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研究成果の概要（和文）：S-アデノシルメチオニン（SAM）は、DNA、RNA、タンパク質などのメチル化反応の際
にメチル基供与体となる代謝物であり、メチオニンアデノシルトランスフェラーゼ（MAT）によってメチオニン
とATPから合成される。SAM恒常性は細胞の生存にとって重要な問題であり、MATによるSAM産生は時間的・空間的
に制御されている。その制御の異常がどのような影響を細胞に与えるか、またそれを避けるために細胞がMATを
制御するメカニズムを明らかにする手がかりを得た。

研究成果の概要（英文）：S-adenosylmethionine is an essential metabolite as the primary methyl group 
donor in methylation reactions of DNA, RNA and proteins and is synthesized by the enzyme called 
methionine adenosyl transferase (MAT). SAM homeostasis is an issue of importance for living cells, 
and therefore, production of SAM is spatiotemporally controlled. We obtained cues to uncover what is
 caused by extraordinary intracellular SAM level and the mechanism how cells control MAT to achieve 
appropriate SAM production. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： S-adenosylmethionine
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、細胞外環境の変化への応答、あるいは細胞分化において細胞内メチル化が介するエピゲノム調節
のためにMATを制御することが重要であることが示唆される。さらに、なぜSAM産生が制御されなければならない
かという点が明らかにすることにより、SAMあるいはメチル化が関与するがん細胞のバイオロジーの解明、治療
薬の開発にも貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 S-アデノシルメチオニン（SAM）は、細胞内においてメチル基転移酵素が触媒するメチル化反応の際

にメチル基供与体として利用される代謝物である。DNA、RNA やヒストンタンパク質などのメチル化は、

遺伝子発現制御の軸となるものであることから、細胞内 SAM 濃度、すなわち細胞内 SAM の availability

は遺伝子発現制御において重要な因子となりうる。したがって細胞内 SAM 産生は厳密に制御される

必要があると考えられる。SAM を細胞外から過剰投与すると細胞増殖を阻害することから、過剰な

SAM 産生もまた細胞にとって有害であることが示唆される（Shima et al. 2017）。SAM は、メチオニンア

デノシルトランスフェラーゼ（MAT）によってメチオニンと ATP から合成される。哺乳類のユビキタスアイ

ソザイムである MAT2 の触媒サブユニットである MAT2A の mRNA では、細胞内 SAM 量に応じた 3´

非翻訳領域のアデノシンのメチル化を介して mRNA 安定性が変化する。これによって MAT2A 発現が

フィードバック制御されることで、細胞内 SAM 量の恒常性が維持されると考えられている（Shima et al. 

2017、Pendleton et al., 2017）。また、ヒトやマウスの細胞株では MAT2A は核内に多く分布し、転写因

子やヒストンメチル基転移酵素と相互作用していることが分かっている（Katoh et al., 2011）。これらのこ

とから、MAT の SAM 産生は時間的・空間的な調節を受けると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 これまでに我々が得た知見から、細胞内 SAM 産生は時間的・空間的に制御される必要があると考え

