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B) 緒言 

 

１ ユビキチン化による NFκBシグナルの制御 

NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)は、細胞生存

決定、免疫反応、炎症、発がん、器官形成などにおいて重要な役割を果たしている転

写因子である 1,2。定常状態では、NFκB は、その核移行シグナルが Inhibitor of κB 

proteins (IκB)によってマスクされており、細胞質内にとどまっている。サイトカインなど

の刺激が入ると、IKKβや IKKγなどの IκB kinases (IKK)が、IκBをリン酸化する。リン

酸化された IκB は選択的に分解され、核移行シグナルが露出した NFκB は核に移行

できるようになり、数多くの標的遺伝子の転写を活性化する 1-3。この NFκBシグナルに

おいて、ユビキチン化修飾系は重要な役割を果たしている。例えば、リン酸化された

IκBの分解は、Skp1-Cul1-F-box (SCF) protein complex 型のユビキチンリガーゼがユ

ビキチンの 48 番目のリジン残基を介したポリユビキチン鎖を付加することによってなさ

れる 4,5。また、ユビキチンの 63 番目のリジン残基を介したポリユビキチン鎖が IKK の

活性化に重要であること、さらに近年では直鎖状のユビキチン鎖も NFκB の活性化に

重要であることが報告されている 2,6,7。このように、NFκBの活性化の多くのメカニズムを

ユビキチン化が関与している。 

 

２ ユビキチン化修飾系 

ユビキチン化は真核生物に存在するタンパク質翻訳後修飾の一つである。ユビキ

チン化は、比較的半減期の短いタンパク質の分解制御 8やシグナル伝達、細胞周期、 

形態形成や DNA 修復など多岐に渡る細胞機能を制御している 9。ユビキチン化は、

ユビキチン活性化酵素 E1、ユビキチン結合酵素 E2、ユビキチンリガーゼ E3からなる３

種の酵素カスケードによって触媒される酵素反応系である 10。まず、ユビキチンが ATP

依存性にユビキチン活性化酵素 E1 の活性残基であるシステインとチオエステル結合

し、E1からユビキチン結合酵素 E2へ転移される。次に、ユビキチンリガーゼ E3によっ

て認識される標的タンパク質のリジン側鎖のε-アミノ基にユビキチンのカルボキシル

末端がイソペプチド結合することによって、ユビキチン化修飾が完了する 10。標的タン

パク質に結合したユビキチン自身も、そのリジン側鎖やアミノ末端を介してユビキチン

化を受けることが可能であり、その修飾構造はポリユビキチン化と呼ばれている。 

ユビキチン化修飾系の中で、ユビキチンリガーゼE3は標的タンパク質の認識を司る

酵素サブユニットである 10-12。ユビキチンリガーゼはこれまでに、ヒトゲノム中に数百以

上（全ゲノムの数％以上）存在していることが知られており、その構造によって、HECT 

(homologous to E6-AP COOH terminus)型 9,12、RING (really interesting new gene)型
13-15、そして U-box型 16-18に分類される。 
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３ TRIM39 

ユビキチンリガーゼの中で、RING ドメインを有するタンパク質群のサブファミリーと

して、TRIM タンパク質ファミリーの存在が見出されている 19。TRIM タンパク質は、

RINGドメイン、１つないし２つのB-boxドメイン、Coiled-Coilドメインを持つタンパク質と

定義される 19-21。TRIM タンパク質はさまざまな細胞機能に関わることが知られており、

その変異は発達障害、神経変性疾患、ウイルス感染、発がんなどの多様な疾患と関連

していることが知られている 21-24。 

TRIM39はTRIMファミリータンパク質の一つであり、RINGドメイン、B-boxドメイン、

Coiled-Coil ドメインに加え、カルボキシル末端側に SPRY (Spla kinase and ryanodine 

receptor)ドメインを有する 25。TRIM39 も他の TRIM タンパク質と同様 E3活性を持ち、

基質タンパク質のユビキチン化を促進する。TRIM39 によって分解が促進する基質 26

や、逆に安定化を受ける基質 25の存在も報告されている。 

TRIM39 の遺伝子は、ゲノム上でヒト 6 番染色体の MHC (major histocompatibility 

complex) Class I 領域に位置している。同領域には、免疫システムと関連する遺伝子

が多数存在している他 19,27,28、６つの TRIM ファミリー遺伝子(TRIM10, TRIM15, 

TRIM26, TRIM27, TRIM31, TRIM38)も存在している 21。TRIMタンパク質と自然免疫シ

グナルには深い関連があり、このMHC Class I領域に存在する TRIMファミリー遺伝子

をはじめとして、おおよそ半数の TRIM タンパク質が免疫システムを制御していること

が報告されている 29。TRIM39 も、I 型インターフェロンの制御に関与し 30、TRIM39 遺

伝子座のエキソン内に位置する SNP が、ベーチェット病の罹患率に相関することが報

告されている 31。これらの知見から、他の多くの TRIM と同様に TRIM39も炎症免疫シ

グナルに影響すると予想されるが、その機能は不明であった。 

 

４ Cactin (Cactus interactor) 

NFκBシグナルはさまざまな因子によって厳密に制御されているが、Cactin (Cactus 

interactor)もその制御因子の一つである。Cactinは、ショウジョウバエにおける IκBαの

オルソログである Cactusに結合するタンパク質として同定された 32。Cactinはショウジョ

ウバエやゼブラフィッシュ、線虫の発生におけるシグナル制御と関連することが報告さ

れている 32-35。ヒト Cactinは、IκBαではなく IκBL (IκB-like)と結合し、NFκBを負に制

御することが知られている 36。この IκBL遺伝子は、TRIM39遺伝子と同様、6番染色体

のMHC領域に存在しており、Cactin と同様に NFκBシグナルを負に制御するが 36、

Cactin、IκBL ともにその詳細な機能は明らかになっていない。 

 

５ 本研究の目的 

ここまで述べてきたように、数多くの TRIMタンパク質が炎症免疫シグナル伝達を制

御すること、TRIM39遺伝子座内の SNPがベーチェット病の罹患率と関連すること、
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TRIM39遺伝子はMHC領域に存在することから、TRIM39が炎症免疫シグナルに影

響すると想定されていたが、未だ十分な解析がなされていなかった。本研究では、

TRIM39の炎症免疫シグナルにおける機能を明らかにすることを目的とした。 
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C) 略語表 

 

本文中、ならびに図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

3-AT  3-amino-1, 2, 4-triazole  

A20  TNFAIP3（tumor necrosis factor alpha-induced protein 3） 

APS  ammonium peroxodisulfate  

BPB  Bromophenol blue  

Cactin  Cactus interactor  

CBB  coomassie brilliant blue  

CIAP  calf intestine alkaline phosphatase  

CS  calf serum  

DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium  

DMSO  dimethyl sulfoxide  

E1  ubiqmtin-activating enzyme  

E2  ubiquitin-conjugating enzyme  

E3  ubiquitin ligase  

ECL  Enhanced ChemiLuminescence 

ECSIT  evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathways 

EID-1  EP300-interacting inhibitor of differentiation 1 

FBS  fetal bovine serum  

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GST  Glutathione S-Transferase 

GWAS  Genome-wide association study 

HBS  HEPES buffered saline  

HECT  homologous to the E6AP carboxyl terminus  

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  

IκB  inhibitor of κB  

IκBα  inhibitor of κBα  

IκBL  inhibitor of κB-like  

IKKγ  inhibitor of κBγ 

IKK  IκB kinase  

IL  interleukin 

IPTG  isopropyl β-1-thiogalactopyranoside  

IRAK4  interleukin-1 receptor-associated kinase 4 
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ISRE  IFN-stimulated response element 

LARII  luciferase assay reagent II  

Luc  Luciferase 

MHC  major histocompatibility complex  

MOAP-1 Modulator of apoptosis 1 

MyD88  myeloid differentiation primary response gene 88 

NAT  NF-kappaB-activated transgene 

NFκB   nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

PBS  Phosphate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PLB  passive lysis buffer  

PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride  

PRY  PRYdomain  

PVDF  polyvinylidene Difluoride  

RET  rearranged during transfection 

RFP  RET Finger protein 

RING  really interesting new gene  

RIP  Regulated Intramembrane Proteolysis 

RNAi  RNA interference 

SCF  Skp1-Cul1-F-box protein complex  

siRNA  small interfering RNA 

SLE  Systemic lupus erythematosus 

SNP  single nucleotide polymorphism 

SPRY  Spla kinase and ryanodine receptor  

TB  transformation buffer 

TBS  Tris Buffered Saline 

TBST  TBS containing 0.5% Tween 20 

TEMED  N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine. 

TNFα  tumor necrosis factor α 

TRAF  tumor necrosis factor receptor-associated factor 

TRIM  tripartite motif  

UV  ultraviolet 

WCL  whole cell lysate  

X-GAL  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside  

 

Amino Acids   
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G Gly glycine 

H His histidine 

K Lys lysine 

 

Nucleotides   

A  adenine  

C  cytosine  

G  guanine  

T  thymine  

U  uracil  
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D) 実験方法 

 

１ 実験材料 

 

以下に本研究で用いた実験材料の由来及び調剤法などを示した。各装置などの

製造元の社名は社名のあとに社あるいは㈱と略記した。 

 

<1> 大腸菌株、酵母、培養細胞 

大腸菌 XL-10Gold株 (Stratagene社) 

大腸菌 DH10Bac株 (Invitrogen社) 

酵母 L40株 (Invitrogen社) 

HEK293T細胞 (ATCC) 

HeLa細胞 (ATCC) 

 

<2> 装置 

PCR装置： 

MJ Mini (バイオラッドラボラトリーズ(株)) 

StepOne
TMリアルタイム PCRシステム (Applied Biosystems社) 

DNAシークエンサー: ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems 社) 

電気泳動槽： 

スラブ電気泳動装置 （日本エイドー(株)) 

Mupid-2plus (Advance(株)) 

トランスブロットセル （バイオラッドラボラトリーズ(株)) 

パワーサプライ: BP-T5 (Bio craft(株)) 

UV トランスイルミネーター (アガロースゲル撮影装置): 

AS-100BT (Bio cratt(株)) 

