
修 士 学 位 論 文

DNA修 復 関 連 ユ ビ キ チ ン リ ガv…一・ゼ の

標 的 タ ン パ ク 質 の 探 索

指導教授 廣 田耕 志 教授

平 成28年2月17日 提 出

首都大学東京大学院

理 工学研 究科

学修番号12880318

氏 名 添 野公雄

分子物質化学専攻



M-1

DNA修 復関連ユピキチンリガーゼの標的タンパク質の探索

生物化学研究室 添野公雄

[序論]

ユ ビキチ ンは真核生物 に広 く保存 されたタンパ ク質であ り、タンパク質のユ ビキチン化による

翻訳後修飾は、タンパク質の運命 を決 める重要な役割 を担っている。ユ ビキチ ン化には活性化酵

素(E1)、 ユ ビキチ ン結合酵素(E2)、 ユ ビキチン リガーゼ(E3)の3っ の複合酵素によって特異的な

基質 にユ ビキチ ンが転移 され る。細胞は、DNA損 傷に応答す る為の様々な経路 をもつ。ユ ビキチ

ン化 は、以下のDNA損 傷応答経路 を制御す る。(i)紫 外線損傷 の除去(ヌ ク レオチ ド除去修復)

1、(ii)損 傷 した鋳型DNAに おいて複製DNAポ リメラーゼが停止 した ときに、複製 を再開 させ

る機構(損 傷乗越 えと鋳型スイ ッチ)2、(iii)相 同組換 えによる2重 鎖切断修復3。 さらに、細胞

周期 の調節やチェ ックポイン ト制御 な どDNA損 傷応答において必須の役割 を果た している4。 し

か し、それ ら酵素群の標的タンパ ク質が不明であるために、DNA修 復や損傷応答 における詳細な

機能 は不明であった。本研究では、DNA修 復や損傷応答 に関わるユ ビキチン リガーゼ酵素RNF85、

Rad186、RNF168、RNF169、RNF4の 標的タンパ ク質の探索 を行った。

[材料 と方法】

ニワ トリDT40Bリ ンパ細胞株(DT40)は 、レ トロウィルス感染 したニ ワ トリのファブ リキ ウ

ス嚢 よ り単離 した、Bリ ンパ球由来の細胞である。DT40細 胞は、 ほ乳動物細胞株 よりも標的組

み換 え効率が3桁 以上高 く、短期間に遺伝子破壊 を確実 に実施できる7。 また、表現型がきわめて

安定であ り、遺伝学研究のツール として優れている。また、DT40細 胞 は、細胞周期の7割 がDNA

複製期であ り、G1期 でのチェ ックポイン トが機能 しない。故に、DNA損 傷に よる複製フォーク

の不安定化によるゲノムの破綻を最 も効率的に検出で きる8。

DT40細 胞 にS皿AC(stableisotopelabelingusingaminoacidsincellculture)を 応用する

為の実験手法が確立 されている。SILACと は、質量分析 の機i器の能力を最大限に生かすための、

質量分析前に細胞 に対 して実施す る前処理方法 である。SILACを 使 うと、約5千 種類 のタンパ ク

分子(発 現量やユ ビキチ ン化な どの化学修飾)を 、2種 類の試料間で精確に"比 較"で きる。

これまでに、ユ ビキチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4がDNA修 復や損

傷応答に関わることを報告 してい るが、 これ らの標的 タンパク質は同定 されていないため、 どの

よ うなメカニズムでDNA修 復や損傷応答に関わってい るのか不明のままであった。そ こで、DT40

細胞か ら作製 したユ ビキチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4の ノックア ウ

ト細胞 を用いて、以下の方法で各酵素の標的 タンパク質の探索を行 った。

SILACア プローチによる、ユビキチン化酵素の変異体(RNF8/一 、Rad18/'、㎜68チ 、RM7169/・ 、

丑輝4つ と野生型問のタンパク質比較の方法について解説する。細胞培養を安定同位体でラベルする。

(下図左;野 生型)と(下 図右;変 異体)を 質量数の異なるアイ ソトープでそれぞれラベルす ること

になる。両細胞をミックスして、ユビキチン化ペプチ ドを抗体を用いて濃縮 し、質量分析を行 う。ア
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イ ソ ト・一一一一・プの質量差分 、質量分析 の ピークの位置mlzは シフ トして現れ るので(下 図の下)、 野生型 と

変異体の区別が 出来 る。精製 の前 に比較す る2種 の細胞 を ミックスす るので、精製過程 で生 じる誤差

を考慮す る必要 がない。さらに、DT40細 胞は きわめて形質が安定で同一の遺伝 的バ ックグ ラン ドの野

性型 と変異体 の比較 が出来 るので、SILAC研 究 に最適 である。

[結果 と考察】
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本研 究によりユビキチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4に よってユ ビキチ

ン化を受ける基質を包括的に同定 した。上図右に一例 として、RNF4の 基質 として ヒス トンタン

パ ク質群を同定 した結果を示 した。 これ らのデータを基に、標的 タンパク質の候補 について、ウ

ェスタンブロッ トな どの個別 の実験 を行い、ユ ビキチン化 が変異体で低下 してい るのか、 タンパ

ク質の安定性 に影響があるのかな ど今後検討する必要がある。 さらに、同定 したユ ビキチ ン化部

位 の変異な どで、ユ ビキチン化の生理的意義 について調査する必要がある。

【参 考 文 献 】

[1]Marteijnθtal,2014;vanCuijketal.,2014.[2]LeeandMyung,2008.[3]Doilθtal.,2009;

Fradet-NrcotteθtaZ,2013;1(obayashietaZ,2015b;Liθtal,2010;Nakadaetal,2010;Zhao

etaZ,2007.[4】Hirotaetal.,2014;Xieθtal.,2015.[5]Kobayashiθtal,2015b.[6]Okadaθt

aZ,2002;『Yamashitaθtal.,2002.[7】BuersteddeandTakeda,1991.[8]Hirotaeta7.,2010;

Hirotaetal,2015;Kobayashietal.,2015a;Yamamotoθtal.,2011.



目次

略語一覧

1.序 論

2.試 薬情報

3.実 験操 作

3

4

7

●SILACの た めのDT40細 胞 の回収

●SILACの た めのDT40タ ンパ ク質 トリプ シン消化

● ロー リー 法

-
よ

9
臼

9
臼

9
一

9
一

9
臼

●GX41とA笛gel10ビ ー ズ の 結 合

●GX41抗 体 ビーズに よるユ ビキチ ン化ペ プチ ドIP

3

3

2

2

23

4.実 験 結 果

4.1SILAC

4.1.1GX41とAf丘gel10ビ ー ズ の 結 合 の 確 認

4.1.2【UBC13の 解 析 結 果 】

4.1.3【RNF8の 解 析 結 果 】

4.1.4【Rad18の 解 析 結 果 】

5

5

5

2

2

'
2

4.1.5【RNF168の 解 析 結 果 】

4.1.6【RNF169の 解 析 結 果 】

4.1.7【RNF4の 解 析 結 果 】

5結 論 と展 望

5

6

6

7

7

8

2

2

2

2

2

2

6参 考文献

謝辞

2

1
↓

PO

『
〇

四

66

2



略語一覧

APS

BPB

BSA

CIAP

D.W.

DTT

EDTA

FBS

且EPES

HRP

MOPS

MQ

dNTP

PAGE

PBS

PCR

PS

pH

rpm

SDS

SILAC

TEMED

Tris

ammoniumperoxodisulfate

bromopheno1『blue

bovineseruma1『bumin

AlkalinePhosphatase,CalfIntestinal

distilledwater

dithiothreitol

ethylenediaminetetraaceticacid

Feta1'bovineserum

4-(2・hydroxyethy1)・1-piperazineethanesulfonicacid

HorseradishPeroxidase

3-Morphohnopropanesulfbnicacid

milliQ

deoxynucleotidetriphosphate

polyacrylamidegelelectrophoresis

PhosphateBufferedSaline

polymerasechainreaction

Penicillin/Streptomycin

logarithmofhydrogenionconcentration

rotatlonpermlnute

sodiumdodecylsulfate

sta『bleisotopelabelingusingaminoacidsincellculture

N,N,N',N'・tetramethylethylenediamine

2・amino-2・(hydroxymethy1)propane・1,3-dio1

3



1.序 論

1.1ユ ビキチ ン修飾 とDNA損 傷応答

ユ ビキチ ンは真核 生物 に広 く保存 されたタンパク質であ り、タンパク質のユ

ビキチン化による翻訳後修飾は、タンパ ク質の運命を決める重要な役割 を担っ

ている。ユ ビキチン修飾にはユ ビキチンが標的タンパ ク質に1つ 結合 す るモ ノ

ユ ビキチ ン化や数珠状に連な り結合するポ リユ ビキチン化が存在す る。

ユ ビキ チ ン化 に は活 性 化 酵 素(E1)、 ユ ビキ チ ン結 合 酵 素(E2)、 ユ ビキチ ン リガ

v-・・一・ゼ(E3)の3つ の 複 合 酵 素 に よ っ て 特 異 的 な基 質 にユ ビキ チ ンが 転 移 され る。

ポ リユ ビキ チ ン鎖 を認 識 して26Sプ ロテ ア ソー ム に よ って 基 質 が分 解 され る場

合 や 、 そ の ユ ビキ チ ン鎖 と結 合 す る ドメイ ン を持 つ タ ンパ ク質 が リクル ー トさ

れ る場 合 もあ る(KomanderandRape,2012)。

細 胞 は 、DNA損 傷 に応 答 す る為 の 様 々 な経 路 を もつ 。 ユ ビキ チ ン化 は 、以 下

のDNA損 傷 応 答 経 路 を制 御 す る。(i)紫 外 線 損 傷 の 除去(ヌ ク レオ チ ド除 去修

復)(Marteijnetal.,2014;vanCuijketa1.,2014)、(ii)損 傷 した 鋳 型DNAに

お い て 複 製DNAポ リメ ラー ゼ が停 止 した と きに 、複 製 を再 開 させ る機 構(損 傷

乗 越 え と鋳 型 スイ ッチ)(LeeandMyung,2008)、(iii)相 同組 換 え に よ る2重 鎖

切 断 修 復(Doiletal.,2009;Fradet-Turcotteetal.,2013;Kobayashietal.,

2015b;Lietal.,2010;Nakadaeta1.,2010;Zhaoetal.,2007)。 さ らに 、細 胞 周

期 の 調節 や チ ェ ック ポイ ン ト制 御 な どDNA損 傷 応 答 に お い て必 須 の役 割 を果

た して い る(Hirotaetal.,2014;Xieeta1.,2015)。 生 物 化 学研 究 室 で は 、 これ ま

で にユ ビキチ ン化 に 関 わ るユ ビキ チ ン結 合 酵 素(E2)や ユ ビキチ ン リガー ゼ(E3)

