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研究成果の概要（和文）：　本研究では膜タンパク質に生ずるN-ミリストイル化について解析を行った。その結
果、これまで細胞質タンパク質に生じる脂質修飾と考えられてきたタンパク質N-ミリストイル化は、小胞体、ミ
トコンドリア、オートファゴソーム、lipid droplet といった種々の細胞小器官の膜に局在する膜タンパク質に
も生じ、その細胞内局在と機能に重要な役割を果たすことが明らかになった。これらの結果から、N-ミリストイ
ル化を介した膜タンパク質の新たな機能制御機構の存在が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：     Protein N-myristoylation has been recognized as a protein modification 
that occurs mainly on cytoplasmic proteins. In this study, protein N-myristoylation occurring on 
membrane proteins was investigated. As a result, it was found that many transmembrane proteins 
derived from diverse cellular organelles such as endoplasmic reticulum, mitochondria, autophagosome,
 and lipid droplet were found to be N-myristoylated. It was also revealed that protein 
N-myristoylation found in these transmembrane proteins play critical roles in targeting to the 
organelles and/or physiological functions of these membrane proteins. 

研究分野： 応用生物化学

キーワード： N-ミリストイル化　膜タンパク質　脂質修飾タンパク質　機能制御機構
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　タンパク質N-ミリストイル化は、これまで細胞質タンパク質に生ずる翻訳後修飾として知られていたが、本研
究により、様々な細胞小器官に存在する多様な膜上構造を有する多くの膜タンパク質に生ずることが明らかにさ
れ、研究の学術的意義は大きい。さらにこれらのタンパク質中には癌や神経変成疾患といった疾患と直接関与す
るタンパク質が複数含まれていることが示され、疾患発症のメカニズムとN-ミリストイル化との関連が注目され
る。このことから、本研究成果は高い社会的意義を有していると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 タンパク質の脂質修飾は、リン酸化やグリコシル化と並んで主要なタンパク質翻訳後修飾で

ある。このうちタンパク質 N-ミリストイル化は、細胞の情報伝達とその制御を担う多くの生理

活性タンパク質に生じ、細胞の機能発現において極めて重要な役割を果たしている。またその

過剰発現や変異が、がん、神経変性疾患、感染症等の多くの疾患に直接関与することが近年次々

と明らかにされている。しかし、修飾の検出手法の開発の遅れから全ヒトタンパク質を対象と

した網羅的な解析は進んでいなかった。我々は、これまでに、N-ミリストイル化を指令する

N-ミリストイル化シグナルを含むタンパク質 N 末端 10 アミノ酸の配列を用いて、無細胞タン

パク質合成系における代謝標識により、簡便に N-ミリストイル化タンパク質を試験管内で同定

する手法を確立した。この手法を UniProt タンパク質データべースに収集された、アイソフォ

ームを含む約 46,000 個の全ヒトタンパク質に適用し解析を行った結果、171 個もの新規 N-ミリ

ストイル化タンパク質候補を見出した。驚いたことに、これらの新たに見出された N-ミリスト

イル化タンパク質候補中には、オルガネラ形成因子、タンパク質輸送体、アミノ酸輸送体、イ

オンチャネル、受容体等を含む約 40 個もの膜貫通タンパク質が含まれていることが明らかにな

った。そこでこれらの膜タンパク質に生ずる N-ミリストイル化の機能を明らかにすることを目

的として、それぞれ小胞体、ミトコンドリアに特異的に局在する膜タンパク質である Protein 

Lunapark と SAMM50 について解析を行った。その結果、小胞体に局在する 2 回膜貫通型膜タ

ンパク質である Protein Lunapark は細胞での過剰発現により、N-ミリストイル化に依存して小

胞体膜の顕著な網目状構造の形成を誘導すること、 また、ミトコンドリア外膜に存在する β

バレル型膜タンパク質である SAMM50 では、ミトコンドリアへの局在に、N-ミリストイル化

が重要な役割を果たすことが示された。これらの結果から、小胞体、ミトコンドリアといった

細胞小器官に存在する膜タンパク質に N-ミリストイル化が生じ、この修飾がこれらのタンパク

質の細胞内局在や機能発現に重要な役割を果たす事が明らかになった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、これらの膜貫通タンパク質に生ずる N-ミリストイル化が、Protein Lunapark, 

SAMM50 といった一部の特殊なタンパク質に生ずる例外的な修飾なのか、あるいは細胞内の多

くの膜貫通タンパク質に生じ、その機能発現や制御に関与する新たな膜タンパク質の機能制御

機構であるのかを明らかにすることを目的として以下の２つの内容に焦点を絞り解析を行った。 

[1] N-ミリストイル化された膜貫通タンパク質の存在の確認と細胞内局在、膜への組み込み、膜

上トポロジー形成における N-ミリストイル化の役割の解明 

[2] オルガネラ形態形成因子や膜輸送体タンパク質の機能発現における N-ミリストイル化の役

割とその分子機構の解明 

 