超音波破砕機: Sonifer250 (Branson社) 

スライドガラス: MICRO SLIDE GLASS (MATSUNAMI社) 

カバーガラス: MICRO COVER GLASS (MATSUNAMI社) 

濾紙: 3MM (Whatman社) 

大腸菌・酵母培養用シェーカー: Innova4330  (New Brunswick Scientific社) 

インキュベーター: TVN680DA incubator (Advantec社) 

CO2インキュベーター： 

Forma series II water jacketed CO2 incubator (Thermo electron社) 

ヒートブロック: Thermo Alumi bath ALB-221 (IWAKI社) 

吸光光度計: Smart Spec 3000 (バイオラッドラボラトリーズ(株)) 
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遠心機： 

Centrifuge 5415R (Eppendorf社) 

MX-300 (TOMY社) 

Avanti J-E centrifuge (Beckman Coulter社) 

ルミノメーター:Glomax20/20 luminometer (プロメガ社) 

顕微鏡: BX-51 (OLYMPUS社) 

CCDカメラ: DP71 (OLYMPUS社) 

pH メーター: Seven Easy (Mettler Toledo社) 

オートクレーブ装置: KS-323 (TOMY社) 

ドライオーブン: SS-K-300 (いすず製作所(株)) 

濾過滅菌用フィルター: MILLEXHV (Millipore社) 

 

<3> キット 

DNAシークエンスキット: BigDye Terminator Kit (Applied Biosystems社) 

DNA連結キット: TaKaRa DNA ligation kit (タカラバイオ(株)) 

RNA抽出キット: ISOGEN (ニッポンジーン(株)) 

cDNA合成キット: ReverTra plus (TOYOBO(株)) 

プラスミド抽出キット： 

JETSTAR2.0 (GENOMED社) 

Axyprep plasmid mini prep kit (Axygen社) 

Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems社) 

Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen社) 

 

<4> 各種酵素 

DNA合成酵素： 

KOD plus (TOYOBO(株)) 

KOD FX (TOYOBO(株)) 

RNA分解酵素： RNaseA (Novagen社) 

トリプシン(Sigma社) 

制限酵素類 (BamHI, EcoRI, EcoRV, NotI, XhoI):全て TaKaRa(株)製の制限酵素を使

用した。 

 

<5> 各種核酸 

pcDNA3 (Invitrogen社) 

pcDNA3myc: pcDNA3 (Invitrogen社)にMyc タグを組み込んだ。 

pCR3 (Invitrogen社) 
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pCRFLAG: pCR3 (Invitrogen社)に 2×FLAG タグを組み込んだ。 

p3×FLAG (Invitrogen社) 

pCGN-HA、pCGN-HA-Ub:当研究室で作製された。 

pFastBacHT (Invitrogen社) 

pNAT-Luc:当研究室で作製された。 

pGL4.74-hRLtk (Promega社) 

NIH 3T3 cells Matchmaker cDNA library (Clontech社) 

Human Prostate Matchmaker cDNA Library (Clontech社) 

dNTP mixture (dATP、dCTP、dGTP，dTTP) (タカラバイオ(株) ) 

 

<6> メンブレン、フィルター 

PolyVinylidene DiFluoride (PVDF)膜： 

Immobilon-P Transfer membrane (MILLIPORE社) 

MILLEX-HV (0.45 μmフィルター) (MILLIPORE社) 

 

<7> 培養用試薬 

大腸菌培養試薬 

Bacto Trypton (Sigma社) 

Yeast Extract (Sigma社) 

Bacto Agar (Sigma社) 

酵母培養試薬 

DOB (MP Biomedicals社) 

CSM-W (MP Biomedicals社) 

CSM-L (MP Biomedicals社) 

CSM-W-L(MP Biomedicals社) 

CSM-W-L-K-H-Uracil (MP Biomedicals社) 

3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT) (MP Biomedicals社) 

細胞培養試薬 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Sigma社) 

Fetal bovine serum (FBS) (Gibco社) 

Calf serum (CS) (Camblex社) 

Charcol treated FBS (Gibco社) 

Sf-900 II (Invitrogen社) 

 

<8> ビーズ類 

Glutathione Sepharose Beads 4B (GE healthcare社) 
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rProtein A Sepharose Fast flow (GE healthcare社) 

Protein G Sepharose 4 Fast flow (GE healthcare社) 

Probond resin (Invitrogen社) 

 

<9> 抗生物質等 

アンピシリン (Sigma社) 

カナマイシン (Sigma社) 

シクロヘキシミド (Sigma社) 

 

<10> タンパク質分解酵素阻害剤 

アプロチニン (Sigma社) 

ロイペプチン (Sigma社) 

フッ化フェニルメチルスルホニル (PMSF) (Sigma社) 

 

<11> 抗体 

マウス抗 FLAG タグモノクローナル抗体 (M2) (Sigma社) 

マウス抗 GST タグモノクローナル抗体 (B-14) (Santa Cruz Biotechnology社) 

マウス抗 HA タグモノクローナル抗体 (HA11.11/16B12) (Covance Research Products

社) 

マウス抗Myc タグモノクローナル抗体 (9E10) (Roche Molecular Biochemicals社) 

ウサギ抗 His タグポリクローナル抗体 (H-33) (Santa Cruz Biotechnology社) 

マウス抗 GAPDHモノクローナル抗体 (6C5) (Ambion社) 

ウサギ抗 TRIM39ポリクローナル抗体 (Sigma社) 

ウサギ抗 C19orf29ポリクローナル抗体 (Sigma社) 

 

<12> 細胞培養関連試薬 

遺伝子導入試薬: FuGENE® HD (Roche社) 

Tumor necrosis factor α (TNFα) (UPstate社) 

 

<13> SDS-PAGE、ウェスタンブロット関連試薬 

アクリルアミド (Sigma社) 

N,N'-メチレンビスアクリルアミド (Sigma社) 

SDS-PAGE用タンパク質分子量マーカー：プレステインドエクセルラダー Broad range 

(アプロサイエンス(株)) 

ECL Western Blotting Detection Reagents (GE healthcare社) 

X線フィルム: CL-XPosure Film (Thermo Scientifc社) 
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CBB R-250 (Nacalai tesque社) 

 

<14> その他試薬 

エタノール (Sigma社) 

イソプロパノール (Sigma社) 

フェノール (Sigma社) 

8-キノリノール (Sigma社) 

クロロホルム (Sigma社) 

3-メチル-1-ブタノール (Sigma社) 

1 kb plus DNA ラダーマーカー (Invitrogen社) 

アガロース (Sigma社) 

低融点アガロース (Sigma社)  

Trizma base (Sigma社) 

PIPES (同仁化学(株)) 

HEPES (Sigma社) 

塩化水素 (HCl) (Sigma社) 

EDTA (Sigma社) 

塩化ナトリウム (NaCI) (Nacalai tesque社) 

塩化カリウム (KCl) (Sigma社) 

塩化カルシウム (CaCl2) (和光純薬工業社)) 

塩化マンガン (MnCl2) (Sigma社) 

リン酸水素ナトリウム (Na2HPO4) (Sigma社) 

リン酸二水素カリウム (KH2PO4) (和光純薬工業(株)) 

D-グルコース (Sigma社) 

デキストロース (関東化学(株)) 

水酸化ナトリウム (Sigma社) 

ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) (Sigma社) 

Triton X-100 (Sigma社) 

Igepal CA-630 (NP-40) (Sigma社) 

Tween 20 (Sigma社) 

デオキシコール酸ナトリウム (Sodium deoxycholate) (関東化学(株)) 

フッ化ナトリウム (NaF) (関東化学(株)) 

オルトバナジン酸ナトリウム (Na3VO4) (Sigma社) 

ピロリン酸ナトリウム (Nacalaites tesque社) 

ペルオキソ二硫酸アンモニウム (APS) (Sigma社) 

2-メルカプトエタノール (Sigma社) 
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グリセロール (Sigma社) 

ブロモフェノールブルーナトリウム (BPB) (Sigma社) 

酢酸 (Sigma社） 

酢酸カリウム (Sigma社) 

グリシン (Sigma社) 

イミダゾール (Sigma社) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma社) 

ホルムアミド (Sigma社) 

Isogen (ニッポンジーン社) 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma社) 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside (X-gal) (Sigma社) 

 

<15> 調製試薬類 

純水は MilliQ 水を使用した｡試薬類は特級試薬､生化学実験用､分子生物学実験

用、細胞実験用試薬を所定の濃度に溶解し、オートクレーブ滅菌または濾過滅菌した

後に使用した。以下、％という表記は、液体を液体に溶解して調製した際には体積/体

積パーセント濃度を表し、固体を液体に溶解して調製した際には質量/体積パーセント

濃度を表すこととする。 

 

核酸用試薬 

0.5-2 M Tris/HCl緩衝液 (pH 6.8-8.8) 

Tris溶液を塩酸で適当な pH (6.8-8.8)に合わせ､最終的に Tris濃度が 0.5-2 M とな

るよう調製した。 

 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 

EDTA溶液を水酸化ナトリウム溶液で pH 8.0に合わせ､最終的に EDTA濃度が 0.5 

M となるよう調製した。 

 

TE緩衝液 (pH 8.0) 

10 mM Tris/HCl (pH 8.0) 

1 mM EDTA (pH 8.0) 

 

中性フェノール溶液 

65℃にて融解したフェノールに 0.1% 8-キノリノールを加えた。0.1 M Tris/HCl (pH 

7.6)を等量加え、十分に撹拌し水層を捨て、水層の pH が中性になるまで繰り返した。

最後に水層を数 cmほど残し、遮光瓶にて 4℃保存とした。 
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クロロホルム/3-メチル-1-ブタノール溶液 

クロロホルムと 3-メチル-1-ブタノールを 49:1の割合で加え、遮光瓶にて 4℃保存とし

た。 

 

5 M NaCl溶液 

292.5gの NaClを純水に溶解し、全量を 1 l とした。 

 

50×TAE溶液 

2 M Tris 

2 M 酢酸 

0.05 M EDTA 

使用時は 1×濃度に希釈して使用した。 

 

