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低酸素条件下における代謝酵素群による集合体形成の発見およびその制御機構の解析

大阪公立大学大学院農学研究科 三　浦　夏　子

は じ め に
出芽酵母やがん細胞等では，低酸素条件下で解糖系の代謝が

亢進する．この代謝調節メカニズムは，低酸素に応答した転写
調節に起因することが知られてきたが，低酸素条件下における
各酵素の挙動や触媒機能の変化等については不明な点が多い．

筆者らは 2013年に，出芽酵母を低酸素条件にさらすと細胞質
内で解糖系酵素を含むタンパク質群が集合体を形成することを
初めて報告し，集合体形成によって解糖系代謝が促進される可
能性を示した 1）．この現象は 2016年以降，他グループによって
センチュウの神経細胞2）やがん細胞株3,4）等で相次いで再確認さ
れ，集合体は“Glycolytic body（G-body）”等と名付けられた．

細胞内の代謝酵素が，特定の条件下で液-液相分離により集
合体を形成する現象は近年注目を集めており，G-body以外の
大規模な酵素集合体としては HeLa細胞内で de novo purine合
成経路にかかわる酵素群が形成する Purinosome が報告されて
いる．筆者は G-body や Purinosome を含む一過的に形成され
る酵素集合体群をまとめて Metabolic Enzymes Transiently 
Assembling（META）body と名付け 4）, その形成制御機構につ
いて解析を進めている．

1.　低酸素条件下における代謝酵素群による集合体形成の発見
解糖系酵素群はそのすべてが解糖系代謝以外の機能（moon-

lighting機能）をもつことが知られているが，moonlighting機能
には細胞外における機能も含まれる．例えば解糖系酵素の中で
も細胞内での存在量が最も多い酵素の一つであるエノラーゼは，
細胞外で細胞表面に結合することでプラスミノーゲン受容体等
として機能する．一方で，解糖系酵素が細胞外に分泌されるメ
カニズムは 2010年代当時全く不明であった．筆者らは解糖系酵
素の分泌経路を調べる目的で，各種解糖系酵素に蛍光タンパク
質をタグ付けして出芽酵母内で発現し，いくつかの解糖系酵素
が確かに細胞外に分泌されていることを示した 5）．筆者らはま
たその過程で偶然，静置培養した細胞質内で解糖系酵素群が集
合体を形成することを見出した．さらに培養方法を工夫するこ
とで，培養液中の酸素濃度が低下した低酸素条件下でこの集合
体が形成されることが明らかになった（図1）．筆者らは解糖系
酵素群の中でも特に細胞内での存在量が多いエノラーゼについ
て，集合体を形成しない 1 アミノ酸変異を見出し，これを導入
した集合体形成不全株を構築して細胞内での酵素集合体形成が
細胞の代謝に与える影響を検証した．大阪大学の福崎研究室で
開発された，代謝ターンオーバー解析を用いてグルコースから
ピルビン酸・オキサロ酢酸への代謝変換をそれぞれ経時的に追
跡したところ，集合体を形成する株では集合体形成不全株に比
べて，低酸素条件下でより迅速に代謝変換が進んでいた．これ
は細胞が低酸素条件下で代謝酵素群の集合体を形成し，酵素間

の距離を縮めることで多段階からなる生合成反応を効率化して
いることを示唆するものであり，従来の転写制御に加えた解糖
系代謝調節の新たな仕組みとして注目を集めている．

2. 低酸素条件下でタンパク質の局在解析を行うための手法開発
低酸素条件下での解糖系酵素群による集合体形成は，出芽酵

母以外にも様々な細胞で存在が確認されてきたが，その制御機
構には不明な点が多い．研究の進展が妨げられている原因の一
つとして，低酸素培養に用いる手法があげられる．従来の手法
では 100 mL ないし 2 mL のバイアルに培養液を入れ，培養前
に二酸化炭素を吹き込むことで強制的に培地を低酸素状態にし
ていた．この手法で集合体の形成と観察を行う際は，一度に多
数のサンプルを扱うことが困難であり，また操作に習熟が必要
であるため，再現性のあるデータをとるためには長い時間を要
した．そこでまず，集合体形成の観察を迅速に多サンプルで行
える，簡易な低酸素培養系の検討を行った．

