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研究成果の概要（和文）：タンパク質のミリストイル化は、これまで不可逆的な脂質修飾と考えられており、ミ
リストイル基を除去する脱ミリストイル化酵素は同定されていない。ミリストイル化タンパク質の多くは疾患に
関わる重要なものが多いので、ミリストイル化タンパク質の制御に関わる脱ミリストイル化酵素の存在を明らか
にすることは大きな発見である。
本研究では、脱ミリストイル化酵素を精製、同定し、その酵素学的性質を明らかにすることを目的とした。その
結果、ラット脳可溶性画分から脱ミリストイル化活性を見出すことに成功した。この研究過程において、脱ミリ
ストイル化活性を同定するためのアッセイ系も開発した。

研究成果の概要（英文）：Protein myristoylation is an irreversible lipid modification and 
demyristoylation enzymes have not yet been identified. Since many myristoylated proteins are 
important for disease pathogenesis, it is a major finding to clarify the presence of 
demyristoylation enzymes involved in the regulation of myristoylated proteins.
In this study, we aimed to purify and identify the demyristoylation enzyme and to clarify its 
enzymatic caharacteristics. As a result, we succeeded in finding demyristoylation activity from rat 
brain soluble fraction. In this research process, we also developed an assay system to identify 
demytostroylation activity.

研究分野： 蛋白質科学、細胞生物学、分子生物学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 脂質修飾の一つであるタンパク質のミリ
ストイル化は、細胞内シグナル伝達系に関わ
る多くのタンパク質に見られ、タンパク質と
生体膜との結合やタンパク質の機能調節な
どにおいて極めて重要な役割を担っている。 
これまでミリストイル化は、不可逆的な脂質
修飾と考えられており、一旦ミリストイル化
されればタンパク質が分解されるまで無く
ならず、パルミトイル化などの別の脂質修飾
で見られるような脱修飾酵素については同
定されていない。しかし、ミリストイル基が
生体膜やタンパク質と結合した後に可逆的
に解離することも必要であり、従来考えられ
ているリン酸化やリガンドなどによる可逆
的スイッチ機構以外にも脱ミリストイル化
酵素による脱ミリストイル化反応も重要で
ある可能性が出てきた。 
1990 年代に牛脳のシナプトソーム画分に

脱ミリストイル化活性が報告された。その後
20 年間以上、その実態については明らかにな
っていなかったが、最近の我々による、予備
的な実験から、ラット脳画分に脱ミリストイ
ル化活性が存在することが明らかになった。
このことは、これまで同定されていない脱ミ
リストイル化酵素の存在を示唆するもので
ある。 
 
２．研究の目的 
  
タンパク質のミリストイル化は、これまで

不可逆的な脂質修飾と考えられており、ミリ
ストイル基を除去する脱ミリストイル化酵
素は同定されていない。ミリストイル化タン
パク質の多くは細胞内のシグナル伝達系を
担っている重要なものが多く、更に細胞のが
ん化、ウイルス感染などに深く関わっている
ので、ミリストイル化タンパク質の制御に関
わる脱ミリストイル化酵素の存在を明らか
にすることは大きな発見である。 
 本研究では、脱ミリストイル化酵素を精製、
同定し、その酵素学的性質、細胞内における
ミリストイル化の可逆的なメカニズムを明
らかにする。また、脱ミリストイル化酵素の
脱ミリストイル化活性を利用した各種疾患
における治療薬開発の可能性についても検
討する。 
 
３．研究の方法 
 
脱ミリストイル化酵素を同定するために

は、脱ミリストイル化活性を検出するための
アッセイ系の構築が必要である。本研究では、
主に2つの方法でミリストイル化タンパク質
と脱ミリストイル化酵素によってミリスト
イル基が除去された非ミリストイル化タン
パク質を区別するアッセイ系を構築する。一
つは、SDS-PAGE でバンドのシフト差を検出す
る方法である。ミリストイル化タンパク質と

非ミリストイル化タンパク質では、SDS-PAGE
上のタンパク質バンドに差が出ることを利
用したものである。もう一つは、化学ラベル
されたミリストイル化タンパク質を用いた
方法である。クリックケミストリーを用いて
ミリストイル化タンパク質のミリストイル
基を化学ラベル化し、このタンパク質を
SDS-PAGE で検出するとバンドが現れる。しか
し、脱ミリストイル化活性をもつ可能性があ
るタンパク質と化学ラベル化されたミリス
トイル化タンパク質を反応させることで、化
学ラベル化されたミリストイル基が解離し、
SDS-PAGE ではバンドが現れない。よって脱ミ
リストイル化活性が検出することができる。 
 本研究では、上記で記した 2つのアッセイ
系を用いて、ラット脳画分から脱ミリストイ
ル化活性を検出し、脱ミリストイル化酵素の
精製・同定を進め、同定した脱ミリストイル
化酵素のクローニングと大腸菌および動物
細胞に発現させ、その生理機能の解明を行う。 
 