エチジウムブロマイド含有アガロースゲル 

アガロース、低融点アガロースはSigma社のものを使用した。1×TAE溶液中にアガ

ロースゲルが 0.7-2%となるよう調製し、さらに 200 mlあたり 20 mg/mlエチジウムブロマ

イド溶液を 1 μl加えたゲルを調製した。 

 

アガロース電気泳動用色素 

各制限酵素に添付されている 10×loading bufferを使用した。 

 

制限酵素用緩衝液 

各制限酵素に添付されている 10×bufferを使用した。 

 

アルカリミニプレップ法 I液 (Solution I) 

50 mM  グルコース 

25 mM  Tris/HCl (pH 8.0) 

10 mM  EDTA (pH 8.0) 

 

アルカリミニプレップ法 II液 (Solution II) 

0.2 M  水酸化ナトリウム 

1%  SDS 

 

アルカリミニプレップ法 III液 (Solution III) 

3 M  酢酸カリウム 
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2 M  酢酸 

 

大腸菌の培地 

LBプレート培地 

1%  Bacto Trypton 

0.5%  Yeast Extract 

170 mM  NaCl 

1.5%  Bacto Agar 

100 g/ml アンピシリン 

25 g/ml カナマイシン 

滅菌後約 50℃に冷却し、抗生物質(アンピシリン、カナマイシン)は必要に応じて加

えて使用した。 

 

2×YT培地 

1.6%  BactoTrypton 

1%  YeastExtract 

86 mM  NaCl 

100 g/ml アンピシリン 

25 g/ml カナマイシン 

抗生物質(アンピシリン、カナマイシン)は必要に応じて加えて使用した。 

 

SOB培地 

2%  Bacto Trypton 

0.5%  Yeast Extract 

10 mM  NaCl 

2.5 mM  KCl 

10 mM  MgSO 

10 mM  MgCl2 

Bacto Trypton、Yeast Extract、NaCl、KClを純水に溶解しオートクレーブにより滅菌

した後に、フィルター濾過滅菌したMgSO4、MgCl2混合溶液を加えて調製した。 

 

IPTG溶液 

1 Mの濃度となるように IPTGを純水で溶解して使用した。 

 

Transformation Buffer (TB) 

10 mM  PIPES 
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250 mM  KCl 

15 mM  CaCl2 

55 mM  MnCl2 

 

酵母培養用 

YPD液体培地、プレート培地 

2%  Bacto Trypton 

1%  Yeast Extract 

22.2 mM D-グルコース 

2.5%  Bacto Agar (プレート培地のみ添加) 

 

各種 DOB液体培地、プレート培地 

2.7%  DOB 

2.5%  Bacto Agar (プレート培地のみ添加) 

0.074%  CSM-W (DOB-W培地のみ添加） 

0.069%  CSM-L (DOB-L培地のみ添加） 

0.064%  CSM-W-L (DOB-W-L培地のみ添加) 

0.055%  CSM-W-L-K-H-Uracil (DOB-W-L-K-H-Uracil 培地のみ添

加） 

DOB-W-L-K-H-Uracil 培地のみ、滅菌後約 50℃に冷却し、25 mM となるように

3-Amino-1,2,4-triazole を加えて使用した。 

 

細胞培養用 

DMEM 

Sigma社製の DMEMを使用した。血清(FBS、CS)は 56℃、30分の非働化を行い、

FBSを 10％となるよう調製した。 

 

Sf-900II 

昆虫細胞 Sf9には、Sf900IIに、FBSを 5%となるよう調製した培地を使用した。 

 

タンパク質泳動、ウェスタンブロット用試薬 

SDS-PAGE分離ゲル緩衝液 

1.5 M  Tris/HCl (pH 8.8) 

0.4%  SDS 

 

SDS-PAGE濃縮ゲル緩衝液 
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0.5 M  Tris/HCl (pH 6.8) 

0.4%  SDS 

 

10×SDS-PAGE泳動緩衝液 

250 mM  Tris 

1.92 M  グリシン 

1%  SDS 

 

1×SDS-PAGE泳動緩衝液 

上記 10×SDS-PAGE泳動緩衝液を 1×に希釈して使用した。 

 

20% APS溶液 

2 gの APSを 10 mlの純水に溶解後、-20℃に保存した。 

 

Coomassie brilliant blue (CBB)染色液 

50%  メタノール 

10%  酢酸 

0.1%  CBBR-250  

30分以上撹拌し、CBBR-250を完全に溶解した。 

 

CBB脱色液 

5%  メタノール 

7.5%  酢酸 

 

300 mM NaCl細胞溶解緩衝液 

300 mM  NaCl 

50 mM  Tris/HCl (pH 7.6) 

0.5%  TritonX-100 

1 mM  PMSF 

10 g/ml アプロチニン 

10 g/ml ロイペプチン 

400 M  Na3VO4 

400 M  EDTA 

10 mM  NaF 

10 mM  ピロリン酸ナトリウム 

 



18 

 

150 mM NaCl細胞溶解緩衝液 

150 mM  NaCl 

50 mM  Tris/HCl (pH 7.6) 

0.5%  Triton-X 100 

1 mM   PMSF 

10 g/ml アプロチニン 

10 g/ml  ロイペプチン 

400 M  Na3VO4 

400 M  EDTA 

10 mM  NaF 

10 mM  ピロリン酸ナトリウム 

 

免疫沈降用洗浄緩衝液 

150 mM  NaCl 

50 mM  Tris/HCl (pH 7.6) 

0.1%   Triton-X100 

1 mM  PMSF 

10 g/ml アプロチニン 

10 g/ml  ロイペプチン 

400 M  Na3VO4 

400 M  EDTA 

10 mM  NaF 

10 mM  ピロリン酸ナトリウム 

 

His6結合用緩衝液 

50 mM  HEPES pH 7.9 

150 mM  NaCl 

10%   グリセロール 

 

1×SDSサンプル緩衝液 

50 mM  Tris/HCl (pH 6.8) 

2%  SDS 

6%  2-メルカプトエタノール 

10%  グリセロール 

0.1%  BPB 

 



19 

 

3×SDSサンプル緩衝液 

150 mM  Tris/HCl (pH 6.8) 

6%  SDS 

18%  2-メルカプトエタノール 

30%   グリセロール 

0.1%  BPB 

 

10×ウェスタンブロット転写緩衝液 

0.25 M  Tris 

1.92 M  グリシン 

 

1×ウェスタンブロット転写緩衝液 

最終濃度10%となるようにメタノールを加え、10×転写緩衝液を純水にて 10倍に希

釈した。 

 

20×TBS 

0.4 M  Tris/HCl (pH 7.6) 

3 M  NaCl 

 

1×TBST 

20×TBSを純水にて 20倍に希釈し、0.05%となるように Tween20を加えた。 

 

10×PBS 

1.37 M  NaCl 

81 mM  Na2HPO4 

27 mM  KCl 

15 mM  KH2PO4 

 

1×PBS 

10×PBSを純水にて 10倍希釈して調整した。 

 

トリプシン/EDTA溶液 

0.05%  トリプシン 

0.5 mM  EDTA 2Na 

 

以上を 1×PBSに溶解し、1 lになるように調製した後、濾過滅菌した。 
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2×HEPES buffered saline (HBS) 

280 mM  NaCl 

1.5 mM  Na2HPO4 

10 mM  KCl 

12 mM  デキストロース 

50 mM  HEPES 

以上を純水に溶解し、1 M NaOHにて pH 7.10に合わせ、500 mlになるように調製 

した後、濾過滅菌した。 

 

2 M CaC12 

29.4 g  CaC12 

以上を純水に溶解し、100 mlになるように調製し、濾過滅菌した。 

 

 

２ 実験方法 

 

以下に本研究で施行した実験方法について示した。なお、遺伝子組み換え実験は、

「北海道大学遺伝子組換実験等安全管理規程」に従って実施した。 

 

<1> DNAアガロースゲル電気泳動 

1×TAE 溶液中にアガロースが 0.7-2％となるよう調製し、さらに 200 ml あたり 20 

mg/mlエチジウムブロマイド溶液を 1 μl加えたゲルを調製した。1×TAE溶液中で電気

泳動を行った後、UV トランスイルミネーターを用いて検出および撮影を行った。 

 

<2> エタノール沈殿・イソプロパノール沈殿 

核酸を含む溶液に 1/20量の 5 M塩化ナトリウムと 2.5倍量のエタノールを加え撹拌

後、4℃、16,200×g、5 分間遠心しエタノール沈殿を行った。イソプロパノール沈殿の

場合は､エタノールの代わりに 0.7 倍量のイソプロパノールを加え､同様に沈殿させた。

沈殿物は 70％エタノールで洗浄後乾燥させ､適当量の純水または TE 緩衝液に溶解

した。 

 

<3> フェノール抽出・クロロホルム抽出 

核酸を含む溶液のタンパク質、脂質の除去、及び各種酵素の失活を目的とした。等

量の中性フェノールを加え撹拝後、室温で 16,200×g、5分間遠心し、水層を回収した。

さらにこの回収した液に等量のクロロホルム/3-メチル-1-ブタノール溶液を加え、撹拌
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後、室温で 16,200×g、5分間遠心し水層を回収した。 

 

<4> 低融点アガロースゲルからの DNA断片の回収 

目的 DNAを含む試料を DNA ラダーマーカーと並列に低融点アガロースゲルで電

気泳動後、UV トランスイルミネーター上で撮影し、目的断片をカッターナイフにて切り

出した。切り出した断片を含む低融点アガロースゲルを 100℃、1 分間にて溶解させ、

フェノール抽出、クロロホルム抽出を行い、水層を回収し、エタノール沈殿またはイソプ

ロパノール沈殿を行い、適当量の純水または TE緩衝液に溶解した。 

 

<5> 大腸菌形質転換 

(1) コンピテント細胞の調製 

各種大腸菌を LBプレートに播種、37℃、14 時間培養し、単一コロニーを 25 ml の

SOB培地にて 37℃、8時間振盪培養した。100 mlの SOB培地を 3つ用意し、それぞ

れに培養した菌液をそれぞれ 1 ml、2 ml、5 ml加え、全てを 18℃にて一晩培養した。

それぞれの A600 値を測定し、A600=0.5 前後の培養液のみを選び（またはその程度

になるまで培養を続け)、氷上で 10分間冷却し、4℃、2,500×g、10分間遠心して集菌

し、菌体を氷冷した40 mlのTBに懸濁し､さらに10分間氷上に静置し､再び4℃､2,500

×g、10分間遠心して集菌し、菌体を氷冷した 10 mlの TBに再懸濁し、さらに 750 l

の DMSO を加えて穏やかに混和し、10分間氷上静置した後、1.5 mlチューブに 100 

lずつ分注して直ちに液体窒素中で凍結させ、-80℃で保存した。 

 

