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一般研究用

本品は、研究目的にのみご使用ください。ヒト、動物への医療、臨床診断用には使用しないでください。
本マニュアルをご精読のうえ、研究目的にのみご使用ください。
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Cat. No.: TIP001 Product Name: FLAG-TR-TUBE plasmid
Cat. No.: TIP001M Product Name: FLAG-TR-TUBE mutant plasmid
Cat. No.: TIP002 Product Name: HA-TR-TUBE plasmid
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プロトコール例

哺乳類細胞のトランスフェクション

ポリユビキチン化タンパク質の分離

1. 10 cm φディッシュに 1.3x106 の 293T 細胞を 24 時間培養後、3.5 µg FLAG-TR-TUBE 発現ベクターと 3.5 µg ユビキチンリガー
ゼ発現ベクターを 21 µl PEI 溶液（1mg/ml Polyethylenimin, linear (Polysciences 社製 )　pH7.4）を用いてトランスフェクショ
ンする。

2. コントロールとして、FLAG-TR-TUBE 発現ベクターとドミナントネガティブ変異型ユビキチンリガーゼ、FLAG-TR-TUBE 変
異体発現ベクターとユビキチンリガーゼ発現ベクター、及び FLAG-TR-TUBE 発現ベクターと空ベクターをトランスフェク
ションした細胞を用意する。

1. トランスフェクション後、48 時間培養した細胞 (~1.5 mg/ml) を、1.5 ml 容サンプルチューブに移す。

2. 2,000 rpm,　3 分の遠心分離で細胞を集め、培地を除去し、1 ml PBS を加え細胞を懸濁後、2,000 rpm,　3 分の遠心分離で
細胞を集め、上清を除去する。

3. 氷冷したタンパク質抽出バッファー (25mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 0.5%NP-40, complete-EDTA free (Roche 社製 ))
１ml を加え、激しくボルテックスをし、10 分氷上し、15,000 rpm, 20 分の遠心分離を行う。

4. 新しい 1.5 ml 容サンプルチューブに 15 µL FLAG-Agarose (Sigma FLAG-M2 agarose, もしくは MBL 社抗 DDDDK-tag アガロー
ス ) を分注し、3. で得られた遠心上清を移し、4℃、１時間ローテーターで穏やかに混和する。
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ユビキチン化タンパク質の同定

ウエスタンブロッティングによるユビキチン化の検出

di-Gly ペプチドの精製と質量解析

1. 免疫沈降したビーズを、1 ml TBS-N(25 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl) で 5 回洗浄後、1 ml 50 mM 重炭酸アンモニウム
で２回洗浄する。

2. 上清を完全に除いた後、20 µl 200 µg/ml FLAG ペプチド（Sigma 社製）を加え、ビーズを懸濁後 10 分置く。この際、2 分
おきにタッピングにより懸濁する。上清を新しい 1.5 ml 容サンプルチューブに移す。同様にさらに 2 回溶出操作を繰り返し、
60 µl の FLAG -TR-TUBE 結合タンパク質溶液を集める。（→質量分析にも使用可）

3. このうち、10 µl を用いて、SDS-PAGE 電気泳動を行い、銀染色でタンパク質の有無を確認する。

1. 免疫沈降したビーズを、1 ml TBS-N で 5 回洗浄後、SDS-PAGE サンプルバッファーを 50 µl 加え、95℃ 5 分間処理する。（ト
ランスフェクションに使用している細胞に内在している目的の基質タンパク質を認識できる抗体を用いてユビキチン化を
検出する。コントロールでは検出されない高分子のスメアが FLAG-TR-TUBE とユビキチンリガーゼを発現させた検体でのみ
検出される。）

トリプシン消化

1. 上 記 50 µl の FLAG-TR-TUBE 結 合 タ ン パ ク 質 溶 液 に、5 µl 50 mM Tris (2-carboxy-ethyl)phosphine hydrochloride (TCEP、 
Sigma 社製 ) を添加し、60℃、30 分処理した後、2.5 µl 200 mM Methyl Methanethiosulphoate（MMTS、和光純薬社製）
を添加し室温で 10 分おく。50 µg Trypsin Gold (Promega 社製 ) を添加し、37℃、16 時間反応する。

di-Gly ペプチドの精製と質量解析

1. 上記トリプシン消化物に、20 µl 25x complete-EDTA free と 102.5 µl の純水を加える。PTMScan Ubiquitin Remnant Motif (K-
ε -GG) kit (Cell Signaling 社製 )　に付属の 10x IAP Buffer を 20 µll 添加した 200 µl の溶液（pH を必ず確認することが必要）
に、予め PBS で洗浄した 15 µl の PTMScan Ubiquitin Remnant Motif (K- ε -GG) antibody Bead Conjugate を加え、ローテー
ターを用いて、４℃、2 時間穏やかに混和する。1x IAP Buffer で２回ビーズを洗浄後、純水で３回洗浄する。上清を完全に
除いた後、20 µl 0.15% Trifluoroacetic acid　で３回抽出する。抽出物より ZipTip (Millipore 社製 ) や StageTips (Thermo 社製 )
などの C18 カラムを用いて精製したペプチドを質量分析により解析する。


