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論 文 内 容 の 要

ユビキチンープロテアソーム系蛋白分解システムは細胞周期,転写,DNA修復,抗原提示,癌化,アポトーシ

スなど,様々な生命現象に関与している｡この蛋白分解系は,まず76アミノ酸より構成されるユビキチンがエ

ビキチン活性化酵素(El)とエネルギー依存的に結合した後,ユビキチン結合酵素(E2)の活性Cys残基に転

移し,チオエステル結合する｡続いて標的タンパク質がE2より直接あるいはユビキチンリガーゼ(E3)を介し

てエビキチン化され,ATP依存性プロテアーゼであるプロテアソームにより分解される｡酵母では10種類のE2

が存在し,その中でUBC4,UBC5は熱ショック,ストレス応答に必須である｡申請者らがクローニングした

UBE2E2及びUBE2E3はUbcH6と共にUBC4と相同性の高いUBCドメインを持ち,N末端側に伸長したヒト

クラスⅢE2ファミリーを形成している｡UBE2E3とUbcH6のマウスホモログであるUbcM2およぴUbcM3は

UBC4/UBC5変異酵母株に対して相補性を示す｡また,UbcM2は核輸送坦体importin-11と会合し,その過剰

発現は細胞増殖を抑制することが明らかになっているが,このファミリーの生物学的な役割についてはほとんど

解明されていない｡そこで,本研究では,クラスⅡE2の機能解析を目的として,UBE2E2と相互作用する蛋白

質をyeast two-hybrid法にてスクリーニングを行い,得られた-RING-finger蛋白をコードする2種のcDNA

(ARA54,RNF8)について機能解析し,以下の結果を得た｡

研究方法

(1)UBE2E2と相互作用する分子をクローニングするためにyeast two-hybridスクリーニングを行った｡

UBE2E2をpAs(DNA結合ドメイン),B細胞cDNAライブラリーをpAct(転写活性化ドメイン)の各ベクター

にクローニングしてスクリ,ニングした｡また同様な手法にてE2とRING-fing6r蛋白の会合特異性を試験した｡

(2)RING-finger蛋白のin uitT･OB己ユビキチン化にはバキュロウイルスによる昆虫細胞発現系で調製した蛋

白を用いた｡すなわち,RING-finger蛋白のcDNAを組み込んだプラスミドを大腸菌内で組み換え,得られた

DNAをSf9細胞に感染させ蛋白を大量発現した｡なおEl,E2はE coli(BL21)にて調製した｡

(3)RING-finger蛋白のin uiuo自己ユビキチン化におけるCOS7細胞への遺伝子導入はリボフェクションに

より行った｡HA付加ユビキチンを同時に発現させ,NiビーズでHisタグ付加蛋白を精製し,ウエスタンブロッ

ティングにより,ユビキチン蛋白を検出した｡

結果と考察

(1)B細胞cDNAライブラリpを用いてUBE2E2をbaitとしてyeasttwo-hybridスクリーニングを行った結

果,RING-finger蛋白をコードする2種のcDNA(ARA54,RNF8)を得た｡ARA54はアンドロゲン受容体

(AR)のコアクチベーターとしてリガンド依存的にARに結合し,その転写を活性化することが知られている｡

(2)種々のE2を用いてyeast two-hybrid assayによりARA54,RNF8とE2の会合特異性を検討した｡

A鱒A54,RNF8はクラスⅢE2(UBE2E2,UbcH6,UBE2E3)と特異的な会合が認められたが,その他のE2

(UbcH5,UbcH7,UbcHlO,hCdc34,hBendless)のいずれとも会合しなかった｡特にARA54はUBE2E2及び
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UbcH6と,一方,RNF8はUBE2E2と強い会合を示した｡またUBE2E2の部分欠損蛋白を用いた実験により,

ARA54,RNF8はいずれもUBE2E2のUBCドメインと会合することが分かった｡ヒトクラスⅢE2はUBCドメ

イン内で90%以上の相同性を示すが,N末端側の伸長部分の相同性は著しく低い｡UBE2E3はこれら'oRING

蛋白と強く会合しないことから,ARA54,RNF8とクラスⅢE2の相互作用には,N末端側の伸長部分も影響を

与えていることが示唆された｡

(3)ARA54,RNF8の種々の部分欠損体,及びRINGドメイン中のCys残基をSer残基に置換した変異体を用

いたtwo-hybridassayでE2との会合領域を調べた｡RINGドメインの欠損体,Cys→Ser変異体において会合

を認めなかったことから,E2との相互作用にはRINGドメインが重要であることが明らかとなった｡

(4)最近,癌遺伝子産物MDM2をはじめ,RING型E3が相次いで報告された｡これらはRING-fingerドメイ

ンを介してE2と結合しており,このドメインがE3活性のみならず自己ユビキチン化活性にも重要であること

が明らかにされた｡そこで,ARA54,RNF8のin uitroでの自己ユビキチン化活性を検討したところ,昆虫細

胞に発現させた野生型ARA54,RNF8はクラスⅢE2依存的に自己ユビキチン化され,また,RING変異型

ARA54,RNF8では抑制されたことから,ARA54,RNF8がRING型E3として機能することが示された｡

(5)COS-7細胞に発現させた野生型ARA54,RNF8はユビキチン化が認められ,プロテアソーム阻害剤MG132

の添加により分解が抑制された｡さらにRING変異ARA54,RNF8も分解が抑制された｡このことは,ARA54,

RNF8の発現量がユビキチンープロテアソーム分解系で制御されていることを示すとともに,RING変異による

自己ユビキiン化の抑制が自己分解の抑制に連係していることを表している｡

(6)GFP融合蛋白を発現させたCOS-7細胞においてARA54は細胞全体に広がり,RNF8は主に核に局在して

いたことから,これらのRING-finger蛋白質は核内蛋白の機能に関与していると考えられた｡

結語

以上の結果から,RING-finger蛋白ARA54,RNF8はクラスⅢE2及びRING依存的に自己ユビキチン化され

ることが明らかとなった｡さらに,これらはRING型E3として,クラスⅢE2と共に核内蛋白のユビキチ.ン化,

分解を介して細胞機能の調節に関与している可能性が示唆された｡

論文審査の結果と要旨

申請者 伊藤賢一は,yeaSt tWO-hybrid法によりUBE2E2と相互作用するcDNAの探索を行い,RING-finger

蛋白をコrドする2種のcDNA(ARA54,RNF8)を得た｡ARA54,RNF8がヒトUBE2E2及びRINGドメイ

ン依存的に自己ユビキチン化され,プロテアソーム依存的に分解されることや細胞内局在を明らかにした｡これ

らの知見は今後,クラスⅢE2を介したユビキチン化の細胞生物学的機能を解明する上で少なからず寄与するも

のと考える｡
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