の 遺伝 子 を系 統 的 に破 壊 し、様 々 な ユ ビキ チ ン化 に 関 わ る酵 素 のDNA修 復 や ゲ

ノム メ ンテ ナ ン ス にお け る機 能 を解 明 して き た。 しか し、 そ れ ら酵 素 群 の標 的

タ ンパ ク質 が 不 明 で あ る た め に 、DNA修 復 や 損 傷 応 答 に お け る詳 細 な機 能 は不

明で あ った 。

1.2ニ ワ トリDT40Bリ ンパ 細 胞 株(DT40)で の ユ ビキチ ン化 経 路 の研 究 の

背 景

ニ ワ トリDT40Bリ ンパ 細 胞株(DT40)は 、 レ トロ ウィル ス感 染 した ニ ワ ト
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リの フ ァブ リキ ウス 嚢 よ り単離 した 、Bリ ンパ 球 由来 の細 胞 で あ る。DT40細 胞

は 、 ほ乳 動 物 細胞 株 よ りも標 的組 み換 え効 率 が3桁 以 上 高 く、短 期 間 に遺 伝 子

破 壊 を確 実 に 実施 で き る(Buersteddeand血keda,1991)。 ま た 、表 現 型 が き わ め て

安 定 で あ り、遺 伝 学 研 究 の ツv・・一一・ル と して 優 れ て い る。 ま た 、DT40細 胞 は、細 胞

周 期 の7割 がDNA複 製 期 で あ り、G1期 で のチ ェ ック ポイ ン トが機 能 しない 。

故 に 、DNA損 傷 に よ る複 製 フ ォー ク の不 安 定 化 に よる ゲ ノ ム の破 綻 を最 も効 率

的 に検 出 で き る(Hirotaetal.,2010;Hirotaetal.,2015;Kobayashieta1.,2015a;

Yamamotoetal.,2011)o

これ ま で に 、ユ ビキ チ ン化 修 飾 酵 素 の遺 伝 子 と してUbc13(Zhaoetal.,2007),

RNF8(Kobayashietal.,2015b),Rad18(Okadaetal.,2002;Yamashitaetal.,2002),

RNF168(未 発 表),RNF169(未 発 表),RNF4(Hirotaetal.,2014)を 遺伝 子破 壊 し、そ れ

ら酵 素 の機 能 をDT40細 胞 で 系 統 的 に調 査 して きた。[刀BO13"/'DT40細 胞 で は 、

相 同組 み 換 え に よる2重 鎖 切 断 修 復 も機 能 低 下 した(Zhaoeta1.,2007)。 外 国 の グ

ル ー プ に よって 、 こ のUBC13と 共 同 して働 くE3ユ ビ キチ ン化 酵 素 と して 、

RNF8とRNF168と が 同 定 され 、siRNAの 実 験 か ら、 これ らのE3分 子 も2重

鎖 切 断 修 復 に 関与 す る こ とが 示 唆 され た(Kolaseta1.,2007;Stewartetal.,

2009)。 生 物化 学 教 室 で は 、3種 の ユ ビキ チ ン化 酵 素 の 関係 は複 雑 で あ り、

UBC13はRNF8/RNF168と 独 立 して機 能 す る こ とが あ る し、一 方 、RNF8/

RNF168はUBC13と 独 立 して機能 す る こ と もあ る こ とを発 見 した(Kobayashi

etal.,2015b)。 ま た 、RNF8はRad18と 共 にS期 で のDSB修 復 にお い て 、非

相 同 末 端結 合 を抑 え る こ とで 異 常 融合 染 色 体 の発 生 を抑 え て い る こ と を発 見 し

た(Kobayashietal.,2015b;Saberietal.,2007)。 さ らに 、RNII7T4"/'DT40細 胞 で

は 、細 胞 周 期 チ ェ ッ クポ イ ン トの異 常や 染 色 体 異 常 が み られ 、染 色 体 維 持 に必

須 の役 割 を果 たす こ とを これ ま で に報 告 して い る(Hirotaetal.,2015)。

このように、各ユ ビキチン化に関わる因子の果たす役割について、表現型を

指標 とした解析から知見が得 られているが、どのよ うにDNA損 傷応答 に寄与す

るのか詳細 な分子機構 は不明のままであった。それは、それ ら酵素群の標的タ

ンパク質が不明であるためである。本研究の 目的は、各ユ ビキチン化酵素の標

的タンパク質を包括的に理解 し、それ ら標的分子との相関や分子機能の解明の

ための基礎的知見を得 ることである。

1.3SILAC
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生 物化 学研 究 室 で は、DT40細 胞 にSILAC(stableisotopelabelingusingamino

acidsincellculture)を 応 用 す る為 の実 験 手 法 を確 立 した。SILACと は 、 質

量 分 析 の機 器 の 能 力 を最 大 限 に生 かす た め の 、 質 量分 析 前 に細 胞 に 対 して実 施

す る前 処 理 方 法 で あ る。SILACを 使 う と、約5千 種 類 の タ ンパ ク分子(発 現 量や

ユ ビキ チ ン化 な どの 化 学 修 飾)を 、2種 類 の試 料 間 で精 確 に"比 較"で き る。 こ

の"比 較"は 、DT40細 胞 の よ うな、 遺 伝 的 バ ック グ ラ ン ドが 同一 の遺 伝 子 破 壊

細 胞 株 間 で 実施 す る と、 最 も威 力 を発 揮 す る。SILACの 原 理 を以 下 に 説 明 す る。

SILACア プ ロー チ による、ユ ビキチ ン化酵素の変異体 と野生型間のタンパク

質比較の方法。細胞培養 を安定同位体でラベルする。(図1左;野 生型)と(右;

変異体)を 質量数 の異 なるアイ ソ トー プでそれぞれラベルする。両細胞 をミッ

クス して、ユ ビキチン化ペプチ ドを単離 し、質量分析を行 う。 アイ ソ トープの

質量差分、質量分析のピークの位置m/zは シフ トして現れ るので(図1下)、 野

生型 と変 異体 の区別 が 出来 る。精製の前に比較する2種 の細胞 を ミックスす る

ので、精製過程で生 じる誤差を考慮する必要がない。さらに、DT40細 胞 はきわ

めて形質 が安 定 で同一 の遺伝的バ ックグラン ドの野生型 と変異体の比較が出来

るので、SIIAC研 究 に最適 であ る。変異体 ではユ ビキチン化酵素がないので、

基質に対応するピークにおいてHeavy/Lightの 比 が大 き く1か ら離れ るこ とと

なる。5%を 有意水準 と した予備 実験で、1.8倍 比が変化す る と、基質で ある と

統計的に判断できる。
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墨
費灘分犠

　 嚢 獄㎡驚

図1
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2.試 薬 情 報

2.1購 入試薬

Aceticacid(試 薬 特 級)

Acrylamide(monomer)(電 気 泳 動 用)

Af登gel・10

APS(電 気 泳 動 用)

BactoAgar

BactoTrypton

BactoYeastExtract

BPB(試 薬 特 級)

BSA

ChickenSerum

CH3COONa

CH3COONa・3H20

DMSO

DTT

FBS

GIycine(試 薬 特 級)

GX41(Anti・DIGLYCYL)

G418(50mglm1)

HCl(試 薬 特 級)

HEPES

ImmobilonTransferMenbrance(PVDF)

Iodeasetamid

KOH

Methanol(試 薬 特 級)

MOPS

L-Glutamin

Ligationhigh

N,N'・methylene『bisacrylamide

NaCl

7

和光純薬工業

和光純薬工業

BIORAD

和 光純薬 工業

和光純薬 工業

和 光純薬工業

和光純薬工業

和光純薬工業

ICN

Thermo

和光純薬 工業

和光純薬工業

和光純薬工業

和光純薬工業

Biosera

和光純薬工業

Luceruna

NacalaiTesque

和光純薬 工業

SIGMA・Aldrich

MILLIPORE

和光純薬 工業

和光純薬 工業

和光純薬工業

SIGMA

NacalaiTesque

TOYOBO

和光純薬工業

和光純薬 工業



NaOH

NaH2PO4

Na2HPO4・12H20(試 薬 特 級)

N且3HCO3

PCRO.2m1チ ュ ー ブ バ ン ド セ パ レー ト8連

Penicillin/Streptomycin

PMSF

RPMI1640培 地

RPMI1640培 地withoutLysine,Arginine

SDS(生 化 学 用)

SYBRSafeDNAgelstain

SodiumAzide

TEMED(電 気 泳 動 用)

TritonX・100

Tween20

2-Mercaptoethanol(生 化 学 用)

ス キ ム ミル ク粉 末(生 化 学 用)

和 光 純 薬 工 業

和 光 純 薬 工 業

和 光 純 薬 工 業

和 光 純 薬 工 業

Greinerbio・one

NacalaiTesque

SIGMA

NacalaiTesque

NacalaiTesque

和 光 純薬 工 業

Invitrogen

関東 化 学

和 光 純薬 工 業

和 光純 薬 工 業

関東 化 学

和 光純 薬 工 業

和 光 純 薬 工 業
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2.2調 整 試 薬

【S皿AC関 連 】

●0.5Mリ ン酸bufferpH8.0

試薬 使用量 最終濃度

NaH2PO4

Na2HPO4

NaCl

D.W.

