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研究成果の概要（和文）：質量分析計を用いたプロテオミクス的手法に免疫沈降法を組み合わせることにより，T. the
rmophilus HB8のリシン残基のアシル化プロテオーム解析を行った。その結果，アセチル化部位197箇所 (128個の蛋白
質)，プロピオニル化部位361箇所 (183個の蛋白質)，スクシニル化部位18箇所 (14個の蛋白質) を同定した。特に，プ
ロピオニル化が広範に存在することをはじめて明らかにした。さらに，増殖相や栄養源によってアシル化の種類や数が
変動することが分かった。さらに他4種の細菌についてもアシル化プロテオーム解析を行い，アシル化の多寡が生物種
ごとに異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using a proteomics approach in combination with immunoprecipitation, we 
identified 197 lysine acetylation sites from 128 proteins, 361 lysine propionylation sites from 183 
proteins, and 18 succinylation sites from 14 proteins in Thermus thermophilus HB8, an extremely 
thermophilic eubacterium. It was demonstrated for the first time that lysine propionylation is a 
prevalent post-translational modification. The types and numbers of acylation sites varied depending on 
the growth phase and carbon source. In addition, acylproteome analysis for other four bacteria revealed 
that abundance of these acylation varied by species and suggested that different acylation are regulated 
separately and may serve different functions. Mapping of the acylation sites on the structures proposed 
the likely regulatory function of these post-translational modification.

研究分野：蛋白質化学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の翻訳後修飾は，タンパク質の
構造や機能を変化させることにより，ゲノム
にコードされている配列情報を超えたタン
パク質の複雑性・多様性をもたらす。これま
でに，酵素の活性や代謝回転，タンパク質間
相互作用，シグナル伝達の調節，DNA修復な
どに翻訳後修飾が大きく関わることが知ら
れている。このように，細胞内におけるタン
パク質の翻訳後修飾部位の同定およびその
変動を解析することは，ポストゲノム時代
における重要な課題の１つとなっている。 
 リン酸化については，リン酸化ペプチド
を選択的に濃縮する方法が開発されており，
質量分析法の発展ともあいまって，同定さ
れたリン酸化部位の数は急増した。一方，
リシン残基のアシル化については効率のよ
いアシル化ペプチドの濃縮方法の開発が遅
れており，その研究は大きく遅れている。 
 そこで，アシル化リシンを含むペプチドを
自作し，それらに対する抗体を利用すれば，
より効率よくアシル化ペプチドを濃縮でき
るはずだと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，まずアシル化ペプチドに
対する抗体を利用してタンパク質のアシル
化を網羅的に同定する方法を開発すること
である。具体的な研究項目は以下の通りであ
る。 
 まず，リシン残基を化学的にアシル化した
ペプチド群を抗原として独自に調製した抗
アセチル化リシン抗体を用いて，細菌細胞内
からアセチル化リシン含有ペプチドを選択
的に濃縮し，質量分析によりアシル化部位を
同定する。その結果を市販の抗アセチル化リ
シン抗体を用いた場合と比較し，その有効性
を検証する。 
 次に，プロピオニル化やスクシニル化され
たリシンについても同様の方法で抗体を作
製する。それを用いて，細胞内からアシル化
リシン含有ペプチドの選択的濃縮および修
飾部位の同定を行い，アシル化部位の効率的
な同定方法を確立する。 
 この確立した方法を用いて，複数種のバク
テリアを対象にアシル化プロテオーム解析
を行い，各アシル化の分布ならびにアシル化
部位の共通点と相違点を明らかにする。また，
アシル化部位を蛋白質の立体構造上にマッ
ピンすることにより，細胞活動に対するタン
パク質のアシル化の機能を推定する。 
 さらに，培養条件を変えた細胞のアシル化
プロテオーム解析によって，細胞内の代謝状
態がアシル化に与える影響を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗アシル化リシン抗体の作製  
 多様な配列をもつアシル化ペプチドを調
製するため，キャリアー蛋白質としてウシ血
清アルブミン (BSA) を用いた。アセチル化

