
「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術」 

 平成 17年度採択研究代表者 

 

吉田 稔 

 

 

 （独）理化学研究所 基幹研究所・主任研究員 

 

タンパク質修飾の動態とネットワークの網羅的解析 

 

 

 

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。すなわち、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。これまでに約 140種類の翻訳後修飾特異的抗体を用いた網羅的解析により、のべ 3,000を超

えるタンパク質に翻訳後修飾が見つかっている。また、直接代謝と関わるものとして、ヒトミトコンドリ

アのエネルギー代謝に関わる複数のタンパク質がアセチル化されることを見出した。これらはいず

れも脱アセチル化酵素 SIRT3 の基質であった。SIRT3 ノックダウンの表現型をメタボローム解析に

より調べたところ、特定の有機酸、アミノ酸の異常蓄積が起こるなど、SIRT3 によるアセチル化の制

御が一次代謝活性に重要であることが明らかになったので、個々の基質について順次その機能

解析を進めている。また、新たな代謝制御法の確立を目指して代謝調節に関わる翻訳後修飾関

連酵素の阻害剤探索系を構築した。その結果、世界初のタンパク質 SUMO 化の阻害剤としてイ

チョウの生理活性物質として知られるギンコール酸を同定し、その作用機構を明らかにした。 

 

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 

タンパク質の翻訳後修飾は細胞内分子を多様化し、細胞の構築・維持や細胞分裂など様々な

生命現象を司るのに貢献しているだけでなく、タンパク質分子の機能そのものを調節する上で極

めて重要な役割を担っている。従って、翻訳後修飾がどのようなタンパク質に起こり、またそれによ

ってどのような細胞機能の制御が行われている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と考えられる。しかし、現在のところ、ポストゲ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、約 300 種類も存在すると言われる翻訳後修飾の
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ごく一部の網羅的解析が報告されているに過ぎない。 

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、C 末タグとの融合タンパク質として発現させる株のセットを作製している 1)。本研究では

これらの株から全てのタンパク質を個別に精製して作製したタンパク質アレイに対し、翻訳後修飾

特異的な抗体で検出することによって、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した。 

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についてすでに精製を

完了し、1,536 スポットからなるプロテインマクロアレイを作製した。そこで本年度は翻訳後修飾特

異的抗体を用いて順次検出を行い、統計学的処理を行って各修飾を受ける候補タンパク質を同

定した（図 1）。これまでに約 140 種類の抗体を用いて検出を行い、少なくともいずれか一つの抗

体に反応したタンパク質の総数は実に 3,000 を超えた。現在はこの一次スクリーニングで得られた

データの信頼度を高めるために複数回の検出を行って再現性を確認するとともに、翻訳後修飾を

受けるタンパク質の候補を絞り込むために、クラスタリングなどの統計学的な解析を行っている。さ

らに、得られた結果を別の実験方法で確認するための準備も行った。例えば、ユビキチン化につ

いては、GST−ユビキチンを発現する株を作製し、この株で発現させた候補タンパク質の電気泳動

パターンを野生株のものと比較することにより、そのタンパク質がユビキチン化を受けているかどう

図 1. 分裂酵母プロテオームマクロアレイ 

 約5,000種類におよぶ分裂酵母の全タンパク質をHis6タグを利用して精製し、ニトロセルロー

スメンブレンにスポットしてプロテインアレイを作製した。左）抗 His タグ抗体によりスポットされた

精製タンパク質を検出。右）抗アセチルリジン抗体（AL11）を用いてアセチル化タンパク質を検

出した例。 



かを判定することが可能である。このような確認実験を行うのに適した株を作製するためのツール

として、様々な発現用ベクターを開発した 2, 3)。また、翻訳後修飾をより効率的に検出するために、

それぞれの翻訳後修飾を担うと考えられる酵素の遺伝子を過剰発現可能した株を作製している。 

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。本年度はビオチン化が予想されるタ

ンパク質を測定したが、主成分がビオチン化されていると確認できたものは無かったため、

より微量な成分の分析が必要であった。一方、現在のアミノ酸分析の応用的利用 4)を進め、

酸加水分解で壊れてしまう翻訳後修飾の一つであるジスルフィド結合について、結合に関

与しないシステイン残基を酸加水分解に安定になるように化学修飾して、還元、非還元条

件で検出を行うことでジスルフィド結合の定量を行った 5)。また、東京理科大学の榎並教

授らと共同でタンパク質複合体の成分を検出する方法を検討し光合成複合体 PSII の新し

い成分を発見した 6)。 

 