0.539

16.79

19.59

uptoIL

0.5M

O.5M

300mM

㌔Hを8.0に 合 わせ る。 オ ー トク レー プ で滅 菌 した。

●IMMOPSbufferpH7.2

試薬 使用量 最終濃度

MOPS

D.W.

209.2g

uptoIL

1M

*pHを7 .2に 合 わ せ る 。 オ ー一 トク レー プ で 滅 菌 した 。

●10xIP1)uffer

試薬 使用量 最終濃度

1MMOPS(pH7.2)

NaC1

0.5Mリ ン 酸bufferp且8.O

MQ

25ml

2.99

10ml

upto50ml

0.5M

O.5M

O.1M

●IMHEPESbufferp且8.5

試薬 使用量 最終濃度

HEPES

KOH

D.W.

238.3g

pH8.5に 調 節

uptoIL

1M

央オ ー トク レー プ で滅 菌 した
。
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●0.2M且EPESbufferp且8.5

試薬 使用量 最終濃度

1MHEPES

D.W.

200ml

uptoIL

0.1M

●0.IMGIycinHCLpH3.0

試薬 使用量 最終濃度

Glycin

HCl

MQ

3.75g

pl{3.0に 合 わ せ る

upto50ml

0.1M

●10xPBS

試薬 使用量 最終濃度

Na2且PO4anhydrate

Na2HPO4

NaCl

D.W.

1159

29.69

58.5g

uptoIL

※ オ ー トク レー プ で滅 菌 した 。

●1xPBS

試薬 使用量 最終濃度

10xPBS

D.W.

100ml

uptoIL

●PBS(0.02%Sodiumazide)

試薬 使用量 最終濃度

PBS

SodiumAzide

D.W.

50m1

20mg

upto50ml

0.02%(w/v)
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●D-sol

試薬 使用量 最終濃度

グア ニ ジ ン塩 酸

1MTris-HCIp且8.5

EDTA

MQ

66.89

50ml

O.37g

upto100ml

7M

O.5M

10mM

●3Msodiumacetate,pH5.2

試薬 使用量 最終濃度

CH3COONa・3H20

CH3COO且

D.W.

102.1g

pH5.2に 調 製

upto250ml

3M

※ オ ー トク レー プ で 滅 菌 した 。

●10x透 析buffer

試薬 使用量 最終濃度

NH3HCO3

D.W.

7.99

uptoIL

100mM

●1x透 析buffer

試薬 使用量 最終濃度

10x透 析buffer

D.W.

200ml

upto2L

10mM
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【DNA関 連】

●50xTAEbuffer

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

Aceticacid

O.5MEDTA,pH8.O

D.W.

2429

57.1ml

100ml

uptoIL

●1xTAEbuffer

試薬 使用量 最終濃度

50xTAEbuffer

D.W.

200ml

upto10L

●10xTEbuffer

試薬 使用量 最終濃度

1MTris・ 且Cl,p且7.5

0.5MEDTA,p且7.5

D.W.

50m1

10ml

upto500ml

0.1M

O.01M

●70%ethanol

試薬 使用量 最終濃度

99.5%ethanol

D.W.

70ml

upto100ml

70%(v/v)

●agarosegelrunningbuffer

試薬 使用量 最終濃度

1xTAEbuffer

SYBRSafeDNAgelstain

200ml

2111 0.001%
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●1.0%TAEagarosegel

試薬 使用量 最終濃度

lxTAEbuffer

agarose

SYBRSafeDNAgelstain

50m1

0.59

0.5111

1.0%(w/v)

0.01%

●SDS・PAGErunningbuffer

試薬 使用量 最終濃度

5xSDS・PAGErunning『buffer

D.W.

200ml

uptoIL

13



【タンパ ク質関連 】

●10%SDS

試薬 使用量 最終濃度

SDS

D.W.

100g

uptoIL

10%(w/v)

●1MTris-HCI,pH6.8(fbrstackinggel)

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

HCl

D.W.

121g

pH6.8に 調 製

upto1000mI

1M

●IM'lris・HCI,pH8.0

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

HCl

D.W.

121g

pH8.0に 調 製

uptoIL

央オ ー トク レー プ で 滅 菌 し た
。

●1MTris-HCI,pH8.5

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

HCl

D.W.

121g

p且8.0に 調 製

uptoIL

*オ ー トク レー プ で 滅 菌 し た
。

●1.5MTris・HCl.pH8.8(forrunninggel)

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

HCl

D.W.

181.5g

pH8.8に 調 製

upto1000ml

1.5M

14



●30%ア ク リル ア ミ ド溶液

試薬 使用量 最終濃度

Acrylamid

N,N'・methylenebisacrylamide

D.W.

1459

59

upto500ml

29%(w/v)

1%(w/v)

*O
.2211mフ ィ ル タ ー で 滅 菌 した 。

●5xSDS・PAGErunningbuffer

試薬 使用量 最終濃度

Trizma『base

Glycine

10%SDS

D.W.

759

4509

250ml

upto5L

●SDS・PAGErunningbuffer

試薬 使用量 最終濃度

5xSDS・PAGErunningbuffer

D.W.

200ml

uptoIL

●2xSDSgeHoading『buffer

試薬 使用量 最終濃度

Trizmabase

100mM

SDS

4%(w/v)

BPB

O.2%(wlv)

Glycerol

20%(w/v)

D.W. upto100ml

12.19

49

0.29

15.8ml
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●lxSamplebuffer

試薬 使用量 最終濃度

2xSamplebuffer

D.W.

0.5ml

uptolml

●10xTBS,pH8.0

試薬 使用量 最終濃度

NaCl

lMTris・HCl,p且8.O

D.W.

879

200ml

uptoIL

●TBS-T

試薬 使用量 最終濃度

10xTBS,pH8.O

D.W.

Tween20

100ml

uptoIL

O.9ml 0.1%(wlv)

●Transferbuffer

試薬 使用量 最終濃度

1MTris・HC1,pH8.O

GIycine

Methanol

D.W.

40ml

14.49

200ml

uptoIL

25mM

192mM

20%(v/v)

●5%ス キム ミル ク

試薬 使用量 最終濃度

スキム ミルク粉末

TBS

59

upto100ml

5%(w/v)
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【大腸菌関連】

●LB・AMP

試薬 使用量 最終濃度

Trypton

YeastExtract

NaC1

5MNaOHaq

D.W.

59

2.59

2.59

200ul

upto500ml

*オ ・一一一・トク レー プ で滅 菌 し
、60℃ 程 度 ま で冷 却 した後 にAmpicilin

に な る よ うに を加 えた 。

100ug1mL

●LB・KAN

試薬 使用量 最終濃度

Trypton

YeastExtract

NaCl

5MNaOHaq

D.W.

59

2.59

2.59

200ul

upto500ml

*オ ー トク レー プ で滅 菌 し、600C程 度 まで 冷 却 した 後 にkanamycin50ug/mLに

な る よ うに加 えた。

●LB-AMP・plate

試薬 使用量 最終濃度

Trypton

YeastExtract

NaCl

5MNaOHaq

BactoAgar

D.W.

59

2.59

2.59

200ul

209

upto500ml

*オ ー トク レー プ で滅 菌 し
、60℃ 程 度 ま で 冷 却 した 後 にAmpicilin

に な る よ うに を加 え 、10cmDISHに 移 し、 冷 や し固 め る。

100ug/mL

17



●LBKAN-plate

試薬 使用量 最終濃度

Trypton

YeastExtract

NaCl

5MNaOHaq

BactoAgar

D.W.

59

2.59

2.59

200ul

209

upto500ml

*オ ー トク レー プ で滅 菌 し
、60℃ 程 度 ま で冷 却 した 後 にkanamycin50ug/mL

に な る よ うに を加 え 、10cmDISHに 移 し、 冷 や し固 め る。

●SoltionI

試薬 使用量 最終濃度

グ ル コ ー ス

1MTris・HCIpH8.0

0.5MEDTApH8.O

D.W.

0.459

1.25mL

lmL

upto50mL

50mM

25mM

10mM

●SoltionII

試薬 使用量 最終濃度

NaOH

SDS

D.W.

0.49

0.59

upto50mL

0.2M

1%(w/v)

●Soltion皿(5MKOAcp且4.8)

試薬 使用量 最終濃度

KOAc

CH3COOH

D.W.

