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研究成果の概要（和文）：２型糖尿病の患者では肝糖新生が亢進するが、その情報伝達機構の詳細は不明であ
る。糖新生の亢進には糖新生酵素群遺伝子の発現を伴う。肝糖新生には、GCN5のヒストンアセチル基転移活性に
よる肝糖新生酵素群の発現が関与することが報告されているが、その全容は明らかになっていない。GCN5は、
PCAF_Nと名付けたユビキチンE3活性を持つと推定されるドメインを持つ。本研究では、糖新生に関与するアセチ
ル基転移酵素GCN5が持つ新しい触媒活性、E3活性に着目して構造研究を行なった。結果、 PCAF_Nが新規フォー
ルドを持つE3酵素であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Hepatic gluconeogenesis is an issue in patients with type 2 diabetes, but 
the details of the signaling mechanism are unknown. The expression of genes in the glycogenic enzyme
 group causes glycogenesis. Previously it was reported that histone acetyltransferase GCN5 is one of
 the enzymes involved in hepatic glycogenesis, but the full extent of this mechanism has not been 
clarified.
 GCN5 has a domain presumed to have ubiquitin E3 activity, named PCAF_N. We focused our structural 
studies on a novel catalytic activity, E3 activity, of GCN5, an acetyltransferase involved in 
glycogenesis. As a result, we revealed that PCAF_N is an E3 enzyme with a novel fold.

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　ユビキチン　ユビキチンE3リガーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アセチル化やユビキチン化は蛋白質合成後に起こる翻訳後修飾である。シグナル伝達において翻訳後修飾は互い
に競合または協調しながら多様な情報を伝える。本研究では、GCN5のE3活性機構の解明はGCN5が分解シグナルを
誘導するという全く新しい機能を立体構造から解明した。これは、GCN分子が持つ未知シグナル伝達の可能性を
示し、GCN5が担う糖新生シグナルの解明に貢献する学術的意義、社会的意義のある研究成果である。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 日本において、『糖尿病が強く疑われる、または糖尿病の可能性を否定できない者』は約 2000
万人と推計されている 1)。糖尿病の発症要因としては、遺伝的要因と環境要因があるが、日本に
おける糖尿病の大部分を占めるのは生活習慣が環境因子となる２型糖尿病で、治療および予防
法の確立の必要性が唱えられている。  
 血糖値は、膵臓から分泌されるインスリンによる血糖値低下作用とグルカゴンによる肝臓で
の糖新生などにより調節される。２型糖尿病の患者では肝糖新生が亢進するが 2)、その情報伝達
機構の詳細は不明な部分が多い。糖新生の亢進には糖新生酵素群遺伝子の発現を伴う。これらの
遺伝子は転写共役因子 PGC-1αにより発現が強力に誘導される。摂食時、PGC-1αはアセチル基
転移酵素である GCN5 によりアセチル化され活性が抑制されている。一方、絶食時または２型糖
尿病ではグルカゴンにより cAMP-PKA シグナルが誘導される。GCN5 はキナーゼ PKA によりリン酸
化を受けて PGC-1αへのアセチル化能を消失する。同時にヒストンに対するアセチル化能を獲得
する。GCN5 のヒストンアセチル基転移活性、非アセチル化 PGC-1αによる転写因子の活性化の２
つの相乗効果により肝糖新生酵素群の発現が強く誘導され、肝糖新生が亢進する 3) 
 GCN5 は、N末から PCAF ホモロジードメイン(PCAF-HD)、アセチル基転移(AT)ドメイン、アセチ
ル化リジンを認識するブロモ(Bromo)ドメインを
持つ(図 1)。AT, Bromo 両ドメインは酵母からヒ
トに至るまで広く保存されているが、PCAF-HD は
脊椎動物以上でのみ保存されている。PKA により
リン酸化される 275 番目のセリン残基(Ser275)
は PCAF-HD上に存在する(図２)。非常に興味深い
ことに、GCN5 と配列相同性が 75%と高く類似酵素
であるヒト PCAF の PCAF-HD はユビキチン E3 リ
ガーゼ活性(E3 活性)を有し、蛋白質分解に関与
することが報告されている 4)。アミノ酸の配列相
同性の高さから、GCN5 の PCAF-HDもまた E3活性を有することが強く示唆される。PCAF-HD は多
くの E3酵素が持つ Zn 配位モチーフであるリングフィンガー モチーフ構造を有しておらず、類
似蛋白質の立体構造の報告も無い。完全に新規フォールドを持つ E3酵素となる。GCN５が E３活
性を有するという報告のみならず、 PCAF-HD の立体構造もこれまで報告されていなかった。 
 シグナル伝達において翻訳後修飾は互いに競合または協調しながら多様な情報を伝える。GCN5
の E3 活性機構の発見解明は GCN5 が分解シグナルを誘導するという全く新しい機能を付与する
ものであり、GCN 分子が持つ未知シグナル伝達の可能性を示す。また、E3活性を担う新規ドメイ
ン構造の発見は未知の分解シグナルの存在を立体構造から示すこととなり、分解シグナル研究
に新しい視点を与えるものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GCN5 が持つ E3活性に着目し、活性発揮機構の解明および PKA によるリン酸化が
GCN5 の E3 活性に与える影響、E3 活性が肝糖新生酵素発現に関与するのかを明らかにすること
を目的にした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) データベースを用いた PCAF-HD(PCAF_N)の立体構造の新規性の確認と新規ドメイン名命名 
 
