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［２］研究経過 
 
 本研究ではWarburg効果の主体である解糖系の亢進
を引き起こす機構について解析する。申請者は解糖系
の亢進を引き起こす主因として解糖系代謝酵素のア
セチル化／脱アセチル化に着目した。代謝酵素のアセ
チル化は酵素活性に影響し、代謝産物の生産量に影響
を与える。NAD+依存性デアセチラーゼ（通称サーテ
ュイン）は様々な生物種で代謝酵素の脱アセチル化に
関与しており、その遺伝子欠損はエネルギー代謝異常
を引き起こす。本研究では研究材料として遺伝学的・
生化学的解析が容易な出芽酵母を使用し、その遺伝子
欠損により糖代謝産物が蓄積するサーテュイン Hst3,
 Hst4およびSir2の標的タンパクの同定を中心に糖代
謝経路の制御機構を解明していく。 
 
 サーテュインと結合する糖代謝酵素を同定する。 
 サーテュインHst3, Hst4, Sir2と結合する因子を同
定する。本研究ではProximitry-dependent Biotin Identif
ication (BIO-ID)法を採用した。Hst3, Hst4, Sir2タンパ
クに大腸菌のビオチン化修飾酵素BirA変異体(BirA*)
との融合タンパクを作製し、サーテュインと接触する
タンパクをビオチン化修飾し、ビオチン化されたタン
パクをストレプトアビジン担体を使って精製し、質量
分析によってタンパクを同定する。 
 この解析に関して2017年2月に東北大学を来訪し、
安井教授および菅野講師と質量分析法を使ったタン
パク同定に関する詳細な技術的指導を受けた。 
 サーテュインのアセチル化基質を同定する。 
 同定したタンパクのアセチル化の有無、アセチル化
されているリジン残基の決定にはStable Isotope labeli
ng of amino acids using cell culture (SILAC) 法を使
用する。この方法では野性株およびサーテュイン欠損

株で異なった安定同位体を持つアミノ酸でタンパク
を標識し、アセチル化されたぺプチドを質量分析法で
同定するとともに、二細胞間の同一ぺプチドの存在量
比を定量する。この方法を使ってサーテュイン欠損に
よってアセチル化レベルが上昇するタンパクを同定
していく。 
 
 
［３］成果 
 
 （３－１）研究成果 
本年度では以下に示す研究成果を得た。 
第一に、BIO-ID法を用いてHst3, Hst4に結合する

タンパクとして解糖系代謝酵素である Pgk1, タン

パク, DNA のメチル化修飾の際の基質となる

S-adenoyl methionine (SAM)の合成酵素である

Sah1が同定することができた。 
第二にSILAC法を利用してSir2の脱アセチル化基

質候補として、解糖系代謝酵素であるHxk1および

Ribosomal 60S L20A, Hst3/Hst4 の基質として

Histone H3, Sir2およびHst3/Hst4の共通の基質と

してRibosomal 60S L3および解糖系代謝酵素であ

るTdh1/2/3 (GAPDH)が同定された。 



 

残念ながらBIO-ID 法および SILAC 法では共通し

て同定できたタンパク因子が存在しなかった。 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
 本研究で採用した大腸菌由来 BirA 変異体は接触

したタンパクを無作為にビオチン化修飾できる方法

である。元来培養細胞で開発された手法であるが、

酵母などの他のモデル生物でも利用可能であること

が示された。また本研究で構築した BirA 融合タン

パク構築用プラスミドは現在東北大学内だけでなく

神戸大学でもタンパク間相互作用を検出するために

利用されている。 
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