29.49

11.5ml

upto100mL
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■培養実験関連

● ニワ トリ完全培地

試薬 使用量 最終濃度

RPMI1640

FBS

L-Glutamin

PS

Chickenserum

2・Mercaptoethanol

500ml

50ml

5m1

5ml

5ml

500ul

索2Mercaptoethano1は0 .22umフ ィル ター で ろ過 した。

*FBSは56度30分 間非働 化 した
。

●SILAC培 地

試薬 使用量 最終濃度

RPMI1640withoutLysine,Arginine

FBS

FBS(dialysis)

L-Glutamin

PS

Chickenserum

2・Mercaptoethanol

Lysine(HeavyorLight)

Arginine(HeavyorLight)

500ml

5m1

50m1

5m1

5ml

5ml

500ul

500ul

500ul

*2-Mercaptoethano1は0
.22umフ ィル タ ー で ろ 過 した 。

柑BSは56度30分 間 非 動 働 化 した 。

*FBS(dialysis)は56度30分 間 非 働 化 し
、2Lの1xPBS(・)、40Cの 条 件 で1.5

時 間 ×4回 の 透 析 を した 。

2.3実 験 に用 いた装置

AUTOMATICHIGHSPEEDREFRIGERATED

CENTRIFUGE

NanodropND・1000

LAS3000

HITACH

ThermoFisher

Scientific

FUJIFILM
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TRANS・BLOTSDSEMI・DRYTRANSFERCELL

GenePulserXCell

BIO・RAD

BIO・RAD
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3実 験 操 作

【SILACの 概 要】

本研究 では、ユ ビキチ ンを介 したゲノムメンテナンスの複雑性を理解するた

め、ユビキチン化酵素UBC13、RNF8、RAD18、RNF168、RNF169、RNF4

に よってユ ビキチ ン化 を受 ける標 的タンパク質の網羅的同定を行った。この目

的のため、DT40を 用いて、野生型細胞 とユ ビキチン化酵素欠損細胞を比較する

遺伝学的手法 と網羅的にタンパク質 を同定できる質量分析 を融合 させ ることに

より、網羅的にユ ビキチン修飾に差のある標的タンパ ク質を同定す ることがで

きるSILACを 行 った。 野生型 細胞 とzビ キチ ン化 酵素欠損細胞 を12C(light)ま

たは13C(heavy)で ラベル された培 地で培養 し、ユ ビキチン化 されたペプチ ドを

回収 し、質量分析にかけた。

ユ ビキチン化酵素 をもつ野生型細胞では正常にユ ビキチン化が起 こるのでユ

ビキチン化 されたペプチ ドが多 く回収 され る。一方、ユ ビキチン化酵素欠損細

胞では正常にユ ビキチン化ができないので、ユ ビキチン化 されたペプチ ドは少

な くなる。そのため、野生型細胞 とユ ビキチン化酵素欠損細胞のユ ビキチン化

されたペプチ ド量を比べると野生型細胞が多くなる。

それ らを考慮 して質量分析の結果 をみると、下の図のように同位体でラベル

されているため、野生型細胞 とユ ビキチン化酵素欠損細胞のユ ビキチン化ペプ

チ ドのピークが一定分子量分離れたペアー として検出される。また、野生型細

胞 とRNF4細 胞 で回収 したユ ビキチ ン化ペ プチ ド量はピークの高 さとして表れ

るため、野生型細胞のピークが高 く、変異体ではピークが低 くなる。(図2)

戯慌一

誉 糞鞍
騰 一讐 魏
一謙

Oト リプシン消化

ベブ弾 講 顎
ゆ

u
ユビキチン駕ペプチド⑳繋製

u
賃董分犠

晶転キ子ン化酵素なしユビキ夢ン化醇素あり

一[劃国
ユビキチン化ベプチド董
鮒餌欠損細胞く欝生型細胞

ξ

6
誓

轍た

図2SILACに よるユ ビキチ ン化 酵素同定
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【SILAC関 連実験 】

●SILACの た めのDT40細 胞 の回収

野 生 型 細胞 、ユ ビキチ ン化酵素変異細胞(昭 α3殉 左熈8殉 丑4刀18薦

EMη68偽 丑Mη69殉 研 ア4チ)を ニ ワ トリ完全培 地10mlで39.50C、CO2濃

度5%で 培養 した。1200rpm、 室温、5分 で遠心分離 し、上清 を除去 し、Heavy

ラベル またはLightラ ベル され たSILAC培 地 を野生型細胞 またはRNF4欠 損

細胞 に10ml加 え、培養 した。150cm2FLASKでSILAC培 地100m1培 養 した。

一例 と して、野生型 とRNF4欠 損 の細胞数使用量 を以 下に記載す る。

細胞数/mL 使用 した液 量(mL)

野 生型 細 胞(Lightlabel) 7.4x105 70mL

釧 ア4欠 損 細 胞(Heavylabel) 5.Ox105 100mL

野 生 型 細 胞(Heavylabel) 6.8x105 100mL

E輝4欠 損 細 胞(Lightlabel) 7.2x105 100mL

そ れ ら を75cm2FIASKに 移 し、 ガ ン マ セ ル で10Gy(1分 間)、 照 射 した 。

1200rpm、4℃ 、5分 で遠 心分 離 し、 上清 を除 去 し、10mLlxPBSでHeavyラ

ベ ル され た野 生 型 とLightラ ベ ル され た 変 異 細 胞 を懸 濁 し、混ぜ た 。ま た 、Light

ラベ ル され た野 生 型 とHeavyラ ベ ル され た変 異 細 胞 も同様 の操 作 を行 っ た。 懸

濁 液 を15mLチ ュ ー ブ に移 し、1200rpm、4℃ 、5分 で遠 心 分 離 し、上 清 を除 去

し、 液 体 窒 素 につ け 、保 存 した。

●SILACの た め のDT40タ ンパ ク質 トリプ シ ン消 化

回 収 したDT40細 胞 を5mLのD・solで 溶 解 し、ソニ ケ ー シ ョンで ゲ ノ ム を勇

断 した 。1分 間 、窒 素 置 換 を行 い 、10mgDTT(in100ulD-sol)を 混 ぜ 、90分

間室 温 で 静 置 した。25mgヨ ー ドア セ トア ミ ド(in100ulD・sol)を 添加 し、 遮 光

して90分 問 室 温 で静 置 した。10mMH3HCO3bufferに サ ンプル を透 析 用 セ ル ロ

ー ス チ ュー ブ で4回 透 析(3時 間 、3時 間 、0/N、3時 間)を 行 った 。 ロー リー

法 に よ りタ ンパ ク質 濃 度 を測 定 し、 シ ェイ カ ー を用 い て 、37℃ 、0/Nで タ ンパ

ク質 量 の1%質 量 の トリプ シ ン消 化 を行 っ た。
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● ロ ー リー 法

25u1BsA(2mglm1)を1.5mLチ ュ ー ブ に 移 した 。そ れ ら をMQで 段 階 希 釈 し、

2mglml、1mg/ml、0.5mg/ml、0.25mg/m1、0.125mglmlを 用 意 した 。Bio・Rad

DCproteinassay付 属 の1●SILACの た め のDT40タ ン パ ク 質 トリプ シ ン 消 化

00ulA-Soltionを 加 え 、800uLB-Soltionを 加 え 、15分 間 静 置 し、750nmで

ODを 測 定 し、 検 量 線 を 引 い た 。 そ して 、 サ ン プ ル 濃 度 を 測 定 した 。

●GX41とAffigel10ビ ー ズ の結 合

氷 上 で1mgGX41を500uLの0.2MHEPESpH8.5を 加 え た。 チ ップ の

先 を切 り、 ビー ズ250uLを1.5mLチ ュー ブ に とった 。3krpm、40C、5分 間 の

遠 心分 離 を行 い 、上清 を除 去 し、1mMHClで ビー ズ を2回 洗 った。3krpm、4℃ 、

5分 間 の 遠 心 分 離 を行 い 、 上 清 を 除 去 し、250uLの 抗 体 と200ulの0.2M

HEPESpH8.5を 加 え、4℃0/Nで ロー テ ー シ ョン を行 っ た。3krpm、4℃ 、

5分 間 の遠 心 分 離 を行 い、上清 を 除去 し、1mLの1MTris-HCLpH8.0を 加 え、

3krpm、4℃ 、5分 間 の遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を除 去 した 。1mL,の1MTris・HCL

pH8.0を 加 え、40COINで ロー テ ー シ ョン を行 った。3krpm、40C、5分 間 の

遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を保 存 し、沈殿 した ビー ズ を1mLの0.1Glycin・HCIpH3.0

で3回 洗 った。0.5mLのPBS(0.02%SodiumAzide)を 加 えた。

SDS・PAGEに 保 存 した 上 清 と元 の抗 体 を電 気泳 動 し、抗 体 と ビー ズ の結 合 率

を 求 め た。

●GX41抗 体 ビー ズ に よ るユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドIP

トリプ シ ン消 化 を行 っ たペ プチ ド溶 液 に2MPMSF(inDMSO)を4mMに な る

よ うに加 え 、4krpm、40C、10分 間 の遠 心 分 離 を行 い 、15m1チ ュー ブ に上 清 を

移 し、250uLのGX41抗 体 ビー ズ を加 え 、40C、0/Nで ロー テ ー シ ョン を行 っ

た 。3krpm、4℃ 、5分 間 の遠 心 分 離 を行 い 、 上清 を保 存 した。 また 、沈 殿 した

ビー ズ を1mLの1xIPbufferで1.5mLチ ュー ブへ 回収 した。5krpm、40C、2

分 間 の遠 心分 離 を行 い 、 上清 を 除 い た。2回 、1mLのlxlPbufferで5krpm、

4℃ 、2分 間遠 心分 離 を行 っ た。 上 清 を 除 き 、3回lmLのMQで 同様 の条 件 下

で遠 心分 離 を行 い 、 上清 を 除 い た。0.lmLの0.1%TFAを 加 え 、ペ プチ ドを溶

出 し、5krpm、4℃ 、5分 間 の遠 心分 離 を行 い 、上 清 を 回 収 した。 沈 殿 した ビ

ー ズへ1xlPbufferを 加 え
、保 存 した 上 清 に加 え、4℃30分 間 の ロー テ ー シ ョ
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ンを行 った。その後、ペプチ ド回収までの過程 を上記のi操作 を行 い、300ulの ペ

プチ ド溶液 を回収 し、質量分析 にかけた。
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4.実 験 結 果

4.1【SILAC】

4.1.1【GX41とAffigellOビ ー ズ の 結 合 の 確 認 】

GX41(Anti・DIGLYCYL)と ビー ズ が結 合 して い るか確 認 す る た め 、SDS・PAGE

を行 い 、25kDa付 近 をMultiGaugeで 測 定 した。そ の結 果 、GX41とAffigel10

ビー ズ は約99%結 合 して い る こ とが確 認 され た。(図3)