 本研究の着手に先立って、申請者らグループはマウス GCN5 の PCAF-HD の X 線結晶構造を決定
していた。データベース Protein Data Bankを用いて、PCAF-HD がこれまでに構造決定した全て
の E3酵素と類似性があるのかを検討した。また PCAF-HD の溶液構造を評価し、決定した PCAF-
HD が１つのドメインとして存在するかを検討し、PCAF-HD が新規の E3酵素ドメインと定義でき
るかどうかを評価した。結果欄に詳細を記述するが、PCAF-HD を改め PCAF_N ドメインと命名し
た。今後全ての記述を PCAF_N とする。 
 
(2) E2 酵素の選別 
 
  ユビキチン E３リガーゼは、ユビキチン結合酵素（E2 酵素）と協調して基質蛋白質へユビキ
チンを転移する。一般に、各 E3リガーゼは E2 酵素に対して嗜好性がある。PCAF_N がどの E２酵
素を好むのかを検討した。市販の E2 酵素 10 種類を購入し、各 E2 酵素を用いた場合の GCN5 の
自己ユビキチン化活性を評価し、嗜好性を評価した。自己ユビキチン化活性が確認できた E2 酵
素の遺伝子を理化学研究所バイオリソースセンターより購入し、大腸菌発現系を用いて高純度
精製標品を調製した。 

図 1 GCN5, PCAF のドメイン構成図 



 

 

 
(3) Zn フィンガー構造の E3活性における役割の解明 
  
 申請者グループが決定した結晶構造から、PCAF_N は特徴的な 2核配位の亜鉛（Zn）フィンガー
モチーフを持つことを明らかになっていた。この特徴的な Zn フィンガーモチーフと E3 活性の
関係を調べるために変異体を作成して、その溶液物性と活性を評価した。 
Zn に配位する７つの配位残基の前半と後半をアラニンに置換した２種類のアラニン変異体を
作成した。立体構造から同定した Zn 領域（図２）を欠損させた欠損変異体も作成した。これら
をそれぞれ大腸菌で発現させ、溶液中での安定性と自己ユビキチン化活性を測定した。 
 
(4) PCAF_N ドメイン単独での E3活性有無の確認 
  GCN5 の E3活性が PCAF_N のみで発揮されるのかどうかを検討するために、PCAF_N単独での
ユビキチン E３リガーゼ活性を有するかどうかを確認した。 
まず、市販のユビキチン活性化酵素（E１酵素）、ユビキチンを用いて、GCN5全長および GCN５
の PCAF-HD による E2 酵素からユビキチンを転移する能力が有るかを評価した。次に、E１酵素、
ヒトユビキチン遺伝子大腸菌発現ベクターを京都大学理学研究科深井教授グループより供与い
ただき、既報にしたがって培養精製した。自作で調製した高純度精製標品を用いて GST-
mGCN5(PCAF_N), GST-mGCN5, GST-hGCN5, GST-hPCAF のユビキチン E3活性を測定した。 
 