(2) 形質転換 

凍結コンピテント細胞を氷上で融解し、ライゲーション反応後の DNA 試料またはプ

ラスミド DNA に 100 l のコンピテント細胞を加え、氷上で 30 分間静置した。その後

42℃で 45秒間のヒートショックを与え、再び 2分間氷上に静置し、4倍量の 2×YT培

地を加えて37℃で30分間培養した。その後低速遠心で菌体を集菌し、適当量の培地

で再懸濁させ、適当な抗生物質を含む LBプレートに播種し 37℃で一晩培養した。 

 

<6> プラスミドの調製 

(1) アルカリ SDS法によるプラスミドの少量調製 

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを適当な抗生物質を含む 2 mlの 2×YT培地に

植菌後、37℃、200rpmにて8時間培養し、4℃、16,200×g，1分間遠心して集菌した。

菌体を 200 lの Solution Iに懸濁し、200 lの Solution IIを加えて転倒混和し、5分

間室温にて静置して菌体を溶解させた。その後 200 lの Solution IIIを加えて転倒混

和して中和した後、4℃、16,200×g、5 分間遠心して上清を回収しイソプロパノール沈

殿を行った。沈殿物は 70％エタノールで洗浄後乾燥させ、適当量の純水または TE緩
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衝液に溶解した。 

 

(2) キットを使用したシークエンス反応用プラスミドの少量調製 

プラスミド抽出キット Axyprep plasmid mini prep kit (Axygen社)を用いた｡手順は、

添付のプロトコルに従った。 

 

(3) キットを使用した細胞トランスフェクション用プラスミドの大量調製 

プラスミド抽出キット JETSTAR2.0 (GENOMED 社)を用いた。手順は、添付のプロト

コルに従った。 

 

<7> 塩基配列の決定 

ABI PRISM 310 Gentic Analyzer (Applied Biosystems 社)を使用して決定した。

BigDye Terminator Kit のプレミックス溶液 4 l，5×シークエンス緩衝液 2 l、DNA 

400 ng、プライマー1.6 pmolを混ぜ、純水にて全量を 20 l として PCR反応を行った。

PCR条件は、(96℃、10秒→50℃、5秒→60℃、4分)×25サイクルで行った。PCR反

応後、反応液をエタノール沈殿し、沈殿物を 70％エタノールで洗浄後乾燥させ､25 l

のホルムアミド (Sigma社)に溶解させ、溶解後 95℃、2分間の熱変性後、氷上で急冷

し、これを試料として ABI PRISM 310 Gentic Analyzerにて配列を決定した。データは、

付属のソフトウェアにて解析を行った。 

 

<8> オリゴヌクレオチドの合成 

Sigma 社、Invitrogen 社、MRL 社に依頼して合成した。合成したオリゴヌクレオチド

は以下の通りである。 

 

ヒト TRIM39遺伝子クローニング用 

HsTRIM39-sense  5’-ATTATGGCAGAGACAAGTCTG-3’  

HsTRIM39-antisense   5’-CTGTCACTCCCAATCTGTTGG-3’ 

 

ヒト TRIM39欠失遺伝子クローニング用 

HsTRIM39ΔRING-sense  5’-AAGACATCCCGCTACCGC-3' 

HsTRIM39-antisense   5’-CTGTCACTCCCAATCTGTTGG-3’ 

 

ヒト Cactin遺伝子クローニング用 

HsCactin-sense  5’-AAAGAATTCATGGGTCGGGACACACGCT-3’ 

HsCactin-antisense 5’-AAACTCGAGCCGTCACCGCCGATAGCGGTA-3’ 

 



23 

 

ヒト TRIM39siRNA用 

siTRIM39-1 sense  5’-CCAAGGCGUUUCACCUUCUACCCUU-3’ 

siTRIM39-1 anti-sense  5’-AAGGGUAGAAGGUGAAACGCCUUGG-3’ 

siTRIM39-2 sense   5’-GGCAACUAGGCAGUAUGGUGGAAAU-3’ 

siTRIM39-2 anti-sense  5’-AUUUCCACCAUACUGCCUAGUUGCC-3’  

non-target siRNA-1   5’–UAAGGCUAUGAAGAGAUAC-3’ 

non-target siRNA-2  5’–AUGAACGUGAAUUGCUCAA-3’ 

 

Real-time RT-PCR用 

human TRIM39 sense  5’-AAGGTGAAGACCATGGAGGTGACT-3’ 

 human TRIM39 antisense 5’-TAGGTTAGGATGAGCTGTCTCAGGGT-3’ 

 human Cactin sense  5’-TACACCAACACCGACAACCC-3’ 

human Cactin antisense  5’-TTCAGCTCCTTCTCCTCCAG-3’ 

human IL-6 sense 5’-AGCCACTCACCTCTTCAGAACGAATTGACA-3’ 

human IL-6 antisense 5’-AGCATCCATCTTTTTCAGCCATCTTTG-3’ 

human IL-8 sense 5’-TCCAAACCTTTCCACCCCAAATTTATCAA-3’ 

human IL-8 antisense 5’-GCCCTCTTCAAAAACTTCTCCACAACCCTC-3’ 

human GAPDH sense  5’-GCAAATTCCATGGCACCGT-3’ 

human GAPDH antisense 5’-TCGCCCCACTTGATTTTGG-3’. 

 

 

<9> PCR 

(1) 遺伝子クローニング用 PCR 

酵素は KODFX を使用した｡各酵素における PCR 反応の組成は、以下の通りであ

る。 

 

KOD FXを利用した PCR反応液組成（総液量: 50 l） 

テンプレート DNA  100 ng 

各プライマー   各 0.3 M 

2×PCR緩衝液   25 l 

dNTPs    各 0.4 mM 

MgSO4    1 mM 

KOD FX DNA polymerase 1 U 

滅菌水 

 

ヒト TRIM39 cDNAの PCR反応条件 
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酵素は KOD FXを使用した。 

 テンプレート DNA Human Prostate cDNA Library 

 5'プライマー  HsTRIM39-sense  

 3'プライマー  HsTRIM39-antisense 

反応条件: (98℃、10秒→74℃、2分)×5サイクル→ 

(98℃、10秒→72℃、2分)×5サイクル→ 

(98℃、10秒→70℃、2分)×5サイクル→ 

(98℃、10秒→68℃、2分)×25サイクル 

 

ヒト Cactin cDNAの PCR反応条件 

 酵素は KOD FXを使用した。 

テンプレート HEK293T cDNA 

5'プライマー  HsCactin-sense 

3'プライマー  HsCactin-antisense 

反応条件:  (98℃、2分→60℃、10秒→68℃、30秒)×35サイクル 

 

TRIM39欠失変異体作製 

ヒト TRIM39 欠失変異体(HsTRIM39ΔRING)は、作製した TRIM39 コンストラクトを

鋳型に PCR を行い、各種プラスミドベクターに組み込むことで作製した。酵素は

KODFXを使用した。 

テンプレート  ヒト TRIM39 コンストラクト 

5'プライマー  HsTRIM39ΔRING-sense 

3'プライマー  HsTRIM39-antisense 

反応条件:  (98℃、2分→60℃、10秒→68℃、30秒)×35サイクル 

 

(3) Real-time PCR 

Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems社)を使用し、StepOne
TM

リアルタイム PCRシステムにて検出を行った。データは、付属のソフトウェアにて解析し

た。また、テンプレートは別項の記述に従って作製した｡PCR 反応液の組成および反

応条件を下に記す。 

PCR反応液組成：（総液量 10 l） 

テンプレート cDNA   1 l 

各プライマー    各 0.2 l 

Power SYBR green master mix  5 l 

滅菌水 
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PCR反応条件 

 (95℃、15秒→60℃、1分)×40サイクル 

 

<10> サブクローニング 

(1) Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP)処理ベクターDNAの調製 

ベクターDNA を各制限酵素により完全に分解し、CIAP による 5'末端の脱リン酸化

を行った。 

 

(2) インサート DNAの調製 

インサート DNA は、適宜、制限酵素処理、リン酸化処理を行い、低融点アガロース

ゲルで分離し、目的断片を回収して使用した。 

 

(3) ライゲーション反応 

上記で調製したベクターDNAとインサートDNAを、モル比で 1:5となるように混合し、

等量の 2×Ligation solution I (TaKaRa DNA ligation kit)を加え、16℃で 30分静置し

た。 

 

(4) 各コンストラクトの作製 

 

pBS-TRIM39、pBS-TRIM39ΔR 

前記 PCR で得られ、低融点アガロースゲルによって精製した PCR 産物を、EcoRV

及び CIAPで処理した pBSベクターとライゲーションした。 

 

pBS-Cactin 

前記 PCR で得られた PCR 産物を、EcoRI 及び XhoI で処理し、低融点アガロース

ゲルによって回収精製し、EcoRI、XhoI及びCIAPで処理した pBSベクターとライゲー

ションした。 

 

pBGK-TRIM39 

pBS-TRIM39を EcoRI及び NotIで処理し、低融点アガロースゲルによって回収精

製し、EcoRI、NotI及び CIAPで処理した pBGKベクターとライゲーションした。 

 

pCRFLAG-TRIM39、pCRFLAG-TRIM39ΔR 

pBS-TRIM39、pBS-TRIM39ΔRを EcoRI及びXhoIで処理し、低融点アガロースゲ

ルによって回収精製し、EcoRI、XhoI及び CIAPで処理した pCRFLAGベクターとライ

ゲーションした。 
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pCDNA3myc-Cactin 

pBS-Cactinを EcoRI及びXhoIで処理し、低融点アガロースゲルによって回収精製

し、EcoRI、XhoI及び CIAPで処理した pCRFLAGベクターとライゲーションした。 

 

pFastBac-TRIM39 

pBS-TRIM39を BamH及びXhoIで処理し、低融点アガロースゲルによって回収精

製し、BamH及び XhoIで処理した pFastBacベクターとライゲーションした。 

 

pFastBac-Cactin 

pcDNA3myc-Cactin を EcoRI及び XhoIで処理し、低融点アガロースゲルによって

回収精製し、EcoRI及び XhoIで処理した pFastBacベクターとライゲーションした。 

 

