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研究成果の概要（和文）：SIRT7はNAD依存性の脱アセチル化酵素である。SIRT7はDCAF1/DDB1/CUL4B E3ユビキチ
ンリガーゼ複合体に結合し、TR4の分解を阻害することで肝臓内脂質蓄積量を制御するが、そのメカニズムは不
明である(Cell Metabolism 2014)。本研究の結果、SIRT7はユビキチン複合体のDDB1に結合し、DDB1を脱アセチ
ル化することが判明した。SIRT7はDDB1の脱アセチル化を介してユビキチン複合体の活性を制御していると考え
られた。今後はSIRT7により脱アセチル化されるリシン残基を同定し、アセチル化状態の変化が複合体の活性に
及ぼす影響について検討を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：SIRT7 is an NAD dependent deacetylase. We found that SIRT7 increases the 
hepatic lipid accumulation by inhibiting the degradation of TR4, a nuclear receptor that plays a 
critical role in lipid homeostasis, via the DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ubiquitin ligase complex. In the 
present study, we identified that SIRT7 interacts with in vitro translated DDB1. Interaction of 
SIRT7 and DDB1 was also detected in cultured 293T cells by the co-immunoprecipitation assay. 
Furthermore, SIRT7 reduced acetylation of DDB1. These results suggest that SIRT7 regulates 
DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ubiquitin ligase complex via DDB1 deacetylation. Further studies are necessary 
to the functional consequence of DDB1 deacetylation in the DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ubiquitin ligase 
complex.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
サーチュインファミリーは、NAD 依存性脱
アセチル化酵素群の一つであり、哺乳類では
７種類(SIRT1～SIRT7)が知られている。これ
らサーチュインの中で SIRT7 については、酵
素活性が不明であったことなどから、近年ま
で研究の進展が比較的遅れていた。しかし最
近、SIRT7 がヒストン H3 (Baber MF. Nature 
2012)やポリメラーゼ I 結合因子の PAF53 
(Chen S. Mol. Cell 2013)、ミトコンドリア
の機能を調節する転写因子 GABP1 (Ryo D. 
Cell Metabolism 2014)を脱アセチル化する
ことが報告され注目を浴びているが、その他
の SIRT7 標的分子については不明である。 
 申請者らは、SIRT7の遺伝子欠損（Sirt7 KO）
マウスでは、高脂肪食で引き起こされる肝臓
の脂肪蓄積、肥満や糖尿病が野生型マウスに
比べて顕著に軽減することを発見した。その
メカニズムとして、脂肪酸の取り込みやトリ
グリセリドの蓄積に重要な役割を果たす核
内受容体TR4のタンパク質ターンオーバーが
肝臓の SIRT7 によって制御されること、さら
に SIRT7 が DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ユビキチン
リガーゼ複合体に結合し、TR4 の分解を阻害
することを発見した(Yoshizawa T., Karim MF. 
Cell Metabolism 2014)（図１）。 

 
これら研究の結果、SIRT7 が代謝異常症治療
の創薬ターゲットとして大きな可能性を持
つことが考えられるが、SIRT7 による
DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ユビキチンリガーゼ複
合体の制御機構については不明である。 
 
２．研究の目的 
申請者らは SIRT7 が DCAF1/DDB1/CUL4B 

E3 ユビキチンリガーゼ複合体に結合し、
TR4 の分解を阻害することを発見したが、
現在のところ、その詳細な分子機構は不明
である。したがって SIRT7 が直接結合し、
脱アセチル化する因子の同定や、脱アセチ
ル化された標的因子の機能変化を解析する
ことが必要である。 
 本研究では、SIRT7 が DCAF1/DDB1/CUL4B 
E3 ユビキチンリガーゼ複合体を制御する
分子メカニズムの解明を第一の目的とする。
また、SIRT7 の活性を制御する化合物を検
索するための SIRT7 の標的分子特異的なア
セチル化ペプチドを用いた SIRT7 活性測定
系の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）SIRT7 によるユビキチンリガーゼ複合
体制御機構の解明 
 ①In vitro transcription/translation シ
ステムを用いて DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ユビ
キチンリガーゼ複合体の構成分子である
DCAF1、DDB1、Cul4B タンパク質を合成した
後、大腸菌で発現させた Halo-SIRT7 による
プルダウンを行い、Halo-SIRT7 に結合する
タンパク質の検討を行った。 
②SIRT7 および①で同定した分子の発現ベ
クターを 293T 細胞に遺伝子導入し、免疫沈
降法により両者の結合について検討を行っ
た。 
③リシン特異的アセチル化抗体を用いた
ウエスタンブロット法により、SIRT7 および
機能喪失型SIRT7変異体が①で同定した分子
の脱アセチル化活性を有するか検討を行っ
た。 
（２）アセチル化ペプチドを用いた SIRT7 活
性測定系の開発 
 ①大腸菌（KRX）および 293T 細胞を用いて
SIRT7（Halo-SIRT7-FLAG）を発現させた。Halo
タグビーズに SIRT7 を結合させた後、TEV プ
ロテアーゼで切断を行った。TEV プロテアー
ゼはHisタグで除去することでリコンビナン
ト SIRT7 のみを回収した。SIRT7 の標的であ
ることが判明しているヒストン H3の 18番目
のリシンを含むアセチル化ペプチドを合成
し、リコンビナント SIRT7 による脱アセチル
化活性について質量分析法により検討を行
った。 
  