４．研究成果 
  
(1) データベースを用いた PCAF-HD(PCAF_N)の立体構造の新規性の確認と新規ドメイン名命名 
 
PDBデータベースを用いた解析の結果、我々が決定

した PCAF_N 構造は、既存のどのユビキチン E3酵素
とも類似の構造を持たないことが確認された。ま
た、広くユビキチン様蛋白質に視点を広げても類似
構造のないユニークな構造を有することを確認し
た。また、X線小角散乱の結果や決定構造からPCAF_N
が１つのドメインとして働くと考えられたことか
ら、新規ドメインであるとみなし、PCAF_N と命名し
た。また、Pfarm データベースを用いた解析から、
PCAF_N は 393 種に保存され、PCAF_N ドメインを含
む異なるドメイン構成からなるタンパク質は、26 
種類存在することを確認した。 
 
(2) E2 酵素の選別 
 
 市販の 10 種類の酵素を用いた検討の結果、
UbcH3,UbcH5a,UbcH5b,UbcH5c において明確なポリ
ユビキチン化反応を確認した。GCN5 の自己ユビキ
チン化活性発揮には、これら E２酵素が利用される
ことを明らかにした。UbcH5a,５b,５c はアミノ酸
配列相同性が高く、同様のポリユビキチン化反応
パターンを示したため、同様の機構で働くと判断
し、次の実験からは、UbcH5bを用いることにした。
UbcH3遺伝子は所持していなかったため、購入し、
UbcH5b と同様に大腸菌発現系を用いて高純度精製
標品を調製した。独自に調製した高純度の２種類
の E2 酵素を用いて、自己ユビキチン化反応を再度
評価した。結果、UbcH5b がより効率高く GCN５の
自己ユビキチン化反応を進めることを見出した。(図３) 
 
(3) Zn フィンガー構造の E3活性における役割の解明 
 
Zn 配位に関与するアミノ酸のアラニンへの変異により、発現精製時に GCN5 の顕著な分解が見
られた。このことから、亜鉛配位は GCN5 の安定化に寄与することが明らかになった。亜鉛配位
部位の変異体 GCN5 は不安定なため、自己ユビキチン化活性を測定することができなかったが、
Zn 領域を欠損させた変異体において自己ユビキチン化活性の測定可能な試料を調製できた。結

図 2 PCAF_N の結晶構造 

図 3 E2 酵素選別結果 



 

 

果、Zn 領域の欠損によりユビキチン化反応がほぼ消
失することを見出した。(図４) 
 
(4) PCAF_N ドメイン単独での E3活性有無の確認 
  
市販の弱い活性しか確認出来ず、また再現性にお
いても課題があった。検討した結果、 
使用したユビキチンの購入ロットにより活性に差
が出ることが明らかとなった。そこで、E1 酵素、ユ
ビキチンも自作で高純度精製し活性測定を行うこ
とにした。結果、安定に酵素活性が確認できるよう
になった。また、GST融合 mGCN5(PCAF_N)を用いた結
果から、PCAF_N は付加タグ GST に効率良くユビキチ
ン転移反応を触媒することが明らかになった。この
結果から、研究代表者らが決定した PCAF_N が新規
フォールドを持つユビキチン E３酵素であることが
明確になった。(図５) 
 
(5)結果のまとめと今後の展望 
 
本研究で得られた、新規ユビキチン E３酵素 PCAF_N
の立体構造決定の構造を基盤とした機能解析につ
いて、原著論文を執筆し査読付き国際雑誌に掲載し
た５）。原著論文の結果を用いて、『Structural 
Diversity of Ubiquitin E3 Ligase.』と題したユ
ビキチンリガーゼ酵素の構造の多様性に着目した
総説を執筆し、国際学会誌 Moleculesに発表した 6）。 
PCAF_N のユビキチン E3 活性発揮機構の解明に向
けた研究は成果が得られたものの PKA による修飾
が活性に与える役割など目標に掲げたものの明ら
かにできていない課題もある。今後すすめていきた
い。 
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図 4 Zn 領域の構造と活性測定 

図 5 PCAF_N の E3 活性測定 
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