<11> タンパク質のポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE) 

下表に示す組成の分離ゲル溶液を作製し､直ちに SDS-PAGE 用ガラス板に流し込

み、イソプロパノールを重層した。アクリルアミドが固化した後、イソプロパノールを水洗

し、濃縮用ゲル溶液を作製して分離ゲルの上に重層し、コームを刺してゲルを固化さ

せた。泳動は SDS-PAGE 泳動緩衝液を用いて、100V の定電圧でおよそ 160 分行っ

た。 

 

分離用ゲル溶液 (%)   16 14 12 10 8  

30％アクリルアミド溶液 (ml)  4.00 3.50 3.00 2.50 2.00  

DDW (ml)    1.55 2.05 2.55 3.05 3.55 

1.5 M Tris pH 8.8 (ml)   1.88 1.88 1.88 1.88 1.88 

10% SDS (μl)    75 75 75 75 75 

20% APS (μl)    28.1 28.1 28.1 28.1 28.1 

TEMED (μl)    7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 

 

濃縮用ゲル溶液 

30％アクリルアミド溶液  0.40 ml 

DDW    2.01 ml 

0.5 M Tris pH 6.8  0.63 ml 

10% SDS   25 μl 

20% APS   12.5 μl 

TEMED    2.5 μl 
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<12> クマシーブリリアントブルー (CBB)染色 

泳動後、ゲルを CBB 染色液に室温で 30 分間浸した。その後純水で数回洗浄し、

脱色液に浸し、背景と比べてタンパク質のバンドが鮮明になるまで洗浄を続けた。 

 

<13> ウェスタンブロット解析 

ウェットタイプの転写装置を用いた。PolyVinylidene DiFluoride(PVDF)膜をあらかじ

めメタノールに 1~2 分間浸した後に、転写緩衝液に濾紙と共に浸した。電気泳動後ゲ

ルを取り出し、ウェスタンブロット装置の陽極から順に、スポンジ→濾紙→PVDF 膜→

ゲル→濾紙→スポンジとなるように重ね、100 Vの電圧で120分間転写した。転写後の

PVDF 膜はブロッキング溶液に浸し、室温で 30 分間以上振盪した。ブロッキング後、

TBST にて 5 回洗浄し、1 次抗体を TBST で希釈した 1 次抗体希釈液に浸し、4℃で

一晩抗体反応を行った。抗体反応後、TBSTで5分間×5回洗浄し、2次抗体をTBST

で希釈した 2次抗体希釈液に浸し、室温で 60分間抗体反応を行った。TBSTで 5分

間×5回洗浄した後、ECL Western Blotting Detection Reagentsにて化学発光反応を

行い、X線フィルムに露光して検出した。 

 

<14> 細胞の継代培養 

HEK293T 細胞、HeLa 細胞は CO2インキュベーター内で、5%CO2、37℃の条件で

培養した。培地には Fetal bovine serum (FBS)を 10%添加した Dulbecco’s modified 

Eagle's medium (DMEM)を使用した｡Sf-9細胞は CO2インキュベーター内で、5%CO2、

28℃の条件で振盪培養した。培地は、FBSを 10%添加した Sf900IIを使用した。 

継代は、70-90％コンフルエントとなった細胞の培地を吸引除去し、培地の約 1/4 量

の PBSで洗浄した｡洗浄後 PBSを吸引し､培地の約 1/10量のトリプシン/EDTA溶液を

加えて 37℃、5分間静置し、細胞が底面から剥離したことを顕微鏡観察により確認後、

培地をトリプシン/EDTA溶液の 10倍量を加えて中和し、この細胞懸濁液の 1/10~1/20

量を、予め培地を分注しておいたディッシュに加え均一になるよう懸濁した。 

 

<15> リン酸カルシウム法による細胞への遺伝子導入 

遺伝子導入を行う細胞をあらかじめ 10-cmディッシュに撒いておき､一晩程度培養し

た。1.5 mlチューブを 2本用意し、片方に 2×HEPES buffer saline (HBS)を 500 μl分

注しておいた｡もう一方のチューブに導入する遺伝子のDNAを 1~20 μg分注し､438 μl

となるように滅菌水を加え、さらに 2 M CaC12を 62 μl加えてよく混ぜ、この DNA混合

液を 2×HBSが入ったチューブにゆっくりと滴下して混ぜた後､15分間静置した後、細

胞に滴下した。5% CO2、37℃でおよそ 6 時間の培養後、細胞の培地を新しい培地に

交換し、さらに培養を続けた。 
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<16> リポフェクション法を用いた細胞への遺伝子導入 

Roche社のFuGENE®HD試薬を用いた｡遺伝子導入を行う細胞をあらかじめ 10-cm

ディッシュまたは 24穴プレートに撒いておき、一晩培養した。導入する遺伝子の DNA

をそれぞれ 10 μgまたは 0.5 μg分注し、さらに DMEMを 500 μlまたは 25 μl となるよう

に添加した。この DNA混合液に FuGENE®HDを 15 μl または 0.75 μl添加し、15分

間静置した後、細胞に滴下した。5% CO2、37℃で 6 時間の培養後、細胞の培地を新

しい培地に交換し、さらに培養を続けた。 

 

<17> 細胞溶解液の調製 

細胞をディッシュよりトリプシン/EDTA 溶液またはセルスクレイパーにて剥離し、15 

ml チューブに回収して 4℃、1,500×g、5 分間遠心し沈殿した細胞を 1 ml の PBS で

懸濁し、1.5 ml チューブに移して 4℃、1,500×g、5 分間遠心し上清を除去した。直ち

に細胞を溶解しない場合は､この状態で-80℃保存とした｡溶解する場合､300 mM 

NaCl細胞溶解緩衝液または 150 mM NaCl細胞溶解緩衝液を用い、細胞内タンパク

質をなるべく網羅したい場合は、直接 1×SDSサンプル緩衝液を添加して細胞を氷上

で溶解した。各緩衝液を加えて懸濁した後、超音波破砕機にて凝集塊が見えなくなる

まで数秒間破砕後、15 分間氷上で静置した。1×SDS サンプル緩衝液を用いた場合

はそのままヒートブロックにて 100℃、5 分間加熱し、使用時まで-20℃で保存した。そ

れ以外の緩衝液を用いた場合は 4℃、16,200×g、15 分間遠心し上清を回収し、

SDS-PAGE用の試料を調製する場合は 1/2量の 3×SDSサンプル緩衝液を加え､ヒー

トブロックにて 100℃、5分間加熱し、使用時まで-20℃で保存した。 

 

<18> 免疫沈降実験 

前項のような方法で得られた細胞溶解液について、全体の 1/20 量を全細胞溶解液

(Whole cell lysate; WCL)として別の 1.5 mlチューブに移し、その 1/2量の 3×SDSサ

ンプル緩衝液を加え、ヒートブロックにて 100℃、5 分間加熱し、使用時まで-20℃で保

存した。残りの溶解液に対し、1 μg の抗体を加え、4℃にて 1 時間、転倒混和した。こ

の溶液に 20 μlの 50(v/v)% protein G sepharose 4 fast flow を加え、さらに 4℃にて 2

時間、転倒混和した。その後 4℃、16,200×g、30 秒間の遠心、上清除去と 1 ml の免

疫沈降用洗浄緩衝液での懸濁を 5回繰り返した後､30 μlの 1×SDSサンプル緩衝液

を加え､ヒートブロックにて 100℃、5分間加熱し、使用時まで-20℃で保存した。免疫沈

降の抗体に抗FLAG抗体、抗Myc抗体を用いた場合は、それぞれ 20 μlの 1×FLAG

ペプチドまたは 1×Mycペプチドを 250 μg/mlとなるよう溶かした免疫沈降用洗浄緩衝

液を加え、2 分毎に混和させながら氷上で 15 分間溶出させ、溶出液を回収し、さらに

もう一度この操作を繰り返し、40 μl の溶出液を得た。この溶出液に対し、1/2 量の 3×

SDS サンプル緩衝液を加え、ヒートブロックにて 100℃、5 分間加熱し、使用時まで
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-20℃で保存した。 

 

<19> シクロヘキシミドを用いた細胞内タンパク質安定性実験 

シクロヘキシミドは真核細胞のタンパク質翻訳阻害剤であり、転写翻訳の影響を排し

た状態での目的タンパク質の半減期を調べることができる。本研究では、シクロヘキシ

ミド処理をした細胞を経時的に回収しそれぞれ細胞溶解液を調製し、目的のタンパク

質に対してウェスタンブロット解析を行った。この際、半減期が観察する期間内よりも十

分に長いタンパク質(本研究では GAPDH を用いた)を内部標準として同時にウェスタ

ンブロット解析を行った。 

 

(1) TRIM39WT、TRIM39ΔRING過剰発現での Cactinの分解実験 

10-cm ディッシュ 3 枚に 30 %コンフルエント程度になるように前日に撒いておいた

HEK293T細胞に、pCRFLAG-TRIM39、pCRFLAG-TRIM39ΔRING、pCRFLAGをそ

れぞれリン酸カルシウム法によってトランスフェクトした。6 時間後に培地を新しいもの

に交換し、48 時間後に回収し、50 μg/mL となるようにシクロヘキシミドを加えた培地で

懸濁し､4つに分けて 35 mmディッシュに分注した。分注後 0，3，6，9時間後に細胞を

回収し細胞溶解液を調製して、抗 FLAG 抗体、抗 Cactin 抗体、抗 GAPDH 抗体によ

ってウェスタンブロットを行った。 

 

