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研究成果の概要（和文）：　本研究課題において新規翻訳後修飾１種類の同定に成功した。修飾の探索に用いるモデル
タンパク質としてはヒストンタンパク質を用いた。候補として同定された修飾が実際に細胞内において存在することを
証明するため、①放射性同位体ラベルされた化合物を用いてタンパク質への取り込み（修飾活性）を確認し、このよう
な修飾がタンパク質上に生じていることを証明した。さらに、②修飾アミノ酸を認識する特異的抗体を作製しドットブ
ロットおよびウェスタンブロットによる検出に成功した。新規修飾を特異的に認識する抗体作製に成功したことは今後
の解析にとって非常に有意義であり、翻訳後修飾研究において世界的にもリードしていると考えている。

研究成果の概要（英文）： In this project, we succeeded to identify at least one novel PTM. As a substrate 
of the novel PTM, we utilized histone proteins. To validate the existence of the novel PTM, we performed i
n vitro modification assays with radio-active compounds. Furthermore, we succeeded to generate the antibod
ies recognizing the PTM. These results are significant for future experiments for analyzing the novel PTM.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の翻訳後修飾は、遺伝子数によ

らず生命現象の多様性を説明することので
きる概念である。これまで、アセチル化やリ
ン酸化をはじめとする翻訳後修飾がタンパ
ク質相互作用の足場となることや、酵素活性
の調節に働くことがわかってきている。しか
しながら、タンパク質上の翻訳後修飾の同定
を行うには大量のタンパク質を精製しアミ
ノ酸シークエンス法を行う必要があったな
ど手法的に難しいこともあり、新しい翻訳後
修飾を考慮した研究はほとんど存在してお
らず、新規修飾の存在の有無もまったく不明
であった。 
 申請者は、これまで、ヒストン修飾因子に
着目し、生化学的にこれら修飾因子複合体を
精製・同定してきた（Yokoyama et al., Mol 
Cell Biol, 2008, Yokoyama et al., Genes 
Cells, 2010）。また、最近では転写因子の一
つである HNF4タンパク質をモデルに、そ
のタンパク質上に生じている翻訳後修飾を
網羅的に同定する実験系を最近構築した
(Yokoyama et al., Biochem Biophys Res 
Commun, 2011）。この過程で、多くのタンパ
ク質上には既存の翻訳後修飾では説明のつ
かない分子量シフト、即ち新規修飾が多数存
在することを見出している。さらに、高精度
質量分析計を用いてこれらの未知修飾を解
析することにより、いくつかの新規修飾候補
を得ることに成功している。以上の経緯より、
細胞内の新たな翻訳後修飾を同定し、その修
飾を受けるタンパク質を網羅的に同定する
ことで新たな生命現象を説明することがで
きると考え本研究課題を着想した。同様の研
究は皆無であり、国内外で先駆的研究と位置
づけられると考える。 
 
２．研究の目的 
遺伝子の数のみでは多様な生命現象を説

明できないことがポストゲノムの一つの問
題となっている。プロテオミクスの発展によ
り、生体内のタンパク質はアセチル化やリン
酸化など多彩な翻訳後修飾を受け質的な多
様性を獲得していることが明らかとなって
きた。従って、タンパク質の翻訳後修飾によ
る機能制御がこれら多様な生命現象を説明
する一つの概念として認められつつある。し
かしながら、これまで技術的な制約からタン
パク質の新規翻訳後修飾の可能性について
考慮した研究は少なかった。近年の質量分析
技術の発展に伴って、これまで想定されて来
なかった新規翻訳後修飾を無作為的に同定
することが技術的に可能となってきた。 
申請者は、最近特定のタンパク質上に生じ

ている翻訳後修飾を網羅的に同定する実験
系を確立した（Yokoyama et al., Biochem 
Biophys Res Commun, 2011）。また、上述の
ようにこの実験系を確立する過程でタンパ
ク質上に未知修飾が多数存在することを予
備的に見出すことに成功していた。そこで本

