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研究成果の概要（和文）：タンパク質の機能は多様な翻訳後修飾によって巧妙に制御されているが、ヒスチジン
残基のメチル化については不明な点が多かった。本研究では、研究代表者らが新たに発見したヒスチジンメチル
化酵素METTL9について、その分子機能の制御メカニズムや生体における役割の解析を進めた。その結果、意外な
ことにMETTL9自身がアスパラギン結合型の糖鎖修飾を受けること、さらに細胞外に分泌されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Protein functions are regulated by a variety of post-translational 
modification: however, histidine methylation remains largely unclear. In this study, we investigated
 the regulatory mechanism of molecular function and physiological role of METTL9 that we have newly 
identified as histidine methyltransferase. Unexpectedly, we found that METTL9 is a target of 
N-linked glycosylation and thereby secreted to extracellular space.

研究分野： 分子生物学

キーワード： タンパク質メチル化　ヒスチジンメチル化　METTL9　翻訳後修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、これまで細胞内の現象と考えられてきたタンパク質のメチル化修飾が、血液中などの細胞外に
おいても起こりうることが世界で初めて示された。血液中には多種多様なタンパク質が存在し、血圧や血糖値の
調節、免疫応答などの重要な働きをしている。したがって、それらがMETTL9によるヒスチジンメチル化を受けて
機能調節されることが明らかになれば、内分泌学や免疫学の分野に新たな学術的視点を提示するとともに、新た
な創薬ターゲットになり得ると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生命現象の根幹をなすタンパク質は、翻訳後に多様な化学修飾を受けることで、分子機能が巧妙
に制御されている。このうちメチル化は、メチル基 (-CH3) がリジン残基やアルギニン残基に付
加される反応であり、その基質はヒストンやシグナル伝達因子、代謝酵素など多岐にわたる。一
方でヒスチジン（His）残基もメチル化されることが知られており、イミダゾール基のτ位のモ
ノメチル化と π 位のモノメチル化の 2 通りが存在する。しかしながら、His 残基のメチル化を
触媒する酵素が長年見つからなかったことから、His メチル化研究はリジンやアルギニンと比べ
て大きく遅れた。そのような中、2010 年に出芽酵母において、リボソームタンパク質の 1 つで
あるRpl3をHisメチル化する酵素としてHpm1が同定された。さらに2019年にマウスにおいて、
それまでリジンメチル化酵素と考えられていた SETD3 がアクチンの His 残基をメチル化するこ
とが報告された。ただしHpm1とSETD3
はいずれもτ型の Hisメチル化酵素
であり、π 型の His メチル化酵素は
未だ発見されていない。 

そのような背景の下、我々は最
近、独自に開発したスクリーニング
系を駆使して、His 残基の π 型メチ
ル化を触媒する初めての酵素として
METTL9 を同定した（図 1）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、METTL9 とその基質である炎症関連因子 S100A9 に着目し、生化学・細胞生物学的手
法に加えて、線虫 (C. elegans) の分子遺伝学も組み合わせることで、πHis メチル化修飾の生
物学的意義を多角的に解明する。具体的な本研究の目的は、下記の３項目である。 
 
 (1) METTL9 の酵素活性を制御する分子メカニズムの解明 
 (2) S100A9 のπHis メチル化が分子機能に与える影響の解明 
 (3) 線虫を用いた METTL9/METL-9 の生物学的意義の解明 
 
 
３．研究の方法 
(1) METTL9 の酵素活性を制御する分子メカニズムの解明 
 
① METTL9 自身のメチル化が酵素活性に与える影響を検証するため、まずメチル化部位を MALDI-

TOF/MS で同定し、そこを Phe に置換した HF 変異体を作製する。次に METTL9 の WT及び変異
体を培養細胞で発現・精製し、S100A9 に対するメチル化活性を比較する。 

② METTL9 をメチル化する新規の πHis メチル化酵素を探索するため、METTL9 を過剰発現する
HEK293T 細胞にメチル化酵素遺伝子の siRNA を導入し、免疫沈降後に酸加水分解、LC-MS/MS
分析する。モチーフからメチル化酵素活性が予測される機能未知の 40 遺伝子の siRNA を構
築済みであり、これをメチル化酵素ライブラリーとする。 

③ METTL9 の活性調節に関わる因子もしくは基質を網羅的に同定するために、METTL9 に結合する
タンパク質を探索する。方法としては、タンパク質複合体精製や GST pull-down 法を採用し、
BioGRID等のタンパク質間結合データベースの活用も並行して行う。 

 
(2) S100A9 のπHis メチル化が分子機能に与える影響の解明 
 
① 121 アミノ酸からなる S100A9 は、Ca2+結合ドメインと Zn2+結合ドメインをそれぞれ 2 つずつ
持つ。S100A9 のπHis メチル化が両イオンの結合能に与える影響を検証するため、まず大腸
菌で発現・精製した未修飾の S100A9 とメチル化部位の HF 変異体を、METTL9 でメチル化し、
S100A9 に結合した Ca2+と Zn2+の量をプラズマ発光分光分析装置で定量する。 

② S100A9 は細胞内のカルシウムシグナル伝達に関与する一方で、同じファミリーに属する
S100A8（89 アミノ酸）とヘテロ二量体（カルプロテクチンと呼ばれる）を形成して細胞外に
分泌され、血中で様々な炎症応答に関わることが知られている。S100A9 のπHis メチル化が
ヘテロ二量体形成に影響を与えるか検証するため、METTL9でメチル化させたS100A9とS100A8
との結合実験を行う。 

