンキリンと比べて、モノユビキ

チン化、モノ NEDD8 化、モノ ISG15

化ガンキリンの 3 者は同程度の

half-life を示した。pRB タンパクに対

しても肝癌細胞株を用いて、in vivo

での CHX-chase-assay を行なった。

野生型ガンキリンと比べて、モノ

NEDD8 化、モノ ISG15 化ガンキリ

ンの2者は同程度のhalf-lifeを示した。

モノユビキチン化ガンキリンは野生

型ガンキリンに比べて、短い half-life

を示した。すなわち、ガンキリンの

分解能が pRB に対しては促進してい

た。 

（９） 今後の展望としては、１）モノユビ

キチン化ガンキリンについて、E1、

E2やE3(MDM2)との結合の変化を調

べる。２）プロテアソーム結合タン

パクとしてのガンキリンのモノユビ

キチン化は 26S プロテアソームの機



 

 

能（ペプチドやモデルタンパクの分

解）にどのような影響を与えるのか

を検討する。３）モノユビキチン化

ガンキリンは p53より pRBのほうに

MDM2 の基質特異性を変化させ、

pRB をより分解する傾向を示した。

その機序について解析する。 

４）モノ ISG15 化ガンキリンは検討

した限り、野生型のガンキリンとの

差異はみいだせなかった。インター

フェロンのシグナル伝達経路での役

割を検討する。５）モノユビキチン

化ガンキリンは野生型ガンキリンに

比して短い half-life を示した。野生型

ガンキリンは非常に安定したタンパ

クなので、そのタンパク分解による

量的な調節がモノユビキチン化ガン

キリンのポリユビキチン化によって

行なわれているかどうかを解析する。

6) ガンキリンのシステイン残基は、

S-nitrosylation されることが判明し

た。S ニトロソ化ガンキリンの機能

をストレス応答の系で調べる。 
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