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図 1　試験管内反応実験系
　試験管内反応の模式図である。まず、大腸菌から YhhY を精製した。次に YhhY、ア
セチル CoA とアミノ酸を試験管内で反応させた。さらに、エルマン試薬で遊離 CoA
を染色し、OD412nm を測定した。

図 2　YhhY による特異的なアミノ酸のアセチル化
　大腸菌から精製した YhhY、アセチル CoA と 20 種のアミノ酸を一晩反応させた
ときの、アセチル基転移反応の副産物である CoA をエルマン試薬によって定量した 
(n=1)。縦軸は CoA の濃度 (mM)。



特集　世界を救え 〜 SFC バイオの挑戦

408

図 3　エチルマレイミドとヨードアセトアミドによる YhhY の阻害
　大腸菌から精製した YhhY、アセチル CoA とメチオニンを試験管内で反応させてい
る反応系にチオール反応試薬であるエチルマレイミド、あるいはヨードアセトアミド
を加えた時の、チオール反応試薬を加えていない時に対する活性の相対値。横軸はチ
オール反応試薬の濃度 (uM)、縦軸は活性相対値。菱形のプロットはエチルマレイミド、
四角形のプロットはヨードアセトアミド。

４　議論
4.1　YhhY による試験管内でのアミノ酸のアセチル化

　大腸菌機能未知酵素 YhhY はアミノ酸配列の相同性からアミノ酸に対する

アセチル基転移酵素であることが予測されていたが、どのアミノ酸をアセチ

ル化するのかはわかっていなかった [5]。そこで我々は図 1 に示した実験系を

構築した。そして、実際に 20 種のアミノ酸に対してスクリーニングを行った

ところ YhhY がメチオニン、ヒスチジン、フェニルアラニンをアセチル化す

ることを明らかにした （図 2）。さらに、同じ反応時間で副産物として生成され

た CoA の量が異なったことから、YhhY はそれぞれの基質に対して異なる反

応速度をとることが示唆された。次に、よく知られたチオール基に結合する

試薬であるエチルマレイミドとヨードアセトアミドによって YhhY のアセチ

ル基転移反応は阻害されることが明らかになった （図 3）。さらにチオール基

に結合する試薬を反応系に加える事で YhhY の活性が落ちたことから、YhhY

は反応の過程でフリーのチオール基を必要とする事が示唆された（図 3）。
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図 4　YhhY に関するラインウィーバー = バークプロットとオーディネーション
　　　　プロット
　ラインウィーバー = バークプロット（上図）とオーディネーションプロット （下図）。
ラインウィーバー = バークプロットの横軸はメチオニン濃度の逆数 (1/mM)、縦軸は
反応速度の逆数 (sec/mmol)。菱形のプロットはアセチル CoA が 0.75 mM、四角形の
プロットは 1 mM、バツ印のプロットは 1.5 mM。オーディネーションプロットの横軸
はアセチル CoA 濃度の逆数。縦軸はメチオニンのオーディネート値。

（上図）

（下図）
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図 5　yhhY 遺伝子過剰発現株細胞内でのアセチル化アミノ酸の蓄積
　コントロール株と yhhY 遺伝子過剰発現株におけるメチオニン、ヒスチジン、フェニ
ルアラニンととアセチルメチオニン、アセチルヒスチジン、アセチルフェニルアラニ
ンの蓄積量 (n=3)。エラーバーは標準偏差。色が濃いバーはコントロール株、色が薄
いバーは過剰発現株。

4.2　YhhY の反応速度と反応様式

　YhhY のアセチル CoA とメチオニンに対する基質親和性を求めるためのラ

インウィーバー = バークプロットとオーディネーションプロットを図 4 に示し

た。また、それぞれの Km と Vmax を表 1 に示した。ラインウィーバー = バ

ークプロットにおいて、基質濃度を変えた時にそれぞれの近似直線が平行に

ならなかったことから、YhhY によるアセチル化反応は三元共有結合複合体

をとると考えられる。即ち、YhhY はアセチル CoA 及びメチオニンと結合し、

3 つの分子が複合体を形成した状態をとる。その後、CoA とアセチル化され

たアミノ酸を産物として放出する。YhhY が三元共有結合複合体をとるとい

うことは反応に遊離 CoA が必要であり、このことはエチルマレイミドやヨー

ドアセトアミドのようなチオール反応試薬によって反応が阻害されることと
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矛盾しない。この反応様式の模式図を図 6 に示した。

4.3 　細胞内での YhhY の働き

　ここまでで YhhY の試験管内での活性を示してきた。最後に YhhY の細胞

内での働きを明らかにするためにメタボローム解析を行った。その結果、試

験管内反応で検出されたアセチルメチオニン、アセチルヒスチジン、アセチ

ルフェニルアラニンは yhhY 遺伝子過剰発現ベクターを持った大腸菌からのみ

検出され、yhhY 遺伝子過剰発現ベクターを持たない対照群からは検出されな

かった。このことは試験管内反応の結果と一致しており、細胞内でも YhhY

が 3 種のアミノ酸のアセチル化反応を担っている可能性を強く示唆している。

また、基質となるメチオニンとヒスチジン、フェニルアラニンの濃度につい

て 2 群に差は無かった。これは YhhY がこれらのアミノ酸の蓄積量に与える

影響よりも、YhhY 以外の酵素が関わる反応が与える影響の方が大きかった

ことが原因であると考えられる。

表 1　YhhY のメチオニンを基質とした時の反応速度

KmMet (mM) KmAcetyl CoA (mM) Vmax (uM/min)

0.0047 0.29 0.021

図 6　YhhY の反応様式
　YhhY によるアセチル化反応はその過程で三元共有結合複合体をとる。第一段階と
して YhhY とアセチル CoA およびメチオニンなどのアミノ酸が複合体を形成する。
第二段階としてアセチル CoA からアミノ酸へアセチル基転移反応が起きる。第三段
階としてこの反応によって生成された分子が解離する。
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　これまで一般的に、アミノ酸やタンパク質のアセチル化は主に真核生物で

行われているもので、原核生物においてアセチル化は非常に限定的であると

されていた。しかし、近年の研究で、大腸菌やサルモネラ菌で 100 以上のア

セチル化されたタンパクが見つかっている [11]。このことは原核生物において

も、タンパクの翻訳後修飾が生命システムの中で何かしらの役割を担ってい

る可能性を示している。本研究では YhhY がタンパクをアセチル化するかど

うかは確認していないが、今後は基質にペプチドやタンパクを用いた実験を

行う予定である。

５　結論
　我々は古典的な CoA アッセイ法とメタボローム解析を併用して大腸菌機能

未知酵素 YhhY の機能を同定する事を目指した。その結果、YhhY は試験管

内でメチオニン、ヒスチジン、フェニルアラニンを異なる反応速度でアセチ

ル化すること、この反応はその過程で三元共有結合複合体をとることを明ら

かにした。加えて、YhhY のアセチル CoA とメチオニンに対する基質親和性

を求めた。さらに、メタボローム解析の結果から、YhhY は試験管内でもア

ミノ酸のアセチル化を行っていることが強く示唆された。このように我々は

YhhY の試験管内と細胞内での働きを明らかにした。このことは代謝システム

のより深い理解に寄与すると考えられる。
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