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研究成果の概要（和文）：これまでにチューブリンが化学物質の毒性ターゲットになるのは重合、脱重合の平衡をかく
乱する場合に限局されており、それ以外の場合に毒性ターゲットになることは考えられてこなかった。本研究では、環
境化学物質の毒性標的としてチューブリンに着目し、チューブリンを毒性ターゲットとする化学物質の探索を行った。
チューブリンのアセチル化、ユビキチン化に対する様々な環境化学物質の影響を調べたところ、ユビキチン化を阻害す
る物質が見出された。チューブリンのタンパク寿命延長は細胞毒性に繋がる可能性があり、環境化学物質の毒性標的と
なる可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Tubulin as a target of toxicity was limited to the case of disturbance of polimeri
zation/depolymerization, and it was not expected that tubulin is a target in other cases. In the present s
tudy, we focused on tubulin as a target of toxicity and searched chemicals acting on tubulin. When we exam
ined the effects of environmental chemicals on acetylation and ubiquitination of tubulin, we found chemica
ls inhibiting tubulin ubiquitination. Life extention of tubulin accompanied with the inhibition of ubiquit
ination will lead to cytotoxicity, and it raises the possibility that some kinds of environmental chemical
s acts on tubulin and exerts the toxicity.
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１．研究開始当初の背景 
 

古くから知られている細胞骨格タンパクで

あるチューブリンは、重合して微小管を構成

している。チューブリンと微小管の間で重合

と脱重合を繰り返し、重合・脱重合の動的平

衡により微小管の構造を維持している。その

ため、チューブリンのはたらきを阻害する化

学物質は生命の維持にとって致命的となる。

チューブリンの重合を安定化するタキソー

ル、あるいは反対に重合を阻害するコルヒチ

ンのような物質は、強力な毒性を惹起するこ

とが知られているが、従来、このようなチュ

ーブリンの重合・脱重合を直接阻害する物質

を除いて、チューブリンに作用し、毒性発現

する環境化学物質は見出されていなかった。 

 

タキソールやコルヒチンのように重合/脱重

合を直接阻害する強力な作用を持っていな

くても、チューブリン翻訳後修飾に影響を与

えるような一見軽微にみえる作用を有する

化学物質が、チューブリンの動態や微小管の

機能異常を誘発し、その慢性的な毒性発現に

関与しているのではないかと考えた。実際に

低濃度化学物質を細胞に曝露し、チューブリ

ン抗体で免疫染色すると、細胞死が起きる時

間よりかなり前に、細胞骨格が崩れている場

合がよくあることに我々は気付いた。 

 

一方我々は、様々な化学物質の毒性メカニズ

ムについて報告してきたが、近年、ある種の

化学物質が、チューブリンのユビキチン化を

阻害する可能性を見出した。これは、ユビキ

チン化阻害という重合・脱重合以外のメカニ

ズムでチューブリンに作用し、毒性発現する

環境化学物質が存在することを意味する。ユ

ビキチン化阻害はチューブリンタンパク質

の寿命を延長し、細胞毒性に繋がることが知

られている。例えば、他の翻訳後修飾もチュ

ーブリンおよび微小管の機能と密接に関わ

っているため、その阻害や亢進は細胞機能に

異常をきたす可能性が考えられる。 

 

また、チューブリンにおいてユビキチン化さ

れるリジン残基の周辺には、アセチル化部位

やアミノ酸化部位が存在するため、これらの

部位における翻訳後修飾の亢進はユビキチ

ン化を阻害し、チューブリンタンパク質寿命

の延長により細胞毒性を惹起する可能性が

考えられる。 

 

これまでに環境化学物質の毒性標的として

様々なタンパク質が研究されてきたが、チュ

ーブリンが化学物質の毒性ターゲットになる

のは重合、脱重合の平衡をかく乱する場合に

限局されており、それ以外の場合に毒性ター

ゲットになることは考えられてこなかった。 

 

２．研究の目的 

 

