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研究成果の概要（和文）：タンパク質アシル化修飾について、高度好熱菌Thermus thermophilus HB27を対象に網羅的
解析により修飾タンパク質を同定した。同定されたタンパク質のうちロイシン生合成酵素である2-isopropylmalate sy
nthaseに着目したところ、変異体解析からこの酵素がアシル化修飾によって活性や反応特異性が調節される可能性が示
された。
またタンパク質アセチル化酵素の解析から、アセチル化の基質タンパク質としてCoA transferaseが同定された。この
酵素の相互作用タンパク質も見出され、アセチル化とタンパク質間相互作用による新たなCoA体代謝調節機構の存在が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The proteomic analysis revealed that a lot of proteins were acetylated and 
succinylated in Thermus thermophilus HB27. 2-isopropylmalate synthase (IPMS), which catalyzes the first 
step of leucine biosynthesis, is both acetylated and succinylated. The acylation-mimic mutant showed the 
lower activity and changed the substrate specificity. We suppose that the acylation on IPMS may regulate 
the flux of branched-chain amino acids.
The analysis of protein lysine acetyltransferase (KAT) from T. thermophilus identified the CoA 
transferase as an acetylation substrate of KAT. Since this CoA transferase uses Acetyl-CoA, which is a 
substrate of KAT, suggesting that the acetylation of CoA transferase regulates CoA metabolism depending 
on the concentration of Acetyl-CoA. Moreover, we found the protein interacting with this CoA transferase, 
suggesting that the activity of CoA transferase is regulated in a complex manner including protein 
acylation and regulatory protein binding.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： タンパク質アシル化修飾　タンパク質アセチル化酵素　アミノ酸代謝　CoA体代謝　代謝調節　タンパク
質間相互作用
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質翻訳後修飾の一つであるリジ
ンアセチル化は、これまでヒストンアセチル
化などで広く研究されてきたが、プロテオミ
クス技術の発展により、核を持たないバクテ
リアにおいても多くのタンパク質がアセチ
ル化を受けていることが見出されている。中
でも代謝酵素に多くのアシル化修飾が見ら
れ、また、アセチル化酵素（KAT）の基質に
Acetyl-CoA、脱アセチル化酵素（KDAC）の
基質に NAD+といった鍵代謝産物が用いられ
ることからも、タンパク質アセチル化修飾が
新たな代謝調節機構としての役割を持つこ
とが示唆されている（図 1）。また、アセチル
化のみならず、スクシニル化などの他の短鎖
アシル化修飾も発見され、それらの修飾の役
割の違いなどにも興味が持たれる。網羅的解
析により、多くのタンパク質がアシル化修飾
を受けることが明らかとなっている一方、タ
ンパク質アシル化レベルの制御機構や、アシ
ル化修飾によるタンパク質の機能調節機構
について詳細が明らかになっている例は少
ない。 

 
２．研究の目的 
 個々のアシル化修飾を受ける代謝酵素に
おける、その役割の詳細を調べ、その細胞内
代謝における意義を明らかにすることは、タ
ンパク質アシル化修飾の生理的意義を理解
するために重要である。そこで、本研究では、
遺伝子数が少ない、タンパク質の機能・構造
解析がしやすい、遺伝子操作系が確立してい
るという利点を持った高度好熱性細菌
Thermus thermophilus を対象とし、アシル化修
飾による代謝酵素の制御機構や、（脱）アシ
ル化酵素によるアシル化修飾レベルの制御
機構などを、生化学的・遺伝学的・構造生物
学的手法を用いて明らかにし、T. thermophilus
におけるタンパク質アシル化修飾の役割を
包括的に理解することを目的とした。T. 
thermophilus は進化系統樹上古いとされ、そ
のゲノムサイズも小さいが、生命の維持に重
要な遺伝子は保存されていると考えられる。
本菌を対象とすることで、生物に普遍的なア
シル化修飾による代謝調節機構を明らかに
することができると考えられた。 
 

３．研究の方法 
（1）T. thermophilus の代謝酵素におけるアシ
ル化修飾による活性調節機構の解析 
はじめに、T. thermophilus を対象としたタ

ンパク質のアシル化修飾研究を行うに当た
り、細胞内のリジン残基アセチル化及びスク
シニル化修飾を受けるタンパク質を、抗アセ
チル化およびスクシニル化リジン抗体を用
いた免疫沈降・LC-MS/MS 解析により、網羅
的に同定した（アセチローム・スクシニロー
ム解析）。アセチル化やスクシニル化はそれ
ぞれの抗体を用いた Western blot を用いて検
出した。 
同定されたアシル化修飾タンパク質のう

