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群馬大学生体調節研究所内分泌・代謝学共同研究拠点共同研究報告書

群馬大学生体調節研究所長殿

平成28年4月26日

所属機関名愛媛大学プロテオサイエンスセンター

職名教授

研究代表者澤崎達也

下記のとおり平成27年度の共同研究成果を報告します。

記

(課題番号:13016)

1.共同研究課題名コムギ無細胞タンパク質合成系を用いた網羅的ユビキチン化解析

2.共同研究目的代謝シグナルに関与するユビキチンリガーゼの同定と生物学的役割の解明を目指す。

3.共同研究期間平成27年4月1日～平成28年3月31日

4.共同研究組織

氏名所属部局等職名等役割分担

(研究代表者)澤崎達也愛媛大学プロテオサイエンスセンター教授研究立案

(分担研究者)竹田浩之高橋宏隆上松篤史土居耕介中島達朗山中聡士愛媛大学プロテオサイエンスセンター助教助教大学院生大学院生大学院生大学院生スクリーニング実験細胞生物学的実験細胞生物学的実験生化学実験生化学実験薬剤スクリーニング
5.群馬大学生体調節研究所の共同研究担当教員分野名分子細胞制御分野氏名徳永文稔

※次の6,7,8の項目は,枠幅を自由に変更できます。但し,6,7,8の項目全体では1頁に収め

て下さい。
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(課題番号:13016)

6,共同研究計画

1.CYLDを分解する新規E3リガーゼについて、直鎖型Ub鎖を介したNF-KBシグナル活性化経

路における役割について生化学的手法および細胞生物学的手法を用いて明らかとする。さらに、

新規E3リガーゼによるCYLDの分解が、TNF・αやその他の細胞刺激によって制御されている

か否かを調べ、CYLD分解の生理的意義とNF-KB経路における役割を明らかにする。

2.DUBのプuテインアレイの完成を目指し、クローニングおよび転写鋳型の構築を行っていく。

またすでにタンパク質合成に成功しているDUBについては、活性の有無やその基質特異性決定

などの生化学的な解析を行う。さらにCYLDやOTULINなど、直鎖型ユビキチン鎖を分解する

DUBについては、東京大学創薬オープンイノベーションセンターより分与頂いた9,600種類の
化合物ライブラリーを用いて阻害剤探索を行う。

3.直鎖型Ub鎖とヒトのタンパク質20,000種類のinvitroにおける網羅的な1y互作用解析を行い、

直鎖型Ub鎖に結合する新規Ub結合タンパク質を同定し、直鎖型Ub鎖を介したシグナル伝達

経路ネットワークの解明を試みる。

7.共同研究の成果

1.CYLDを分解するE3リガーゼについて、TNF一αを介して惹起されるNF・KB経路における詳細

な作用点の解析を行った。その結果、このE3リガーゼの新規な相互作用因子としてRIPなどの

重要な因子が同定された。さらにこのE3リガーゼのノックアウト細胞株の樹立に成功し、現在

この細胞株を用いて分子メカニズムの解明を行っている。

2.これまでに約80種類のDUBについて、タンパク質アレイ化に成功した。このDUBタンパク

質アレイを用いて、NF-KB経路の主要な制御因子であるNEMOと結合する新規DUBの探索を

行った結果、このNEMOに結合し、NF-KBの活性化を有意に抑制する新規DUBを同定した。

現在、このDUBのNF・KB抑制の詳細なメカニズムを解析している。

3.ヒトの20,000種類組換えタンパク質を用いて、直鎖型Ub鎖結合タンパク質の網羅的探索を行

い、約50種類のタンパク質を同定した。これらのタンパク質の中には既報の直鎖Ub鎖結合タ

ンパク質10種類が含まれており、本スクリーニングが機能していることを示している。またこ

れまでに直鎖Ub鎖に結合する報告がない40種類のタンパク質についても、そのほとんどがア

ミノ酸配列にユビキチン鎖結合モチーフを有しており、これらが新規な直鎖型Ub鎖である可能

性は非常に高い。現在、これらについて詳細な機能解析を行っている。

8.共同研究成果の学会発表・研究論文発表状況

(本研究所の担当教員の氏名の記載,又はこの共同研究に基づくとの記載のある論文等を記載して下さい。な

お,論文の場合は,別刷りを1部提出してください。)

<国際学会>

1.TakahashiH,DoiK,YamanakaY,KuwadaS,GotoEユ塑_E,SawasakiT.Establishmentof

deubiquitinatingenzymeproteinarraybasedonwheatcel1-freesystemforanove且biochemicaltool.Ubiquitin
signalingjointwiththemeetingonNF-kBandMAPkinasesignalingininflammation,KeystoneSymposiaon

MolecularandCellularBiology(13-17th,2016,Whistler,BritishColumbia,Canada)ロ頭発表.

2.UematsuA,TakahashiH,TakedaH,lmaiY,YanagiharaY,TokunagaF,YamadaR,MiyagiR,SawasakiT.A

noveloncogeneE31igasedegradesdeubiquitinatingenzymeCYLDandpromotesNF-kBactivity.Ubiquitin
signalingjointwiththemeetingonNF-kBandMAPkinasesignalingininflammation,KeystoneSymposiaon

MolecularandCellularBiology(13-17th,2016,Whistler,BritishColumbia,Canada).ポスター発表

3.YamanakaS,TakahashiH,TokunagaF,SawasakiT.Deve且opmentofCYLDandOTULINinhibitorsbasedon

wheatcell-freesystem.UbiquitinsignalingjointwiththemeetingonNF-kBandMAPkinasesignalingin
inflammation,KeystoneSymposiaonMolecularandCellularBiology(13-17th,2016,Whistler,British
Columbia,Canada).ポスター発表

〈国内学会〉

ロ頭発表2件、ポスター発表2件
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