Lane1はGX41(2mg/ml)、Lane2はGX41と ビー ズ を結 合 させ 、遠 心 分離 を

行 い 回 収 した 上 清 。 仮 にGX41と ビー ズ が 完 全 に結 合 され な か った 場合 、 上清

の濃 度 は1mg/mlに な る。

12
GX41 Supernatant Background 結合率

203467 3059 1633 0.992884516

図3GX41とAf丘gel10ビ ー ズ の結 合

ミ

殉噂嘲●

糊
署GX41

£ 上 清

勤 囎◎

飾

4.1.2【UBC13の 解 析 結 果 】

質量分析 にかけた結果、野生型細胞(Heavy)とUBO13欠 損細胞(Light)を 混

ぜ た もの ではユ ビキチ ン化ペ プチ ドは619個 検 出 され た。 一方 、野生型細胞

(Light)とRNF4(Heavy)を 混ぜ た ものではユ ビキチン化ペ プチ ドは815個 検

出 され た。共通す るユ ビキチ ン化ペプチ ドは381個 だった。(図4)
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図4SILACで 検 出 された野生型vs[TBO13△ のユ ビキチ ン化ペプチ ド数

4.1.3【RNF8の 解 析 結 果 】

質量分析 にかけた結果 、野生型細胞(且eavy)とRNF8欠 損細胞(Light)を 混ぜ

たものではユ ビキチ ン化ペ プチ ドは575個 検 出 された。一方、野生型細胞(Light)

とRNF4(Heavy)を 混ぜ た ものではユ ビキチ ン化ペプチ ドは591個 検 出 され た。

共通す るユ ビキチ ン化ペプチ ドは287個 だ った。(図5)

図5SILACで 検 出 され た野生型vsE㎜ △のユ ビキチ ン化 ペプチ ド数

4.1.4【Rad18の 解 析 結 果 】

質 量分析 にか けた結果、野生型細胞(Heavy)とRad18欠 損細胞(Light)を 混ぜ

た ものではユ ビキチ ン化ペ プチ ドは867個 検 出 され た。一方 、野生型細胞(Light)

とRNF4(Heavy)を 混ぜ た ものではユ ビキチ ン化ペ プチ ドは731個 検 出 された。

共 通す るユ ビキチ ン化ペプチ ドは411個 だ った。(図6)
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:Light

18△:He
野:且eavy

RAD1:light

図6SILACで 検 出 された野生型vsRad18ZXの ユ ビキチ ン化ペプチ ド数

4.1.5【RNF168の 解 析 結 果 】

質量分析 にか けた結果、野生型細胞(且eavy)とRNF168欠 損細胞(Light)を 混

ぜ た もので はユ ビキチ ン化ペ プチ ドは826個 検 出 された。 一方、野 生型細胞

(Light)とRNF4(Heavy)を 混ぜ た ものではユ ビキチ ン化ペプチ ドは967個 検

出 され た。共通す るユ ビキチ ン化ペプチ ドは473個 だった。(図7)

野生型:Li

RNF16

図7SILACで 検 出 された野生型vsRNLRT168Aの ユ ビキチ ン化ペプチ ド数

4.1.6【RNF169の 解 析 結 果 】

質量分析 にか けた結果 、野生型細胞(Heavy)とUBOZ3欠 損細胞(Light)を 混

ぜ た もので はユ ビキチ ン化ペ プチ ドは592個 検 出 され た。一方 、野生型 細胞
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(Light)とRNF4(且eavy)を 混 ぜ た もの で は ユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドは1030個 検

出 され た 。 共 通 す るユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドは320個 だ っ た 。(図8)

:Heavy

:Light

図8SILACで 検 出 され た野 生型vsRNF169Aの ユ ビキチ ン化ペ プチ ド数

4.1.7【RNF4の 解 析 結 果 】

質 量分析 にか けた結果、野生型細胞(Heavy)とRNF4欠 損細胞(Light)を 混ぜ

た ものではユ ビキチ ン化 ペプチ ドは570個 検 出 され た。一方 、野生型細胞(Light)

とRNF4(Heavy)を 混ぜ た もので はユ ビキチ ン化ペ プチ ドは957個 検 出 され た。

共通す るユ ビキチ ン化ペプチ ドは283個 だった。(図9)

剛畿灘罰ポプ粛蹴1蹄剛

陣))
瑚 ご漏ぐ 窪ヲノ

9㎞一 建

図9SILACで 検 出 され たユ ビキチン化ペ プチ ド数
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KPAGPSVTEHTK(g1
)AVSASK

1.1435
Hi8tone

H1

正駈8tone

Hl.Ol

Hi8tone
R1.03

且i8tone

I{1.10

Hi8tone

E1.1皿 、

日8tone

H1ユ1R

SAPATGGV
K(gDKPHR LO840 Hi8toneH3.2-1ike

ATIAGGGVIPE
IHK(91)SHGK 0.8281 Hi8toneH2A.Z(H2AFZ) Hi8toneH2AZ(H2AIW)

sWSK(gD
GTIVQTK 0.7894

且i8tone

Hl

日8tone

H1.01

Hi8tolle
E1.03

Hi8tone

且1.10

Hi8tone

E1.11L,

H沁to皿e

H1.11R

IGIK(gDSIVSK 0.7834
H拍tone

H1

且i8tolle

H1.01

Hi8tolle

R1.03

Hi8tone

H1.10

Hi8tone

H1.11L、

1五8tone

Hl.11R

同位体ラベルをスイッチ した2つ の実験で共通 したユ ビキチ ン化ペプチ ドをグ

ラフにプロッ ドした。縦軸はユ ビキチン化ペプチ ドIntensityの 平均値 であ り、

横軸 は2つ の実験 にお け る野生型細胞 とRIVF4欠 損細胞 のユ ビキチ ン化ペ プチ

ドの比(Normalized)を 平均 し、対数 で表 した。 また、2回 の実験 で共通す るユ

ビキチン化ペプチ ド283個 のデー タを全 て示 した。RNF4/WTは 野生型細胞 と

RNF4欠 損細胞 のユ ビキチ ン化ペ プチ ドの比(Normalized)で あ り、2回 の実験

の平均値で ある。

SILACratio値 が高い ものがRLIVF4欠 損細胞でユ ビキチ ン修飾 の低 下がみ られ

たタンパク質である。従って、RNF4の 標 的タ ンパ ク質 の候補 と してHistoneH1、

HistoneH2A、HistoneH3が 同定 され た。 さらに、既知で あるSUMO2の ユ ビ

キチ ン修飾 の低下 も同様 にみ られた。また、Blastを 用 いて質量分析 で検出 され

たUb化 ペ プチ ドを含む ヒス トンを特 定 した。(図10)
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図10RNF4欠 損細胞 にお いてユ ビキチ ン化が低下 しているタンパク質
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【283個 のユ ビキチ ン化ペ プチ ド】

