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１．研究実施の概要 

 

生体内のタンパク質はさまざまな翻訳後修飾を受け、それらが動的なネットワークを形

成し、環境適応と恒常性維持に関与する。特にアセチル化やメチル化は代謝活性と連動す

ることが示唆されているが、その全体像は不明である。そこで本研究ではタンパク質の翻

訳後修飾の解析から代謝制御を理解し、制御することを研究の主題とする。具体的には、

クローン化した分裂酵母全遺伝子産物の翻訳後修飾を網羅的に解析し、その中で明らかに

なった重要な代謝関連因子のヒトホモログについて修飾と機能の制御機構の解明と阻害剤

開発による代謝制御法の確立を目指す。また、動物細胞のミトコンドリアなど、代謝関連

因子に見られる翻訳後修飾の生理的意義を解明する。平成 19 年度は、分裂酵母の全遺伝子

産物のアセチル化、メチル化について電気泳動法による同定を完了させた。また、動物細

胞から代謝調節や生体恒常性に関わる複数のアセチル化タンパク質の同定に成功した。さ

らにヒストン修飾に影響を与え、遺伝子発現を変化させる物質の標的を解明した結果、ス

プライシングを阻害するものであることを明らかにした。 

 

 

２．研究実施内容 

（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

１. 翻訳後修飾の網羅的解析 

タンパク質の種類・性質に多様性を与える翻訳後修飾は、細胞の構築・維持や細胞分裂など

様々な生命現象を司るタンパク質の機能を調節する上で極めて重要な役割を担っており、翻訳後

修飾がどのようなタンパク質に起こり、そしてどのような制御機構に関与しているのかを包括的に理

解することは、ポストゲノム時代において非常に重要な命題である。しかし、現在のところ、ポストゲ
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ノム研究が最も進んでいる出芽酵母でさえ、リン酸化やユビキチン化など、一般に研究が進んでい

る主要な翻訳後修飾に限定して網羅的に調べた報告例が存在するのみで、それらは約 300 種類

も存在すると言われる翻訳後修飾のごく一端に過ぎない。 

すでに我々は分裂酵母ゲノムにコードされる約 5,000 種類からなる全遺伝子の 99％以上をクロ

ーン化し、塩基配列の確認を行った上で、C 末タグとの融合タンパク質として発現させることに成功

している。この系を用いて全てのタンパク質を一つ一つ電気泳動により解析し、泳動度に影響を及

ぼす何らかの修飾を受けているタンパク質が全体の少なくとも約３割存在することを明らかにすると

共に、翻訳後修飾特異的な抗体を用いてアセチル化やメチル化を受けるタンパク質を同定した

（論文 6, 7）。本研究ではさらにこの全 ORF クローンの発現系を応用し、タンパク質アレイに翻訳後

修飾特異的な抗体を用いたアプローチ、ならびに質量分析を組み合わせた手法により、特定の翻

訳後修飾を受けているタンパク質を網羅的に同定し、それらの修飾の生理的機能と代謝調節との

関連に迫ることを目指す。 

前年度までに His タグを融合させて発現させた分裂酵母の全タンパク質の精製について株の培

養ならびにタグ融合タンパク質の精製条件の最適化を行い、96穴プレートを用いてハイスループッ

トにタグ融合タンパク質を精製した場合でも十分に翻訳後修飾を検出できることが確認できた。そ

こで、本年度は実際に約 5,000 株からなる His タグ融合遺伝子発現株を培養し、発現したタグ融合

タンパク質の精製を行った。すでに全タンパク質の精製が完了し、現在それらを用いて 1,536 スポ

ットからなるプロテインマクロアレイを順次作製中である。 

また、並行して、質量分析装置などの先端機器による翻訳後修飾解析技術の確立を目指

しており、昨年度までに行った分析技術の開発とその検証（論文 2, 3）を基に、本年度は

タンパク質全体の質量測定による翻訳後修飾の有無、アミノ酸分析による修飾の種類の同

定、LC-MS および MS/MS による修飾部位の同定の３つについて、実際に全遺伝子過剰発現株

から調製した一部の分裂酵母タンパク質を用いて分析法を検討した。その結果、タンパク

質の量が多い試料については、ある程度網羅的に解析できる見通しが立った。 

 

２. 翻訳後修飾のネットワーク解析 

複雑な生命現象は細胞内の様々なシグナル伝達経路およびタンパク質間の相互作用などによ

り引き起こされるが、タンパク質の翻訳後修飾はこの中でも重要な役割を担っていると考えられる。

特定の遺伝子の過剰発現により、その遺伝子産物の下流で機能しているタンパク質の翻訳後修飾、

ひいてはタンパク質の活性に変化が生じることが期待されるため、本研究では分裂酵母の全 ORF

の過剰発現株を利用し、特定のタンパク質の発現や翻訳後修飾に及ぼす遺伝子過剰発現の影響

を調べることで、細胞内タンパク質ならびに翻訳後修飾のネットワークを明らかにすることを目指

す。 

前年度までに、全細胞抽出液をスポットするリバースアレイ作製用の試料の調製を開始していた

が、今年度は約 5,000 株からなる ORF 過剰発現株の全てについて全細胞抽出液の調製が完了し、

プロテインマクロアレイを作製するためにニトロセルロースメンブレンへのスポットを開始した。また、



  