様々な手法を検討したところ，解糖系酵素群の集合体は固形
培地・液体培地どちらで培養した場合も形成されること，培養
系を小スケール化することで集合体形成がみられる時期が早く
なることが明らかとなった．また，96 ウェルプレートと低酸
素インキュベーターを組み合わせることで，培地量を従来の約
500分の 1以下に抑えた 150 μL スケールで安定的に低酸素状態
を維持できる培養系を構築することに成功した 6）．

構築した小スケール低酸素培養法は，集合体形成酵素の動態
を追跡するほか，集合体形成に影響する物質のスクリーニング
にも使用可能である．そこで，G-body を形成する 3 つの酵素

（エノラーゼ，ピルビン酸キナーゼ，ホスホグリセリン酸ムター
ゼ）について経時的な動態を追跡したところ，各酵素の集合順
序は厳密に規定されており，3 つの酵素の中でもエノラーゼが
最も早く集合することが明らかになった（図2）6）．さらに， 
AMPK阻害剤である Dorsomorphin が濃度依存的に G-body形
成を遅延させることを見出した 6）．

G-body は出芽酵母だけでなく，肝がん細胞株を含む複数の
がん細胞株でも確認できることから，病態への関連についても

図1.　低酸素条件下における集合体形成
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注目が集まっている．G-body の形成制御による細胞代謝の調
節効果を捉えるには，リアルタイムでの代謝測定が有効であ
る．そこで，細胞から個体に至る様々な系で，超偏極13C-
NMR等を用いて低酸素条件下で簡便にかつ非侵襲的に糖代謝
のターンオーバーを測定可能な系の構築を進めてきた．具体的
には，がん細胞の三次元カプセル化法を工夫し，特定の直径に
おいてがん細胞株を簡便に低酸素培養できること，三次元培養
した細胞を用いて低酸素条件下における放射線治療効果を超偏
極13C-NMR で検証できることを示した 7）．さらに，低酸素条
件下で特異的にみられる代謝変換反応である，2-ヒドロキシグ
ルタル酸の生成を非侵襲的に捉えることのできる，超偏極13C-
NMR用の新たなプローブを開発した 8,9）．ここで構築したがん
細胞株の三次元培養系は，出芽酵母等を用いた微生物の培養系
にも適用可能である．

以上により，in vivo, in vitro それぞれの条件下において，
低酸素条件下における代謝酵素集合体の形成に伴った代謝変化
を追跡できる系を構築できた．

3.　集合体形成制御機構の解析
低酸素条件下における解糖系酵素群による集合体形成機構

は，現在もほとんど明らかになっていない．いくつかの阻害剤
や遺伝子ノックアウト等により，集合体の形成が遅延あるいは
抑制されることは見出されている 1,3）が，細胞の生育に影響を
与えることなく，集合体の形成のみを完全に阻害することは現
状では不可能である．筆者は集合体を形成する酵素群のアミノ
酸配列が集合体形成の制御メカニズムの鍵を握ると考えて，す
べての集合体形成酵素がもつアミノ酸配列について解析を進め
ている．特にエノラーゼでは，初期の研究により，N-末端の
5–25番目に位置するアミノ酸が集合体形成に深くかかわるこ
と，22番目のバリン残基をアラニンに置換すると集合体形成
が阻害されることを示した 1）．エノラーゼがもつ集合体形成領
域は分子表面に位置しており，液–液相分離するタンパク質で
みられる Intrinsically disordered region と異なって明確な構
造をとることが結晶構造解析により示されている．したがっ
て，エノラーゼの集合体形成機構には既知の液–液相分離タン
パク質とは異なる原理が働いていることが予想される．今後，
前述した小スケール低酸素培養法などを活用することで，集合
体の形成制御にかかわる分子や修飾機構等が明らかになると期
待できる．

お わ り に
低酸素条件下における酵素群の集合体形成について筆者らが

2013年に初めて報告してから今年で 10年になる．この間，
様々なグループにより出芽酵母をはじめとする広範な真核細胞
で同様の現象が観察・追試され，筆者らのグループでも低酸素
培養法の開発を進めたことで，ようやくこの現象が存在するこ
とを世界中の誰もが簡単に確認できる状況を整えることができ
た．集合体形成の制御機構やその機能にはまだ不明な点が多く
残されているが，今後は本稿で紹介した手法などを用いること
で，酵素集合体が関与する生命現象の解明や，酵素集合体の形
成原理を用いたものづくりへと展開を進めていきたい．
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図2.　解糖系酵素による集合体形成の経時変化
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