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研究成果の概要（和文）：ポリADP-リボシル化の生物学的な意義は、DNA修復以外にはまだ不明な点が多い。特にin vi
voにおけるポリADP-リボシル化のアクセプター蛋白質の同定から機能を調べることとした。この目的にポリ(ADP-リボ
ース）の分解酵素のノックアウト・ショウジョウバエを用いた。この変異体は、温度条件により羽化できるが神経変性
症状を示し神経疾患のモデルともいえる。ポリ(ADP-リボース）抗体のアフィニティーカラム、アルカリ処理、２次元
電気泳動法と質量分析を組み合わせて、ポリADP-リボシル化のアクセプター蛋白質候補を検索し、alcohol dehydrogen
aseを含む複数の蛋白質を同定した。

研究成果の概要（英文）：One of the biological functions of polyADP-ribosylation has been known to be invol
ved in DNA base excision repair. However the other functions are still not known yet. To clarify the funct
ions through identifying the in vivo acceptor proteins of polyADP-ribosylation that is mostly unknown, we 
used Drosophila melanogaster mutant that had deleted poly(ADP-ribose) degradation enzyme gene, (poly(ADP-r
ibose) glycohydrolase gene. This mutant Drosophila could eclose under elevated temperature and shows neuro
logical disease. Thus this might serve as a model for human neurological diseases. Using affinity column o
f immobilized antibody against poly(ADP-ribose), alkaline treatment, 2D gel electrophoresis and mass spect
roscopy, we identified alcohol dehydrogenase and several other proteins as candidates of polyADP-ribosylat
ion in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
翻訳後修飾の中でも最も大きな分子を
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、
転写など様々な細胞内機能に関与してい
ると示唆されている。また近年、相同組み
換えに必要なBRCA2の機能欠失乳がん細胞
では、特別な抗がん剤を使用せずに、ポリ
ADP-リボシル化の阻害剤単剤で細胞死が
誘導されることが外国の研究者により報
告され、ポリ ADP-リボシル化の分子機能は
抗がん作用との関連も推定されてきた。 
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、生体内における
ポリ ADP-リボシル化タンパク質とその修
飾部位の決定が必須と考えられる。しかし
in vivo においてポリ ADP-リボシル化を受
けているタンパク質（アクセプタータンパ
ク質、被修飾タンパク質）の同定は、今な
お、下記の理由により困難を極めている。 
その原因の第一として、放射性同位元
素標識のリン酸は容易に細胞内に取り込
まれ、目的とするアクセプタータンパク質
の抗体があれば、それによって標識された
リン酸化タンパク質を同定することが可
能であるのに反して、ポリ ADP-リボース合
成の基質である NAD+は、細胞膜非透過性と
いう難点を抱えていてこのような同定法
が使用できない。さらに修飾残基のポリ
ADP-リボースは、２以上３００あるいはそ
れ以上の多様な鎖長を持つため、修飾を受
けたタンパク質の分子量は様々となり分
子量を指標にした検出や精製が困難であ
ることによる。 
しかしながら、我々は、ショウジョウバエ
の系において、ポリ(ADP-リボース）の分解
酵素(PARG)のノックアウト変異体を作成す
ることに成功しているので、この変異体の中
には in vivo においてポリ ADP-リボシル化さ
れたタンパク質が生体内に蓄積している可
能性がある。そこでこの変異体を多量に集め
てタンパク質を抽出し、ポリ(ADP-リボース）
に対する抗体を用いて精製し、ポリ(ADP-リ
ボース）とアクセプタータンパク質の結合が
エステル結合であることが多いことが、in 
vitro の知見により知られているので、これ
を加水分解することにより、目的タンパク質
の同定が可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
DNA 損傷修復、転写制御、細胞増殖と細胞
死、分化などに関与するとされるポリ ADP-
リボシル化の生理的役割は、生体内における
アクセプタータンパク質の同定が必須であ
るにもかかわらず、基質 NAD+の細胞膜非透過
性、迅速な代謝やポリ(ADP-リボース)の鎖長
が種々あるため就職を受けたタンパク質の
分子量が一定しないなどのため未だになさ
れていない。我々の樹立したポリ(ADP-リボ
ース)分解酵素の欠失変異体のショウジョウ

