
つくば生物ジャーナル Tsukuba Journal of Biology (2023)  22, 11               Ⓒ2023 筑波大学生物学類 
 
 

11 

ユビキチンリガーゼ複合体のサブユニットとしての TLE1の機能解析 

池田 秀徳（筑波大学 生物学類）  指導教員：千葉 智樹（筑波大学 生命環境系）

【背景・目的】 
 TLE1 は遺伝子発現のコリプレッサーや NF-kB シグナル伝達

のリプレッサーとして機能することが知られている[1, 2]。その一

方で、TLE1 は E3 ユビキチンリガーゼの基質認識に寄与する

WD40ドメインを有し、CUL4-DDB1複合体と相互作用すること

も示されている[3]。しかし、CUL4-DDB1-TLE1複合体が実際に

ユビキチンリガーゼとしていつ、どの組織で、何を標的とするか

に関してはよく分かっていない。 
CUL4-DDB1-TLE1 複合体のユビキチンリガーゼとしての機

能を調べるにあたって、まずは、TLE1 を過剰発現させただけで

CUL4 および DDB1 と複合体を形成するか否か調べることにし

た。そこで、DDB1 と相互作用することが既に知られている

L2DTLを比較対象として、培養細胞内でTLE1ないしはL2DTL
を DDB1 と同時に過剰発現させた場合の相互作用の違いを調べ

た。 
 
【材料・方法】 

HA-DDB1 プラスミド、FLAG-L2DTL プラスミド、および

FLAG-TLE1 プラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェクシ

ョンして過剰発現させた。その後、細胞を回収しタンパク質を抽

出した。抽出したタンパク質溶液のうち一部を lysateのサンプル

として回収した。また、残りの溶液から anti-FLAG mouse 抗体

ビーズを用いて FLAG-L2DTL ないしは FLAG-TLE1 と相互作

用するタンパク質を免疫沈降した。 
回収したlysateおよび免疫沈降後のサンプルについてウエスタ

ンブロットを行い、HAタグもしくはFLAGタグを抗体標識して

シグナルを観察した。 
 
【結果・考察】 
 詳細は発表会にて報告する。 
 
【展望】 
 TLE1 はリン酸化および過剰リン酸化修飾を受けて、他のタン

パク質との相互作用の強さを変えること、さらにはそのような変

化が発生時の神経の分化に影響を与えることが示されている[4]。
今後はこの性質に着目して、TLE1 のリン酸化状態が CUL4-
DDB1複合体との相互作用の強さにどのような影響をもたらすか

を調べる。 
そのために全長の TLE1、各ドメインの欠損タンパク質、なら

びにアミノ酸置換タンパク質を用意し、それぞれについてDDB1
との相互作用の強さを比較する。DDB1との相互作用に寄与しそ

うなドメインやリン酸化サイトを絞れたら、そのサイトに作用す

るキナーゼあるいはホスファターゼの有無により TLE1-DDB1
間の相互作用の強さが変化するか調べる。なお、その際にはウエ

スタンブロットによる定性的な解析だけでなく、熱力学的な手法

を組み合わせて定量的に解析することを目指す。 
 一方、TLE1 が認識する基質として Tbx6 という転写因子に注

目している。哺乳動物の発生時にはTbx6 の分解がRipply2 とい

うリプレッサーによって促進される[5, 6]。そして、Ripply2には

TLE1 と相互作用するドメインと Tbx6 と相互作用するドメイン

がそれぞれある[6]。これらの性質からTLE1がRipply2依存的に

Tbx6を基質として認識する可能性が考えられる。そこで、TLE1
が実際にRipply2 およびTbx6 と一つの複合体を形成するか否か

明らかにするために、Ripply2、Tbx6、およびTLE1の組換えタ

ンパク質を調製してそれらを混合し、複合体形成が起こるか調べ

る。 
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