③ 上述した S100A9 の細胞外分泌は、好中球やマクロファージなどの貪食細胞でみられる。
S100A9 の πHis メチル化が細胞外への分泌プロセスに影響を与えるか検証するため、HL-60
細胞株で METTL9 を siRNA ノックダウンした後に好中球へと分化させ、培地中に分泌されたカ



ルプロテクチン量を ELISA や WBで定量する。 
 
(3) 線虫を用いた METTL9/METL-9 の生物学的意義の解明 
 
① 線虫には METTL9 のオルソログとして METL-9 が存在するが、その機能は不明である。ナショ

ナルバイオリソースより供与された metl-9欠失変異体を用いて、線虫の細胞画分（核・細胞
質・リボソーム・ミトコンドリア）を調製し、酸加水分解後の LC-MS/MS 分析により、METL-9
が細胞内のどの場所のπHis メチル化に寄与しているか調べる。 

② metl-9欠失変異体の表現型として、産卵数、幼虫〜成虫までの発生時間、運動能、寿命、各
種ストレス耐性（高温、活性酸素、紫外線）、緑膿菌に対する自然免疫について野生型と比較
検討する。 

③ HEK293T 細胞に過剰発現させた線虫 METL-9 もπHis メチル化されることから、質量分析法で
この His 残基を同定し、HF 点変異をもつ metl-9 ノックイン線虫を CRISPR-Cas9 法で樹立す
る。その後(b)の表現型解析を行う。 

 
 
４．研究成果 
(1) METTL9 の酵素活性を制御する分子メカニズムの解明 
 
METTL9 自身がメチル化される His 残基を５箇所同定し、全てを Phe に置換した 5HF 変異体を作
製した。これを細胞で発現・精製し、S100A9 に対する in vitroメチル化実験を行ったが、野生
型と比較してメチル化酵素活性に違いは見られなかった。 

METTL9 を His メチル化する酵素について、モチーフからメチル化酵素活性が予測される機
能未知の 40 遺伝子の siRNA を用いたスクリーニングを行ったが、結果として METTL9 His メチ
ル化の責任酵素は発見できなかった。一方で、近位依存性ビオチン化標識法（BioID）による
METTL9 の結合タンパク質の探索については、複数の新規結合因子を同定しており、現在も解析
を進めている。 

また当初予期していなかった成果として、METTL9 のアスパラギン残基に糖鎖が付加される
ことを発見した（図 2）。この糖鎖修飾が METTL9 の分子機能に与える影響を調べた結果、METTL9
が糖鎖修飾依存的に細胞
外に分泌されることも明
らかになった（論文投稿準
備中）。これまで細胞外に
分泌されるメチル化酵素
の報告はないことから、こ
の治験の新規性は非常に
高いと言える。今後さら
に、METTL9 自身のメチル化
と糖鎖修飾の相互関係の
可能性についても検討す
る。 
 
(2) S100A9 のπHis メチル化が分子機能に与える影響の解明 
 

マウス S100A9 の His メチル化部位を含む 16アミノ酸

について、非修飾ペプチドおよびπメチル His に置換

した修飾ペプチドを化学合成した。これらに対する亜

鉛イオンの結合活性を評価した結果、His メチル化に

よって亜鉛イオンの結合レベルが有意に低下すること

を見出した（図 3）。この結果から、METTL9 は S100A9

の His メチル化することによって、S100A9 の亜鉛イオ

ンの輸送・保持活性を抑制しているか、あるいは亜鉛

イオンの放出を促進している可能性が示唆された。 

なお S100A9 と S100A8とのヘテロ二量体（カルプ

ロテクチン）形成に対しては、Co-IPや GST pull-down

で調べた限り、His メチル化の影響は見られなかった。

また培養細胞系における S100A9 の細胞外分泌につい

ても、METTL9 のノックダウンによる変化は見られなか

ったことから、両者については His メチル化の影響を

受けないと判断した。 

 



(3) 線虫を用いた METTL9/METL-9 の生物学的意義の解明 
 
METTL9 の線虫オルソログと考えられる METL-9 について、その欠失変異体である metl-9 を同調
培養し、全細胞抽出液を精製後にタンパク質を酸加水分解して LC-MS/MS 分析を行った。しかし
ながら予想に反し、metl-9 変異体の πHis メチル化レベルは野生型と比較して変化していなか
った。この結果は、METL-9 が in vivoにおいて His メチル化活性を有していない可能性を示唆
しているが、何らかのストレスや生育環境の変化、加齢などによってメチル化活性が顕在化する
ことも考えられるため、引き続き解析を進めている。一方で最近、中国の研究グループにより、
線虫 METL-9 が DNA のアデニンの６位のメチル化を触媒すること、この DNA メチル化活性が線虫
の自然免疫に関与することが報告された（Cell Ress. 33; 628-639,2023）。 

metl-9 欠失変異体の表現型については、産卵数、幼虫〜成虫までの発生時間、運動能、寿
命、各種ストレス耐性（高温、活性酸素、紫外線）を野生型と比較検討したが、有意な差は認め
られなかった。なお一般的に遺伝子欠失変異体では、代償による適応（近縁遺伝子の発現上昇な
ど）のため表現型が現れない場合があるため、Feeding RNAi 法により時期特異的かつ一過性に
metl-9 をノックダウンしたが、顕著な表現型は観察できなかった。 
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