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研究成果の概要（和文）： 
 
ミトコンドリアに局在する Superoxide dismutase(SOD)は酸化ストレスへの耐性に重要である。

SOD はリジン残基でアセチル化されており、その生理的意義や分子機構を明らかにすることを

目的に研究を行なった。その結果、代謝に関連する二つの遺伝子が分裂酵母の SOD のアセチル

化に重要であった。アセチル化の低下した SOD は酵素活性がやや上昇していたものの、同定し

たアセチル化部位を変異しても酵素活性は変化しなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The mitochondrially-localized superoxide dismutase (SOD) is vital for oxidative stress 
response. SOD seem to be acetylated at lysine residues. I have studied functional 
significance and molecular mechanism of the SOD acetylation. I found that two metabolic 
genes were important for the acetylation of SOD in fission yeast. Reduction in acetylation 
made SOD slightly more active, but the mutation of the defined acetylated residues did not 
affect the activity. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 タンパク質のアセチル化はリジン残基で

起こり、タンパク質の機能を様々な形で制御

する。アセチル化されるタンパク質としては

ヒストンが有名である。ヒストン以外では、

p53 など 10 種類ほどのタンパク質が解析さ

れている。これら核や細胞質に局在するアセチル

化タンパク質の多くもPCAFやp300などヒストン

アセチル化酵素によって修飾される。しかし、核

や細胞質以外の場所に局在するタンパク質がア

セチル化によって制御されるのか最近まで不明

であった。 

 2006 年に、網羅的な質量分析解析により、哺



乳類培養細胞から数百種類のアセチル化タ

ンパク質を推定する論文が出版された(Kim 

et al., “ Substrate and functional 

diversity of lysine acetylation revealed 

by a proteomics survey.” Mol Cell. 2006. 

23: 607-618)。驚くべきことに、ミトコンド

リアに局在する全タンパク質の 1/5 以上も

がアセチル化されていると示唆された。 

 申請者の所属する研究室では、分裂酵母の

全 ORF を発現・ウエスタンブロットしてアセ

チル化されているタンパク質をゲノムワイ

ドに検索している。その結果、分裂酵母では

少なくとも約 20 種のタンパク質がアセチル

化されていることが示唆された。興味深いこ

とに、ミトコンドリアに局在するsuperoxide 

dismutase (SOD)がその中に含まれていた。

SODは活性酸素を酸素と過酸化水素に変換す

る酵素であり、酸化ストレスからの防御や細

胞の生存に重要な役割を果たす。ミトコンド

リア SOD は哺乳類細胞でもアセチル化され

ると上記の論文で報告されており、アセチル

化による制御が進化的に保存されていると

想定される。 
 予備的な知見として、分裂酵母のミトコン

ドリア SOD のアセチル化部位を質量分析で

同定した。その結果 5か所のリジン残基をア

セチル化部位の候補として同定した。このう

ちの 1か所については、抗アセチル化リジン

抗体によるウエスタンブロットによって、確

認できた。また N末端にあるミトコンドリア

局在シグナル配列を除去した SOD は in vivo

でアセチル化されていなかった。この事から、

SODは細胞質でアセチル化されてからミトコ

ンドリアに輸送されるのではなく、ミトコン

ドリア内でアセチル化されると示唆される。 
 ミトコンドリアのタンパク質をアセチル

化する機構は酵母からヒトまで全く不明で

ある。核や細胞質の基質の多くはヒストンア

セチル化酵素によって修飾されるが、ミトコ

ンドリアの基質タンパク質は未知のファミ

リーのアセチル化酵素によって修飾される

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

 ミトコンドリアの SOD はストレス耐性に

重要な酵素である。SOD は寿命に重要であ

り(Melov et al., “Extension of life-span 

with superoxide dismutase/catalase 

mimetics. ”  Science. 2000. 

289:1567-1569)、抗がん剤の標的にもなり

得 る (Huang et al., “ Superoxide 

dismutase as a target for the selective 

killing of cancer cells.” Nature. 2000. 