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

飾や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。 

本年度は、前年度に作製した全細胞抽出液をニトロセルロース膜にスポットすることでリバース

アレイを完成させた。そのリバースアレイに対して、ヒストン H3 の Lys9、Lys14、Lys18、Lys23、

Lys56 のアセチル化、Lys4 のジメチル化、トリメチル化、Ser10 のリン酸化、ヒストン H4 の Lys5、

Lys8、Lys12のアセチル化を特異的に認識する抗体、ならびに、p38 MAPキナーゼホモログ Sty1

のリン酸化、p42/p44 MAP キナーゼホモログ Pmk1のリン酸化、eIF2のリン酸化、Cdc2キナーゼ

のリン酸化抗体を作用させて検討を行った。さらに、ヒストンの翻訳後修飾に対してリバースアレイ

で得られた陽性因子の SDS-PAGE/Western Blotting による確認を行った。その結果、ヒストンの

アセチル化をグローバルに変動させる因子として、アセチル化、脱アセチル化酵素に加えて、ヒス

トンシャペロンやクロマチン構造に影響を及ぼす因子、さらには rRNA の転写活性化因子や減数

分裂開始因子などを同定した。一方、Sty1 のリン酸化、Pmk1 のリン酸化、eIF2αのリン酸化にお

いてはそれぞれ 58、171、120 個の陽性因子を得ており、SDS-PAGE/Western blotting での確認

を行っている。また、サブテーマ１「翻訳後修飾の網羅的解析」においてアセチル化とハイプシン

化の翻訳後修飾間に関連があることが示唆された eIF5Aについて、ハイプシン化に影響を及ぼす

上流因子についてリバースアレイを用いて検討を行った結果、55個の陽性因子を得た。 

さらに、リバースアレイから得られたヒストンの翻訳後修飾を引き起す候補因子に対して、クラス

タリングなどの統計学的な解析を行ったのち、KEGG pathwayやGene Ontologyなどの情報と照ら



し合わせた結果、約 100個の経路がヒストンの翻訳後修飾を引き起す候補として示唆された。 

 

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 7-9)、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 とその基質の機能を解明

することを目指した。前年度、SIRT3 の基質タンパク質としてケトン体生成に関与する

HMG-CoA lyase (HMGCL) を同定したので、HMGCL の活性制御におけるアセチル化の役割に

ついて解析した。まず、過剰発現および RNAi 法による細胞レベル、in vitro の解析によ

り、SIRT3 が HMGCL の特異的な脱アセチル化酵素であることを確認した。次に MS 解析を用

いて、HMGCL の 48 番目と 56 番目のリシン残基がアセチル化部位であることを見出した。

そこで、アセチル化部位変異体を作製してその活性を検討し、56 番目のリシン残基が酵素

活性に重要であることが示された。SIRT3 ノックダウンにより内在性の HMGCL を過度にア

セチル化させると、活性が顕著に増加した。さらに、SIRT3 ノックダウンによる HMGCL の

活性上昇は、野生型の SIRT3 を発現させることにより減少したが、酵素活性欠失変異体で

は全く影響が無かった。以上の結果から、SIRT3 は HMGCL のアセチル化レベルを調節する

ことによりケトン体生成を制御している可能性が示唆された。 

また、アセチル化タンパク質として同定したアクチン結合タンパク質である cortactin

のアセチル化の役割について検討した。cortactin のアセチル化部位はアクチン結合領域

の繰り返し配列中に 7 箇所存在しており、その部位特異的アセチル化抗体を作成し、免疫

染色に用いたところ、アセチル化された cortactin は核に蓄積していることを見出した。

さらに従来細胞質タンパク質と考えられてきた cortactin は核外移行シグナルを有し、核

と細胞質をシャトルしていることがわかった。核外移行の阻害剤である leptomycin B 処理

による核蓄積の増加は、cortactin のアセチル化を亢進させた。以上の結果から、cortactin

は核でアセチル化され、アクチン結合と細胞の運動性が制御されると考えられる。 

 

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クローンを分裂酵母へ導入し、過剰発現条件下にて致死性

を示した遺伝子を探索したところ、代謝関連遺伝子が約 50 個、翻訳後修飾関連遺伝子が約 50

個含まれていた。これらの遺伝子は潜在的な阻害剤標的の候補となり得る。つまり、各遺伝子の

過剰発現による増殖阻害をレスキューし、増殖を回復させるような化合物は、その遺伝子産物そ

のものか、その下流経路を特異的に阻害するものであることが強く示唆されるからである。また、こ

れとは別に半透過細胞を用いて SUMO化阻害剤の探索系を構築し、実際にスクリーニングを行っ

たところ、植物抽出液からギンコール酸およびアナカルジン酸を同定した。これらは E1 に直接結

合し、酵素反応の中間体である E1-SUMO 複合体の形成を抑えることで酵素反応を阻害すること

を明らかにした 10)。さらに微生物由来の SUMO 化阻害剤を探索したところ、Kerriamycin B を

同定した 11)。 
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