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研究成果の概要（和文）：ユビキチン化のユビキチン結合酵素(E2)は、白血病、肺がん、乳がんなどに関わる。
E2活性を高感度に検出できれば、がん疾患の診断や病態把握に役立つ。本研究では、人工的に作製したARF分子
を活用し、AMISセンサーを備えた生理活性反応測定装置で、E2活性の検出を検討した。ARF分子を用いること
で、ユビキチン化の基質を必要としない簡便なE2活性検出ができ、フェムト～マイクロmol/Lの応答濃度範囲
で、E2活性のリアルタイムな高感度定量検出が可能となった。更に、抗がん剤を作用させた急性前骨髄性白血病
細胞のE2活性をリアルタイムで計測することに成功したので、本法は疾患の病態分析に役立つものと期待され
る。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin-conjugating enzymes (E2) in ubiquitination are associated with
 various diseases such as leukemia, lung cancer, and breast cancer. Thus, assessing E2 activity 
leads to the monitoring of tumor development for diagnostic and prognostic purposes. Here, we 
described the detection of E2 activity on a signal accumulation ISFET biosensor (AMIS sensor) using 
an artificial RING finger (ARF). The use of ARF enabled the simplified detection of E2 activity 
without a substrate. The high-sensitivity quantitative detection of E2 activities was demonstrated 
via real-time monitoring over a response range of femtomolar to micromolar concentrations. 
Furthermore, the monitoring of E2 activities was successfully achieved using human acute 
promyelocytic leukemia cells following treatment with the anticancer drug bortezomib, which allowed 
the assessment of the pathological conditions. 

研究分野： 生物分析化学
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図２：ARF による E2 活性検出 

１．研究開始当初の背景 
 
生体内では、構造異常などが原因で不要と

なったタンパク質(標的タンパク質)を分解す
る機能、即ち、品質管理機能が存在する。こ
れはユビキチン化により行われる。ユビキチ
ン化は、基本的にユビキチン活性化酵素(E1)、
ユビキチン結合酵素(E2)およびユビキチンリ
ガーゼ(E3)の 3 つの酵素が関与しており、ユ
ビキチンが E1 から E2 に転移し、そして E3
を介して標的タンパク質に付加される。この
反応が繰り返されることで複数のユビキチ
ンが標的タンパク質に付加される。付加され
た複数のユビキチンを目印に、標的タンパク
質の分解が行われる。このユビキチン化は、
様々な疾患との関係も深く、ユビキチン化の
度合いを高感度に検出できれば将来的に疾
患の診断・病態把握が可能である。これまで
にユビキチン化に関わる酵素であるユビキ
チンリガーゼ(E3)を人工的に作製し、これを
活用することで、ユビキチン化の度合いを検
出することに成功している。この本研究では、
人工的な E3 を活用して、がん細胞の培養上
清中や血清中におけるユビキチン化の計測
を実施し、疾患診断の可能性を検討する。 
 
２．研究の目的 
 
（１）急性前骨髄性白血病に関与する E3 で
ある SIAH1のアミノ酸配列に基づき、人工的
な E3（以下、ARF とする）を分子設計し作製
する。 
 
（２）単離精製されたユビキチン、E1、E2、
ARF などユビキチン化に必要な試薬を混合さ
せ、in vitro レベルで、ユビキチン化の度合
いを検出する。 
 
（３）抗がん剤ボルテゾミブをがん細胞に作
用させ、アポトーシスを誘導する。そのとき
の、培養上清を試験サンプルとして、ARF の
ユビキチン化機能の実験を検討する。 
 
（４）担癌マウスモデルの血清中におけるユ
ビキチン化の度合いを ARFで捉えて計測する
条件を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）急性前骨髄性白血病由来の SIAH1の活
性部位を ARF の土台に移植し、ARF を分子設
計し、合成する。 
 
（２）単離精製されたユビキチン、E1、E2、
ユビキチンなど必要な試薬を混合させ、そこ
に ARFを添加することで生じるユビキチン化
を AMIS-101 装置で検出する。ユビキチンの
付加に伴う遊離プロトンの減少を AMIS-101
を利用して定量的・高感度に検出・測定する。
ユビキチン化の度合いは、プロトンの減少と
いう観点から捉える事ができる。 

 
（３）E2酵素が高発現している急性骨髄性白
血病細胞株(NB4)に抗がん剤ボルテゾミブを
添加し、アポトーシスを誘導させ、培養上清
中に E2を漏出させた。この培養上清を被検
体として、ARFを使ったユビキチン化検出を
行う。 
 
４．研究成果 
（１）図１に示したように、急性前骨髄性白
血病由来の SIAH1の活性部位（アミノ酸５残
基 PKLTC）を ARF の土台に移植する。 

 
 
この移植法は、これまでに我々が開発して

きたヘリックス領域置換法を活用して行わ
れた。この分子設計されたアミノ酸配列に基
づき、ARFをペプチド合成(PSSM-8,島津製)
し、トリフルオロ酢酸等で脱保護を行った後、
グラジエント HPLCで精製した。合成確認は、
質量分析(AXIMA-TOF2,島津製)によって行っ
た。 
 
