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研究成果の概要（和文）：本研究では、酵素の持つ多重特異性の分子機構についてアミノ酸残基レベルで知見を
得ることを目的とし、多様な蛋白質の翻訳後修飾を担うメチル基転移酵素SMYD2を題材に研究を行った。SMYD2お
よび基質タンパク質であるp53について、野生型および基質結合に関与していると考えられるSMYD2のアミノ酸残
基に変異を導入した変異体を作製し、物理化学的手法によって相互作用解析を行うことにより、各アミノ酸残基
の基質結合への寄与について定量的な知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to reveal the molecular mechanism how a 
multi-specific enzyme recognizes its substrate. We selected SMYD2, a methyltransferase which has 
methylation activity to a variety of substrates including histone and non-histone proteins, as a 
model protein. We prepared SMYD2, its substrate p53, and several SMYD2 mutants with mutations on 
amino acid residues that are supposed to be involved in substrate recognition as recombinant protein
 and conducted the analysis of the interaction between SMYD2 wild-type/mutants and p53. Though the 
analyses, we quantitatively described the contribution of each amino acid residue on substrate 
recognition.

研究分野：生物分子化学
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１．研究開始当初の背景 

 蛋白質の翻訳後修飾を担う酵素は基質蛋白

質を特異的に認識し、種々の修飾基を付与す

る。蛋白質は翻訳後修飾によってその活性を

制御されるため、修飾酵素による精確な基質

認識は極めて重要なプロセスである。多くの

場合、酵素は特定の基質蛋白質を特異的に認

識・結合し、修飾反応を触媒するが、複数の

基質に対する特異性を有し修飾反応を促進

する酵素が存在する。それぞれの基質蛋白質

の機能が修飾によって制御されており、その

制御の異常がしばしば疾患へとつながるた

め、これらの多重特異性を持つ酵素がいかに

して多様な基質蛋白質を認識し、それぞれの

修飾反応を触媒するかを分子レベルで理解

することは疾患の理解およびその治療戦略

を立てる上で極めて重要である。 

 蛋白質のメチル化は非常に重要な翻訳後

修飾の一つである。メチル基を付与すること

によって蛋白質間相互作用に影響を与える、

他の翻訳後修飾を阻害あるいは促進する、標

的蛋白質の細胞内局在を変化させるといっ

た分子機構によって細胞内の蛋白質機能を

制御している。加えてヒストン蛋白質のメチ

ル化を通じた転写活性の制御にも関与して

おり、その制御システムの破綻はしばしばが

んをはじめとする疾患へとつながる。メチル

基転移酵素SMYD2はがんで高発現しており、

そのメチル化活性を通じてヒト細胞のがん

化に寄与すると考えられている。SMYD2 は

2006 年にヒストンメチル基転移酵素として

同定され、ヒストン H3 を基質として持つこ

とが報告されたが、その後多くの研究グルー

プによって種々の非ヒストン蛋白質が基質

として同定されてきており、それら基質のメ

チル化のがん化への寄与が近年注目を集め

ている。個々の基質のメチル化修飾がそれぞ

れ固有の機能を有しているため、特定の基質

の認識・メチル化を阻害することは疾患の副

作用の小さい治療戦略へとつながる可能性

がある。そのためには SMYD2 がどのように

して多様な基質を特異的に認識しているか

の精査が重要な鍵となる。近年、次々に

SMYD2 の新規基質が同定されてきていると

ともに、結晶構造解析などの生化学的手法に

よってSMYD2の基質認識に関する研究が報

告され始めているが、SMYD2 の多重特異性

の創出機構については未だ不明瞭な点が多

く、体系的な解析が急務である。 

 

