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研究成果の概要（和文）：アミノ酸飢餓に対する細胞応答において、細菌Obgタンパク質ファミリーに属するヒ
トObgH2が果たす役割について検討した。我々はまず、内在性のObgH2がミトコンドリアに局在することを観察し
た。そして、HEK293T細胞において、RNA干渉法を用いてObgH2 タンパク質の発現を抑制した後、アミノ酸を欠く
培地で培養して解析したところ、ObgH2はアミノ酸飢餓後の細胞応答に明らかな関与はしていないとの結果を得
た。

研究成果の概要（英文）：We examined the roles of ObgH2, a human homolog of the bacterial Obg family 
proteins, in the cellular responses to the amino acid starvation. We observed that endogenous ObgH2 
localized at the mitochondria. We found that in HEK293T cells, the knockdown of ObgH2 using siRNAi 
did not markedly affect the cellular responses after the amino acid starvation.

研究分野： 栄養生化学

キーワード： ミトコンドリア　リボソーム　アミノ酸飢餓　ストレス応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Obgファミリータンパク質は細菌からヒトまで保存されており、重要な機能を担っていることが推測される。本
研究では、ヒトObgタンパク質ObgH2の機能を解析し、ObgH2がアミノ酸欠乏のシグナルには関与していないとの
結果を得た。最近問題となっている薬剤耐性の克服を目指して、細菌Obgの機能を解析する研究も報告されてい
るので、細菌とヒトのObgの機能の差異を明らかにしていくことは重要であると考えられる。

※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 

(1) 高齢者が筋肉量の低下をきたす病態であるサルコペニアがおきるメカニズムとして、高齢
者では食後（タンパク質摂取後）に誘導される骨格筋におけるタンパク質合成が成人に比べて低
下する anabolic resistance（同化抵抗性）が存在し、必須アミノ酸が十分存在しても、mTORC1 
やその下流のシグナルの活性化が抑制されていてタンパク質合成が行われないことなどが考え
られているが、その詳細は現在のところ明らかではない。一方、近年、慢性腎臓病（CKD）や慢
性閉塞性肺疾患（COPD）などの疾患や大きなストレスがかかる病態では、生体内でタンパク質異
化（catabolism）が亢進するために、患者の状態がさらに悪化する悪循環をきたすことがわかっ
てきている。これらのアミノ酸によるタンパク質合成誘導やタンパク質異化の代謝異常を伴う
病態を解明していくことは、高齢化が進む中で増加していくと推測されるさまざまな生活習慣
病の予防・治療のために重要である。 
 
(2) アミノ酸飢餓に対する細胞応答として、これまでに明らかになっている主な分子メカニズ
ムは、(i) アミノ酸飢餓によってセリン/スレオニンキナーゼである GCN2 が活性化し、真核生
物タンパク質合成開始因子 eukaryotic initiation factor (eIF) 2αのセリン 51 をリン酸化
して、リボソームにおけるタンパク質合
成複合体の形成を阻害する、(ii) アミノ
酸飢餓（特にロイシン欠乏）によって、
細胞内代謝で中心的役割を果たす 
mTORC1複合体の活性化が妨げられ、リボ
ソームでのタンパク質合成が低下すると
ともに、オートファジーが誘導され、自
己タンパク質を分解してアミノ酸を産生
する、(iii) アミノ酸が不足して、リボ
ソームにおいてポリペプチド鎖の伸長が
停止することによってシグナルが生じ
る、などである。 
 
(3) Obgファミリー蛋白質は、大腸菌からヒトまで保存されている低分子量 G蛋白質で、ヒトで
は、ObgH1（別名 GTPBP5）および ObgH2（別名 GTPBP10）の 2つの遺伝子が存在する。ObgH1 は、
酵母 Mtg2タンパク質のヒトホモローグであり、Mtg2と同様に、ミトコンドリアに存在してミト
コンドリアのリボソームの生合成に関与することが報告されている。一方、本研究課題で探究す
る ObgH2 は、これまで 1報の論文で核小体に存在することが報告されている（Hirano et al., 
Genes Cells 11:1295-1304, 2006）ものの、その機能等の詳細はわかっていない。一方、大腸菌
Obg は、リボソームの成熟、DNA 複製、ストレス応答などの様々な機能をもつことが報告されて
いる（Kint et al., Crit. Rev. Microbiol. 40:207-224, 2014）。私共は、大腸菌 Obgの機能に
関する報告の中に、大腸菌 Obg がアミノ酸飢餓後の応答に影響を与えているとの報告（Persky 
et al., Mol. Microbiol. 73:253-266, 2009）があることに注目し、ヒト ObgH2 がアミノ酸飢
餓後の応答に関与しているとの仮説を立てた。 
 