(2) TRIM39のノックダウン状態での Cactinの分解実験 

10-cm ディッシュ 3 枚に 30% コンフルエント程度になるように前日に撒いておいた

HEK293T 細胞に、 siTRIM39 、もしくは non-targeting siRNA を lipofectamine 

RNAiMAXを用いてトランスフェクトした。6時間後に培地を新しいものに交換し、48時

間後に回収し、50 μg/mL となるようにシクロへキシミドを加えた培地で懸濁し､4つに分

けて 35 mmディッシュに分注した。分注後 0，3，6，9時間後に細胞を回収し細胞溶解

液を調製して、抗 FLAG 抗体、抗 Cactin 抗体、抗 GAPDH 抗体によってウェスタンブ

ロットを行った。 

 

<20> デュアルルシフェラーゼアッセイ 

Promega 社のデュアルルシフェラーゼレポーターアッセイシステムを用いた。FBS を

10%となるよう添加した DMEM 中に HEK293T 細胞もしくは HeLa 細胞を懸濁し、24

穴プレートに 2×10
4ずつ撒いた。翌日、p3×PPRE-Lucおよび pGL4.74-hRLtkと共に、

Cactinコンストラクト、もしくは siTRIM39を 3ウェルずつリポフェクシヨン法によりトランス

フェクトした。トランスフェクションの 6 時間後に培地を交換し、さらに 48 時間培養を継

続した後、TNFα (最終濃度 20 ng/ml) もしくは Poly I:C (最終濃度 1 μg/ml)を培地に

追加して、それぞれ 6 時間、12 時間培養した。培地を除去し、Passive Lysis Buffer 
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(PLB)を 100 μl 加え、室温で 15 分間振盪した。ルミノメーター用チューブを用意し、

25 μlの Lucifrase Assay Reagent II (LARII)をあらかじめ分注しておき、ここに PLBに

て溶解した細胞溶解液を 5 μl加え測定（ルシフェラーゼシグナル）を行った。さらに、こ

のチューブに 25 μlの Stop & Glo Reagentを加え、2回目の測定（レニーラシグナル）

を行い、以後、それぞれの細胞溶解試料に対し、同様の操作を行って測定した。（ル

シフェラーゼシグナル）／（レニーラシグナル）をそれぞれの試料の値とし、さらに

Cactinコンストラクトや siRNAが導入されておらず、TNFαもしくは Poly I:C刺激が入っ

ている試料を 1 として比を取り、相対化したデータを棒グラフに描いた。 

 

<21> RNAの抽出 

Isogenを用いて totalRNAを抽出した。細胞約 5×10
6あたり、Isogenを 1 ml加えホ

モジナイズし、室温で 5分静置した。0.2 mlのクロロホルムを加え 15秒間激しく撹祥し

さらに 2分間室温で静置した後、4℃、12,000×g，15分間遠心し、水層を別の 1.5 ml

チューブに移した｡ここに 0.5 mlイソプロパノールを加え撹拌し､5分間室温で静置した

後､4℃、12,000×g､10分間遠心し上清を廃棄した｡沈殿に対し 70％エタノールを 1 ml

加え､4℃、7,500×g、5 分間遠心し上清を廃棄し、RNase フリーの滅菌水で溶かし、1 

mg/ml もしくは 0.5 mg/mlに濃度を調製した。 

 

<22> 逆転写反応 

TOYOBO 社の ReverTra plus kit を用いて mRNA を鋳型に逆転写反応を行い､

cDNA を合成した。まず下記のように反応溶液を作製し、65℃、5 分間 RNA を熱変性

させた後、氷上で急冷した。 

10 μl  RNaseフリー滅菌水 

1 μl  Random Primer (25 pmol/μl) 

1 μl  Total RNA (1 mg/ml) 

さらに下記のように各試薬を熱変性済みRNAに加え、下記の反応条件で逆転写反

応を行った。 

12 μl  熱変性済み RNA 

4 μl  5×緩衝液 

2 μl  10 mM dNTPs 

1 μl  RNase inhibitor 

1 μl  ReverTra Ace 

反応条件: 30℃、10分→42℃、60分→85℃、5分→4℃ 

 

<23> バキュロウイルス/昆虫細胞による His6タグ融合タンパク質の作製と精製 

Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen社)を用いて His6タグ融合タ
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ンパク質を作製した。 

(1) pFastBacHTa-TRIM39もしくは、pFastBacHTa-Cactinで大腸菌DH10Bacを形質転

換し、in vivo組換え反応を行った。青／白選択で白色コロニーを拾い、組換えバクミド

DNAを調製した。 

(2) バクミド DNA を 6-well プレートに 1×10
6個撒いた Sf9 細胞へ FuGENE®HD を

用いてトランスフェク卜し、組換えウイルスの作製を行った。3 日後、組換えウイルスを

含む培養上清を新たに T-25フラスコに 1×10
6個撒いた Sf9細胞の上清と入れ替えて、

ウイルスの増幅を行った。以後、3 日ごとに下記のようにスケールを上げながらウイルス

の増幅を行った。2×10
6個の Sf9 細胞を撒いた 10-cm ディッシュからスケールを上げ

る際に、上清回収後に残った Sf9細胞を別途回収し、細胞溶解液を調製後、抗 Hisタ

グ抗体を用いてウェスタンブロットを行い、リコンビナント His6融合 TRIM39 タンパク質

もしくは His6融合 Cactinタンパク質の発現を評価した。発現確認後、15-cmディッシュ

10枚までスケールアップし、Sf9細胞を回収した。 

 

培養スケール： 

1×10
6
/6-wellプレート→1×10

6
/T-25フラスコ→2×10

6
/10-cmディッシュ 

→2×10
7
/15-cmディッシュ→2×10

7
/15-cmディッシュ×10 

 

(3) 回収した Sf9 細胞を、4℃、5,000×g、20 分間遠心し、沈殿物に対し、300 mM 

NaCl 細胞溶解緩衝液 10 ml で溶解し、超音波破砕機で破砕し、超遠心機を用いて

4℃、40,000×g，30 分間遠心し、上清を回収した。50%(v/v)の Probond resin を 2 ml

ずつ加え 2時間転倒混和した後、His6結合用緩衝液 10 mlで 3回洗浄し、さらに 50 

mM イミダゾール含有His6結合用緩衝液 10 mlで 3回洗浄した｡その後､350 mM イ

ミダゾール含有His6結合用緩衝液 1 mlで 3回溶出した。溶出した試料で SDS-PAGE、

CBB染色を行い、His6融合 TRIM39タンパク質もしくはHis6融合Cactinタンパク質の

作製を評価した。 

 

<24> 酵母ツーハイブリッド法 

酵母ツーハイブリッド法は、レポーター遺伝子の転写活性を指標に 2 つのタンパク

質間の相互作用を酵母内で検出するシステムである。ある遺伝子(bait)をDNA結合蛋

白(DNA-BD)と融合したものと､その遺伝子と相互作用すると考えられる遺伝子(prey)

を転写活性化遺伝子(DNA-AD)と融合させたものの双方を酵母内で発現させ、酵母

細胞内で bait と prey が相互作用をした場合のみ､酵母の染色体中に組み込んである

bait の DNA 結合配列制御下にある栄養性機能遺伝子や lacZ 遺伝子の転写が活性

化し発現することを利用している。本研究で用いた酵母株 L40 は、ヒスチジン栄養性

機能遺伝子(HIS3)、ロイシン栄養性機能遺伝子(LEU2)、トリプトファン栄養性機能遺
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伝子(TRP1)を欠損し、LexA オペロン下にヒスチジン栄養性機能遺伝子(HIS3)、リジン

栄養性機能遺伝子(LYS2)、ウラシル栄養性機能遺伝子(URA3)、β-ガラクトシダーゼ

遺伝子(LacZ)の各遺伝子が組み込まれている。また、bait ベクターである pBGK には

TRP1 遺伝子が､cDNA ライブラリーに利用されている prey ベクターpACT2 には、

LEU2 遺伝子がコードされ､それぞれの栄養要求性で形質転換体を選択することがで

きる。本研究ではまず、ヒト TRIM39 遺伝子を大腸菌由来 DNA結合タンパク質 LexA

のDNA結合ドメインと融合する配列で pBGKベクターに組み込み酢酸リチウム法によ

り L40を形質転換させ、この形質転換体が preyベクターの発現なしにレポーター遺伝

子 LacZの発現が誘導されていないことを β-ガラクトシダーゼアッセイによって確認した

後に、NIH3T3細胞由来 cDNAライブラリーでさらに形質転換させ、レポーター遺伝子

が活性化したときのみ生育可能な選択培地にて撒いた。β-ガラクトシダーゼアッセイに

てLacZの発現を誘導しているコロニーのみを選び､preyベクターを抽出した。あらため

てこの preyベクターで L40を形質転換させ、β-ガラクトシダーゼアッセイにて preyベク

ター単独で LacZの発現が誘導されていないことを確認した上で、preyベクターにコー

ドされている cDNA の配列を DNA シークエンサーにて解読し、TRIM39 相互作用遺

伝子を同定した。 
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E)  実験結果 

 

１ TRIM39結合タンパク質の同定 

 

数多くの TRIM タンパク質が、NFκB などの免疫炎症シグナル伝達に関与している

ことが知られている 29。例えば、TRIM40 は IKKγの Nedd8 化を促進し、NFκB を負に

制御することが報告されている 37。また、TRIM59は、ECSIT (evolutionarily conserved 

signaling intermediate in Toll pathways)と結合し、NFκBを負に制御する 38。前述のと

おり、TRIM39 も免疫炎症シグナルへの関与が示唆されていたが、その機序について

は未だ不明であった。多くのタンパク質は他の分子との相互作用を介してその機能を

発揮することが知られているので、本研究ではまず酵母２ハイブリッド法によるTRIM39

に相互作用するタンパク質の探索を行った。 

 

１－１ 酵母２ハイブリッド法による TRIM39結合タンパク質の検索 

ヒトB細胞 cDNAライブラリーを用いてスクリーニングを行った。形質転換効率は 2.3

×10
5クローンで、３つの陽性クローン(Cactin、Vimentin、Influenza virus NS1A binding 

protein)を得た。このうち Cactin は炎症免疫シグナルへの関与が報告されている遺伝

子であったため 36、この遺伝子に注目して解析を進めることとした。 

 