バエに蓄積するポリ ADP-リボシル化タンパ
ク質を、ポリ(ADP-リボース）に対する特異
抗体を固定したアフィニティーカラムによ
り分析可能な量まで大量に精製し、アルカリ
処理によりポリ(ADP-リボース）とアクセプ
タータンパク質の結合をきることにより、2
次元電気泳動により新たに出現するタンパ
ク質のスポットを切り出して質量分析装置
により同定する。またその修飾部位を同定す
る。修飾部位に変異を入れたタンパク質を発
現させ、細胞さらに個体における機能変化を
解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) PARG欠失ショウジョウバエ変異体を
大量に集め、タンパク質を抽出し、予
め調整したポリ(ADP-リボース)に対
するモノクローン抗体（１０H）アフ
ィニティーカラムのカラムに吸着した
画分を集め、これをポリ ADP-リボシ
ル化タンパク質粗画分とする。この画
分をアルカリ処理（１ N NaOH, 15 
min, 4℃）処理によりポリ(ADP-リボ
ース)とタンパク質とのエステル結合
を加水分解する。 

(2) ２次元電気泳動後のゲルを銀染色によ
るタンパク質染色する。アルカリ処理
なしとアルカリ処理ありの２種類のサ
ンプルを比較し、アルカリ処理により
新たに出現したスポットを見出し、質
量分析装置によりアクセプタータンパ
ク質を同定する。 

(3) 同定されたタンパク質を大腸菌で発現
させ、in vitroでもポリ ADP-リボシル
化反応を行ってポリ ADP-リボシル化
が起きるかどうかを確認する。 

(4) 哺乳動物細胞の相同タンパク質の抗体
を得て、哺乳動物細胞内でもポリ
ADP-リボシル化を受けているかを調
べる。 

(5) 代表的なアクセプタータンパク質につ
いて修飾部位を同定する。修飾部位の
アミノ酸に変異を入れたタンパク質を
発現させて細胞機能に与える影響を調
べる。 

 
４．研究成果 
(1) ショウジョウバエのポリ ADP-リボシル
化の分解酵素遺伝子欠失変異体 30,000
匹を用いて、ポリ(ADP-リボース）抗体
のアフィニティーカラムを用いて精製
した。 
(2) アフィニティーカラムからの溶出液を、
２次元電気泳動法にて分離し、アルカリ
処理後に新たに現れたタンパク質のス
ポットを質量分析計により解析した。そ
の結果、ポリ ADP-リボシル化のアクセプ
タータンパク質候補として、アルコール
脱水素酵素（ADH）の他、A キナーゼ・
アンカータンパク質200アイソフォーム 



D, グリコーゲンフォスフォリラーゼ、
グリセロリン酸酸化酵素１、エノラーゼ、
脂肪体タンパク質１、トロポニン T, ア
クチン-87E, リンゴ酸脱水素酵素を同
定できた。 
(3) 量的に多く認められたタンパク質とし
て同定されてきたショウジョウバエの
ADH について調べた。大腸菌内でリコン
ビナントタンパク質として発現させた
ショウジョウバエの ADH を精製した。関
西医科大学の田中 正和博士との共同研
究により放射性 NAD+を用いて試験管内
でヒトポリ(ADP-リボ-ス)合成酵素１
（hPARP1）を用いて試験管内でポリ ADP-
リボシル化反応を行った結果、現在の条
件ではポリ ADP-リボシル化が検出でき
ないという結果を得た。これは、用いた
酵素がヒト由来のPARP1であったことに
よる可能性と、生体内においては、各種
の補助タンパク質が必要であるなどと
in vitroにおける反応条件とは異なるた
めであるかもしれないとの可能性があ
り、検証を行う必要がある。 
(4) 関西医科大学の田中 正和博士との放射
性同位元素の NAD+を用いた共同研究を
行った。その結果、ヒト ADH に対して、
ヒト PARP1 を用いた試験管内でのポリ
ADP-リボシル化反応では、短いポリ
(ADP-リボース）を結合した ADH のバン
ドが検出された。 
(5) 予想以上のポリ ADP-リボシル化タンパ
ク質候補が同定されたので、まずは、そ
のポリ ADP-リボシル化が神経細胞死に
結びつくかどうかについて調べること
が優先されると考えている。その後に、
ポリ ADP-リボシル化部位の同定を行う
必要があると考えている。 
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