以上の背景を踏まえて本研究では、環境化学

物質の毒性標的としてチューブリンに着目

し、チューブリンを毒性ターゲットとする化

学物質を同定することにより、ヒトに与える

リスク評価を行う。また、化学物質がチュー

ブリンに作用することによる影響を、チュー

ブリン重合のみならず、微小管動態異常、チ

ューブリンタンパク質の寿命延長に基づく

不溶性チューブリン増加の観点から検討し、

環境化学物質によるチューブリンを介した

新規毒性とそのリスク影響を解明すること

が、本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

 

３−１．チューブリンは様々な翻訳後修飾を

うける部位がほぼ明らかになっている。そこ

で数十種類の環境化学物質について、β-チ

ューブリンのユビキチン化およびアセチル

化に対する影響について調べる。神経芽細胞

腫 SH-SY5Y に当該物質を添加し、アセチル化

についてはアセチル化チューブリン特異的

抗体を用いたウエスタンブロットにより調

べる。また、ユビキチン化については抗β-

チューブリン抗体を用いて免疫沈降を行っ

た後、抗ユビキチン抗体を用いてウエスタン

ブロットを行うことにより調べた。 

 

３−２．チューブリンのユビキチン化に影響

を与える物質については、チューブリンをユ

ビキチン化するユビキチンリガーゼとして

報告されている parkin のユビキチン化活性

についても調べた。parkin は自身のユビキチ

ン化も行うため、抗 parkin 抗体を用いて免

疫沈降を行った後、抗ユビキチン抗体を用い

てウエスタンブロットを行うことにより調



べた。 

 

３−３．チューブリンの高次構造変化は溶解

性を低下させ、不溶性チューブリンを増加さ

せる可能性がある。不溶性チューブリンは微

小管重合に参加できず、その蓄積は毒性に繋

がることが予想される。そこで、1% Nonidet 

P-40 不溶性画分（TNE 不溶性画分）を用いて

ウエスタンブロットを行い、翻訳後修飾かく

乱物質による不溶性チューブリン増加を調

べた。 

 

４．研究成果 

 

４−１．パーキンソン病脳脊髄液で増加する 1

－ベンジルテトラハイドロイソキノリン 

(1BnTIQ) という環境中にも存在する化学物

質、およびパーキンソン病モデル動物作製に

汎用されるモデル物質 MPTP の活性代謝物

MPP+が各々10 Mでβ-チューブリンのユビキ

チン化を阻害することが明らかとなった。ア

セチル化に関して影響を与える物質は見出

されなかった。また、その他の環境中に存在

する代表的な化学物質に関しては、チューブ

リンのアセチル化およびユビキチン化に影

響を与えるものは見出されなかった。 

 

４−２．β-チューブリンのユビキチン化を阻

害することが示された 1BnTIQ および MPP+に

ついて、β-チューブリンのユビキチン化を

担う parkin の自己ユビキチン化活性を調べ

たところ、10 M MPP+は parkin のユビキチ

ン化を阻害した。この結果から、低濃度 MPP+

はユビキチンリガーゼ parkin の活性を低下

させることにより、基質であるチューブリン

のユビキチン化が阻害されることが示唆さ

れた。 

 

４−３．MPP+によるユビキチン化阻害がどの

ような影響をもたらすかを調べる目的で、チ

ューブリンの不溶化について検討を行った。

その結果、低濃度 MPP+は TNE 不溶性画分にお

けるチューブリンおよび parkin を増加させ

ることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図. 低濃度 MPP+ によるチューブリンおよび parkin の不溶化 

 

以上の結果より、本研究において一般的な環

境化学物質によるチューブリンの翻訳後修

飾阻害は見出されなかったものの、パーキン

ソン病関連物質 MPP+が低濃度でチューブリ

ンのユビキチン化を阻害し、この原因はチュ

ーブリンのユビキチン化を担う E3 リガーゼ

である parkin のユビキチン化活性低下によ

る可能性が示唆された。また、おそらくこの

結果として、チューブリンの不溶化が起きて

いることが明らかとなった。このようなチュ

ーブリンのユビキチン化阻害およびそれに

伴うチューブリンの不溶化は、化学物質の新

たな毒性ターゲットとなりうる可能性が考

えられる。 
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