１－２ 免疫沈降法による細胞内 TRIM39 と Cactinの相互作用解析 

酵母２ハイブリッド法は偽陽性も多いことが知られているため、哺乳類細胞内におけ

る TRIM39 と Cactin の相互作用を確認する目的で、免疫沈降法による結合実験を行

った。HEK293T細胞に pCRFLAG-TRIM39と pcDNA3Myc-Cactinをそれぞれ単独あ

るいは両方同時にトランスフェクトし、細胞溶解液を調製し､抗 Myc タグ抗体を用いて

免疫沈降実験を行った（図１－１）。その結果、FLAG-TRIM39とMyc-Cactinが細胞内

で相互作用することを確認した。 

 

 

図１－１  in vivo での TRIM39 と Cactin の結合実験。HEK293T 細胞に

pCRFLAG-TRIM39と pcDNA3Myc-Cactinをそれぞれ単独あるいは両方同時にトラン
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スフェクトし､抗Myc タグ抗体を用いて免疫沈降実験を行った。 

 

 

１－３ リコンビナントタンパク質を用いた免疫沈降法による in vitro での TRIM39 と

Cactinの相互作用解析 

次に、TRIM39とCactinの直接相互作用の可能性を明らかにするために、in vitroで

の結合実験を行った。 

まず、バキュロウイルス/昆虫細胞系を用いて FLAG-TRIM39 と GST-Cactinのリコン

ビナントタンパク質を作製した。緩衝液に FLAG-TRIM39 とGST-Cactinのリコンビナン

トタンパク質をそれぞれ単独あるいは両方同時に混合し、抗 FLAG タグ抗体を用いて

免疫沈降実験を行った（図１－２）。その結果、FLAG-TRIM39とGST-Cactinが直接相

互作用することが確認できた。 

 

図１－２ in vitro での TRIM39 と Cactin の結合実験。緩衝液に FLAG-TRIM39 と

GST-Cactinのリコンビナントタンパク質をそれぞれ単独あるいは両方同時に混合し、抗

FLAG タグ抗体を用いて免疫沈降実験を行った。 
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２ TRIM39による Cactinの制御 

 

ユビキチンの 48 番目のリジン残基(K48)を介したポリユピキチン化はプロテアソーム

への輸送シグナルであることがわかっている。K48 ポリユビキチン化を受けたタンパク

質はプロテアソームにより、選択的に分解される。TRIM39 はユビキチンリガーゼ活性

を有することが報告されており 26、TRIM39による Cactinタンパク質の半減期への影響

及びユビキチン化修飾に関して検討した。 

 

２－１ Cactinの半減期における TRIM39の影響の検討 

TRIM39はCactinの分解を促進し、半減期に影響すると仮説を立て、シクロへキシミ

ドを用いた細胞内タンパク質安定性実験を行った。まず、pCRFLAG-TRIM39、

pCRFLAG-TRIM39ΔR、pCRFLAGをそれぞれHEK293T細胞にトランスフェクトし、48

時間後に回収し、シクロへキシミド存在下で、さらに 0，3，6，9 時間培養した。細胞を

回収し、抗 FLAG 抗体、抗 Cactin 抗体及び抗 GAPDH抗体によってウェスタンブロッ

ト解析を行った。その結果、観察期間内では Cactin の半減期に変動はなく、安定であ

った（図２－１）。 

 

 

 

図２－１ シクロへキシミドを用いた細胞内タンパク質安定性実験。HEK293T に

TRIM39、TRIM39ΔR を過剰発現させ、Cactin の半減期の変化をウェスタンブロット解

析で確認した。コントロールとして、抗 GAPDH抗体を使用した。 

 

次に TRIM39をノックダウンした細胞で、シクロへキシミドを用いた細胞内タンパク質

安定性実験を行った。siTRIM39、non-target siRNA をそれぞれ HEK293T細胞にトラ

ンスフェクトし、48時間後に回収し、一部を取り分けた上で、それぞれ４つに分割し、シ

クロへキシミド存在下でさらに 0，3，6，9 時間培養した。細胞を回収し、抗 TRIM39 抗

体、抗 Cactin 抗体、抗 GAPDH 抗体によってウェスタンブロット解析を行った。その結

果、コントロールに比べ、siTRIM39群では、内因性の Cactinが経時的に減少すること

が確認された（図２－２、３）。このことから、TRIM39 は Cactin タンパク質を安定化する
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活性を有すると考えられた。 

 

 

 

図２－２ TRIM39 をノックダウンした細胞での細胞内タンパク質安定性実験。TRIM39

をノックダウンした HEK293T で、Cactin の半減期の変化をウェスタンブロット解析で確

認した。コントロールとして、抗 GAPDH抗体を使用した。 

 

 

 

図２－３ TRIM39 をノックダウンした細胞での細胞内タンパク質安定性実験。独立の

実験を３回行い、それぞれのバンドを GAPDHで標準化し、0 hrの値に対する相対値

としてグラフ化した。破線は TRIM39 をノックダウンした細胞を、実線はコントロール細

胞を表す。 

 

２－２ TRIM39による Cactinのユビキチン化修飾の検討 

TRIM39は Cactinを安定化させる結果より、TRIM39による Cactinの 48番目のリジ

ン残基を介したポリユビキチン化修飾は促進されていないことが推測された。そこで、

63番目のリジン残基を介したポリユビキチン化や直鎖状ユビキチン鎖など、タンパク質

分解以外のシグナルとして働くユビキチン化修飾が関与する可能性を検討するため、

TRIM39によるCactinのユビキチン化に関する生化学的解析を行った。ATP存在下に
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おいて、リコンビナントユビキチン、リコンビナント E1、E2 と、リコンビナント TRIM39、リ

コンビナント Cactinを混合し、37℃で 30分間静置し、抗ユビキチン抗体、抗 Cactin抗

体、抗 FLAG タグ抗体によるウェスタンブロット解析を行った（図２－４）。その結果、

TRIM39の自己ユビキチン化は確認されたが、Cactinのユビキチン化シグナルの促進

は確認されず、TRIM39 は Cactin のユビキチン化に影響を与えないことが示唆され

た。 

 

 

 

図２－４ in vitro ユビキチン化アッセイ。ユビキチン化反応を構成する因子である、

ATP、ユビキチン、E1、E2、E3 (TRIM39)、基質タンパク質(Cactin)を混合し、37℃で 30 

分静置した。ユビキチン化反応を構成する因子を 1 つずつ欠いたサンプルを比較対

象とした。 
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３ NFκBシグナルにおける Cactinの機能の検討 

 

前述のとおり、Cactin は NFκB の制御因子の一つとして報告されている 36。上記の

実験結果から、TRIM39は Cactin を介して NFκBシグナルの制御に関連するという仮

説を立てた。この仮説の検証のため、まず、NFκB シグナルにおける Cactin の機能を

評価した。 

 

３－１ Cactinは NFκBシグナルを負に制御する 

Cactin が実際に NFκB シグナルを制御しているかを確認するため、ルシフェラーゼ

レポーターアッセイによる評価を行った。NFκB 応答配列の下流にホタルルシフェラー

ゼ遺伝子を組み込んだレポータープラスミド(NAT-Luc)を用いて、Cactin を導入した

HEK293T 細胞にてルシフェラーゼアッセイを行ったところ、Cactin を過剰発現させた

細胞で、TNFα刺激による NFκB活性化が抑制された（図３－１）。 

 

 

 

図３－１ Cactin の過剰発現は TNFα 刺激による NFκB 活性を抑制する。Cactin を過

剰発現させた HEK293T 細胞を TNFα で刺激し、NFκB レポータープラスミド 

(NAT-Luc)を用いたルシフェラーゼアッセイで NFκB活性を評価した。 

 

 

３－２ TNFα刺激は Cactin遺伝子の転写を誘導する 

NFκB シグナル伝達経路には、いくつかのネガティブフィードバックが存在すること

が知られているが、その一つに IκBα を介したネガティブフィードバックがある。すなわ

ち、IκBαは NFκBの核移行シグナルをマスクし NFκBを負に制御するが、NFκBの標

的遺伝子として発現が誘導される。新たに発現した IκBαは、活性化したNFκBの核外

移行を促進し不活性化する 39。このように IκBα はネガティブフィードバックを形成する
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ことで、炎症反応の収束に関与すると考えられている。CactinもNFκBシグナルの抑制

因子であることから、Cactinおよび Cactin と相互作用する TRIM39 も NFκB活性化に

より発現が誘導されるのではないかという仮説を立てた。HEK293T 細胞を TNFα で刺

激し、細胞を回収し、リアルタイム PCR 法にて TRIM39 と Cactin の mRNA をコントロ

ール（TNFα刺激なし）の細胞と比較したところ、Cactin の mRNA が TNFα刺激によっ

て増加することが確認された（図３－２）。 

 

 

 

図３－２ TNFα刺激による Cactin mRNAの発現変動。HEK293T細胞を TNFαで刺

激し、リアルタイム PCR法で Cactin mRNAを検出した。 

 

一方、TRIM39のmRNAの発現に関して有意な変化が見られなかった（図３－３）。 

 

 

図３－３ TNFα刺激による TRIM39 mRNAの変動。HEK293T細胞を TNFαで刺激し、

リアルタイム PCR法で TRIM39 mRNAを検出した。 

 

次に、タンパク質レベルでの Cactin の変動を検討するために、同様の条件で刺激
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した細胞をウェスタンブロット法にて評価したところ、TNFα 刺激によって Cactin タンパ

ク質の発現量の増加することが確認された（図３－４、５）。 

 

 

 

図３－４ TNFα刺激による Cactin タンパク質の変動。HEK293T細胞を TNFαで刺激

し、Western blot法で Cactin タンパク質量の変動を評価した。 

 

 

 

 

図３－５ TNFα 刺激による Cactin タンパク質の変動。独立の実験を３回行い、それぞ

れのバンドを GAPDH で標準化し、TNFα 刺激なしの Cactin の値に対する相対値とし

てグラフ化した。TNFα刺激によってタンパク質レベルでも Cactinは増加していた。 

 

 

Cactinは TNFα刺激による NFκB活性化を抑制する一方で、TNFα刺激により発現

が誘導された。これらの結果をまとめると、Cactin を介したネガティブフィードバックが

存在すると考えられた（図３－６）。 
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図３－６ Cactinを介したNFκBシグナルのネガティブフィードバックシステム。TNFα刺

