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研究成果の概要（和文）：老化関連分子Sirtuinによる新規代謝産物O-acetyl-ADP-Riboseの生理活性の解明を目指し研
究を行った。まず、O-acetyl-ADP-Riboseを組織内、細胞内において定量する測定系をLC-MSを用いて構築した。次に、
分解酵素として報告されている、Nudt5に着目し、それらの発現を低下させた細胞を構築し、細胞内代謝がどの様に変
化するかメタボロミクスを用いて検討したところ、様々なNAD関連代謝物に変化が見られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated the physiological role of novel metabolite, 
O-acetyl-ADP-Ribose (OAADPR). First, the system to measure the OAADPR was established by using LC/MS. 
Next, I focused on the enzyme, Nudt5, which catabolized the OAADPR. I generated the Nudt5- knocked down 
cell and examined the intracellular metabolism in these cells, and found that various NAD-related 
metabolites were altered in these cells.
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１．研究開始当初の背景 
O-acetyl-ADP-Ribose（OAADPR）は、老化関
連分子である Sirtuin による、NAD 依存性脱
アセチル化反応の副産物であり、今までに同
定されていなかった新規代謝産物である。
Sirtuin は老化や、生活習慣病、神経変性疾
患、がんなどの様々な老化関連疾患に関与し
ていることが知られている。これら Sirtuin
の作用の多くは、基質の脱アセチル化を介し
て働いているが、最近のいくつかの研究結果
より、OAADPR 自身が生理的活性を持つ事が報
告されている。そのことから、Sirtuin の一
部の機能は、OAADPR を介していることが推測
されるが、詳細は明らかでない。酵母では
OAADPR を代謝する、YSA1 と言う蛋白質が同
定されており、ミトコンドリアに局在してい
ると考えられている。一方、哺乳類では Nudt5、
Nudt9 などの Nudix hydrolase が in vitro に
て OAADPR を AMP に代謝できることがわかっ
ている。そこで、OAADPR 合成酵素でもある
Sirtuin や、OAADPR 代謝酵素である Nudt5、
Nudt9 などの機能解析を通して、OAADPR 代謝
系の分子基盤を確立するとともに、OAADPR の
生理・病理的役割について、特に老化、老化
関連疾患との関連を解明し、OAADPR 代謝系を
ターゲットとした、将来的な治療法開発に結
びつけていく。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、老化関連分子であるサーチ
ュインの O-アセチル ADP リボース(OAADPR)
合成酵素としての役割に注目し、OAADPR の生
理活性を解明するとともに、OAADPR 代謝と老
化関連疾患とのつながりについて、網羅的メ
タボロミクスや遺伝子改変マウスを用いて、
分子レベルから個体レベルまで包括的に解
析することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
OAADPR を組織内、細胞内において定量する測
定系を FT-MS、LC-MS/MS を用いて構築した。
また、OAADPR の代謝酵素としての候補である
Nudt5、Nudt9 について細胞内局在など、分子
特性について解析を行った。さらに、Nudt5、
Nudt9 のノックダウン細胞株、過剰発現細胞
株を使って、OAADPR 代謝経路の改変が、細胞
内のグローバルな代謝に影響を与えるか、質
量分析によるメタボロミクスで検討した。ま
た in vivo での OAADPR 代謝の役割を明ら蟹
するため、Nudt5、Nudt9 のノックアウトマウ
スを作成し、解析することを目的とした。 
 
４．研究成果 
老化関連分子 Sirtuin による新規代謝産物
O-acetyl-ADP-Ribose（OAADPR）の生理活性
の解明を目指し研究を行った。まず、OAADPR
を組織内、細胞内において定量する測定系を
FT-MS、LC-MS/MS を用いて構築した。OAADPR
は市販されていないことから、NAD より合成
した。アセチル基の部位については既報の通

り、2’と 3’のものが 50%ずつの割合でこん
ごうしたものであった。また、クロマトグラ
ム上も２峰性のピークとなり、それぞれ
2’-OAADPR、3’-OAADPR 由来のものと考えら
れた。そこで、これら測定系を用いて各種培
養細胞、マウス組織中の OAADPR レベルを測
定したところ、検出は可能であったものの、
極めて低いレベルであった。OAADPR は Nudix 
hydrolase である Nudt5 によって、さらに分
解され AMP へと代謝されていく。Nudt5 につ
いては、現在までにこうした酵素学的な研究
については、よく行われているが、あまり細
胞生物学的な研究は行われて来ていなかっ
た。そこで、Nudt5 についての基礎的な機能
解析を、培養細胞を用いて行った。まず、
Nudt5 のウサギポリクローナル抗体を作成し、
評価を行った。293T細胞においてNudt5-Flag
を過剰発現したところ、明瞭なバンドを検出
できた。また、各種培養細胞株においても
endogenousのNudt5を同様のサイズにて検出
できた。このことから、我々が作製した Nudt5
抗体は、過剰発現した Nudt5 のみならず、
endogenousのNudt5を検出できることが解っ
た。そこで、Nudt5 の各種組織での発現パタ
ーンを調べるため、各種組織の whole tissue 
lysate を用いて WB を行ったところ、Nudt5
はユビキタスに発現し、特に白色脂肪細胞に
比較すると、褐色脂肪細胞ではその発現が強
いことが解った。次に、Nudt5 細胞内でどの
様に機能しているのか明らかにするために、
まず Nudt5 の細胞内局在について検討した。
Hela 細胞を用いて、Nudt5-Flag を過剰発現
し、その細胞内局在について調べた。Flag M2
抗体を用いた蛍光免疫染色において、Nudt5
は diffuseな細胞質パターンを示した。また、
Hela 細胞を用いて、細胞質分画、オルガネラ
分画のフラクショネーションを行い、
endogenous Nudt5 についての WB を行ったと
ころ、Nudt5 は細胞質分画に存在することが
解った。以上から、Nudt5 は細胞質に局在し
ていることが解った。次に、Nudt5 の代謝に
与える影響を検討するため、Nudt5 の発現を
低下させた細胞を shRNA を用いて構築した。
ウエスタンブロッティングにてNudt5の発現
を確認したところ、Nudt5 はほぼ検出できな
かった。そこで、この Nudt5 ノックダウン株
を用い、細胞内代謝がどの様に変化するかメ
タボロミクスを用いて検討した。すると、予
想に反し、OAADPR に著明な変化は認められな
かったが、様々な NAD 関連代謝物に変化が見
られた。また Nudt5、Nudt9 のノックアウト
マスについては、十分な解析が行えておらず、
それらについては今後の課題となった、 
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