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国⽴⼤学法⼈筑波⼤学 
 

解糖系酵素エノラーゼの新たな翻訳後修飾を発⾒ 
 

タンパク質のヒスチジン残基で⽣じるメチル化修飾の新たな基質として、解糖系酵素エノラーゼのサ
ブユニットであるγ-enolase を同定しました。また、このメチル化が⽣じるヒスチジン残基を特定し、
これがγ-enolase の⼆量体形成や活性発現に重要であることを明らかにしました。 

 

タンパク質は、翻訳（⽣合成）後の化学修飾により、機能の多様性がもたらされます。その⼀つであ
るメチル化修飾は、⼀般にリジン残基やアルギニン残基に起こるとされていますが、近年、ヒスチジン
残基にも起こることが分かってきました。また、ヒスチジンメチル化が広範なタンパク質に⽣じてい
ることも⽰唆されています。⼀⽅で、⽣体組織内でどのようなタンパク質が、どのヒスチジン残基でメ
チル化修飾されるか、その詳細は不明でした。 

本研究グループは、マウスの⾻格筋および脳組織を⽤いて、⽣化学的⼿法によるタンパク質の分画
と分析化学的⼿法を組み合わせた解析から、ヒスチジン残基がメチル化修飾される新たな基質として、
解糖系酵素エノラーゼのサブユニットであるγ-enolase を同定しました。また、３種類の異なるアミ
ノ酸配列を持つエノラーゼ（α、β、γ）のうち、脳神経系特異的に発現するγ-enolase の 190 番⽬
のヒスチジン残基がメチル化されることを明らかにしました。 

さらに、⽴体構造予測計算から、γ-enolase のメチル化を受けるヒスチジン残基が、サブユニット
⼆量体形成時の分⼦間⽔素結合に重要である可能性が推測され、その部位での分⼦間⽔素結合を阻害
したγ-enolase では、⼆量体形成能および酵素活性が低下することを⾒いだしました。加えて、これ
までに哺乳類で同定されている３種類のヒスチジンメチル化酵素のいずれも、γ-enolase のメチル化
反応を触媒しませんでした。以上のことから、今回同定したγ-enolase は、新たなヒスチジンメチル
化酵素を探索するための、独⾃性の⾼い研究材料となることが期待されます。 
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 研究の背景  
タンパク質は、翻訳（⽣合成）後にさまざまな化学修飾を受けることが知られています。このような化

学的修飾は、「翻訳後修飾注１）」と呼ばれ、タンパク質相互作⽤や酵素活性、構造の変化などを通してタン
パク質の機能に多様性をもたらします。タンパク質のメチル化修飾は、主にリジン残基やアルギニン残基
に起こることが知られていましたが、近年、ヒスチジン残基も反応の標的となることが分かってきまし
た。また、最近のタンパク質の網羅的研究により、ヒスチジンメチル化は広範なタンパク質に⽣じる現象
であることが⽰唆されています。しかしながら、2 種類のヒスチジンメチル化（Nτ-メチル化と Nπ-メ
チル化）のうち（図１）、Nτ-メチル化修飾を受けるタンパク質の報告は 3 種類に限られていました。 
 
 研究内容と成果  

本研究では、マウス組織を⽤いて、⽣体内でメチル化修飾されるタンパク質の新たな同定⽅法を確⽴
し、解析を⾏いました（図２）。その結果、４例⽬となるヒスチジン Nτ-メチル化タンパク質を報告しま
した。すなわち、マウス脳組織において、解糖系酵素エノラーゼ注２）のサブユニット（酵素やタンパク質
などの多量体を形成する単⼀分⼦）であるγ-enolase の 190 番⽬のヒスチジン残基で Nτ-メチル化修
飾されること、また、この部位でのメチル化修飾が、エノラーゼの３種類のアイソザイム注３）（α、β、
γ）のうち、脳神経系で特異的に発現するγ-enolase のみで起こることを明らかにしました。 

さらに、⽴体構造予測計算から、γ-enolase の 190 番⽬のヒスチジン残基が、サブユニット⼆量体形
成時の分⼦間⽔素結合に重要である可能性を⾒いだしました（図３）。この部位にアミノ酸変異を導⼊し
て、分⼦間⽔素結合ができないようにしたところ、γ-enolase の⼆量体形成能および酵素活性が低下す
ることを突き⽌めました。以上の結果は、γ-enolase の構造変化と活性発現に、メチル化修飾の標的と
なる 190 番⽬のヒスチジン残基が重要であることを⽰しています。 

加えて、γ-enolase は、哺乳類の既知のヒスチジンメチル化酵素（SETD3, METTL18, METTL9）のい
ずれにもメチル化修飾されなかったことから、マウスの脳組織において、新規ヒスチジンメチル化酵素の
存在が⽰唆されました。 
 