激により発現誘導される Cactinは、NFκB活性を負に制御する。 
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４ TRIM39による NFκBシグナル制御 

 

４－１ TRIM39による NFκBシグナル制御 

次に、TRIM39がNFκBシグナルの活性化に与える影響を、ルシフェラーゼアッセイ

にて評価した。まず、RNAi によって TRIM39 をノックダウンした HeLa 細胞にて（図４

－１)、前述の NFκB レポータープラスミド(NAT-Luc)を用いて、ルシフェラーゼアッセイ

を行ったところ、TRIM39 をノックダウンさせた細胞では、TNFα刺激による NFκB活性

の亢進が認められた(図４－２)。 

 

 

 

図４－１ RNAi 法による TRIM39 のノックダウン。TRIM39 をノックダウンした HeLa 細

胞を回収し、リアルタイム PCR 法で、TRIM39 の mRNA を評価した。TNFα 刺激の有

無にかかわらず、2種類の siRNAでTRIM39がノックダウンされていることを確認した。 
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図４－２ TRIM39のノックダウンは、TNFα刺激によるNFκB活性を亢進させる。NFκB

レポータープラスミド(NAT-Luc)を用いて、TNFα刺激による NFκB活性をルシフェラー

ゼアッセイで評価した。 

 

 

また、同様の NFκB活性の亢進が、Poly I:C刺激によっても確認された(図４－３)。 

 

 

 

図４－３ TRIM39 のノックダウンは、Poly I:C 刺激による NFκB 活性を亢進する。
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NFκBレポータープラスミドを用いて、Poly I:C刺激によるNFκB活性をルシフェラーゼ

アッセイで評価した。 

 

 

さらに、他の自然免疫シグナルへの TRIM39 の影響を確認するために、ISRE 配列

の下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポータープラスミド(ISRE-Luc)

を用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った。TRIM39をノックダウンすると、Poly I:C刺

激による自然免疫シグナルが亢進することが確認された(図４－４)。 

 

 

 

図４－４ TRIM39のノックダウンは、Poly I:C刺激による自然免疫シグナルを亢進させ

る。ISRE レポータープラスミドを用いて、Poly I:C刺激による自然免疫シグナルをルシ

フェラーゼアッセイで評価した。 

 

 

次に、TRIM39 が NFκB シグナルの下流遺伝子に与える影響を確認するために、

NFκB の代表的な下流遺伝子である IL-6 と IL-8 の mRNA の発現量をリアルタイム

PCR 法にて確認した。TRIM39 をノックダウンすると、TNFα 刺激による IL-6 と IL-8 の

mRNA の転写が促進されることが明らかとなった(図４－５，６)。これらの結果からは、

TRIM39は NFκBを負に制御していると考えられた。 
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図４－５，６ TRIM39をノックダウンすると、TNFα刺激による IL-6 と IL-8の mRNAの

転写が促進する。TRIM39をノックダウンしたHeLa細胞に TNFα刺激を与え、リアルタ

イム PCR法で IL-6 と IL-8の mRNAの発現量を測定した。 

 

 

４－２ TRIM39は Cactinを介して NFκBを負に制御する。 

前述のとおり、TRIM39 は Cactin と相互作用し安定化させる。また、TRIM39 と

CactinはともにNFκBを負に制御する。これらの結果から、TRIM39は、Cactinタンパク

質の安定化を介してNFκBを負に制御するという仮説を立てた。もしこの仮説が正しけ

れば、TRIM39 のノックダウンによって亢進した NFκB 活性は、TRIM39 ノックダウンに

よって不安定化した Cactin タンパク質の補充によって抑制されることが想定される。そ

こで TRIM39 をノックダウンした HEK293T 細胞に、さらに Cactin を過剰発現させ、

TNFα刺激によるNFκB活性をルシフェラーゼアッセイで評価した。Cactinを過剰発現

させた細胞では、TRIM39 がノックダウンされているにもかかわらず、NFκB 活性は抑

制された(図４－７)。これらのことから、NFκBシグナルにおいてCactinはTRIM39の下

流で機能し、かつ TRIM39 の NFκB 制御は Cactin の安定化に起因するものと考えら

れた。 
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図４－７ TRIM39のノックダウンによって亢進したNFκB活性は、Cactinの過剰発現に

よって抑制される。TRIM39 をノックダウンさせた細胞に、Cactin を過剰発現させ、

TNFα刺激による NFκB活性をルシフェラーゼアッセイで行った。 
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図４－８ TRIM39は Cactinの安定化を介し NFκBシグナルを負に制御している。  
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F) 考察 

 

本研究において、TRIM39 と相互作用するタンパク質として Cactinを同定した。また

TRIM39はCactinの安定化に関与すること、さらにはTRIM39はCactinを介してNFκB 

活性を負に制御していることが明らかになった。 

Cactinは NFκBの制御因子の一つであることが報告されている 36。ショウジョウバエ

において、Cactinはヒト IκBαのオルソログである Cactus と結合するが、ヒト Cactinは、

IκBα とは結合せず IκBL と結合する 36。IκBL遺伝子は、TRIM39遺伝子と同様、6番

染色体のMHC領域に位置する 36。Cactinは、他にもMHC領域の遺伝子にコードさ

れるタンパク質、LST1や NELF-E と相互作用する 40。TRIM39は Cactin と共に他のタ

ンパク質と結合し、より大きな複合体として機能している可能性も考えられる。 

一方で、本研究では TRIM39 による Cactin のユビキチン化修飾については確認で

きなかった。TRIMタンパク質はそのユビキチンリガーゼ活性から、K48型ポリユビキチ

ン鎖生成を介してタンパク質分解に関与しているが、いくつかの TRIMタンパク質では

結合タンパク質の安定化作用を持つことがわかっている。実際、TRIM39 は、MOAP-1

が他の E3 によってユビキチン化されることを競合的に阻害することで、その安定化に

寄与するという報告がある 25。また、RET Finger Protein (RFP)としても知られるTRIM27

は、EID-1（Retinoblastoma protein の制御因子）を安定化することが知られている 41。

TRIM39はCactinに対しても、ユビキチン化以外の機序によって安定化しているものと

考えられた。 

NFκB はさまざまな標的遺伝子の転写を促進するが、その中には IκBα、A20 や

MyD88sなどのようにNFκB活性化を負に制御し、ネガティブフィードバックを形成する

因子が存在する。脱ユビキチン化酵素である A20 は、NFκB シグナルにおいて、

TRAF6 や RIP1 を脱ユビキチン化することで NFκB シグナルの抑制因子として働いて

いる 42,43。また、Myd88s は、Myd88 と競合的に IRAK4 と結合することで、NFκB シグ

ナルを抑制している。このように、複数のネガティブフィードバック経路が協調して、

NFκB 活性化を厳密に制御し、炎症の終息に関与する。Cactin は TNFα 刺激による

NFκB 活性化を抑制する一方で、TNFα 刺激により発現が誘導されることから、Cactin

もまた NFκB シグナルにおけるネガティブフィードバック経路の一翼を担うものと考えら

れた。ただし、Cactin や IκBL による NFκB 制御の詳細な機序は未だ不明であり、さら

なる分子レベルの検討が必要である。 

TRIM39遺伝子のエキソン内に存在する SNPがベーチェット病の発症に関連してい

ることが GWAS 解析で明らかになっている 31。ベーチェット病は全身の諸臓器に急性

の炎症を繰り返す原因不明の難治性炎症疾患で、特定の内的遺伝素因のもとに何ら

かの外的環境要因が働いて発症する多因子疾患と考えられている 44。ベーチェッ
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ト病では免疫応答の亢進が報告されていること 45、本研究において TRIM39 のノ

ックダウンで少なくとも一部の免疫シグナルが亢進していたことを踏まえると、

TRIM39遺伝子内の SNPは TRIM39遺伝子の発現減少を介して発症の一因となっ

ている可能性が示唆された。また、IκBL は関節リウマチ、高安病、潰瘍性大腸

炎、SLE、シェーグレン症候群、I 型糖尿病、多発性硬化症などの自己免疫炎症

性疾患 46-51との関連が知られている。TRIM39、Cactin、IκBLの機能不全は、こ

れらの炎症性疾患の発症に関連している可能性があり、これらの分子の生化学

的解析を進めることで、炎症性疾患の病態の解明、新規治療法の開発に結びつ

く可能性がある。 
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G) 総括および結論 

  

１ 得られた新知見 

・TRIM39 の相互作用タンパク質として Cactin を同定した。 

・TRIM39 が Cactin の安定化に寄与していた。 

・Cactin は TNFα刺激によって発現が亢進する。 

・Cactin は NFκBシグナルにおいてネガティブフィードバック経路を形成する。 

・TRIM39 は NFκBシグナルを負に制御する。 

 

２ 新知見の意義 

ベーチェット病では免疫応答の亢進が報告されていることや、本研究におい

て TRIM39 のノックダウンで少なくとも一部の免疫シグナルが亢進していたこ

とを踏まえ、TRIM39 遺伝子内の SNP は TRIM39 遺伝子の発現減少を介してベー

チェット病発症の一因となっている可能性が示唆される。ベーチェット病では、

診断の決め手となる検査は未だ存在せず、臨床所見と生化学検査、病理組織検

査などを総合的に判断することで診断しているが、TRIM39 による客観的な診断

を確立する必要がある。また、ベーチェット病の他にも、IκBLは関節リウマチ、

高安病、潰瘍性大腸炎、SLE、シェーグレン症候群、I 型糖尿病、多発性硬化症

などの自己免疫炎症性疾患 46-51との関連が知られており、TRIM39、Cactinや IκBL

は、これらの疾患の診断や治療標的となる可能性がある。 

 

３ 今後の研究展開と課題 

TRIM39 による Cactin 安定化の詳細な機序は不明である。また、Cactin、IκBL

による NFκB シグナルの活性化制御メカニズムも未知のままであり、今後の解

明が必要である。また、TRIM39 の個体における役割を検討することも重要であ

るので、今後 TRIM39 ノックアウトマウスにおける個体レベルでの炎症症状な

どの解析が必要となる。 
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