２．研究の目的 

酵素の持つ多重特異性の分子機構に関す

るアミノ酸残基レベルでの知見を得るため、

多様な蛋白質の翻訳後修飾を担うメチル基

転移酵素に着目した。メチル基転移酵素

SMYD2 はヒストン H3 へのメチル基の付与

を担う酵素として同定されたが、その後、

種々の非ヒストン蛋白質を基質として認識

し、メチル化反応を触媒することが明らかと

されてきている。そこで本研究では、SMYD2

と非ヒストン基質を標的とし、酵素－基質間

相互作用について物理化学的手法を用いて

精査することにより、酵素が多様な基質を特

異的に認識する分子機構をアミノ酸残基レ

ベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

  SMYD2 による基質認識の分子機構を明らか

にするため、大腸菌発現系を用いて SMYD2 お

よび基質である p53を組換え蛋白質として調

製し、物理化学的手法により相互作用解析を

行った。また、既報の SMYD2/p53 ペプチド複

合体の結晶構造を基に、基質ペプチドとの結

合に関与していると考えられる SMYD2のアミ

ノ酸残基に変異を導入した SMYD2についても

組換え蛋白質を調製し、物性を評価するとと

もに p53組換え蛋白質との相互作用解析を行

い、基質との界面に存在していると考えられ

る SMYD2アミノ酸残基の基質認識への寄与に

ついて定量的な記述を試みた。 



４．研究成果 

(1)大腸菌発現系による SMYD2 および p53 の

調製・物性解析 

 大腸菌発現系によって SMYD2および基質で

ある p53 を全長タンパク質として発現・精製

を行った。SMYD2 に関して、可溶化タグとの

融合タンパク質として発現させた。内部に亜

鉛結合モチーフであるジンクフィンガーを

有することから、培養液中への亜鉛添加の影

響について解析を行ったところ、培養液中へ

の亜鉛添加によって発現量が有意に増加し

た。このことより、亜鉛結合による SMYD2 の

安定化が示唆された。また、p53 についても

可溶化タグと融合させる形で発現させ、各種

クロマトグラフィーによって精製を行い、

SMYD2 および p53 の双方とも全長タンパク質

として相互作用解析に十分な純度の組換え

蛋白質を得ることに成功した。得られた

SMYD2 組換え蛋白質について、円偏光二色性

による二次構造解析により、適切なフォール

ディングを組んだ組換えタンパク質が得ら

れたことを確認した。また、メチル基供与体

である SAMの存在下/非存在下において SMYD2

の熱安定性を分析したところ、SAM の存在下

において変性温度が上昇し、SAM との結合に

よる SMYD2酵素の安定化が示唆された。 

 

図 1: SAM の存在下/非存在下における SMYD2

の熱安定性解析 

 

(2)SMYD2-p53間相互作用の物理化学的解析 

 SMYD2-p53 間相互作用について、速度論的

な観点から定量解析を行うため、バイオレイ

ヤー干渉（BLI）法を用いた相互作用解析を

行った。メチル基供与体である SAMおよび SAM

からメチル基が脱離した SAH の存在下/非存

在下において相互作用解析を行ったところ、

SAM/SAH の存在によって p53 の結合レスポン

スが有意に上昇した。このことより、メチル

基供与体の結合が SMYD2による基質認識に重

要な役割を果たしていることが示唆された

（図 2）。 

 

図 2: BLI 法による SMYD2-p53 間相互作用の

解析. 

 

(3)SMYD2 変異体の調製・物性解析 

SMYD2/p53 ペプチド複合体の結晶構造を基

に、基質ペプチドとの相互作用に寄与してい

ると考えられる SMYD2の基質ポケット内のア

ミノ酸残基を変異させた変異体を設計した。

この際、SMYD2 の別の基質である ERペプチ

ドとの複合体結晶構造との比較により、p53

ペプチドとの相互作用のみに寄与している

と考えられるアミノ酸残基を 4 つ選び出し、

それぞれについて野生型と同様にして大腸

菌発現系によって発現・精製を行った。これ

ら 4 種の変異体のうち、3 種については野生

型と同等の収量にて組換えタンパク質が得

られたが、1 種の変異体について、精製段階

において分解され、十分な収量のタンパク質

を得ることができなかった。このことより、

基質ポケット内のアミノ酸残基の SMYD2タン

パク質の構造安定性への寄与が示唆された。

また、得られたタンパク質について円偏光二

色性によって二次構造を解析したところ、上



記、分解が誘導された変異体について、野生

型とは異なる CD スペクトルが得られた。こ

のことから、このアミノ酸変異が SMYD2の二

次構造変化を引き起こし、結果全体構造の不

安定化につながったと考えられる。 

 

(4)SMYD2 変異体-p53間相互作用解析 

 得られた SMYD2変異体を用いて、野生型同

様、BLI 法によって p53 との相互作用解析を

行った。3 種の変異体のうち、2 種について

は 3 倍程度の親和性低下が見られた。残り 1

種については他 2 種より大きく、7 倍程度の

親和性低下が見られ、基質認識に重要な役割

を果たす残基であることが示唆された。また、

いずれの変異体についても野生型に比して

親和性が低下していることから、全長基質の

場合でも基質ペプチドと同様のアミノ酸残

基を介して結合していることが示された。今

後、結晶構造中で ERペプチドとの相互作用

に寄与していると考えられるアミノ酸残基

を変異させた変異体を調製して相互作用解

析を行うとともに、ERa についても組換えタ

ンパク質を調製して相互作用解析を行うこ

とにより、引き続き基質間での認識の違いに

関する分子機構を明らかにしていく。 
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