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研究成果の概要（和文）：N-ミリストイル化タンパク質は、その過剰発現や変異ががんをはじめとする疾患と直接関与
することが明らかにされているが、ヒトゲノム中に存在するN-ミリストイル化タンパク質の網羅的探索は成されていな
い。 本研究では、新規バイオマーカーの探索を目的として、主として無細胞タンパク質合成系を用いた代謝標識法に
より、約6,300個のヒトcDNAクローンからN-ミリストイル化タンパク質を網羅的に同定した。その結果、35 個もの新規
N-ミリストイル化タンパク質が見出され、これらの中に多数の細胞情報伝達関連タンパク質やバイオマーカーとなり得
る疾患関連タンパク質が含まれる事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In order to search for novel human N-myristoylated proteins that can be applied fo
r biomarkers, the susceptibility of human cDNA clones in human cDNA resources to protein N-myristoylation 
was evaluated by metabolic labeling of proteins expressed using an insect cell-free protein synthesis syst
em. For this analysis, 178 cDNA clones with an N-terminal Met-Gly motif were selected as potential candida
tes from ~6,300 Kazusa ORFeome project (KOP) human cDNA clones. The susceptibility of these cDNA clones to
 protein N-myristoylation was evaluated by metabolic labeling experiments both in an insect cell-free prot
ein synthesis system and in transfected mammalian cells. As a result, the products of 35 out of ~6,300 cDN
A clones were found to be novel human N-myristoylated proteins. These novel N-myristoylated proteins conta
in not only physiologically important proteins but also many disease-associated proteins that can be appli
ed for biomarkers.
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質翻訳後修飾は、タンパク質の機
能発現やその制御に関与し、その異常は疾患
に直接関与することから、生体内に存在する
すべてのタンパク質の構造と機能の網羅的
な解明をめざしたプロテオーム解析の中心
課題の一つとなっている。実際、リン酸化、
グリコシル化あるいはユビキチン化といっ
た主要な翻訳後修飾に関しては、ヒトゲノム
を対象とした網羅的な探索が行われ、がんを
初めとする多くの疾患関連のバイオマーカ
ーが発見され、臨床応用が進んでいる。タン
パク質の脂質修飾は、リン酸化やグリコシル
化と並んで主要な翻訳後修飾であるが、修飾
の検出手法の開発の遅れからヒトゲノムを
対象とした網羅的な解析は進んでいない。特
にタンパク質 N-ミリストイル化は、Src ファ
ミリーチロシンキナーゼや三量体型 G タン
パク質サブユニット等の生理活性タンパク
質に生じ、 その過剰発現や変異ががんをは
じめとする疾患と直接関与することが明ら
かになってきているにも関わらず、ヒトゲノ
ム中に存在する N-ミリストイル化タンパク
質の網羅的解析は成されていない。   
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究において確立
した、N-ミリストイル化を生ずるタンパク質
をタンパク質 N-末端の 10 アミノ酸のアミノ
酸配列のみから予測し、それを無細胞タンパ
ク質合成系を用いて実験的に確認する手法
を、cDNA リソース(KOP cDNA クローン)や
タンパク質配列データベース (Swiss-Prot 
protein knowledgebase) に適用し、ヒト細胞中
で発現している N-ミリストイル化タンパク
質を網羅的に同定する。さらにこれらの同定
されたタンパク質から、疾患や細胞情報伝達
に直接関与すると予測される新規 N-ミリス
トイル化タンパク質を選択し、細胞での機能
発現における N-ミリストイル化の役割、疾患
との関連、細胞情報伝達における生理的意義
について検討するとともに、バイオマーカー
としての利用の可能性について検討するこ
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。タンパク質の膜局在は、遺伝
子導入細胞の細胞分画により、またタンパク
質の小胞体膜通過は、細胞に遺伝子導入した
グリコシル化 TNF-融合タンパク質のグリコ
ペプチダーゼ感受性試験により解析した。タ
ンパク質発現に伴う細胞形態変化は、EGFP 融
合タンパク質 cDNA の遺伝子導入に伴う細胞
の形態変化を EGFP 蛍光のタイムラプス撮影
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によ
り検討した。タンパク質発現に伴うアクチン