407:390-395)。SOD の転写レベルでの制御は多

数報告されているが、翻訳後修飾に関してはか

なりの部分が未解明である。出芽酵母において

マンガンイオンの SOD 活性中心への取り込みに

よる制御が知られているものの、共有結合修飾

による制御の意義は不明である。本研究では、

ミトコンドリアの SOD がアセチル化される生理

的な意義を明らかにすることを第一の目的とし

た。また、分裂酵母の SOD をモデル基質として、

ミトコンドリアのタンパク質をアセチル化する

未知の酵素を同定することを第二の目的とした。

哺乳類細胞でアセチル化されるミトコンドリアの

基質タンパク質の多くは寿命などに重要であるの

で、ミトコンドリアのアセチル化酵素は重要な役

割を持っていると考えられる。さらに、ミトコン

ドリアのアセチル化酵素は既知のヒストンアセチ

ル化酵素とは相同性のない未知のファミリーであ

る可能性があり、同定する意義は小さくない。 

 

３．研究の方法 

 

(1) SODアセチル化部位の変異による表現型への

影響の解析 

ミトコンドリアSODの 18 個のリジン残基をそ

れぞれアルギニン(R)およびグルタミン(Q)に

置換したコンストラクトを作成した。アルギニ

ン・グルタミン残基はそれぞれ非アセチル化・

アセチル化リジン残基に化学的性質が似てい

る。これらのコンストラクトを分裂酵母に導入

して、酸化ストレス耐性などの表現型を調べた。

酸化ストレス耐性は、メナジオンやアンチマイ

シンなどの薬剤を培地中に添加することによ

ってアッセイした。 

 

(2) SOD酵素活性のアッセイ 

それぞれのSOD変異体を分裂酵母からHis-tag

精製して、in vitroでSOD活性を調べた。SOD

活性の測定は市販のキットを用いた。各サンプ

ル中のSODの相対量はウエスタンブロットによ

って比較した。このようにして、SOD単位量あ

たりの相対的な比活性を算出した。 

 

(3) SODのアセチル化部位に対する抗体の作成 

SODのアセチル化リジン残基周辺のアミノ酸残

基を含む抗原ペプチドに対するポリクローナ

ル抗体を作成した。この抗体を用いて、培地な

どの外的条件の変化によってSODのアセチル化

レベルが変動するかを調べた。 

 

(4) SODのアセチル化に重要な遺伝子のスクリー

ニング 

ミトコンドリアSODをアセチル化する酵素やin 



vivoにおける制御因子を同定するために、

ミトコンドリアに局在するタンパク質を

コードする数百の遺伝子を過剰発現する

分裂酵母株から粗抽出液を調製して、抗

アセチル化SOD抗体によるイムノブロッ

トによって、SODのアセチル化レベルが変

化する酵母株をスクリーニングした。過

剰発現株のみならず、数百の遺伝子の欠

損株についても同じ方法で探索した。 

 

４．研究成果 

 

(1) SODアセチル化の酸化ストレス耐性への

影響 

ミトコンドリアSODの 18 個のリジン残基

をそれぞれアルギニン(R)およびグルタ

ミン(Q)に置換した分裂酵母株の酸化ス

トレス耐性を調べた。酸化ストレスを生

じる薬剤であるメナジオンを含む完全培

地や最小培地において、SODの各リジン残

基のアルギニン・グルタミン変異株は顕

著な感受性の変化を示さなかった。活性

中心部位のヒスチジン残基を変異した株

は酸化ストレスに対する超感受性を示し

たので、実験そのものはうまくいってい

ると言える。興味深いことに、SODのN末

端のミトコンドリア局在シグナル配列を

欠損させた分裂酵母株は酸化ストレスに

対する超感受性を示した。このことから、

分裂酵母においてはSODのミトコンドリ

アへの局在がSOD活性に必須であるか、ミ

トコンドリアにSODが存在しないと酸化

ストレスに超感受性になることが示唆さ

れた。質量分析によって同定されたSODの

アセチル化部位の候補の 5 か所のリジン

残基を同時にアルギニンまたはグルタミ

ン残基に置換した分裂酵母株の酸化スト

レス耐性も調べたが、野生株と比べて顕

著な変化は見られなかった。 

 

