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研究概要•成果／小林俊介 
遺伝学とプロテオミクスを用いた、DNA損傷依存的なユビキチン化タンパク質の同定 
 
   平成２４年１０月より３ヶ月間、京都大学教育研究振興財団様の援助を受け、オ

ランダのエラスムス医療センターにある、Roland Kanaar 教授の研究室でユビキンチ

化タンパク質の遺伝学的解析を行った。まずは研究の背景をご紹介したい。 
   私たちの体を構成する細胞の染色体 DNA は、常に DNA の損傷を受けている。

DNA 損傷が正しく修復されないと、がん化につながる。その為、細胞は、DNA 損傷

を修復する機構を複数種類備えている。私が所属する研究室では、ニワトリの B リン

パ球細胞を用いて、効率よく特定の遺伝子を人工的に破壊できる優れた実験手法を確立

している。この優位性を活かし、DNA 損傷修復に関連する遺伝子を破壊した細胞を網

羅的に作製してきた。 
  その中で私は RNF8 というユビキチン化タンパク質の機能解析を行っている。タン

タンパク質は、様々な種類の化学修飾を受けるが、RNF8 はユビキチン化という化学修

飾を触媒する。これまで、ユビキチンによるタンパク質修飾は、そのタンパク質が不要

な物であるという目印であり、基質を分解する為に必要とされてきたが、近年、ユビキ

チンを介したタンパク質の相互作用が DNA 損傷の修復に重要であるという事が多数報

告されている。上述の通り、当研究室では、既に、RNF8 を破壊した細胞株を作製して

いる。また、RNF8 と複合体をつくるとされているタンパク質 UBC13 の破壊株も作製

しており、まずはその二つの破壊株の表現型を調べた。興味深い事に、RNF8 と UBC13
は一緒に働いているとされているにも関わらず、各々の破壊株の表現型に多々違いが観

られた。この事は、RNF8 は UBC13 以外にもパートナーを持っている可能性を示唆し

ており、さらには、これまでに報告されている RNF8 の基質以外に、標的タンパク質が

ある可能性も示している。これらのタンパク質を見つけ出す為に、留学前に様々な実験

行い、RNF8 の新たなパートナーとして RAD6 というタンパク質が候補に挙げられた。 
RNF8 と RAD6 が共同して働くかどうかを調べる為には、これらの遺伝子を破壊した２

重破壊株を解析するのが最も効果的である。この破壊株をニワトリで作製しようとした

ところ、ニワトリには RAD6 の完全な遺伝子情報が揃っておらず、困難であることが判

明した。そこでオランダの Kanaar 博士が持つ、マウスの RAD6 破壊株を用いて、RNF8
との関連を解析する事にした。 
   RAD6 には RAD6A と B があり、オランダにあるのはそれぞれの破壊株であった。 
その為、もう片方の RAD6 を細胞内から排除する必要がある。その為には、siRNA とい

う技術を使い、目的のタンパク質の量を極力少なくするという方法（ノックダウン）が



最も一般的である。RAD6A 破壊株において、RAD6B を siRNA を用いてノックダウン

し、細胞内の RAD6 の量を減らした状態で、放射線照射後の RAD51 フォーカス形成を

観察した所、野生型と変わらないフォーカス形成効率を示した。このことから、RAD6
は RAD51 のフォーカス形成に関与しておらず、ニワトリの RNF8 破壊株から得られた

結果を考慮すると、RAD6 と RNF8 には機能的関連性はないと考えられる。同様の細胞

を用いて、RNF8 のノックダウンを行おうと試みたが上手く行かず、RAD6 と RNF8 の

直接的な遺伝学的解析は行えなかった。 
   今回の留学によって、ネガティブな結果ではあったが、RNF8 と RAD6 には機能

的関連性が無いという事がわかった。将来的には、ニワトリの細胞株を用いて、RNF8
への新たな知見を見いだし、それらを元に新たなパートナーと標的タンパク質を見つけ

ることが必要だと思われる。最終的には今回のように、高等真核生物での実験も必要に

成ると思われる。 