られるが、その生理学的意義、すなわち、その制御が破綻したときに何が起こるかについては不明な

点が多い。 そこで申請者は、いくつかの方法で SAM 産生の制御を破綻させたときの細胞への影響を

明らかにすることを目的とした。特に遺伝子発現制御への影響を明らかにし、さらに、不適切な SAM 産

生状況に細胞がどのように適応するかを明らかにしたいと考えた。 

 
３．研究の方法 

 哺乳類 MAT2 は２分子の触媒サブユニット MAT2A と１分子の調節サブユニット MAT2B で構成され

る。MAT2B の役割はいまだ明らかになっていないものの、我々のグループでは MAT2B が MAT2 の核

内局在を制御することを示唆するデータを得ている。これを利用して SAM 産生制御が機能しない状況

を作り出す方法として以下の三つを選択し、遺伝子発現制御に及ぼす影響について検討しようとし

た。 

 (1)  MAT2B との相互作用を欠く MAT2A 変異を分離する。 

   ① PCR による random mutagenesis によって、MAT2A 変異ライブラリーを作製する。 

   ② 2-ハイブリッド法によって、MAT2B との相互作用を欠く MA2A 変異を分離する。 

 (2) MAT2B オルソログを有しない他生物種の MAT オルソログを哺乳類細胞中で発現させる。 

 (3) MAT2B ノックアウト細胞を樹立する。 

 
４．研究成果 

  (1) マウス MAT2A の cDNA を鋳型として、error-prone PCR によってコーディング領域全長にランダ

ム変異を導入した MAT2A cDNA ライブラリーを得た。これを酵母 2-ハイブリッド法の GAL4DNA 結合ド

メイン（GAL4BD）融合タンパク質発現ベクターに挿入し、MAT2A 変異ベクターのライブラリーを作製し

た。MAT2 の活性には２分子の MAT2A がホモダイマーを形成することが必要と考えられているため、

最初にホモダイマー形成に欠損を示さない MAT2A 変異の選択を行った。レポーター酵母には

AH109 株を利用し、変異 MAT2A ライブラリーとともに GAL4-転写活性化ドメイン（GAL4AD）融合



MAT2A 発現ベクターとともに用いて形質転換を行った。GAL4BD-MAT2A と GAL4AD-MAT2A の相

互作用によりアデニン非要求性を示すコロニーをまとめてプラスミドを回収し、二次ライブラリーとした。

二次ライブラリーを GAL4AD-MAT2B 発現ベクターとともに用いてレポーター酵母を形質転換し、アデ

ニン含有培地上で生育させた。GAL4BD-MAT2A と GAL4AD-MAT2B との相互作用を欠くためにア

デニン要求性である酵母を、アデニン含有培地上の赤いコロニーとして判別して選択し、candidate 

MAT２A 変異プラスミドを回収した。このようにして数十個の candidate プラスミドを得たものの、再度の

チェックの結果、得られた candidate 変異 MAT2A は MAT2A との相互作用と、MAT2B との相互作用

の両方に欠損を示しており、何らかの理由で一次スクリーニングを通過したものであったと思われた。

一次スクリーニングで得られたコロニー数は、変異発生率を考慮しても十分な数に達していたことから、

このスクリーニングでは目的の変異は得られなかったと考えられた。MAT2A オルソログは生物種間で

きわめてよく保存されており、その酵素活性が変異によって影響を受けやすいため、MAT2B との相互

作用のみに欠損を持つ変異を得るのは難しいのかもしれない。 

 (2) MAT2B オルソログを有しない生物種の MAT2A オルソログとして、分裂酵母 SAM1 と線虫 SAMS

を選び、レトロウイルス感染によってこれらのオルソログを安定発現する HeLa 細胞を作製した。SAM1

や SAMS は HeLa 細胞の内在性 MAT2A との相互作用が低下していることを、免疫沈降法により確認

した。MAT2A と異なり、これらのオルソログは HeLa 細胞内において核内に局在していないことが、免

疫蛍光顕微鏡法によって分かった。これらのことから、オルソログ発現細胞では通常細胞における

SAM 産生調節が失われていることが期待された。オルソログ発現細胞には巨大な核を持ち、SA-β-

ガラクトシダーゼを多く発現する、いわゆる polyploid gianti cancer cells に類似した細胞が多く見られた

こと、また通常の大きさの細胞でも M 期における細胞質分裂の異常が頻繁にみられたことから、

MAT2A オルソログ発現が細胞ストレスとなっていることが示唆された。 

 (3) ヒト線維芽細胞株 GM0637 を用いて、MAT2B ノックアウト細胞を作製した。MAT2B 遺伝子中の N

末端付近コーディング配列に対する gRNA と LentiCRISPR v2 システムを利用した。ゲノム DNA のシー

ケンシングによって MAT2B 遺伝子の両コピーともにフレームシフトを生じたことにより完全長のタンパク

質が発現しないクローンを得た。このクローンをもとに、FLAG-HA タグ付きのマウス MAT2B を安定発

現する細胞を、レトロウイルス感染により作成した。このときのレトロウイルス作製には、野生型 MAT2B

レトロウイルスベクターとともに、MAT2A との相互作用に重要と考えられている C 末端領域を欠く欠失

変異を発現するベクターも用いた。得られた reconstruction 細胞を用いて抗 FLAG 免疫沈降を行い内

在性 MAT2A との相互作用を調べたところ、野生型 FLAG-HA-MAT2B は内在性 MAT2A との相互作

用が確認されたのに対し、C 末端欠失

MAT2B は MAT2A との相互作用を失って

いた。MAT2A の細胞内局在を免疫蛍光顕

微鏡法により調べると、野生型 MAT2B 発

現細胞では内在性 MAT2A が核内に多く

分 布 し て い る の に 対 し 、 C 末 端 欠 失

MAT2B 発現細胞ではノックアウト細胞と同

様に、MAT2A が核と細胞質の両方に分布

しており、MAT2B は MAT2A の核内移行に

重要であることが分かった（図１）とともに、

MAT2B ノックアウト細胞および C 末端欠失

MAT2B 発現細胞では、SAM 産生調節が

正常に行われていない状況にあると期待



できた。SAM 産生調節の破綻の影響を明らかにするために、これらの細胞を用いて RNA シーケンシン

グを実施して、遺伝子発現の差異からこれを推測した。 
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