リバースアレイで使用可能な抗体についても電気泳動法によって検討を行い、前年度までに選定

していたヒストンのさまざまな修飾を個別にモニターできる抗体が本当に目的の修飾だけを特異的

に認識するのかを、修飾が予想されるリジン残基を１つずつ変異させたヒストンのシリーズを作製し、

それらを発現させて各種抗体で検出することで抗体の特異性を確かめた。この検討により、リバー

スアレイと電気泳動法のそれぞれで使用できる抗体が区別できたばかりでなく、今後得られる結果

の信頼性がより向上すると考えられる。また、修飾酵素と修飾部位を変異させたヒストンなどの基質

を同一株内で同時発現させるというような、より複雑化する実験系に対応できるように、現在分裂酵

母の発現系で主に使われている nmt1 プロモーターのような発現誘導型ではなく、構成的に発現

可能なプロモーターを開発した（論文 8）。 

 

３. 動物細胞の修飾タンパク質解析 

新規アセチル化タンパク質を同定し、それらの制御機構を明らかにするとともに、ミト

コンドリアに局在する新規NAD依存性脱アセチル化酵素SIRT3〜5を中心にアセチル化を制

御する酵素等の解析からそれらの新しい機能を発見することを目指した。まず、タンパク

質アセチル化を制御する酵素としてHDAC4に着目し、その生体内での挙動を解析した。HDAC4

は核-細胞質間をシャトルするが、核移行した HDAC4 は転写共役抑制因子 SMRT 依存的に

転写調節因子 Bach2 と結合し核内フォーカスを形成すること、フォーカス内部と周辺は転

写活性が著しく低下し、転写抑制センターを形成することを示した（論文 1）。 
次にアセチル化タンパク質のプロテオミクスを行うことを目的にクラス I、II の HDAC（亜

鉛依存性）の阻害剤であるトリコスタチン A (TSA) およびクラス III の HDAC (NAD 依存性

酵素 Sir2 ファミリー) の阻害剤であるニコチンアミド (NA)の両方を処理することでアセ

チル化が亢進するタンパク質を、抗アセチルリジン抗体を用いたアフィニティー精製法に

より探索した。この方法により前年度見いだしたヒートショックタンパク質 Hsp90 のコシ

ャペロンである Aha1、アクチン結合タンパク質である cortactin について、過剰発現およ

び RNAi 法によりそのアセチル化酵素、脱アセチル化酵素を細胞レベルで検討したところ、

Aha1 の脱アセチル化酵素としてクラス II の HDAC である HDAC6 およびクラス III の HDAC

である SIRT1、cortactin の脱アセチル化酵素として HDAC6 と SIRT1、アセチル化酵素とし

て CBP を同定した。また、Aha1 および cortactin のアセチル化されるリシン残基を MS/MS

解析により同定した。さらに cortactin のアセチル化を特異的に認識するアセチル化抗体

の作成にも成功した。今後、アセチル化部位変異体、各アセチル化酵素、脱アセチル化酵

素ノックダウン細胞、部位特異的アセチル化抗体などを用いることにより、Aha1 および

cortactin の機能発現におけるアセチル化の役割の解明を目指す。 

ミトコンドリアに局在する新規脱アセチル化酵素である SIRTs の機能解明を目的に前年

度作製した各 SIRT の恒常的ノックダウン細胞からミトコンドリアを単離し、抗アセチルリ

ジン抗体を用いたアフィニティー精製を行った。その結果、SIRT3 の基質タンパク質である

複数のアセチル化タンパク質の同定に成功した。得られたアセチル化タンパク質のほとん



  

どは、エネルギー代謝に関わる酵素であったことから、SIRT3 はこれらタンパク質のアセチ

ル化レベル制御することにより、エネルギー代謝を調節している可能性が示唆された。 

 

４．代謝関連因子阻害剤探索系の構築 

Gateway 化された完全長ヒト cDNA クローンの中から、翻訳後修飾やタンパク質分解とい

った代謝関連因子をコードする遺伝子を分裂酵母へ導入し、過剰発現条件下にて致死性（生

育遅延）、形態異常、胞子形成不全などの表現型を観察した。また、致死性の回復を指標と

した阻害剤探索系を構築するため、96 穴プレートや 384 穴プレートを用いてハイスループ

ット化できるような条件検討を行った。 

また、翻訳後修飾と代謝制御に関わる新たな阻害剤を探索するための分子標的の同定を

目的に、ヒストン修飾に影響を与え、細胞周期停止を引き起こす化合物 FR901464 の作用

機構を解析した。FR901464 は細胞周期阻害因子である p27 の増加と C 末端欠失型の p27
（p27*と命名）の蓄積をもたらした。FR901464 の安定誘導体（spliceostatin A）を合成

し、それを固定化して結合タンパク質を単離したところ、スプライソソームの構成因子で

ある SF3b 複合体を見いだした。結局、FR901464 と spliceostatin A はスプライシング因

子 SF3b に結合し、スプライシングを阻害することが明らかになった。また、p27*は p27
の前駆体 mRNA から翻訳されたものであることも判明し、SF3b がスプライシングだけで

なく、前駆体 mRNA の核内保持にも重要な役割を果たすことが明らかになった（論文 4）。

さらに分裂酵母でも spliceostatin A は SF3b を阻害し、イントロン配列の翻訳を引き起こ

すこと、その作用は核膜孔でのゲートキーパーである Mlp1 とは独立したものであること

を示した（論文 5）。 

 
 

３．研究実施体制 

 

（１）「研究代表者」グループ 

①研究分担グループ長：吉田 稔 （理化学研究所、主任研究員） 

②研究項目 

サブテーマ１：翻訳後修飾の網羅的解析 

サブテーマ２：翻訳後修飾のネットワーク解析 

サブテーマ３：動物細胞修飾タンパク質解析 

サブテーマ４：代謝関連因子阻害剤探索系の構築 
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