WT/△RNF4 gene
●

proteln sequence

1」43580995 HistoneH1.11L KPAGPSVTEIITK(gl)AVSASK

tO84056371 LOC417953 HistoneH3 SAPATGGVK(gDKPHR

0.963312933 SUMO2

SmalI

ubiquitin-related

modi而er2

HTPISK(gl)1MK

0.828125221 H2AFV HistoneH2A.V ATIAGGGVIPHIHK(gl)SIIGK

0.789475571 HistoneHtllL SIVSK(gl)GTIVQTK

0.783400477 HistoneH1」1L IGIK(gl)SIVSK

0.768496904 HIST2H2AC HistoneH2A
VTIAQGGV1PNIQAVIIPKK(gl)TD

SHK

0.707931575 RPL36
60SribosomaI

proteinL36

AIK(gl)FIK

0.683193282 LOC417953 HistoneH3 VTIMPK(gl)DIQIAR

0.648179109 RPS16
Uncharacterized

■

proteln

T1QYK(gl)11EPVIIIGK(gl)ER

0.586793093 H2B-VII HistoneH2B IIIPGEIAK(gl)HAVSEGTK

0.580752648 TRIP12
Uncharacterized

■

proteln

GSQAIK(gl)FFNTHQIK

0.558345394 RPS25
Uncharacterized

■

proteln

GIIK(gl)IVSK

0.557193991 RPL15
Ribosomalprotein

U5R
G1GK(gl)GHK(gl)FHHTIGGSR

0.550518577 POLH
Uncharacterized

■

proteln

TIDFFFK(gl)R

0.548796524 LOC417953 HistoneH3 YQK(gl)STEIIIR

0.517929297 RPL10
60Sribosomal

proteinL10

YMVK(gl)SCGK
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gene
■

proteln sequence

Ubiquitin YVDKIEK(gl)IFQSAPSDP

0.515581879 USP5 carboxyl-terminal
TQDFSTQVAK

hydrolase

0.509091349 RPL15
Ribosomalprotein

IGYK(gl)AK(gl)QGYVIYR
U5R

Uncharacterized
0.509071159 RPS16 VK(gl)GGGHVAQIYAIR

●

proteln

0.50576611 H2B-VII HistoneH2B SRK(gl)ESYSIYVYK

Uncharacterized NCAGPTNSIK(gDYVPIVTGIASA
0.502275293 FBXO38 ■

proteln R

0.501793128 H2B-VII HistoneH2B HAVSEGTKAVTK(gl)YTSSK

40Sribosomal

0.471180045 RPS13 K(g1)GITPSQIGVIIR
proteinS13

0.442490236 H2AFV HistoneH2A.V SIIGK(gl)K(gl)GQQK

60Sribosomal
0.435977094 RPL26 ANGTTVHVGIHPSK(gl)VVITR

proteinL26

0.432246517 H2B-VII HistoneH2B PEPAK(gl)SAPAPK

Enhancerof

0.426978519 ERH rudimentary (ac)SHTIIIVQPTK(gl)RPEGR

homolog

0.411865425 H4 HistoneH4 GVIK(gl)VFIENVIR

60Sribosomal
0.409898048 RPL13 lAGINK(gl)R

proteinL13

DnaJhomolog

0.404587632 DNAJB6 subfamilyB IIK(gl)PHKPASSPR

member6

Ubiquitin-40S

0.394973147 RPS27A ribosomalprotein HYCGK(gl)CCITYCFNKPEDK

S27a

0.394623848 RPL10 60Sribosomal 1NK(gl)M(ox)ISCAGADR
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proteinL10

gene
■

protem sequence

Uncharacterized
0.394579482 RPL27A YHPGYFGK(gl)VGMR

圏

proteln

50Sribosomal
0.389683886 RPL37 STCGK(gl)CGYPAKR

proteinL37e

Uncharacterized
0.386762568 MRPL20 TFK(gl)S1AAIAQR

隔

proteln

Thymidinekinase, IGAEREVEVIGGADK(gl)YHSVC
0.366068248 TK1

cytosolic R

Uncharacterized
0.360771868 RPL27A SGYYK(gl)VIGK

■

proteln

Uncharacterized
0.358613993 RPS14 EIGITAIHIK(gl)IR

暉

proteln

0.345487353 SLC6A9 Transporter IFNATQK(gl)R

60Sribosomal
0.338610054 RPL7 K(gl)IIYER

proteinL7

60Sribosomal
0.337979505 RPL35 VITVINQTQK(gl)ENIR

proteinL35

60Sribosomal
0.336371153 RPL7 K(gl)VIQIIR

proteinL7

0.333188506 RPU5
Ribosomalprotein

FFEV111DPFHK(gl)AIRR
L15R

myc

0.331351337 MYC prOtO-Oncogene VVSEK(gl)IATYQASRR
●

proteln

Uncharacterized
0.328776685 RPL3 K(gl)IYKIGQGYQ1K

●

proteln

Uncharacterized
0.318569603 CMIP TFISK(gl)IITSK

■

proteln

LOC41795
0.298393856

3
HistoneH3 K(gl)IPFQR
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0.296005649 CNPPD1 ProteinCNPPD1 K(gDYVSHVSR

gene
■

proteln sequence

0.295735673 RPL24
Uncharacterized

AITGASIAEIMAK(gl)R
o

protem

0.293694281 RPL10A Ribosomalprotein K(gl)VICIAVAVGHVK

Uncharacterized
0.2760252 RPL4 VMIK(gDINPYAK

曹

protem

60Sribosomal
0.275879733 RPU3 GFSIEEIK(gl)IAGINKR

proteinL13

60Sribosomal
0.275283821 RPL27 SFVK(gl)VYNYNHIMPTR

proteinL27

0.274930455
LOC41795

3
HistoneH3 K(gl)QIATK(gl)AAR

Uncharacterized
0.270202928 CUL5 TQEAIIQIMK(gDMR

融

proteln

Uncharacterized
0.264293459 C160r『5 AYIYTYK(gl)R

■

proteln

Uncharacterized
0.25899308 RPL14 RQAMPFK(gl)CMQITDFVIK

■

proteln

Uncharacterized
0.252676519 DPAGT1 INPTTGKIEMSYSK(gl)FK

■

proteln

Uncharacterized
0.245968233 RPL23 K(gl)VHPAVVIR

■

proteln

60Sribosomal TGVHHYSGNNIEIGTACGK(gl)Y
0.232615471 RPL30

proteinL30 YR

Uncharacterized
0.227055959 RPS25 EVPNYK(gl)IITPAVVSER

■

proteln

40Sribosomal
0.213670659 RPS17 VIIEK(gl)YYTR

proteinS17

Uncharacterized
0.208856645 HNRNPU HAAANPGK(gl)YNIIGTNTIMDK

■

proteln

0.208798697 RPL7 60SribosomaI QIFNGTFVK(gl)INK
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proteinL7

gene
6

proteln sequence

Uncharacterized
0.207185303 RPL9 TVIVK(gl)GPR

■

proteln

Uncharacterized
0.202155378 BCORL1 RIIVNK(gl)NAGETIIQR

■

proteln

0.201022895 RPL19
Ribosomalprotein

KIIK(gl)DGIIIR
L19

40SribosomaI
0.189577816 RPS13 FV丁GNK(gi)IIR

proteinS13

Uncharacterized
0.188640011 DYNC2H1 TRIDEWTK(gl)SAGIEK

●

proteln

Uncharacterized
0.187845994 PES1 FIIHEP1VNK(gl)FR

■

proteln

60Sribosomal
0.165305372 RPL30 YVIGYK(gl)QTIK

proteinL30

Uncharacterized
0.165251133 PPPlR7 K(gl)IFIVNNK

■

proteln

SupPressorof

0.156813409 ST7 tumorigenicity7 SATICYTAAIIK(gl)AR

proteinhomolo9

60Sribosomal
0.134690796 RPL10 ICANK(gi)YMVK

proteinL10

Uncharacterized
0.134367342 RPL4 KNPIK(gl)NIR

8

proteln

Uncharacterized
0.124324738 RPS23 ANPFGGASHAK(gl)GIVIEK

■

proteln

Uncharacterized
0.095010656 KLHL24 FADTHSIK(gl)TIFTK

冒

proteln

0.090593279 SSRP1
FACTcomplex

VAIGHGIK(gl)IITK
subunitSSRP1

0.089751609 FANCI Uncharacterized DSIIIVIQK(gl)AIFSR
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■

proteln

gene
●

proteln sequence

0.086320869 TK1
Thymidinekinase,

K(gl)AFGS夏INIVP1AESVVK
cytosolic

Uncharacterized
0.084985463 DDI2 WAGIAK(gDGVGTQK

■

proteln

Uncharacterized
0.082369401 CSTF2 IVDPEIAIK(gl)IIHR

■

proteln

Uncharacterized
0.080033011 RPS15A INK(gi)CGVISPR

●

proteln

Uncharacterized
0.079621371 BIRC6 GSSYK(gDIIVEQAK

●

protem

Serine/threonine

■-proteln

0.069935525 PPPlCB phosphatase AK(gDYQYGGINSGRPVTPPR

PP1-beta

catalyticsubunit

LOC39593 Uncharacterized
0.052388807 IFAPNHVVAK(gl)SR

3
■

proteln

Uncharacterized
0.052022125 CHTOP IGK(gDSNIQAR

■

proteln

Uncharacterized
0.047296538 RPS23 AHIGTAIK(gl)ANPFGGASHAK

●

proteln

60Sribosomal
0.046052078 RPL26 GQQIGK(gDVVQVYR

proteinL26

Uncharacterized
0.045263585 RPL24 TDGK(gl)VFQFINAK

巳

proteln

Uncharacterized
0.041598938 NDUFA4 IAPNDQYK(gDFYSVNVDYSK

■

proteln

40Sribosomal
0.040743506 RPS15

proteinS15
EAPPMEKPEVVK(g1)THIR
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40Sribosomal
0.040092131 RPS17 NK(gl)IAGYVTHIMK

proteinS17

gene
9

proteln sequence

Uncharacterized
0.038009792 RPL4 NIPGI丁IIDVNK(gl)INIIR

●

proteln

0.034763751 RPL15
Ribosomalprotein

GATYGKPVHHGVNQIK(gl)FAR
L15R

0.01694999 FAM208B uncharacterized DYINFTVTTK(gl)RPGR

Uncharacterized
0.010558413 SETX K(gl)IFQSTIK

■

proteln

Uncharacterized
0.005414553 NCAPG HIIVIIK(gl)

●

proteln

Uncharacterized
0.001832578 TNPO1 SISGIIIKNNVK(gD

●

proteln

Uncharacterized
一〇
.003119342 RACGAP1 IHDFVSK(gl)TVIKPESCVPCGK

■

proteln

60Sribosomal
一〇
.008349073 RPL30 SGK(gl)YVIGYK(gl)QTIK

proteinL30

Uncharacterized
一〇
.014028114 POP5 TCQK(gl)FIIQYNR

8

protem

一〇
.024341263 YWHAG

14-3-3protein
NIISVAYK(gl)NVVGAR

gamma

Uncharacterized VIK(gl)VISVCSSNKPA1VEAGG
一〇.029231354 CTNNB1

■

proteln MQAIGIHITDPSQR

Uncharacterized
一〇.034372014 OC426240 GIIIYGPPGTGK(gl)TIIAR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.038797361 RPL4 SQEIQK(gl)AIRAPK

膠

proteln

Uncharacterized
一〇.06094515 LSS FTQIPENPPDYQK(gl)YYR

■

proteln

一〇.061289294 ASNS
Asparagine

GIINIK(gDHSTSIFPK
synthetase
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一〇
.068738959 RPL21

Uncharacterized
K(gl)HGVVPIATYMR

■

proteln

gene
,

proteln sequence

Uncharacterized
一〇.070712575 PSMC2 THIFK(gl)IHAR

■

proteln

Uncharacterized SAVPPGADK(gl)K(gl)AEAGAGA
一〇.074552516 RPS10 圏

proteln ATEFQFR

Uncharacterized
一〇
.083087586 SGTA AAAYSK(gl)1GNYAGAVR

■

proteln

Sodium/potassiu

一〇
.085784178 ATPIB3

m-transpOrting
TFGYSK(gl)GTPCVIVK

ATPasesubunit

beta-3

一〇.086870176

LOC39593 Uncharacterized
VEQIAASK(gl)CR

3
■

proteln

40Sribosomal IASIIEEQFQQGK(gl)11ACIASRP
一〇
.087107288 RPS8

proteinS8 GQCGR

Uncharacterized
一〇
.099985517 RPL24 VEICSFSGYK(g1)IYPGHGRR

●

proteln

一〇
.101039713 YWHAE

14-3-3protein
NIISVAYK(gl)NVIGAR

epsilon

Uncharacterized
一〇
.107846821 PSMC3 ACAAQTK(gl)ATFIK

■

proteln

26Sprotease

一〇.122118786 PSMC1 regulatory VVGSEIIQK(gl)YIGDGPK

subunit4

Uncharacterized
一〇
.122580024 RPL23 K(gl)KVHPAVVIR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.128931739 MTCH2 AGIFK(gl)GIAPR