ちアミノ酸代謝酵素に着目し、アシル化修飾
を模倣した変異導入（非修飾体：KR、アセチ
ル化体：KQ、スクシニル化体：KE）等によ
り、in vivo、in vitro におけるアシル化修飾の
酵素活性への役割を、遺伝生化学的手法を用
いて解析した。さらに、アシル化修飾による
活性制御機構を分子・原子レベルで明らかに
するため、X 線結晶構造解析を試みた。 

 
（2）アセチル化酵素の同定およびアセチル
化を受けるタンパク質の機能解析 

T. thermophilus におけるタンパク質アセチ
ル化酵素（KAT）を探索し、その KAT により
アセチル化されるタンパク質におけるアセ
チル化による制御機構を解析した。まず、KAT
に共通のモチーフであるGNATモチーフを持
つ 10 の KAT ホモログの破壊株を作製し、そ
の細胞内タンパク質のアセチル化レベルを
観察した。野生型と破壊株で顕著なアセチル
化レベルの違いが見られるタンパク質を見
出し、各種クロマトグラフィーにより精製に
続く、MALDI-TOF-MS を用いたペプチドフ
ィンガープリンティング法により、KAT によ
りアセチル化されるタンパク質を同定した。
また、T. thermophilus の持つ 3 つの KDAC ホ
モログとの in vitro 反応により、脱アセチル化
を担う KDAC の同定も行った。 
このアセチル化修飾を受けるタンパク質

のアフィニティタグ付き高発現株を作製し、
pull-down assay と MALDI-TOF-MS により、
相互作用タンパク質を同定した。 
アセチル化を受けるタンパク質や KAT の

機能解析は、それぞれの組換タンパク質を用
いた in vitro 酵素反応や、それぞれの破壊株を
用いた生育試験等を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（1）T. thermophilus の代謝酵素におけるアシ
ル化修飾による活性調節機構の解析 
 栄養培地と最少培地において、培養時間ご
とのアセチル化・スクシニル化修飾レベルを
検討した結果、どちらも栄養培地で定常期初
期に最大となることが分かった。そこで、こ
れら培養抽出液に対してアセチローム及び
スクシニローム解析を行ったところ、207 の
アセチル化タンパク質（335 のアセチル化部
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図 1. 酵素によるタンパク質の（脱）アセチル化 



位）と 170 のスクシニル化タンパク質（293
のスクシニル化部位）を同定することができ
た。同定されたタンパク質の中では、代謝酵
素に分類されるものがどちらも約 4 割と一番
多く、アシル化修飾と代謝調節との関連が示
唆された。 
 アシル化修飾を受けるタンパク質のうち、
ロイシン生合成経路の初発反応を担う
2-Isopropylmalate synthase（IPMS）とアノテー
ションされる TTC0849 に着目した。その理由
としては、1）これまでにアシル化修飾によ
る酵素活性調節や代謝調節の存在が示唆さ
れているのは、解糖系などの糖代謝中心であ
り、アミノ酸生合成経路ではあまり議論され
ていないこと、2）IPMS はロイシンによるフ
ィードバック阻害を受けるが、アシル化修飾
が活性発現のみならず、活性制御にも影響を
与える可能性があること、3）IPMS はアセチ
ル化の基質として用いられる Acetyl-CoA を
基質として反応を行い、またロイシンなど分
岐鎖アミノ酸は Acetyl-CoA や Succinyl-CoA
に分解され、CoA 体バランスを介したアシル
化修飾による活性制御の可能性が示唆され
ることが挙げられる。 
 TTC0849 の in vitro、in vivo での機能解析を
行ったところ、TTC0849 はロイシン生合成の
IPMS として働きロイシンによるフィードバ
ック阻害を受けることを示した。さらに、
TTC0849 は IPMS 活性に加え、イソロイシン
生合成の初発酵素である Citramalate synthase
（CMS）としても働くことが分かった。 
網羅的解析により同定された TTC0849 の

アシル化修飾リジン残基（図 2）に模倣変異
を導入したところ、IPMS のロイシンによる
フィードバック阻害に重要だとされる、触媒
ドメインと制御ドメイン間のリンカードメ
インに存在する K332 が少なくとも活性に重
要な残基であり、K332 におけるアシル化修
飾が IPMS 活性に影響を与える可能性が示さ
れた。さらに野生型の TTC0849 は IPMS 活性
を CMS 活性に比べて二倍程度強く持つが、
非修飾体模倣変異体である K332R では、
IPMS 活性のみが低下し、IPMS 活性と CMS
活性がほぼ同程度となることが分かった。こ