 
４．研究成果 
（１）SIRT7 によるユビキチンリガーゼ複合
体制御機構の解明 
 In vitro translation システムにより合成
した DCAF1、DDB1、Cul4Bタンパク質とSIRT7
の結合についてプルダウンアッセイにより
検討した。その結果、SIRT7 は DCAF1 およ
び Cul4B に結合しないが、DDB1 に結合する
ことが判明した（図２）。 
そこで293T細胞にSIRT7発現ベクターと
DDB1 発現ベクターを共発現させ、免疫沈降



法により細胞内におけるSIRT7とDDB1の結 
合について検討を行った。その結果、細胞
内におけるSIRT7とDDB1の結合が確認され
た。 

 
SIRT7 は NAD 依存性の脱アセチル化酵素
である。実際に DDB1 が細胞内でアセチル化
されているか、また、SIRT7 が DDB1 に結合
することで DDB1 を脱アセチル化するか否
かについて検討を行った。アセチル化リシ
ン特異的抗体を用いたウエスタンブロット
法による検討の結果、293T 細胞内において
DDB1 はアセチル化されていること、SIRT7
は DDB1 を脱アセチル化することが明らか
になった。H188Y-SIRT7 は NAD 結合性の欠
如した機能低下型変異体である。H188Y 変
異体は DDB1 を脱アセチル化することがで
きなかった。これらの結果から、SIRT7 の
酵素活性が DDB1 の脱アセチル化に必要で
あることが明らかになった（図３）。 

 
DDB1 のアセチル化・脱アセチル化は
DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ユビキチンリガーゼ
複合体の活性とどのように関係しているの
であろうか。アセチル化状態がタンパク質
の安定性を制御していることが報告されて
いる。しかし DDB1 の発現量については野生
型およびSirt7 KOマウスで差を認めなかっ
たことから、DDB1 アセチル化はタンパク質
安 定 化 以 外 の メ カ ニ ズ ム で
DCAF1/DDB1/CUL4B E3 ユビキチンリガーゼ
複合体の活性を制御しているものと考えら
れた。今後、SIRT7 により脱アセチル化さ
れるリシン残基をアルギニン残基に変異さ
せた変異体 DDB1 を作製し、in vitro にお
けるユビキチン活性を検討することで、詳
細な分子メカニズムの解明を行う予定であ
る。 
 
（２）アセチル化ペプチドを用いた SIRT7 活
性測定系の開発 
 大腸菌（KRX）で Halo-SIRT7-FLAG タンパ
ク質を発現させ、Halo レジンに結合後、TEV

プロテアーゼで切断を行った。残存する TEV
プロテアーゼはHisタグ結合レジンで除去し
た後、SDS-PAGE 電気泳動を行ったところ図４
に示すように CBB染色で SIRT7 タンパク質が
シングルバンドで認められた。 
 

  
大腸菌で作製したリコンビナント SIRT7 と
H3K18 アセチル化ペプチドを用いて NAD 存在
下で in vitro deacetylation アッセイを行
ったが、SIRT7 による脱アセチル化反応は確
認できなかった。 
次に 293T 細胞に Halo-SIRT7-FLAG 発現ベ
クターを遺伝子導入し、Halo-SIRT7-FLAG の
発現について検討を行ったが、精製に十分な
量のタンパク発現が得られなかった。 
大腸菌で活性のあるSIRT7タンパク質が得
られなかったことからSIRT7の活性には糖鎖
修飾など何らかの modification が必要であ
る可能性が考えられた。今後はバキュロウイ
ルスを用いてリコンビナントSIRT7を作製し、
活性の有無について検討を行う予定である。 
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