 今後の展開  
タンパク質のヒスチジン残基のメチル化修飾は、リジン残基とアルギニン残基に続く第３のメチル化

修飾として近年注⽬されています。しかしながら、その酵素化学的解析や⽣物学的意義の解明に不可⽋で
ある触媒酵素やその基質の報告例が、第１・第２のメチル化修飾に⽐べて⾮常に少なく、研究の進展を遅
らせている⼤きな要因となっています。本研究による、新たなヒスチジンメチル化基質であるγ-enolase
の発⾒は、解糖系におけるヒスチジンメチル化の重要性の理解や、新規ヒスチジンメチル化酵素の探索の
ための有⽤な⼿掛かりとなることが期待されます。 
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 参考図  

 
図１：ヒスチジン残基のメチル化修飾 
ヒスチジン残基のメチル化修飾は、側鎖イミダゾール環の異なる２つの窒素原⼦に起こり、主鎖から遠い
窒素原⼦がメチル化された Nτ-メチルヒスチジンと、主鎖に近い窒素原⼦がメチル化された Nπ-メチ
ルヒスチジンが⽣成される。 
 
 

 
図２：メチル化基質の探索⽅法の概念図 
⽣化学的⼿法（硫安沈殿・疎⽔クロマトグラフィー）によるタンパク質の分画と、分析化学的⼿法（LC-
MS/MS・MALDI-TOF/MS）を組み合わせることで、メチル化基質を同定する⼿法を開発した。 
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① タンパク質の抽出 ② 生化学的手法による分画 ③酸加水分解（6M HCl, 110℃, 24hr）

④ LC-MS/MS⑥ MALDI-TOF/MS ⑤ SDS-PAGE

・硫安沈殿
・疎水クロマトグラフィー

酸加水分解でタンパク質をアミノ酸レベルに分解
（メチル基はアミノ酸に付加したまま）組織からタンパク質を抽出

etc.

メチルアミノ酸の定量分析メチル化タンパク質候補の同定 メチル化タンパク質の分離

…
… 塩基性アミノ酸
（リジン、アルギニン、ヒスチジン）

その他のアミノ酸
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図３：γ-enolase ⼆量体モデルの⽴体構造予測計算と分⼦間⽔素結合 
マウスγ-enolase ⼆量体モデルの⽴体構造予測計算から、⽚⽅の単量体γ-enolase（図中：銀⾊）の 190
番⽬のヒスチジン残基 Nτ-位窒素と、もう⼀⽅の単量体γ-enolase（図中：⾦⾊）の 15番⽬のアルギニ
ン残基カルボニル酸素との間で分⼦間⽔素結合が形成されることが推測された。この推測に基づいて、
190 番⽬のヒスチジンを介した分⼦間⽔素結合が形成できない変異体γ-enolase の作製・解析を⾏い、
⼆量体形成およびエノラーゼ活性の発現にこのヒスチジン残基が重要であることを⾒いだした。 
 

 ⽤語解説  
注１）  翻訳後修飾 

⽣合成されたタンパク質に付加されるさまざまな化学修飾のこと。これにより、タンパク質の化学的特
性や構造が変化し、多様な機能を持つようになる。リン酸化、アセチル化、メチル化、ユビキチン化な
どが知られている。  
注２） エノラーゼ 

エノラーゼは、解糖系において 2-ホスホグリセリン酸をホスホエノールピルビン酸に変換する反応を
触媒する。3 種類のアイソザイム（α、β、γ）が存在し、α-enolase は全⾝性に、β-enolase は⾻格
筋特異的に、γ-enolase は脳神経系特異的に発現する。それぞれ、αα、ββ、αβ、αγの⼆量体を
形成してエノラーゼ活性を発揮する。 
注３） アイソザイム 

アイソザイムは、酵素としての活性がほとんど同じである⼀⽅で、アミノ酸配列が異なり、タンパク質
分⼦として別種である酵素（またはそのサブユニット）を指す。 

 
 研究資⾦  

本研究は、⽇本学術振興会の科学研究費補助⾦（科研費）：（基盤研究 A）（23H00321：深⽔昭吉）、基
盤研究（B）（20H029947：⼤徳浩照）および、国⽴研究開発法⼈⽇本医療研究開発機構（AMED）の⾰
新的研究開発⽀援事業（CREST）「プロテオスタシスの理解と⾰新的医療の創出」研究開発領域の研究開
発課題「不可逆的タンパク質メチル化を介した進⾏性および加齢性⼼腎障害の分⼦基盤」（JPgm1410010：
深⽔昭吉）の⽀援によって実施されました。 
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