の場合，過剰量の無水酢酸と BSAを反応させ，
リシンが十分に修飾された後にプロテアー
ゼで断片化し，得られたアセチルリシン含有
ペプチドの混合物を抗原として，抗アセチル
リシン抗体を作製した。スクシニル化とプロ
ピオニル化についても，無水コハク酸と無水
プロピオン酸を用いて，アセチル化と同様の
方法で抗アシル化リシン抗体を作製した。 
 
(2) 抗体によるアシル化ペプチドの単離 
 作製した抗アシル化リシン抗体 (抗血清) 
を固定化したビーズを，高度好熱菌 Thermus 
thermophilus HB8の細胞破砕液から調製した
トリプシン消化物と混合し，ビーズに吸着し
たペプチドを溶出した。得られたペプチドを
脱塩，濃縮したのち，nano-LC と接続した
ESI-Q-TOF型質量分析装置によってタンデム
MS解析を行い，アセチル化部位を同定した。
その結果に基いて，それぞれの抗アシル化リ
シン抗体によって各アシル化ペプチドが選
択的に濃縮されているかを評価した。 
 
(3) アシル化プロテオーム解析 
 高度好熱菌を対象として，抗アシル化リシ
ン抗体を用いたアシル化タンパク質および
そのアシル化部位を同定した。得られた結果
について再現性の確認も行った。アシル化さ
れていたタンパク質についてのカテゴリー
分類，さらにアシル化部位の立体構造上の分
布の比較などを行い，細胞機能に対するアシ
ル化の働き，またアシル化の種類ごとの特性
の有無を検討した。 
 
(4) 生物界におけるアシル化の分布 
 プロピオニル化やスクシニル化が生物界
にどれくらい広く分布しているかを検証す
るため，高度好熱菌以外の複数の細菌種につ
いてアシル化プロテオーム解析を行った。さ
らに培地の炭素源を変えた場合に，アシル化
の修理や数，分布がどのように変化するかを
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 高度好熱菌のアセチル化プロテオーム
解析 
 質量分析計を用いたプロテオミクス的手
法に免疫沈降法を組み合わせることにより，
T. thermophilus HB8の 128種類の蛋白質にお
いて，197箇所の Lysアセチル化部位と 4箇
所の N 末端アセチル化部位を同定した 
(Okanishi, 2013)。市販の抗アセチル化抗体よ
りもはるかに多くのアセチル化部位を同定
することができたことから，この方法の有効
性が証明できた。 
 BLASTを用いたオーソログの探索により，
生物種間で保存性の高い蛋白質が修飾を受
けることがわかった。またアセチル化された
蛋白質を機能分類することにより，この翻訳
後修飾は，解糖系・TCA回路を含む代謝や翻
訳，ストレス応答に深く関わることが示唆さ



れた。アセチル化を受ける Lys近傍のアミノ
酸残基を調べたところ，グルタミン酸残基の
存在確率が高かった。 
 次に，立体構造情報を利用して，同定され
たアセチル化部位の大部分を T. thermophilus 
HB8 のタンパク質やホモログの立体構造に
マッピングすることができた (図 1)。もう１
つの主要な翻訳後修飾であるリン酸化の部
位と比べて，アセチル化部位はαヘリックス
やβシートなどの二次構造に多かった。また，
蛋白質表面の静電的相互作用や水素結合を
形成する位置に存在する Lysがアセチル化さ
れ易いことが示された。さらに，22箇所のア
セチル化部位について、蛋白質の機能に重要
な Lysであることがわかり，リガンド結合，
蛋白質-蛋白質相互作用，蛋白質-RNA相互作
用，Schiff-base 形成に関与するアセチル化を
介した制御機構が示唆された。 
 

 