(2) SODアセチル化部位の変異による酵素活

性への影響 

これらのSOD変異体の一部を分裂酵母か

らHis-tag精製して、In vitroでSOD活性

を調べた。コントロールとして用いた活

性中心部位のヒスチジン残基の変異体は、

SOD活性はほぼゼロであったので、実験系

が機能していることをまず確認できた。

アセチル化部位の候補である 5 つのリジ

ン残基を同時にアルギニンまたはグルタ

ミン残基に置換したSODは、野生型SODと

比べて顕著な活性の変化が見られなかっ

た。この結果は上記の酸化ストレス耐性

のデータと合致する。SODのアセチル化は

酵素活性には重要でないか、もしくはアルギニ

ンやグルタミン残基への置換が非アセチル

化・アセチル化状態をうまく模倣できていない

という可能性もある。ちなみに本研究開始後に、

ヒトのミトコンドリアSODのアセチル化も酵素

活性には影響を与えないという結果が報告さ

れた(Neumann et al., "Genetically encoding 

N()- acetyllysine  in recombinant 

proteins." Nat. Chem. Biol. 4:232-4.2008)。

N末端のミトコンドリア局在シグナル配列を欠

損したSODにおいては、酵素活性が野生型SOD

のやや低下していた。なぜ酵素活性が低下する

のか定かではないが、アセチル化など翻訳後修

飾の変化による可能性やマンガンイオンの結

合の減少による可能性もある。ミトコンドリア

局在シグナル配列を欠損させると、酵素活性は

かなり残っているにもかかわらず、酸化ストレ

ス耐性はSOD欠損株と同等の超感受性を示すの

で、ミトコンドリアへのSODの局在も酸化スト

レス応答に重要であると示唆された。 

 

(3) SODアセチル化レベルの変動 

体を作成して、

ODのアセチル化に重要な遺伝子の同定

SODのアセチル化部位に対する抗

ウエスタンブロットによって様々な培地条件

でのアセチル化レベルの変動を調べた。その結

果、培地によってアセチル化レベルの変化が見

られた。酸化ストレス存在下ではアセチル化レ

ベルがやや上昇した。 

 

(4) S  

ーミトコンドリアに局在するタンパク質をコ

ドする遺伝子を過剰発現する数百の分裂酵母

株の中には、SODのアセチル化レベルが変動す

る株は同定できなかった。原因としては、アセ

チル化酵素などが複数のサブユニットからな

る場合には一つのサブユニットだけ過剰発現

してもアセチル化は亢進しない可能性が考え

られる。また、遺伝子によっては過剰発現その

ものが成功しない例も多数見受けられた。 

 そこで、過剰発現のみならず非必須遺伝子に

ついてはその欠損株もスクリーニングした。そ

の結果、SODのアセチル化が減少する欠損株が

2つ同定できた。驚くべきことに、いずれもア

ミノ酸代謝に関連した遺伝子であった。これら

の遺伝子がSODのアセチル化反応に直接かかわ

っている可能性もゼロではないが、間接的な制

御因子として作用している可能性の方が高い。

アセチル化には必ずアセチルCoAが供与基とし

て用いられるが、これらの 2つの遺伝子のコー

ドするタンパク質は、アセチルCoAの合成や輸

送に重要なのかもしれない。実際に 2つのうち

1つの欠損株では、細胞内のアセチルCoAやCoA

の濃度が減少していた。もしくはアミノ酸代謝

とアセチル化を結ぶ未知の経路があるのかも



しれない。SODのアセチル化が減少する機

構は不明だが、この 2つの欠損株のうち 1

つは、酸化ストレスに対する耐性が野生

株よりもやや強まっていた。しかも、こ

の欠損株から精製したミトコンドリア

SODは野生型に比べてやや強い活性を示

した。これらの結果は、SODのアセチル化

は酵素活性を弱めることを示唆する。 

尚、これらの成果の一部についてはすで

に学会で公表し、論文投稿の準備中であ

る。 
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