４．研究成果 
 SDS-PAGE 上でバンドシフトの見られるミ
リストイル化タンパク質と非ミリストイル
化 タ ン パ ク 質 と し て 、 myristoylated 
alanine-rich C kinase substrate (MARCKS)
が我々のこれまでの結果から知られている。
本研究では、初めに大腸菌ｗ用いてミリスト
イル化されているMARCKS(myr MARCKS)とミリ
ストイル化されていない MARCKS(non-myr 
MARCKS)を発現し精製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 myr MARCKS と non-myr MARCKS の 

バンドシフト 
 
図 1の結果、myr MARCKS と non-myr MARCKS

はバンドのシフト差が起こることが確認さ
れた。このバンドシフトを用いることにより、
脱ミリストイル化活性が検出可能となるた
め、この系を用いてラット脳可溶性画分中の
脱ミリストイル化活性の検証を行った。 
ラット脳可溶性画分、myr MARCKS、各条件

の試薬をチューブに加えて 24 時間、37℃で



インキュベートを行い、バンドシフトを用い
て脱ミリストイル化活性を検出した。図 2に
示したように、脱ミリストイル化活性がラッ
ト脳可溶性画分に存在すれば myr MARCKS が
脱ミリストイル化されてバンドのシフトが
見られることになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 myr MARCKS を用いた脱ミリストイル化

活性の検出 
 
実際の反応結果を示したものが図 3 である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 脱ミリストイル化活性の検出 
 
図 3の結果から、A～Eのすべてのインキュ

ベーションサンプルには、non-myr MARCKS と
同じような位置にバンドがそれぞれ検出さ
れていることが確認できた。このことにより、
脱ミリストイル化活性は存在している可能
性が考えられる。また、カルシウムや ATP の
依存性は、脱ミリストイル化活性には関係が
ないことが明らかになった。 
 一方、この結果だけでは本当にミリストイ
ル基の部分だけが除去されてバンドシフト
が起きているかは分からない。つまり、プロ
テアーゼによってＣ末端の部分が切れて見
かけ上分子量が小さくなってバンドシフト
が見られている可能性もある。従って、次に
クリックケミストリーによってミリストイ

ル基の部分を化学ラベルすることによって、
ミリストイル基の部分だけが除去されるの
かどうかを検証した。今回はミリストイル基
の部分に biotin のラベル化をクリックケミ
ストリーで行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 ビオチン化ラベルされたミリストイル

化タンパク質を用いたアッセイ系 
 
図 4に示したように、クリックケミストリー
でbiotinラベル化されたミリストイル基は、
ウェスタンブロッティングを行うと化学ラ
ベルである biotin により化学発光が起きバ
ンドが現れる。しかし、biotin ラベル化され
たミリストイル化タンパク質と脱ミリスト
イル化酵素を反応させ、biotin ラベル化され
たミリストイル基を解離させることでバン
ドは現れなくなる。このアッセイ系を用いる
ことで脱ミリストイル化活性が検出可能と
なる。 
 ビオチン化ラベルされたミリストイル化
タンパク質は、本研究ではNAP-22を用いた。 
図 5で示したように、クリックケミストリー
を用いてビオチン化ラベルされたミリスト
イル化 NAP-22 を調製することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 ビオチン化ラベルされた 

ミリストイル化 NAP-22 
 
 



 ラット脳可溶性画分と biotin ラベル化さ
れた myr NAP-22 をチューブに入れ、24時間、
37℃でインキュベートを行い、脱ミリストイ
ル化活性の有無の検証を行った。ラット脳可
溶性画分中の脱ミリストイル化活性によっ
て、biotin ラベル化された myr NAP-22 のミ
リストイル基が除去されバンドが薄くなる
ことが図 6の結果から明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6 ラット脳可溶性画分の脱ミリストイル

化活性の検出 
 
これらの結果から、ラット脳可溶性画分に

はミリストイル化タンパク質のミリストイ
ル基を除去する脱ミリストイル化酵素が含
まれていることが明らかとなった。現在、こ
の脱ミリストイル化酵素の精製を行ってい
る。今後、この酵素を精製する予定である。 
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