■

proteln

一〇
.12982376 H4 HistoneH4 DAVTYTEHAK(gl)RK

GPI Glucose-6-phosp IIPHK(gl)VFEGNRPTNSIMFTK
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一〇.143705025 hateisomerase

gene
■

proteln sequence

Uncharacterized
一〇.167314569 MTCH2 ICSSAIGTVVHGK(gl)VIQR

9

proteln

Uncharacterized
一〇
.167722312 CDCA7L NARPPEK(gl)FAIEK

■

proteln

Uncharacterized
一〇.168645288 TBClD15 IFIK(gl)CIENHVVIR

■

proteln

一〇.184685848 CCT5
Thymidinekinase,

IMGIEAIK(gl)SHIMAAK
cytosolic

lntegral

一〇.18758136 TK1 membrane CIIVK(gl)YAK

protein2B

Inosine-5'-monoP

一〇.187622523 ITM2B hosphate VKVSFNSA1AQK(gl)EAAK

dehydrogenase

Ubiquitin

一〇.188610419 IMPDH carboxyl-terminaI HGFCGIPITDNGK(gl)M(ox)GGK

hydrolase

Uncharacterized
一〇.189933685 USP5 FASFPDYIVIQIK(gl)K

■

proteln

Ubiquitin

一〇コ90255037 RPL35A carboxyl-terminal NNTVTPGGK(gDPNR

hydrolase

Uncharacterized
一〇」95312132 USP5 SVAIK(gl)TTR

響

protem

Ubiquitin

一〇
.195346406 TKT carboxyl-terminal K(gl)AYGIAIAK

hydrolase

一〇
.197844826 USP5 uncharacterized MFK(gl)AIIGK
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Uncharacterized
一〇
.199047529 PXMP4 AAIAVIK(gDGFR

■

proteln

gene
●

protem sequence

T-complex

一〇.199428833 PABPC1 proteinlsubunit TVPQYK(gl)YAAGVR

eta

60Sribosomal
一〇.209918361 OCT7 K(gl)丁FSYAGFEMQPK

proteinL30

Uncharacterized
一〇.215205344 RPL30 AK(gl)IVIIANNCPAIR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.215900453 RPS10 MIMPK(gl)K

●

proteln

LOC39593 Uncharacterized
一〇.217686901 RPAVK(gl)QFHDSK

3
冒

protem

一〇.218754923 ATXN3 Ataxin-3 VQQVQRPK(gl)IIGEETAQSR

1nosine-5LmonOP
GSIHK(gl)FIPYIIAGIQHSCQDIG

一〇.225277783 IMPDH hosphate
AK

dehydrogenase

Heatshock

一〇.234850594 HSPA8 cognate71kDa IQK(gl)IIQDFFNGKEINK
璽

proteln

Uncharacterized
一〇
.237511418 TOMM7 IQQIFK(gl)GGQFAIR

●

proteln

Amidophosphorib
一〇.238384631 PPAT K(gl)FGVISDNFK

OSyltranSferaSe

Uncharacterized
一〇.238883671 PABPC1 AIDTMNFDVIK(gl)GKPVR

層

proteln

Uncharacterized
一〇
.24488737 NAPRT1 11AGPQMK(gl)IMEIGIR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.249674891 SCCPDH IITK(gl)YPEFFSAGR

■

proteln
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gene
嗣

proteln sequence

Uncharacterized
一〇
.252396268 APLP2 HISK(gl)MQNHGYENPTYK

■

proteln

V-typeproton

ATP6VOA ATPase116kDa
一〇
.254353706 K(gl)HIGTHNFGGIR

1 subunitaisoform

1

60Sribosomal
一〇
.265562121 RPL10 11PDGCGVK(gl)YVPGRGPIDR

proteinL10

uncharacterized
一〇.265744023 HNRNPH1 FFSDCK(gl)11NGAIGIR

●

proteln

Uncharacterized
一〇.277626515 VCP VAIIK(gl)ANIR

■

proteln

Ubiquitin

一〇.278018479 USP5 carboxyl-terminaI VCASEKPPK(gl)DIGYIYFYQR

hydrolase

Uncharacterized
一〇
.287828565 PSMC2 VIGSEIVQK(gl)YVGEGAR

■

proteln

Proteasome

一〇.288471172 PSMA3 subunitalpha IVISK(gl)IYEEGSNKR

type

Largesubunit

一〇.291901028 LSG1 GTPase1 NEIIEIFK(gl)TIHSGPR

homolo9

Uncharacterized
一〇.294008519 AUP1 ITAADK(gl)AEHMKR

幽

proteln

Uncharacterized
一〇
.295117834 UBFD1 IHSITGIPPAMQK(g1)VMFK

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.298547342 UFDlL RGIPNYDFK(gl)IGR

圏

proteln

40



一〇
.306883897 CLIC2

Uncharacterized
IHIIK(gl)IAAK

■

proteln

gene
■

proteln sequence

Glyceraldehyde-3

一〇.3085347 GAPDH 一phosphate GAAQNHPASTGAAK(gl)AVGK

dehydrogenase

一〇.3249305斜 ASNS
Asparagine

NGIEK(gl)YIIR
synthetase

Proteasome
一〇.329957253 PSMB4 CMK(gl)IIYYR

subunitbetatype

Serine/threonine

■-proteln

一〇.334297632 PPPlCB phosphatase GCRPGK(gl)IVQMTEAEVR

PP1-beta

catalyticsubunit

T-complex

・-0
.335706859 CCT8 proteinlsubunit AVDDGVNTFK(gl)VITR

theta

myc

一〇
.347260427 MYC proto-Oncogene HK(gl)IEQIR

■

proteln

一〇
.350558888

GGA.4755 Uncharacterized
FAGK(gl)QIEDGR

2
■

proteln

uncharacterized
一〇
.351168271 POLR2E GQVVK(gl)IIRPSETAGR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.362881594 RPL11 VIEQITGQTPVFSK(gl)AR

●

proteln

一〇
.364953767 RPL10A Ribosomalprotein AGK(gl)FPSIITHNENIVAK

Uncharacterized IAYMPNTFFIGDHANMFPHIK(gl)
一〇
.369377131 OGT

■

proteln KK

一〇
.380532929 RPS27A

Ubiquitin-40S
IIFAGK(gl)QIEDGRTISDYNIQK

ribosomalprotein
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S27a

一〇.380701976 ENO1 Alpha-enolase (ac)SIIK(gl)IHAR

gene
,

proteln sequence

一〇
.38455682 TPI1

Triosephosphate

■
lsomerase

IGVAAQNCYK(gl)VPK

Tyrosine--tRNA

一〇
.385256293 YARS ligase, NFITK(gl)IGSISCK

cytoplasmic

Uncharacterized
一〇
.386342137 IDH3A SHVTAVHK(gl)ANIMR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.388242889 HK1 TVCGAVSK(gl)R

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.394896952 RPS3 GCEVVVSGK(gl)IR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.406091784 VDAC2 DIFNK(gl)GYGFGIVK

■

proteln

一〇
.4079399 PKM

Pyruvatekinase
HIK(gl)IISK

mUSCIeiSOzyme

Proteasomal

一〇
.409192749 ADRM1 ubiquitinreceptor MSIK(gl)GSTVTPDKR

ADRM1

一〇
.418579228 SEC23A

Proteintransport
GAVQFVTQYQHSSTQK(gl)R

proteinSec23A

Uncharacterized
一〇
.420640003 NOP58 II丁DNITYCK(gl)CVR

■

proteln

Ubiquitin-40S

一〇.422366312 RPS27A ribosomalprotein TISDYNIQK(gl)ESTIHIVIR

S27a

GGA.4755 Uncharacterized
一〇
.422366312 TISDYNIQK(gl)ESTIHIVIR

2
■

proteln

Uncharacterized
一〇.426990329 UBE2J2 GPETTPYEGGYYHGK(gl)IIFPR

■

proteln
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Uncharacterized
一〇.432908115 CTNNB1 NK(gl)M(ox)MVCQVGGIEAIVR

●

proteln

gene
■

proteln sequence

一〇
.435390278 CUL1

Unchε 専racterized

FINNNAVTK(gl)MAQSSSK
■

proteln

Uncharacterized
一〇
.44120305 SMARCC1 AK(gl)HIAAVEER

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.442417638 RPS3 IREITAVVQK(gl)R

璽

protem

BTB/POZ

domaircontainin

一〇
.443153647 TNFAIP1

gadapterfor
TCSFK(gl)VGSIGNK

CUL3-mediated

Rh◎Adegradation

protein2

DDB1-and

一〇
.454238399 DCAF13 CUL4-associated VFAK(gDPFISSIDGHR

factor13

lnosine-5。-mono

一〇
.46040938

IMPDH phosphate
YRGMGSIDAMDK(gi)NIGSQNR

dehydrogenase

LOC42968 Uncharacterized
一〇.463522972 K(gl)AFISTI丁AQSITR

2
■

proteln

Uncharacterized
一〇.467663211 SREBF2 K(gl)IAHGFRPAYR

■

proteln

Uncharacterlzed
一〇.46821067 TQNVIGEK(gl)GRR

RPS3
■

proteln

Eukaryotic

一〇
.482192206 EIF4A2 initiationfactor AIIPCIK(gl)GYDVIAQAQSGTGK

4A-11

Uncharacterized
一〇
.482287722 PES1 1CIIK(gDGIYPHEPR

■

proteln
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一〇
.505915871 RAN

GTP-binding
AK(gl)SIVFHR

nuclearproteinRan

gene
■

proteln sequence

Methionine YREIGNIIQK(gl)HAQANGFSVV
一〇.515184285 METAP1

aminopeptidase1 R

Uncharacterized
一〇
.523930536 HMGCR HIPAYK(gl)IETIMETQER

■

proteln

Uncharacterized
DIP2B VSTK(gl)IQQIINTIK

一〇
.532223281

■

proteln

Uncharacterized
AURKA GK(gl)FGNVYIAR

一〇
.55193848

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.555986348 ILK ISMADVK(gl)FSFQCPGR

