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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とプレニル化タンパク質は、その変異や過剰発現ががん
や神経変性疾患をはじめとする多くの疾患と関与することが知られている。本研究では、まず、主として無細胞
タンパク質合成系を用いたN-ミリストイル化タンパク質、プレニル化タンパク質の網羅的探索法の確立を行い、
続いて、この手法を用いて新規バイオマーカーの探索を目的として、UniProtに収集された全ヒトタンパク質の
中からN-ミリストイル化タンパク質の網羅的同定を行った。その結果、171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 this study, to search for novel lipid modified proteins that can be 
applied for molecular biomarkers, we have established the strategy to identify the novel lipid 
modified proteins from human proteome by using metabolic labeling method performed in the insect 
cell-free protein synthesis system. By using this strategy, we next tried the comprehensive 
identification of human N-myristoylated proteins from whole human proteins listed in UniProt protein
 database.  As a result, 171 novel N-myristoylated proteins were found from all human proteins. 
These novel N-myristoylated proteins contain not only physiologically important proteins mainly 
involved in the signal transduction pathways but also many disease-associated proteins that can be 
applied for molecular biomarkers.

研究分野： 農学
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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、細胞情報伝達を
はじめとする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
る事が知られている。このためタンパク質翻
訳後修飾の解析は、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、極めて重要な生理的機能を担う翻訳後
修飾として知られている。その中でも特にタ
ンパク質 N-ミリストイル化とタンパク質プ
レニル化は、細胞質で生ずる主要な脂質修飾
であり、細胞情報伝達、タンパク質輸送、オ
ルガネラ形成、アポトーシス、といった多様
な細胞機能に直接関与するのみならず、がん
や神経変成疾患、感染症といった多くの疾患
と直接関与することが明らかにされている。
これらの脂質修飾の解析法については、近年
ケミカルバイオロジーの手法と質量分析を
組み合わせた手法が開発され、個々の細胞に
発現した脂質修飾タンパク質の同定が急速
に進行している。しかし、ヒトが発現するす
べてのタンパク質を対象とした網羅的解析
は報告されていない。   
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究において我々

が確立した、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、ケミカ
ルバイオロジーの手法を用いてより簡便に実
施する手法を確立すること、またこれらの手
法をタンパク質C-末端に生ずる脂質修飾であ
るプレニル化に応用し、プレニル化タンパク
質の網羅的探索法を確立することを目的とし
た。さらに、これらの手法を約46,000 個のヒ
トタンパク質配列を含むタンパク質データベ
ース UniProt 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及びプレ
ニル化タンパク質の網羅的同定をめざす。さ
らに同定されたタンパク質の中から疾患や細
胞情報伝達に直接関与すると予測される新規
脂質修飾タンパク質を選択し、細胞での機能
発現における脂質修飾の役割、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、タンパク質
プレニ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、[3H]メバロン酸を用いた代謝標識、ある
いはクリックケミストリーを用いた代謝標
識により検出した。タンパク質の細胞内局在
は、オルガネラマーカーを用い、遺伝子導入
細胞の免疫蛍光染色により、またタンパク質
-タンパク質相互作用は、特異抗体を用いた免
疫沈降後、SDS-PAGE/ウエスタンブロッティ
ングにより解析した。 
 
４．研究成果 
（１）クリックケミストリーを利用した無細
胞タンパク質合成系における代謝標識によ
る新規ヒト N-ミリストイル化タンパク質の
同定法の確立 
 これまでに確立したヒト 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、
ケミカルバイオロジー（クリックケミストリ
ー）の手法を導入し、ラジオアイソトープを
使用することなく、極めて短時間に N-ミリス
トイル化を検出する手法を確立した。 
（２）無細胞タンパク質合成系を用いたプレ
ニル化タンパク質の網羅的同定法の確立 
 これまでに N-ミリストイル化反応で確立
した手法をタンパク質プレニル化に応用し
たところ、プレニル化では N-ミリストイル化
と異なり、C-末端 10 アミノ酸残基をモデル
タンパク質に融合した融合タンパク質では
修飾反応が起きず、全長アミノ酸配列を用い
てはじめて修飾反応が生じることが明らか
になった。そこで、ヒト cDNA リソースから
C-末端に CaaX モチーフと呼ばれるプレニル
化を指令するコンセンサス配列を持つ候補
タンパク質を選出し、全長 cDNA を用いて無
細胞タンパク質合成系における代謝標識に
よりプレニル化を検出した結果、これまでに
報告のない新規ヒト由来プレニル化タンパ
ク質の同定に成功した。 
（３）ヒト N-ミリストイル化タンパク質の網
羅的同定 
 これまでに確立した N-ミリストイル化を
生ずるタンパク質をタンパク質 N-末端のア
ミノ酸配列から予測し、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
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、この手法を約
46,000 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 に適用し、171 個
の新規ヒト N-ミリストイル化タンパク質を
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、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。 
（４）N-ミリストイル化されたミトコンドリ
ア外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、本研究から、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、これらの中の一つであるβ
バレル構造を有するミトコンドリア外膜タ
ンパク質 SAMM50 について、その 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、ミトコンドリア外膜タンパク質である
SAMM50 の N-ミリストイル化は、SAMM50
のミトコンドリアへの局在に必要であるこ
とが示された。この結果はβバレル構造を有
する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。 
（５）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、核膜の構造と機能に重要な役割を
果たす事が知られており、神経変成疾患の原
因遺伝子産物であることが知られている核
タンパク質について、こ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、培養細胞への遺伝子導入に伴い、この
タンパク質は核膜へ局在し、顕著な核の形態
変化を誘導することが明らかになった。さら
にこの核膜の形態変化にこのタンパク質に
生じる N-ミリストイル化が必須であること
が示された。これらの結果から、このタンパ
ク質に生ずる N-ミリストイル化がこのタン
パク質により誘導される核形態変化の原因
である可能性が示唆された。この結果は、タ
ンパク質 N-ミリストイル化を指標として神
経変成疾患のバイオマーカーを探索するこ
とが可能である可能性を示している。今後、
今回見出された171個の新規ヒトN-ミリスト
イル化タンパク質の機能解析を行うことに
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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