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【内容要旨】 

 ユビキチン化は、たんぱく質の分解や DNA 損傷の修復など細胞のさまざま

な重要過程を調節するたんぱく質翻訳後修飾の１つである。これまでの研究に

より、一過性脳虚血後にユビキチン化たんぱく質が界面活性剤である

TritonX-100 不溶性画分内に蓄積されることが報告されている。これは、ユビ

キチン化たんぱく質の立体構造が変化し不溶性となるために起こると考えられ

ている。この過程により、虚血後の神経細胞死が誘発されるが、Triton不溶性

画分内のユビキチン化たんぱく質の詳細な解析は未だ報告されていない。 

 本研究では一過性脳虚血後の Triton 不溶性画分内のユビキチン化たんぱく

質を同定するために、プロテオミクス解析を行った。マウスに対して 10 分間

の前脳虚血と４時間の再還流を行った後、海馬のホモジネートから Triton不溶

性画分を分離した。トリプシン処理の後、ユビキチン化されたペプチドを免疫

沈降し、質量分析を行った。 

 一過性脳虚血後にはユビキチン化たんぱく質の増加が認められた。とりわけ、

Triton不溶性画分内のユビキチン化たんぱく質の増加が著明であった。これら

のたんぱく質は、リシン 48 のポリユビキチン化を豊富に含むことから、ユビ

キチン・プロテアソーム系で分解されるものと考えられた。質量分析の結果、

１箇所以上のユビキチン化を受けるたんぱく質が 520種類同定され、その中で

66 種類のたんぱく質は 10 箇所以上のユビキチン化部位を含むことが明らかと

なった。一過性脳虚血後の Triton不溶性画分のユビキチン化たんぱく質におい

て、272 種類のたんぱく質がコントロール群と比較して５倍以上の増加を示し

ていた。これらのたんぱく質には、虚血後に障害されるたんぱく翻訳やシナプ

ス可塑性、また神経情報伝達関連分子が含まれていた。さらに、ユビキチン化

部位のアミノ酸配列を詳細に検討することにより、一過性脳虚血後のユビキチ

ン化に関わるアミノ酸配列モチーフを同定した。 

 これまで、ユビキチン化たんぱく質の解析は高いバックグラウンドが原因と

なり詳細な解析が妨げられてきたが、本研究ではトリプシン処理と免疫沈降法

を組み合わせた質量分析を用いることにより、一過性脳虚血により誘導される

ユビキチン化たんぱく質の包括的解析に初めて成功した。本研究で同定された

ユビキチン化たんぱく質をさらに詳細に解析することにより、虚血後の神経細

胞障害の原因の解明と有効な治療法の開発が進展すると思われる。 

 

 