のことから、TTC0849 におけるアシル化修飾
が活性の強さのみならず、基質特異性も調節
し、ロイシンとイソロイシンの生合成量の調
節に関わることが示唆された。T. thermophilus
細胞抽出液のスクシニル化レベルが分岐鎖
アミノ酸の添加により上がるという現象も
観察しており、細胞内のアミノ酸や CoA 体の
濃度に応じたアシル化修飾を介した分岐鎖
アミノ酸生合成調節機構が存在すると考え
ている。 
また、TTC0849 のロイシン結合やアシル化

修飾による制御の詳細を明らかにするため、
結晶構造解析も試みた。これまでに 3 Å程度
の反射を生じる結晶が得られており、今後の
結晶化条件の最適化により、構造決定が期待
できる。 
 
（2）アセチル化酵素の同定およびアセチル
化を受けるタンパク質の機能解析 
 T. thermophilusの持つ10のKAT候補遺伝子
の破壊株を作製し、栄養培地で培養後の細胞
抽出液に対して抗アセチルリジン抗体を用
いた Western blot を行った。その結果、野生
型で顕著にアセチル化されるタンパク質が、
サルモネラや大腸菌で KAT として機能解析
されている Pat のホモログである TTC1711 の
破壊株でアセチル化レベルが低下している
ことが分かった。このタンパク質を精製し、
MALDI-TOF-MS にて分析したところ、CoA 
transferase（CoAT）としてアノテーションさ
れるタンパク質を同定した。この CoA 
transferase の破壊株では顕著なアセチル化が
見られなくなることからも、TTC1711 のアセ
チル化の基質となることが示された。また、
3 つの KDAC ホモログとの反応から、CoAT
の脱アセチル化を担うのは TTC0104 である
ことが示された。 
 TTC1711 の基質となる CoAT は Butyrate な
どの短鎖脂肪酸と Acetyl-CoA を基質として、
CoA moiety を転移する活性を持ち、破壊株の
生育試験から少なくとも Butyrate 資化に関与
することが示唆された。しかしながら、KAT
（TTC1711）との反応で調整したアセチル化
体 CoAT を用いて同様の反応を行っても、活
性に大きな差は見られなかった。そこで、ア
セチル化がタンパク質間相互作用に関与し
ている可能性を考え、pull-down assay により
相互作用タンパク質の探索を行った。その結
果 Alanine dehydrogenase とアノテーションさ
れるタンパク質（AlaDH2）が見いだされ、モ
ル比 1:1 で CoAT と相互作用することを示し
た。しかし、CoAT のアセチル化は AlaDH2
との相互作用にも影響を与えなかった。 
 興味深いことに、T. thermophilus は Alanine 
dehydrogenase ホモログを 2 つ持ち、CoAT と
相互作用する AlaDH2 はその活性を持たず、
酵素としてではなく CoAT の活性調節タンパ
ク質として機能することが考えられた。一方
で、基質となるアラニンや NAD(P)(H)の結合
残基は保存されているため、これらの因子が図 2. TTC0849 のアシル化修飾部位（モデル）
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CoAT の活性に影響を与えることが考えられ
た。解析の結果、CoAT は AlaDH2 と NAD+

存在下で活性が低下することが分かった。現
在この複合体形成時の NAD+による活性制御
とアセチル化との関連について調べている。 
 KAT によるアセチル化を介した活性制御
機構は Acetyl-CoA synthetase（ACS）で詳細に
解析されている。ACS は酢酸から Acetyl-CoA
を合成する酵素であり、Acetyl-CoA が細胞内
に多く存在するときには、KAT により ACS
の活性中心のリジン残基がアセチル化され
ることで不活性となり、Acetyl-CoA 合成量が
調節される（図 3）。本研究で同定した KAT
によりアセチル化されるCoATはACSと同様
に KAT や KDAC の基質や生成物を基質とし
て用いることから、これらの濃度依存的にア
セチル化されることで、酵素活性が制御され、
細胞内の CoA 体レベルの調節に関わること
が示唆される。さらに、CoAT はアミノ酸や
補酵素を結合する活性調節タンパク質、
AlaDH2 と相互作用することから、タンパク
質間相互作用とアシル化修飾という二つの
異なる機構が組み合わさった、CoA 体代謝調
節機構が存在することが考えられた（図 4）。
この制御機構の詳細やその細胞内での役割
を明らかにするため、それぞれの破壊株の解
析などを進めている。 

 また、CoAT や AlaDH2、それらの複合体の
結晶構造の決定を試みた。CoAT、AlaDH2 の
単独での結晶に加え、複合体の結晶も得られ
ており、結晶構造決定により他に例を見ない
CoAT の制御機構の詳細を明らかにできると
考えている。 
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