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② 研究項目 

ユビキチンシステムのプロテオミクス解析およびユビキチンリガーゼノックアウトマウスの作製・解析 

RPX 及び IPX の基盤技術を確立し、ノックアウトマウスを用いて、実際にこれらの方法を応

用する。RPX と IPX の組み合わせによって得られた基質候補分子に対して、バリデーション

スタディを行い、最終的に情報生物学的解析を行う。また生物学的に重要と思われるユビ

キチンリガーゼ（E3）に対してノックアウトマウスの作製を行い、その表現型を詳細に解析す

る。 

H23 年度 

実績報告 



 2 

§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

 昨年度まで、インタラクション・プロテオミクス（IPX）法について種々の開発・改良を行い、その技

術はほぼ完成した。本年度も引き続きこの方法を駆使して多くのユビキチンリガーゼに対する基質

を同定し、それぞれのユビキチンリガーゼや基質の重要性に関する知見が得られた
1）〜22）

。このよ

うな網羅的解析技術の確立の過程で、多くの興味深い基質タンパク質が同定されている。その中

の一つである Iron Regulatory Protein（IRP）1 および IRP2 という RNA 結合タンパク質は、ユ

ビキチンリガーゼ SCFFBXL5
がその分解制御に関わっていることを発見し、FBXL5 が鉄代謝の重

要な調節因子であることを突き止めた
10）

。 

 鉄は種々のタンパク質の活性中心として生命活動に必須の役割を担う一方で、その高い反応性

ゆえに過剰な鉄はフリーラジカルの発生源となり、細胞毒性をもたらす。そのため、細胞内の鉄量

は鉄代謝制御因子 IRP2 によって厳密に調節されている。IRP2 は鉄欠乏時に鉄代謝関連因子

群の mRNA と選択的に結合することでそれらの発現量を制御し、細胞内の利用可能な鉄量を増

加させる。一方、鉄過剰時には IRP2 が SCF 複合体型ユビキチンリガーゼ SCFFBXL5
によって分

解され mRNA 結合能を失うことで、細胞内の鉄量が減少する。SCFFBXL5
の基質認識サブユニッ

ト FBXL5 は鉄欠乏時には不安定であるが、鉄過剰時には自身の鉄結合ドメインへの鉄の配位に

よって安定化し IRP2 を分解できるようになる。このように FBXL5 は細胞内の鉄量を感知し IRP2

の活性を制御することが考えられるが、この経路の鉄代謝制御における重要性は全く明らかにな

っていない。 

 われわれはマウス Fbxl5 遺伝子を全身と肝臓特異的にそれぞれ欠損させ、FBXL5 の鉄代謝に

おける役割を調べた。全身で FBXL5 を欠損した Fbxl5–/–
マウスは IRP2 の制御異常から鉄の過

剰蓄積と酸化ストレスをきたし、胎生期に死亡した。さらに FBXL5 と IRP2 の両方を欠損する

Fbxl5–/–Irp2–/–
マウスを作出したところ、驚いたことに、この変異マウスは正常に出生した。このこと

は、Fbxl5–/–
マウスの主な死因は IRP2 の恒常的活性化にあることを示している。さらにわれわれ

は、マウス成体肝臓において特異的に FBXL5 を欠損させた。肝臓は個体レベルでの鉄代謝制

御を担う中心臓器であり、鉄過剰時にペプチドホルモンであるヘプシジンを産生することで血中鉄

の過剰な増加を抑制している。肝臓特異的 FBXL5 欠損マウスでは肝細胞内の鉄代謝異常に加

え、ヘプシジン産生の障害から全身性の鉄代謝異常もきたし、肝細胞におけるミトコンドリア機能

障害と脂肪肝炎を呈した。さらに、肝臓特異的 FBXL5 欠損マウスに鉄過剰食を投与すると、肝細

胞への過剰な鉄の蓄積と酸化ストレスから広範な肝細胞壊死をきたし、急性肝不全により死亡し

た。 

 以上の解析結果により、FBXL5 は細胞内の鉄量を感知し IRP2 を分解することで、必要不可欠

かつ危険な鉄を適切な濃度に保っていることが明らかになった。 

 さらに本研究のもう一つの柱であるリバース・プロテオミクス（RPX）法について、従来のディスカ

バリー・プロテオミクスからターゲット・プロテオミクスへと大きな方向転換を行い、その基盤技術で
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ある Multiple Reaction Monitoring（MRM）法の確立とより高度な技術開発に取り組んだ結果、

MRM 技術と事前情報取得による知識基盤を組み合わせて、ヒト全タンパク質の絶対定量を可能

にする新しい技術（Information-based Multiple Reaction Monitoring：略称 iMRM 法）を開

発した。 

 MRM 法では標的ペプチドの MS/MS 情報を用いて MRM-transition を前もって設定（事前情

報の取得）する必要がある。昨年度までにわれわれは標品を大規模に（プロテオームワイドに）入

手することによって事前情報ライブラリーを構築した。これを用いてあらゆるタンパク質の大規模な

絶対定量解析を可能にする方法を Information-based Multiple Reaction Monitoring

（iMRM 法）と名づけ、現在さらなる改良を行っている。これが実現すれば、全てのタンパク質

の絶対定量が可能になるため、単にリバース・プロテオミクス（RPX）法に応用できるだけでなく、

現代科学の大きな問題であるプロテオーム・プロジェクトの目標である「ヒト完全プロテオーム解読」

が実現できる可能性が高い。 

 昨年度はヒト全タンパク質の試験管内合成を行い、数万クローンを含むヒト完全長 cDNA ライブ

ラリーよりロボット技術とコムギ胚芽抽出液を用いた in vitro 転写翻訳システムを応用して全てのク

ローンよりでリコンビナントタンパク質を合成した（産業技術総合研究所・五島直樹先生との共同研

究）。それらを全てトリプシンで消化した後、LC-MS/MS 解析を行い、得られたパターンを解析し

てMRM 用のウィンドウ（トランジションを呼ぶ）を設定した。現在、大部分のタンパク質についてトラ

ンジションを決定している。このデータベースは将来的にヒトプロテオーム計画の重要な礎になると

期待される。 

 また従来の MRM 法では数個のタンパク質の測定にとどまっていたが、プロテオームワイドに計

測するためには高速でトランジションを切り替える必要がある。そのためにはいつどのようなペプチ

ドが質量分析計に入ってくるかを事前情報取得しておく必要がある。われわれは保持時間マーカ

ーという新たな方法を考案し、それによって高速液体クロマトグラフィーによる分離に要する時間

（保持時間）を相対値に変換することによって、各々のペプチド毎に保持時間のマーカー相対値

を決定することに成功した。そこで現在、全てのペプチドに対してこの保持時間のマーカー相対値

を測定して上記データベースに加える作業を行っている。これが完成すれば、ヒトプロテオームを

短時間で完全に解読できるようになることが期待されている。 
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