研究課題では、これら新規の翻訳後修飾を同
定することを第一の目的としたさらに、その
修飾を特異的に認識する抗体を作製し、細胞
内でこれら修飾を受けるタンパク質を網羅
的に同定することで、新たな翻訳後修飾によ
る生命現象の制御機構を明らかにすること
を最終的な目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究課題では、タンパク質の新規翻訳後

修飾の同定とその生物学的意義を解明する
ため、以下 3点の研究を計画した。 
第一に、精密質量の測定が可能な質量分析

計（LC-MS/MS）によってタンパク質に生じる
新規翻訳後修飾をプロテオミクス的手法に
より同定する。同定された新規翻訳後修飾が
付加されたアミノ酸抗原を化学合成し修飾
を認識するパン抗体（ウサギポリクローナル
抗体）の作製により、細胞内に実際に同定さ
れた修飾が存在することを証明する。 
第二に、作製したパン抗体を用いて細胞内

の新規修飾を受けるタンパク質群を、質量分
析計を用いて網羅的に同定する。修飾タンパ
ク質群を網羅的に同定するための実験系は
既に構築済みであったためこれを用いる。 
第三に、網羅的同定により取得された因子

群の中からモデル因子を選択し、その機能制
御に新規修飾がどのように関与するのかを
詳細に解析する。モデル因子としては、既に
解析系を構築済みである転写関連因子に絞
り解析を行う（下スキーム図参照）。これに
より、同定された新規修飾が細胞内の生命現
象においてどのような作用点で関与してい
るのかを明らかにする。 
 
 

 
 

４．研究成果 
本研究課題の実施期間において、大きな課

題目標であるタンパク質上に生じる新規翻
訳後修飾１種類の同定に成功した。具体的に
は、質量分析を用いて新規翻訳後修飾の候補
を洗い出した。修飾の探索に用いるモデルタ
ンパク質としては、主にヒストンタンパク質
を用いた。候補として同定された修飾が実際



に細胞内において存在することを証明する
ために、以下の２つの手法を用いた。 
（１）放射性同位体ラベルされた化合物を

用いてタンパク質への取り込み（修飾活性）
を確認し、このような修飾がタンパク質上に
生じていることを in vitro の酵素活性測定
実験系において証明した。 
さらに、（２）修飾アミノ酸を認識する特

異的ポリクローナル抗体をウサギにて作製
しドットブロット（下図差参照）およびウェ
スタンブロットによる検出を行った。 
（１）において、種々の細胞由来抽出液か

ら、同定した翻訳後修飾をヒストンタンパク
質をはじめいくつかのタンパク質に付加す
る活性を見出すことに成功した。この結果か
ら本研究課題において同定した新規翻訳後
修飾は、細胞内において酵素的に生じている
ものであることが明らかとなった。また、こ
の実験系を用いることで新規翻訳後修飾付
加の責任酵素を生化学的に同定することが
今後できると考えている。 
さらに、（２）において、新規翻訳後修飾

を付加したアミノ酸の化学合成に成功し、こ
れを認識するパン抗体の作製を行った結果、
特異的に目的の翻訳後修飾のみを認識する
抗体を得ることに成功した。新規翻訳後修飾
を特異的に認識可能な抗体の作製に成功し
たことは今後の解析にとって非常に有意義
であり、翻訳後修飾研究において世界的にも
リードしていると考えている。 
最終年度では、作製した特異的抗体を用い

て、同定された新規翻訳後修飾が細胞内に存
在することをウェスタンブロットにより証
明することができた。さらに、この抗体を用
いた免疫沈降法と質量分析を組み合わせる
ことによって、細胞内で新規翻訳後修飾を受
けるタンパク質をプロテオミクスにて網羅
的に同定しつつあり、近い将来この新規翻訳
後修飾の細胞内の生命現象における作用点
とその関わりを明らかにできるものと考え
ている。 
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