２．研究の目的 
アミノ酸飢餓に対する細胞応答において、大腸菌 Obg タンパク質ファミリーのヒトのホモロー
グである ObgH2 が果たす役割、特に ObgH2 がアミノ酸欠乏を感知してタンパク質異化を制御し
ているかを解析し、新しいアミノ酸感知システムやタンパク質異化の制御機構を分子レベルで
解明することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) ObgH2 の性状を明らかにしていくために、ObgH2 の細胞内局在を解析した。まず、ObgH2タ
ンパク質の N末端あるいは C 末端に、mycタグまたは GFP を付加したタンパク質を HEK293T細胞
に強制発現して、免疫蛍光染色を行い観察した。また、ObgH2に対するウサギポリクローナル抗
体を用いて免疫蛍光染色を行い、内在性の ObgH2 の細胞内局在を確認した。 
 
(2) HEK293T 細胞をコントロール siRNAあるいは ObgH2 siRNA（5種類の siRNA を用いて検討）
で 48 時間処理した後、10％のウシ胎児血清（透析後）を加えた、アミノ酸含有あるいはアミノ
酸不含の DMEM培地で 1時間および 4時間培養し、mTORC1経路、オートファジー、GCN2経路の活
性化状態を、各々の抗体マーカー（mTORC1 経路: 抗 phospho-p70 S6 kinase 抗体、抗 4E-BP1 抗
体など、オートファジー: 抗 LC3B抗体、GCN2 経路: 抗 phospho-eIF2α抗体、など）を用いて、
ウェスタンブロッティングを行って解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ObgH2 の N 末端に myc タグを付加した myc-ObgH2 は、Hirano ら（Hirano et al., Genes 
Cells 11:1295-1304, 2006）が報告しているように、主に核小体に局在した。一方、C末端に myc
タグを付加した ObgH2-mycはミトコンドリアに局在した。同様に、GFPを N末端に付加した GFP-



ObgH2 は主に核小体に局
在し、GFP を C 末端に付
加した ObgH2-GFP はミト
コンドリアに存在した
（図 1：ミトコンドリア
は抗 AIF 抗体で染色し、
核は DAPIで染色した）。 
一方、ObgH2に対するウ

サギポリクローナル抗体
を用いた免疫蛍光染色で
検討したところ、内在性
の ObgH2 はミトコンドリ
アに局在した（図 2：ミト
コンドリアは抗 AIF 抗体
で染色し、核は DAPI で染
色した）。 

2018年に 2グループか
ら、GTPBP10（ObgH2の別
名）が、ミトコンドリア
のリボソームの生合成・
成熟に関与しているとの
報告（ Lavdovskaia et 
al., Nucleic Acids 
Res. 46:8471-8482, 
2018; Maiti et al., 
Nucleic Acids Res. 
46:11423-11437, 2018）がなされたが、その 2 つの論文では、ミトコンドリア分画に GTPBP10が
存在することをウェスタンブロッティングで示している。それらの報告の細胞分画のデータと
私共の免疫細胞染色の結果から、ObgH2 はミトコンドリアに主に局在していると考えられるが、
例えば、何らかのストレスシグナルにより、ObgH2の N 末端に存在するミトコンドリア移行シグ
ナル配列が修飾されて機能しなくなると核小体に移行するという可能性は、現時点では完全に
否定できないと考えている。 
 
(2) アミノ酸飢餓における ObgH2 の役
割を検討するため、RNA 干渉を用いて
ObgH2 の発現を減少させた（ノックダ
ウンした）後、1 時間および 4 時間、
アミノ酸を欠いた培地で培養し、
mTORC1 シグナルおよびオートファジ
ーをウェスタンブロッティングで解析
した。その結果、コントロールと比較
して、ObgH2 のノックダウンで、アミ
ノ酸飢餓後の mTORC1 シグナルの減弱
およびオートファジーの亢進に大きな
変化は検知できなかった。また、同様
の実験系でリボソームでの翻訳制御に
関与する eIF2αのリン酸化（GCN2など
による）および eEF2 のリン酸化（eEF2 
kinaseによる）の状態を観察したが、
ObgH2 のノックダウンで明らかな変化
は認めなかった。得られた結果のうち、
1時間後の代表的データを図 3に示す。
これらの結果より、ObgH2 はアミノ酸
飢餓後の細胞応答に大きな役割を果た
していないと考えられた。 
 
(3) 私共が以前の別研究で行った
Two-hybridスクリーニングでクローンとして得ていた ObgH2の部分的な cDNA、および購入した
GTPBP10の cDNA（pFN21AE2598; Promega）は両方とも、NCBIの RefSeq（GTPBP10: NM_033107）
と比較して 2か所の塩基が異なっており（264nt:T→G; 329nt:A→G）、2か所ともアミノ酸も変
化していた（それぞれ C→W、N→S に変化）ことから、ObgH2 には遺伝子多型が存在し、多型に
よりタンパク質の機能に何らかの差がある可能性があると考えられた。 
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