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研究成果の概要（和文）：本研究は、ユビキチン化酵素（例、UBC13）の基質を同定すること
を最終目標にして、ニワトリ DT40 遺伝子破壊株に SILAC（Stable Isotope Labeling using 
Amino Acids in Cell Culture）を応用する実験手法を樹立することを目的とする。我々は、
SILAC ⇒ ユビキチン化ポリペプチドの濃縮 ⇒ 濃縮ポリペプチドの質量分析を実施す
る実験プロトコールを確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to establish the protocol that 
ensures the sensitive analysis of ubiquitome for the chicken DT40 cell line. We have 
met the objective, and identified a number of ubiquitylated proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ユビキチン化による相同組換えの制御 
 相同組換え（図１）は、減数分裂時の組換
えのみならず、抗がん剤（例、シスプラチン）
によって発生した２重鎖DNA切断の修復に関
与する。我々は、世界に先駆けてユビキチン
化が２重鎖DNA切断修復に必須であることを
見出した（Mol Cell 2007; MCB 2008）。すな
わち、RAD18 もしくは UBC13 酵素が欠損した
ニワトリ DT40 細胞は、２重鎖 DNA 切断修復
の効率が大きく低下した。 

 
 
 
 
 

図１ 

(2) 我々の研究で、未解明な問題 

 ユビキチン化は、E1/E2/E3 と呼ばれる 3種
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類の酵素が合体して反応が触媒される。

UBC13（E2 酵素）と相互作用する E3 酵素の候

補として、RNF8 や RNF168 が論文発表された

（2007 年に Cell 2 報、Science 1 報、2009

年に Cell 2 報）。相同組換えにおける RAD18, 

RNF8, RNF168, UBC13 の酵素の、ユビキチン

化の基質は未解明のままである。 

 

(3) ユビキチン化酵素の多重遺伝子破壊の

必要性 

 ユビキチン化酵素は、複数の酵素が互いに

相補することが多い。この相補性を解析する

のには、ユビキチン化酵素の多重遺伝子破壊

が必要である。 

 

(4) SILAC を使ったプロテオーム解析 

 SILAC 解析（図２）には、(i)安定アイソト
ープラベル、(ii)液体クロマトグラフィーと連
結した質量分析、(iii)データの情報学的解析、
の以上 3ステップが必要である。研究開始当
初、本プロジェクトを遂行できる研究室は京

大の中に事実上無かった。2~3種類の資料に
ついて 5,000種類ものタンパクの量比を解析
できる。 
 

図２ 

２．研究の目的 
 SILAC (Stable Isotope Labeling using 

Amino acids in Cell culture)と呼ばれる次

世代プロテオミクス手法を使って解析する。

SILAC を使うと、2 種類の試料（例、ユビキ

チン化酵素遺伝子破壊細胞と対照細胞）の間

で5,000 種ものタンパク分子の量を正確に比

較定量できる。SILAC を使ったタンパク質量

分析手法を DT40 細胞で確立する。そして確

立した手法で DT40 細胞のユビキトームを解

析する。 

 
３．研究の方法 
(1) ユビキチン化酵素（RAD18 と RNF8）の、

ユビキチン化依存的機能と非依存的機能を

区別するために、前者の機能のみ破壊したノ

ッ ク イ ン ミ ュ ー タ ン ト （ RAD18C29F/- と

RNF8C398F/- 細胞）を創る。 

 

(2) ユビキチン化酵素の多重遺伝子破壊を

実施する。 

 

(3) RAD18, RNF8, RNF168 ユビキチン化酵素

の基質を同定するため、SILAC によるユビキ

トーム解析を野性型-ユビキチン化酵素欠損

細胞間で行う。 

 
４．研究成果 
(1) RAD18C29F/-, RNF8C398F/- 細 胞 と
RAD18-/-/RNF8C398F/-, RAD18C29F/-/RNF8-/-細胞を
創った。これらのミュータントは RAD18-/-, 
RNF8-/-細胞および RAD18-/-/RNF8-/-細胞よりも
表現型が軽かった。すなわち、これらの酵素
はユビキチン化非依存的機能もあることが
証明できた。 

(2) RAD18-/-/RNF8-/-細胞を創り、その表現型
を RAD18-/-および RNF8-/-細胞の表現型と比較
した。その結果、多重遺伝子破壊細胞は相乗
的に相同組換え機能が低下していることが
判った。図３では、シスプラチン（抗がん治
療薬）や紫外線に曝露された細胞の生存率 

 
 
 
 
 
 
 

 

図３ 

を示す。これらの処理によって生じた DNA 損
傷 が 修 復 さ れ に く く な り 、 特 に

 

 

 

 



 

 

RAD18-/-/RNF8-/-細胞が死にやすいことが判る。
死にやすい原因は、２重欠損の相同組換え機
能が大きく低下したことである。 

(3) 我々は、RNF4-/- DT40 細胞を創り、その
細胞では相同組換えの正確さが低下すると
いう、非常に興味深い知見を得た。そこで
SILAC の応用を、当初の予定を変更し、RNF4
ユビキチン化酵素の基質を同定するプロジ
ェクトをとくに優先的した。 
 X 放射線照射 10 分後のユビキトームを
RNF4-/-と RNF4+/- DT40 細胞とで SILAC を使っ
て比較した。その結果、RNF4+/- DT40 細胞の
方が有意に高くユビキチン化されたタンパ
クとして、Histone H3、SUMO2, Histone H1.11L
が同定できた。本研究は 2012 年 4 月に首都
大学東京に我々の研究室から栄転した廣田
教授が首都大学東京において実施した（図４、
５）。 
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 またリン酸化（フォスプォトーム）を解析
する新たな研究を開始した。この研究は論文
１.の研究成果に基づく。 
 
(4) トランスクリプトーム解析 
DT40 細胞のトランスクリプトームを工樂博
士（神戸・理化学研究所）と共同して 2012
年度に解析した（基盤(S)の経費使用）。スク
リプトーム解析は、ニワトリゲノムの x30
のカバレッジで行った。このデータベース
によって、ニワトリの系統間にあるゲノム配
列の多型性を気にすることなく、質量分析の
データからタンパク分子を同定する作業が
できるようになった。 
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