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研究成果の概要（和文）：蛋白質のミリスチル化は重要な蛋白質脂質修飾の一つであり、がん遺伝子産物、シグナル伝
達系の蛋白質に多く見られる。これまでミリスチル化は主に蛋白質と細胞膜との結合に重要であることが知られている
が、蛋白質間相互作用における役割についてはほとんど解明されていなかった。
本研究ではミリスチル化の蛋白質間相互作用の役割を明らかにするために、NAP-22とミリスチル化依存的に結合する蛋
白質の解析を行った。その結果、ミリスチル化NAP-22のみに結合する蛋白質が見つかった。特にHMGB1という核内蛋白
質は、細胞の種類に応じて細胞質や核でNAP-22とミリスチル化依存的に結合することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A variety of oncogene and signal transduction proteins are known to be 
myristoylated. Although the role of myristoylation in protein-lipid interaction is well established, the 
involvement of myristoylation in protein-protein interaction is less well understood.
To elucidate the myristoylation-dependent protein-protein interaction, we detected the binding proteins 
of NAP22 in a miyristoyaltion-dependent manner. The binding proteins included the nuclear proteins such 
as HMGB1. Protein-protein interactions of HMGB1 and myristoylated NAP-22 were observed in cytosol and 
nuclear regions of various mammalian cells. These results suggest that myristoylation-dependent 
protein-protein interaction might be very significant to cellular function.

研究分野：蛋白質科学、細胞生物学、分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質の翻訳後修飾の一つである脂
質修飾のミリスチル化は、真核生物及びウイ
ルス由来タンパク質アミノ末端に炭素数 14
の長鎖飽和脂肪酸であるミリスチン酸がアミ
ド結合を介して共有結合することが知られて
いる。これまでにミリスチル化は、タンパク
質の安定性、タンパク質-脂質間相互作用につ
いて重要な役割は理解されていたが、タンパ
ク質間相互作用の役割については明らかにさ
れていなかった。 
 
(2) 我々は、タンパク質間相互作用にミリス
チル化が直接関与する初めての例として、
NAP-22とその生理的ターゲット因子であるカ
ルモジュリン(CaM)との相互作用を明らかに
した。NAP-22 とカルモジュリンとの複合体の
X 線結晶構造解析の結果から、NAP-22 のミリ
スチル基が、カルモジュリンの N 末端ドメイ
ンと C 末端ドメインによって形成される疎水
性のトンネル構造の中央を貫通しているとい
う非常にユニークな形で分子認識を行ってい
ることが分かった(1)。 
 
(3) ミリスチル化によるタンパク質間相互
作用の普遍性を検証するため、カルモジュリ
ン以外にNAP-22とミリスチル化依存的に結
合するタンパク質の探索を行い、ラット脳可
溶性画分からNAP-22とミリスチル化依存的
に結合するタンパク質として10数種類のタ
ンパク質を同定した。これらの結果から、ミ
リスチル化は、細胞膜との結合だけでなく、
蛋白質間相互作用にも関与することで、細胞
内シグナルネットワークにおいて重要な役
割を担っていることが推察される。 
 
2. 研究の目的 
(1) 本研究では、これまで得られたミリスチ
ル化によるタンパク質間相互作用の関与が
普遍的なものであるのかどうかを検証する
と同時に、細胞内シグナル伝達のどのような
場面において、このタンパク質間相互作用が
重要な役割を担っているのかを明らかにす
る。 
 
(2) 我々が得たラット脳の細胞質画分で

NAP-22とミリスチル化依存的に結合するタ
ンパク質の中には、核内で働くがん遺伝子や
がん抑制因子などが含まれており、NAP-22に
おける新たな生理的機能を探る上でも重要
な知見となっている。 
 
(3) 特に我々の実験で得られたタンパク質の
中で、NAP-22 とミリスチル化依存的に結合す
ると考えられるタンパク質DDX5、NONO、 HMGB1、
YTHD3 に注目し、これらが in vitro で直接結
合するのかを検討する。 
 
(4) また、細胞内のどの場所で結合するのか
を免疫沈降実験や免疫染色実験で確かめる。
更に、結合蛋白質のどのような領域で結合す
るのか、各結合蛋白質において結合領域の共
通性が見られるのかを検証する。核内におけ
る NAP-22 の生理的役割についてがん細胞を
用いて解析するとともに、NAP-22 が多く発現
している神経細胞においても結合タンパク質
との相互作用を解析する。 
 
3. 研究の方法 
(1) COS-7 細胞に NAP-22-EGFP 遺伝子を導入
し、細胞内での局在を蛍光顕微鏡で観察した。
同様に、ミリスチル化されない NAP-22(G2A) –
EGFP や DDX5、NONO、 HMGB1、YTHD3 について
も同様に行った。更に、NAP-22 と DDX5、NONO、 
HMGB1、YTHD3 をダブルトランスフェクション
した各種細胞についても行った。 
 
(2) HeLa 細胞、N1E-115 細胞では、内在性の
NAP-22 と HMGB1を両者の特異的抗体を用いて
蛍光免疫染色法で観察した。 
 
(3) 各細胞について細胞分画や免疫沈降法を
行うことによって NAP-22 と候補結合タンパ
ク質が相互作用しているかを検討した。 
 
(4) 大腸菌でミリスチル化された NAP-22 と
されていない NAP-22 を発現し、同様に大腸菌
で発現させた HMGB1、YTHD3 などのタンパク質
と in vitro で直接の結合を調べた。 
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