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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では翻訳後 N-ミリストイル化がアポトーシス過程で多くのアポトーシス関連タンパ
ク質に生ずる普遍的な翻訳後修飾であるか否かについて検討した。その結果、これまで、Bid, ア
クチン, ゲルゾリン 等のごく少数のタンパク質に生ずる例外的な翻訳後修飾であると考えら
れてきた翻訳後 N-ミリストイル化は、アポトーシス過程で、多くのカスパーゼ基質に生じる普
遍的なタンパク質翻訳後修飾であることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
     Protein N-myristoylation has been recognized as a cotranslational protein modification. 

Recently, it was demonstrated that protein N-myristoylation could also occur 

posttranslationally during apoptosis as in the case of BID, actin, gelsolin and PAK2. The 

posttranslational N-myristoylation has been shown to play a crucial role in the biological 

activity of BID, gelsolin, and PAK2. However, it was not fully accepted that the reaction is a 

universal posttranslational modification frequently observed during the apoptosis pathway.  

     In this study, we established the strategy for genome-wide screening of 

posttranslationally N-myristoylated proteins. Using this strategy, we could successfully 

demonstrate that the posttranslational myristoylation of caspase cleavage product 

represents a universal mechanism widely used to regulate cellular apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 アポトーシス誘導因子として知られる Bid がカ
スパーゼ切断に伴い「翻訳後 N-ミリストイル化」
と呼ばれる新しいタイプの脂質修飾を生じ、ミト
コンドリアに移行し、ミトコンドリアを介するアポト
ーシスを誘導することが示されている。これまで

に我々は、Bid 以外に細胞骨格系タンパク質で
あるアクチンとゲルゾリンがアポトーシスの過程
で翻訳後 N-ミリストイル化を生じることを発見し
た。さらに、これらの修飾はアクチンではミトコン
ドリアへの移行に、また、ゲルゾリンではアポトー
シス阻害活性に直接関与することを見い出し、
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翻訳後 N-ミリストイル化が、細胞骨格系タンパク
質を介したアポトーシスの制御に重要な役割を
演じている可能性を示した。しかしこれらの反応
の分子機構や、翻訳後 N-ミリストイル化が、アポ
トーシス過程で生ずる普遍的な翻訳後修飾であ
るか否かについては明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アクチンとゲルゾリンの翻訳後N-
ミリストイル化を介するアポトーシス制御の分子
機構の解明をめざすとともに、ヒト細胞中に存在
する、アポトーシス過程におけるカスパーゼ切断
に伴い翻訳後 N-ミリストイル化を生ずるタンパク
質の網羅的探索を行い、翻訳後 N-ミリストイル
化がアポトーシス過程で機能する普遍的な翻訳
後修飾であるか否かについて明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 タンパク質 N-ミリストイル化は、無細胞タンパク
質合成系、あるいは遺伝子導入細胞における
[3H]ミリスチン酸を用いた代謝標識により検出し
た。タンパク質間の相互作用は無細胞タンパク
質合成系、遺伝子導入細胞で発現した tag付加
タンパク質を用いて抗 tag 抗体によるプルダウン
アッセイにより検討した。また、タンパク質の細胞
内局在は抗 tag 抗体を用いた免疫蛍光染色、あ
るいは EGFP 融合タンパク質を用いた蛍光顕微
鏡観察により検討した。細胞のアポトーシスはヘ
キスト染色、DNA ラダー形成等により検出した。 
 
４．研究成果 
 翻訳後 N-ミリストイル化されたゲルゾリン(t-ゲ
ルゾリン)によるアポトーシス抑制作用について
解析を行った。まず t-ゲルゾリンと特異的に相
互作用するタンパク質の探索を行ったところ、t-
ゲルゾリンと同様翻訳後 N-ミリストイル化される
がその生理的機能が同定されていない t-アクチ
ンとt-ゲルゾリンとが相互作用し、ミトコンドリアへ
と移行する可能性が示唆された。しかし、プルダ
ウンアッセイにより t-ゲルゾリンと t-アクチンとの
結合を検討したところ、明確な直接的な結合は
検出されなかった。この両者の相互作用の t-ゲ
ルゾリンによるアポトーシス抑制作用における役
割については今後の検討課題である。また、ミト
コンドリアへの特異的局在を示す t-アクチンのミ
トコンドリア局在機構の解明を目的として、種々
の欠失変異体を作成し、その細胞内局在を検
討した結果、t-アクチンのミトコンドリア移行には、
そのほぼ全長のタンパク質が必要であることが
明らかになり、t-アクチンのミトコンドリア局在機
構は、ミトコンドリアタンパク質に通常見られる典
型的なミトコンドリア移行シグナルを介した局在
機構とは異なることが明らかになった。 
 続いて生体内に存在する翻訳後N-ミリストイル
化を生ずるタンパク質の網羅的な同定を行い、
翻訳後 N-ミリストイル化がアポトーシス過程で機

能する普遍的な翻訳後修飾であるか否かにつ
いて検討を行った。この際、翻訳後 N-ミリストイ
ル化タンパク質の同定は、(1) カスパーゼ基質
のデータベースである Casbase に登録された約
300 のカスパーゼ基質の中からカスパーゼ切断
後、Gly で始まる N-ミリストイル化コンセンサスモ
チーフを持つタンパク質を見い出す、あるいは
(2) NCBI データベースより得たヒトの全タンパク
質の配列データを対象として、カスパーゼ切断
部位の直後に N-ミリストイル化コンセンサスモチ
ーフが存在する配列を計算機により検索する、
という２つの手法により行った。 
 その結果、Casbaseに登録された約300のカス
パーゼ基質の中から見出された候補タンパク質
では、PKCεといった細胞情報伝達や、アポト
ーシス過程において重要な機能を果たすタンパ
ク質が、thapsigargin 等のアポトーシス刺激に伴
いカスパーゼにより切断され、その切断断片に
翻訳後 N-ミリストイル化が生じる事が示された。
また NCBI データベースに収録されたヒト全タン
パク質の配列データの検索により見出された候
補タンパク質では、SHFM3 といった、これまでカ
スパーゼ基質であることが知られていなかった、
形態形成に関与するタンパク質がエトポシド等
のアポトーシス刺激に伴いカスパーゼ切断され、
その切断断片が翻訳後N-ミリストイル化を生じる
ことが示された。これらの翻訳後 N-ミリストイル化
されたカスパーゼ切断断片のうちtPKCεおよび
tSUFU についてその細胞内局在を免疫染色法
により検討した結果、これらはいずれも細胞質に
局在することが示され、多くの N-ミリストイル化タ
ンパク質が局在する原形質膜、オルガネラ膜と
は異なることが明らかになった。 
 以上の結果から、これまで、Bid, アクチン, ゲ
ルゾリン 等のごく尐数のタンパク質に生ずる例
外的な翻訳後修飾であると考えられてきた翻訳
後 N-ミリストイル化は、アポトーシス過程で、多く
のカスパーゼ基質に生じる普遍的なタンパク質
翻訳後修飾であることが明らかになった。今後、
これらの新たに見出された翻訳後 N-ミリストイル
化を生ずるタンパク質のアポトーシス過程にお
ける生理的機能の解明が期待される。 
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