8

protem

Mitochondrial
一〇
.556073977 RHOT1 EMKPACIK(gl)AITR

RhoGTPase1

Uncharacterized
一〇
.558986684 PLK1 HINPVAANIIQK(gl)MIR

■

proteln

Glyceraldehyde-3

一〇
.57212902 GAPDH

一phosphate SIK(gl)IVSNASCTTNCIAPIAK

dehydrogenase

Eukaryotic

一〇.572619048 EIF4A3 initiationfactor GIYAYGFEK(gi)PSAIQQR

4A-111

Uncharacterized
一〇.582261219 IGJ 11VPIK(gl)SR

幽

proteln

U2snRNP

一〇.589719074 U2AF1 auxiliarysmalI GGFCNFMHIK(gl)PISR

subunit

Uncharacterized
一〇
.591877117 AMFR K(gl)IPCGHIFHNSCIR

o

proteln
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Uncharacterized
一〇
.59231982 PDIA4 KFDVTGYPTIK(gl)IFR

■

proteln

gene
■

pr◎teln sequence

一〇.596991423 RFTN1 Raftlin EGNISTK(g1)QIVFIQRPSIPQK

Uncharacterized
一〇
.604176395 EIF2B3 CYVHIMK(gDEGICCR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.613000032 SREBF2 K(gl)VFIHEATVR

o

proteln

Uncharacterized
一〇.613786869 OC426240 K(gl)YEMFAQTIQQSR

■

proteln

一〇.615382578 FAM46C FAM46C GGGIIK(gl)YSNIIVR

Phosphoinositide

一〇
.635610594 PIK3AP1 3-kinaseadapter RFVGHTK(gl)DVISVAFSSDNR

protein1

Uncharacterized
一〇
.642085629 RPS3 YK(gl)11GGIAVR

■

proteln

Uncharacterlzed
一〇
.64397495 PABPC1 K(gl)EFSPFGTITSAK

■

proteln

Uncharacterized
一〇.662514535 RABGEF1 K(gl)FFTASSR

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.667349877 ATAD1 GVIIYGPPGCGK(gl)TI1AK

■

protem

Uncharacterized
一〇.677849814 NOP58 HPASTVQIIGAEK(gDAIFR

■

proteln

Elongationfactor
一〇.678448671 EEF2

2
VMK(gl)FSVSPVVR

Uncharacterized
一〇
.682559356 PABPC4 AK(gl)EFTNVYIK

■

proteln
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一〇.700526723 RPS10
Uncharacterized

●

proteln

PK(gl)GIEGERPAR

gene
昌

proteln sequence

Uncharacterized
一〇.715905889 LSS QVYIPM(ox)SYCYAK(gl)R

■

proteln

Uncharacterized
一〇
.741615724 GNAI3 VKTTGIVETHFTFK(gl)DIHFK

■

proteln

一〇
.748488858 EEF2

Elongationfactor

2
STITDSIVCK(gl)AGIIASAR

Uncharacterized
一〇
.754816045 VAMP1 VNVDK(gl)VIER

■

proteln

Nuclease-sensiti

ve
一〇
.77244992 YBX1 NDTKEDVFVHQTAIK(gl)K

element-binding

protein1

DNAreplication

一〇
.783411854 MCM3 licensingfactor TIIIACHIKQMSK(gl)

MCM3

Pericentriolar
一〇
.793514088 PCM1 AQIFNK(gDMR

materia口protein

Uncharacterized
一〇.800988136 HMGCR IQK(gl)IIIS1AGR

圏

proteln

Uncharacterized
一〇
.817146627 CYP51A1 M1K(gi)TGINIAQFK

■

proteln

Hydroxymethylglu

一〇.822485483 HMGCS1 taryl-CoA IVQK(gDSVAR

synthase

Uncharacterized
一〇
.822753458 SCD VSK(gl)EVIIAR

髄

proteln
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Nuclease一

sensitive
一〇
.83156526 YBX1 VIATK(gl)VIGTVK

element-binding

protein1

gene
■

proteln sequence

Uncharacterized
一〇.83442056 HNRNPU APQCIGK(gl)FIEIAAR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.836682295 RALYL YGK(gl)IVGCSVHK

屋

proteln

Uncharacterized
一〇.83863781 HSPH1 GCAIQCAIISPAFK(gl)VR

■

proteln

Uncharacterized FAANPNQNK(gl)NVAIISQICHS
一〇.861942891 ELAVL1

巳

protem PAR

Uncharacterized
一〇.863890138 DDX3X RK(gl)QYPISIVIAPTR

胴

proteln

CaseinkinaseI
一〇.869122491 CSNKIA1 IEYVHTK(gl)NFIHR

isoformalpha

Uncharacterized
一〇
.882242704 RIOK3 ISNQVFNAIK(gl)QHAYSEERR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.895879183 HSPH1 NHAAPFSK(gl)VITFYR

■

proteln

Uncharacterized
一〇.906121516 SRP72 IAQGSVTK(gl)ACMIIR

`

proteln

Uncharacterized
一〇
.925973713 STT3A FGQVYTEAK(gl)RPPGYDR

■

protem

Uncharacterized AAK(gl)VIEiQITGQTPVFSK(gl)A
一〇
.926134552 RPU1

9

proteln R

Long-chain-fatty

一〇
.930929513 ACSBG2 一acid--CoA SVGAK(gl)SSTIRR

ligaseACSBG2
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40Sribosomal
一〇.939706896 RPSA AVIK(gl)FAAATGATPIAGR

proteinSA

Glyceraldehyde-3

一〇
.94133872 GAPDH 一phosphate YDSTHGHFK(gl)GTVK

dehydrogenase

gene
圏

proteln sequence

Uncharacterized
一〇.971547344 HSD17B7 YHSCTSGIGK(gl)NFVEPR

●

protem

Uncharacterized
一tOO2768831 DOCK8 TSAVSVGSK(gl)IIQSR

■

proteln

Uncharacterized
一1
.002789651 GBA2 TIFEK(gl)NVMSFAGGK

■

proteln

Uncharacterized
・-tO36976237 HSPH1 NQQITHAHNTVSNFK(gl)R

■

proteln

Uncharacterized
一1 .123726171 HNRNPU MMVAGFK(gl)R

8

protem

Uncharacterized
一1」53808061 RAC1 KITPITYPQGIAMAK(gi)EIGAVK

■

proteln

一1」69546008 EEF2
日ongationfactor

2

YFDPATGK(gDFSK

Uncharacterized
一1
.19844277 SREBF2 HRK(gl)QADIDIAR

■

proteln

Uncharacterized
一t215363412 ABCF2 TIQK(gl)MMASGITER

■

proteln

一t235591223
Tubulinalpha-1

HGK(gl)YMACCIIYRGDVVPK
chain

Uncharacterized
一t237976367 EIF3A TVYEDK(gl)IKQFQER

曾

proteln

Tubulinalpha-1 VGINYQPPTVVPGGDIAK(gDVQ
一1
.250451536

chain R
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一1
.270493096

Actin,cytoplasmic

type5

K(gl)DIYANTVISGGTTMYPGIA

DR

gene
■

proteln sequence

Uncharacterized
一1
.298619133 PABPC1 IVATK(gi)PIYVAIAQR

■

proteln

Uncharacterized
一1
.298911154 TUBA3E

●

proteln

DVNAAIAAIK(gDTKR

Uncharacterized
一t328304499 TUBA3E HGK(gl)YMACCMIYR

巳

protem

IgmuchainC
一1 .347485193

暫

IETAIGK(gl)R
reglon

Uncharacterized
一1
.353263929 MCM2 FVVNSHVK(gl)HHPGSK

■

proteln

Eukaryotic

translation
一t366604231 EIF5A2 GRPCK(gl)1VEM(ox)STSK

initiationfactor

5A-2

LOC42602 Uncharacterized
一1
.477746948 IVVPASQCGSIIGK(gl)GGCK

3
8

proteln

Uncharacterized
一1
,492723077 SNX3 VVVPPIPGK(gl)AIIR

■

proteln

Elongationfactor
一t572019202 EEFIA KIEDGPK(gl)FIK

1-alpha1

Uncharacterized
一1
.697936494 CCT2

置

proteln

IIIANTGMDTDKIK(gl)IFGSR
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一1 .698613122 CDK1
Cycllin-dependen

一

GVIK(gl)IADFGIAR
tkinase1

Insulin-like

一2
.003203073 IGF2BP3

growthfactor2
FTEEIPIK(gDIIAHNNFVGR

mRNA-binding

protein3

gene
■

proteln sequence

Uncharacterized
一2
.063127482 PCGF VSGEATIGHVEK(gl)FIR

■

proteln

一2
.221971324

IgmuchainC

■

reglon

VITPSFVDIFISK(gi)SATITCR

Tubulinbeta-7
一3
.040309705 ISVYYNEATGGK(gDYVPR

chain
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5結 論 と展 望

本研 究に よ りzビ キチ ン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4

に よってユ ビキチン化 を受 ける基質を同定 した。 このデータを基に、標的タン

パ ク質の候補について、 ウェスタンブロッ トなどの個別の実験を行い、ユ ビキ

チン化が変異体で低下 しているのか、タンパク質の安定性に影響があるのかな

ど検討する必要がある。
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