（２）ARF によるユビキチン化実験を行った。
先ず、ユビキチン化反応に必要な各種試薬
（E1,E2,ユビキチン）を混合させ、それを生
理活性反応測定装 AMIS-101(バイオエックス
製)の測定センサーに投入し、37℃で温度安
定させしばらく静置する。次に、AMIS-101の
センサーに ARFを添加してユビキチン化の反
応を生じさせて、混合液中の遊離プロトンの
減少をリアルタイムに検出し定量的・高感度
に測定を行った。この時、図 2に示したよう
に、E2 にユビキチンが付加した複合体が形成
されている。そこに、我々が開発した ARF が
添加され、ARF上にユビキチンが転移される。
この転移量から、ユビキチン化の度合い、即
ち、E2活性を見積もることができる。 

 
この測定について、さらに、詳細に検討す

べく、濃度の異なる E2 UbcH8(0.014, 0.56,
および 4.66 nM)を用いた時の、それぞれの
E2 活性検出を検討したので、図３に測定結果

図１：ARF の分子設計法 



図５：ウエスタンブロット法による ARF 反

応の検出 

図３：E2 活性のリアルタイム検出 

図４：AMIS センサーを用いる E2 活性

検出の検量線 

を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３では、時間軸に対して、AMIS 強度

(Volt)がプロットされている。E2 濃度に依存
して、AMIS強度(Volt)が増加していることが
分かる。また、反応系にユビキチンを含まな
いサンプルを Negative Controlとして測定
した。これら実験結果から、ユビキチン化反
応中の E2活性を AMISセンサーで高感度に検
出・測定できることが示された。図中の↑は
ARF を投入した時間を示している。ARF 投入
による物理的な影響によってショックピー
クが出現している。しかし、150 秒後付近か
ら、徐々にシグナルが安定しており、正味の
ARF 由来のシグナルが観測できている。その
後、約 300 秒の間、極めて安定な E2 活性の
観測が実現している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
次に、E2の濃度を更にワイドレンジで変化

させた時の、AMISセンサー検出結果を図４に
示した。ここでは、UbcH8 と UbcH6 の２種類
の E2 の活性を計測し、検量線を作成した。
UbcH8 では、応答濃度範囲(140.0 fM–1.4 μ
M )、検出限界 50.4 fg であった。一方、UbcH6
では、応答濃度範囲(70.0 fM–1.4 μM )、検
出限界 30.0 fg であった。また、検量線の傾
きは、0.044 (UbcH8)、0.018(UbcH6)となっ

ていた。今回の条件において、UbcH8 の活性
は UbcH6 のそれよりも高いと言える。UbcH8
および UbcH6の両方において、E2 活性をワイ
ドレンジで測定できており、高感度且つ定量
的に捉えることに成功していることが分か
る。 

以上の、実験結果より、ユビキチン化反応
における E2 活性は、ARF を活用する AMIS セ
ンサーにて高感度でリアルタイムに応答す
ることが明らかとなった。 
 
（３）（２）の実験結果を更に発展させるた
めに、測定サンプルを精製された試薬を用い
る系から、培養上清に変えて実験を進めた。 
 ヒト急性前骨髄性白血病株(NB4)に各種濃
度のボルテゾミブを添加して、そのがん細胞
の細胞死を誘導する実験を行った。NB4 細胞
の細胞死によって、UbcH8―ユビキチン複合
体が細胞外に逸脱され、その結果、その複合
体が培養上清中（以下、上清サンプル）で検
出されることを明らかにした。また、添加す
るボルテゾミブの濃度を上昇させれば、それ
に応じて上清サンプルに漏出する UbcH8―ユ
ビキチン複合体量が増加していくことも分
かった。 
次に、ARFを各種濃度(0, 10, 100 nM)のボ

ルテゾミブを作用させた後の上清サンプル
に添加し、ARF のユビキチン化反応実験を実
施した。ここではウエスタンブロットにて検
出して結果を図５に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５では、ARF にユビキチンが付加した

ARF-Ubが僅かではあるが観測されており、E2
活性を上清サンプルにて捉えることができ
た。 
しかしながら、ボルデゾミブの濃度の変化

に応答して変化する ARFの反応性の違いを捉
えることは難しい。 
そこで、培養液中に異なる濃度の E2 を含

有した試験サンプルを用意し、その E2 活性
の検量線を描いた結果を図６に示した。ここ
で得られた検量線は、図３における UbcH8 と
類似しており、明らかに、培養液の影響を殆 

UbcH8 

UbcH6 



図６：上清サンプル中の E2 活性の検量線 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ど受けずに、AMIS センサーにて、E2 活性を
検出・測定できることを見出した。この検量
線を使って、NB4細胞(1 × 105 cells/ml)か
ら培養上清に漏出してくる E2 活性を見積も
った。その結果、10 と 100 nM のボルテゾミ
ブを作用させたとき E2活性は、それぞれ 5.1 
pM (8.9 pg/100 μl)および 17.3 pM (30.4 
pg/100 μl) となった。 
以上より、簡便且つ定量的に、ARF を用い

た検出系で E2 活性を捉え計測することに成
功した。 
 
（４）（３）で得られた結果を踏まえて、実
験動物マウスの血清中にて、ARF を活用する
ユビキチン化検出を実施中である。 
動物実験に移行するための最適な測定条件
を検討しているところである。 
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