細胞骨格の変化はファロイジン染色により
検出した。 
 
４．研究成果 
（１）新規ヒト N-ミリストイル化タンパク質
の同定 
 ヒト cDNA リソースから、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
ク質合成系により N-ミリストイル化タンパ
ク質を同定する手法に、２種のタンパク質
N-ミリストイル化予測プログラムを組み合
わせたバイオインフォーマティクスの手法
を加え、より多くのヒト cDNA から、高い確
率で新規の N-ミリストイル化タンパク質を
同定する実験手法を確立した。この手法を約
6,300 個のヒト cDNA クローン（KOP cDNA
クローン）に適用し、35 個もの新規 N-ミリ
ストイル化タンパク質を同定した。さらに、
この手法を約 43,000 個のヒトタンパク質を
含むヒトタンパク質データベース(UniProt 
KB)に適用し、現在までに 50 個を超える新規
ヒト N-ミリストイル化タンパク質候補を同
定した。これらの中には、多数の細胞情報伝
達関連タンパク質、膜タンパク質、がんをは
じめとする疾患との関連が示唆されている
タンパク質が含まれていた。 
（２）N-ミリストイル化された膜タンパク質
の発見とその機能解析 
 N-ミリストイル化タンパク質は一般的に
細胞質タンパク質に生じることが知られて
いるが、本研究では、膜貫通領域を有する新
規 N-ミリストイル化タンパク質が多数同定
された。そこで、これらの中の一つ、Protein 
Lunapark についてその膜局在化、N-ミリスト
イル化の機能について解析を行った。その結
果 Protein Lunapark は、N 末端および C 末端
を細胞質側に向けた２回膜貫通型膜タンパ
ク質であり、小胞体周辺部の編目状構造に特
異的に局在することが明らかになった。また、
N-ミリストイル化を阻害した変異体との比
較から、Protein Lunapark に生ずる N-ミリス
トイル化は小胞体の網目状構造の形成に関
与することを見出した。これらの結果は、多
重回膜貫通型のヒト由来膜タンパク質に N-
ミリストイル化が生じ、その修飾が重要な生
理的機能を発現しうることを示した初めて
の知見であり、極めて注目すべき成果である
と考えられる。 
（３）疾患関連タンパク質に生ずる N-ミリス
トイル化の解析 
 本研究で見出された新規 N-ミリストイル
化タンパク質中に、がんをはじめとする疾患
に関与することが明らかにされているタン
パク質が多数存在していた。そこで、これら
の中から、大腸がん等の浸潤や転移に関与し
ていることが知られているアクチン結合タ
ンパク質である FMNL2 および FMNL3 につ
いて、これらのタンパク質に生ずる N-ミリス
トイル化の機能を解析した。その結果、培養
細胞への FMNL2, FMNL3 の遺伝子導入に伴



い、これらのタンパク質は原形質膜へと局在
し、アクチンフィラメントと相互作用するこ
とにより細胞の顕著な形態変化を誘導する
ことが明らかになった。さらに FMNL2, 
FMNL3 の膜局在、アクチンフィラメントと
の相互作用、細胞形態変化の誘導に FMNL2, 
FMNL3 に生じる N-ミリストイル化が必須で
あることが明らかになった。これらの結果か
ら、FMNL2, FMNL3 を介したがん細胞の浸潤、
転移に N-ミリストイル化が重要な役割を果
たしていることが示された。これらの結果は、
タンパク質 N-ミリストイル化を指標として
がんのバイオマーカーを探索することが可
能であることを示しており、今後、ヒトゲノ
ム全体を対象として N-ミリストイル化タン
パク質を網羅的に探索することにより、多く
の疾患バイオマーカーが同定できるものと
期待される。 
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