図 1 アセチル化部位の同定 
 
(2) 高度好熱菌のプロピオニル化プロテオー
ム解析 
 自作した抗プロピオニル化リシン抗体を
用いて，T. thermophilus HB8の 183種類のタ
ンパク質について 361箇所のプロピオニル化
部位を同定した (Okanishi, 2014)。これだけ多
数のプロピオニル化が生体内に存在するこ
とはこれまで知られておらず，翻訳後修飾と
してのプロピオニル化がアセチル化と同様
に広範に存在することが本研究によっては
じめて明らかとなった。プロピオニル化を受
けるタンパク質は代謝や翻訳，シャペロンな
どの様々な機能に関わるものが特に多く，解
糖系や TCA 回路の代謝酵素がこの修飾を受
けていた。 
 同定したプロピオニル化部位の数は，対数
増殖期よりも定常期で多く，両方で共通に見
られたプロピオニル化部位は 47 箇所 (40 タ
ンパク質) と少なかった (図 2)。特に，定常
期で同定したプロピオニル化部位の多くは
定常期に特異的だった。このことは，プロピ
オニル化が増殖相に依存した代謝調節機構
に関わっている可能性を示唆した。 
 また，プロピオニル化とアセチル化の両方
を受けているタンパク質は 67 個であった。
タンパク質の立体構造情報も活用しつつ，こ

れらの役割を考察したところ，プロピオニル
化とアセチル化を受けた Lys残基の多くは異
なった位置に存在していた。これら２種類の
アシル化は化学構造が類似しているが，その
修飾反応は個別に制御されており，その違い
を利用して異なる働きを担っている可能性
が考えられた。 
 

 

図 2 増殖相によるプロピル化部位の変動 

 

(3) バクテリア 5 種のプロピオニル化プロテ
オーム解析 
 生物界におけるプロピオニル化の普遍性
を調べるため，グラム陰性菌 3 種 (うち好熱
菌 2種)，グラム陽性菌 2種 (うち好熱菌 1種) 
の計５種のバクテリアについて，プロピオニ
ル化の解析を行った。その結果，好熱性グラ
ム陰性菌 T. thermophilus (129箇所)，好熱性グ
ラム陽性菌 Geobacillus kaustophilus (83箇所) 
で多く見られたのに対し，グラム陽性菌
Bacilllus subtilis (7 箇所 )，グラム陰性菌
Escherichia coli (10箇所)，好熱性グラム陰性
菌 Rhodothermus marinus (2箇所) では少なか
った。この研究により，プロピオニル化がバ
クテリアに広く存在する翻訳後修飾である
ことが初めて示された。また，プロピオニル
化の多寡と系統関係や生育温度との間には
直接的なつながりはなく，近縁種でも異なる
分布パターンを示した。 
 

 
図 3 細菌 5種で同定されたプロピオニル化部位 
 



(4) バクテリア 5 種のスクシニル化プロテオ
ーム解析 
 スクシニル化についても上記 5種の細菌に
ついて同様の解析を行った。その結果，スク
シニル化は，好熱菌 2 種では少なく，G. 
kaustophilus (65箇所)，B. subtilis (84箇所)，
E. coli (123箇所) に多く見られた。同一の手
法を用いて種横断的に調べた結果として，同
じアシル化であってもその分布に大きな違
いがあることが明らかとなった。 
 同定されたスクシニル化およびプロピオ
ニル化部位は代謝や翻訳に関わる蛋白質に
多く見られたが，立体構造上にマッピングし
た結果，機能的に重要な部位がアシル化され
ている例が多く見られた。さらに詳しく調べ
ると，プロピオニル化は酵素の活性部位に多
く，スクシニル化は核酸の結合部位に多いと
いう傾向が見られた。これらの結果は，プロ
ピオニル化とスクシニル化が異なる制御を
受けて独自の機能を持っていることを示唆
した。さらに富栄養培地から栄養制限培地に
すると，アシル化の種類や数が大きく変動す
ることも判明した。 
 本研究を通じて，アシル化リシン特異的な
抗体を用いた蛋白質アシル化の網羅的解析
法を確立し，アセチル化以外のリシンアシル
化がバクテリア界に広く存在することを明
らかにした。 
 

 
図 4 細菌 5 種におけるスクシニル化とプロピオ
ニル化の比較 
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