３．研究の方法 

 N-ミリストイル化された膜貫通タンパク質候補について、その全長配列の C 末端に Flag-tag

を付加した野生型、その 2 位 Gly を Ala に置換し N-ミリストイル化を阻害した G2A-変異体、

あるいは C 末端に N-グリコシル化部位を導入した TNF(GLC-TNF)を結合させた変異体、のそれ

ぞれの cDNA を構築した。これらを COS-1 細胞に遺伝子導入し、Click Chemistry による手法に

より N-ミリストイル化を、オルガネラマーカー存在下での免疫染色により細胞内局在を、膜タ

ンパク質分画キットを用いた膜タンパク質分画により膜挿入を、GLC-TNF 融合タンパク質の糖

鎖付加の有無により膜上トポロジーを検討した。また、内在性のタンパク質に生ずる N-ミリス



トイル化は、細胞を[3H]ミリスチン酸で標識した後、特異抗体を用いた免疫沈降物への[3H]ミリ

スチン酸の取り込みにより検討した。細胞内グリコーゲンの検出は PAS 染色により行った。タ

ンパク質-タンパク質相互作用の解析は、解析する２つの標的タンパク質の C 末端に、それぞれ

Flag-tag あるいは EGFP を融合させた融合タンパク質 cDNA を作製し、これを COS-1 細胞で共

発現させ、抗 Flag-tag 抗体、あるいは抗 GFP 抗体を用いた免疫沈降物への標的タンパク質の存

在により検討した。 

 

４．研究成果 

[1] 様々な細胞内小器官に局在する膜タンパク質が N-ミリストイル化されている。 

 これまでに、N-末端 10 アミノ酸が効率良く N-ミリストイル化を指令することを明らかにし

た 171 個のヒト新規 N-ミリストイル化タンパク質候補について、アミノ酸配列からタンパク質

の膜貫通領域を予測するソフトウェアである SOSUI, TMHMM を用いて解析を行った結果、40

個もの膜貫通タンパク質と予測されるタンパク質が見出された。これらのうち全長 cDNA が入

手できたタンパク質について COS-1 細胞に遺伝子導入し N-ミリストイル化を Click Chemistry

による手法により検討したところ、細胞で発現が認められたタンパク質のうち殆どのタンパク

質で効率の良い N-ミリストイル化が確認された。さらに、これらの N-ミリストイル化された

膜タンパク質に関して、免疫染色法により細胞内局在を検討した結果、新たに見出された N-

ミリストイル化された膜タンパク質中には、小胞体、ミトコンドリア、リソゾーム、オートフ

ァゴソーム(Glycophagosome)、Lipiddroplet といった、様々な細胞小器官に特異的に存在する

N-ミリストイル化タンパク質が存在することが明らかになった。 

[2] グリコーゲンオートファジー（Glycophagy）のオートファジー受容体として機能する STBD1  

  に生ずる N-ミリストイル化の解析 

 グリコーゲンオートファジー（Glycophagy）のオートファジー受容体として機能する、III 型

膜貫通タンパク質である STBD1 の N-ミリストイル化について解析を行った結果、この修飾が

STBD1 との結合を介したグリコーゲンのリソゾームへの移行に重要な役割を担っている可能

性を示した。また、この STBD1 の細胞内局在には N-ミリストイル化に加えて、膜貫通領域、

グリコーゲン結合ドメインが必要であることを明らかにした。 

[3] ミトコンドリア外膜タンパク質 SAMM50 および TOMM40 に生ずる N-ミリストイル化の   

   解析 

 これまでの解析からミトコンドリア外膜タンパク質である SAMM50 のミトコンドリア局在

に N-ミリストイル化が関与することが示されたことから、ミトコンドリアタンパク質に生ずる

N-ミリストイル化に着目して解析を行った。その結果、SAMM50 と同様ミトコンドリア外膜タ

ンパク質である TOMM40 や、ミトコンドリア膜間腔タンパク質である MIC19、MIC25 が N-

ミリストイル化されていることを見出した。このうち、MIC19 のミトコンドリア移行には

SAMM50 と同様、N-ミリストイル化が必要とされるのに対し、TOMM40 および MIC25 のミト

コンドリア移行には N-ミリストイル化が関与しないことが示された。さらに SAMM50 と

TOMM40 と特異的に相互作用するタンパク質について免疫沈降法により解析を行った結果、ミ

トコンドリアのクリステ形成に関わるSAMM50 がN-ミリストイル化されたMIC19と特異的に

結合すること、またこの特異的な結合に N-ミリストイル化が関与していることが明らかになっ

た。  

 以上の結果から、これまで細胞質タンパク質に生じる脂質修飾と考えられてきたタンパク質

N-ミリストイル化は、小胞体、ミトコンドリア、オートファゴソーム、lipid droplet といった種々



の細胞小器官の膜に局在する膜タンパク質にも生じ、その細胞内局在と機能に重要な役割を果

たすことが明らかになった。以上、N-ミリストイル化を介した膜タンパク質の新たな機能制御

機構の存在が明らかになった。 
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