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研究成果の概要（和文）：メチル化反応のメチル基供与体であるS-アデノシルメチオニン(SAM)は、メチオニン代謝回
路で産生される。本研究は、メチオニン代謝と転写環境のメチル化修飾のクロストークを解明することを目的とした。
まず生体内のメチオニンやSAMを高感度に検出する測定系を確立した。またモデル動物として線虫を用いることで、食
餌中のメチオニンがSAMに代謝されてヒストンのメチル化に影響することや、SAMを大量に消費するリン脂質合成酵素の
1つが、寿命の調節に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The intercellular methyl group donor S-adenosyl-L-methionine (SAM) is produced in 
the methionine cycle. In this study, we investigated the crosstalk between methionine metabolism and 
methylation levels in the transcriptional environment. We first established the highly sensitive 
measurement system for detecting cellular methionine and SAM. In addition, by using C. elegans as a model 
organism, we revealed that food-derived methionine affects methylation levels of histones by being 
converted into SAM and one of phospholipid synthases that consumes a large amount of SAM is involved in 
lifespan regulation.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

摂食の有無や食餌中の栄養成分は、代謝シグ

ナルとして内分泌経路、細胞内情報伝達経路

を介して受容され、リン酸化やアセチル化、

メチル化などの翻訳後修飾としてタンパク

質に刻印される。とりわけヒストンや転写制

御因子の翻訳後修飾による機能調節は、転写

環境をダイナミックに変化させることで、生

体恒常性の維持に寄与している。我々はこれ

まで、転写因子 FOXO1 がリン酸化、アセチル

化、ユビキチン化、メチル化などの多重修飾

によって多層的に制御されていることを見

出してきたが (PNAS 2003, 2004, 2005, 

2011; Mol. Cell 2008; Cell Metab.2011)、

一方で修飾酵素側の活性調節メカニズムに

ついては不明な点が多く残されていた。こう

した背景の下、我々は酵素による基質の修飾

反応には、両者の量的関係に加えて、反応に

関わる修飾基供与体や補酵素の存在が必須

であること、またそれらの生成量は細胞内の

普遍的な代謝反応経路によって規定されて

いることに着目した。すなわち、リン酸化反

応におけるATPやアセチル化反応のアセチル

CoA、脱メチル化反応におけるα-ケトグルタ

ル酸のように、修飾反応のコファクターの多

くが、糖やアミノ酸からの代謝物であるとい

う一面を持っており（下図）、この概念は当

時、世界的にも注目され始めていた。 

図１ 代謝と転写修飾酵素のネットワーク 

 

２．研究の目的 

本計画研究で我々は、代謝と転写環境をつな

ぐ分子の１つとして、メチル化修飾反応のメ

チル基供与体であるSAMに着目する（図２）。

SAM は生体内において、必須アミノ酸である

メチオニンと ATPから SAM合成酵素 (線虫で

は SAMS [SAM synthase]) を介して生成され

ることから、「食餌・栄養の摂取」や「メチ

オニン代謝サイクル」が SAM 量を規定する律

速段階であると予想される。この可能性を最

もシンプルな多細胞モデル動物である線虫 C. 

elegans を用いて検証するとともに、SAM 量

の変動がメチル化修飾を介して転写環境、さ

らには個体機能に与える影響についても解

析を進める。このように本計画研究では、SAM

を起点として代謝反応と転写環境を一体と

して捉えることで、メチオニン代謝と転写環

境構築のクロストーク制御機構の解明を目

指す。 

図２ メチオニン代謝と転写環境のメチル化

制御 

 

３．研究の方法 

(1) メチオニンおよび SAM の定量法 

本研究では体長１mmの線虫を実験材料に用

いるため、生体サンプル中に存在する代謝産

物の定量には高感度の測定システムの確立

が必須である。そこでメチオニンの検出には、

蛍光標識ラベル法を用いた。一方で SAM は

蛍光標識ラベル法が適用できなかったこと、

また非常に不安定な物質であることなどか

ら、グラファイトカラムを用いた LC-MS/MS

により定量する系を確立した。 

 

(2) 合成培地を用いた食餌成分のメチル化へ

の影響の検討 



線虫は通常、大腸菌を餌に用いるが、この方

法では食餌成分の変化が線虫個体内の代謝

物量やタンパク質修飾に与える影響を解析

することができない。そこで我々はまず、

糖・アミノ酸・脂肪・核酸・ビタミン類で構

成された合成培地での線虫飼育法を確立し、

必須アミノ酸であるメチオニンの含有量の

変化がメチル化に与える影響を検討した。 

 

(3) 線虫の RNAi スクリーニング 

sams-1 遺伝子の発現調節に関わる転写因子、

または生体内 SAM量を規定する主要な SAM消

費タンパク質（メチル基転移酵素）を探索す

るために、Ahringer 博士らが作製した RNAi

ライブラリーを用いた。なお同ライブラリー

は線虫全遺伝子の 87%までしかカバーしてい

ないため、その他の遺伝子の中で、アミノ酸

配列から転写因子もしくはメチル基転移酵

素と予測された約100の遺伝子を新たにクロ

ーニングし、RNAi ライブラリーに加えた。 

 
４．研究成果 

(1) メチオニン(Met)および S-アデノシルメ

チオニン(SAM)定量系の確立 

① 従来 Met 分析の検出には、他のアミノ酸

同様ニンヒドリンによる発色が用いられて

きたが、線虫体内の微量な Met を検出するに

は感度が低いという問題があった。そこでニ

ンヒドリンに比べ、1,000 倍以上の感度を有

す る 蛍 光 検 出 系 の 確 立 を 試 み 、

6-aminoquinolyl carbamyl（AQC）基で蛍光

標識することにより、線虫抽出物中の

AQC-Met を HPLC にて分離・検出することに成

功 し た 。 な お 当 該 ピ ー ク は 、

MALDI-QIT-TOF/MS にて分子量を確認し、Met

を検出できていることを確認している。 

② SAM は Met 同様α-アミノ基を有すること

から、最初に AQC 化を試みたが、HPLC クロマ

トグラム上にピークが検出されず、質量分析

でもAQC-SAMの分子量に対応するイオンは検

出されなかった。そこで新たにグラファイト

カラムを用いた LC-MS/MS による直接分析を

試みた。SAM の熱不安定性を考慮し、サンプ

ルや標準品のハンドリングは常に 10℃以下

で行うよう留意した。また化学的性質が SAM

と全く同等の d3-SAM（SAM のメチル基の水素

原子を重水素に置換した安定同位体）を定量

の際の内部標準に採用することで、分析の定

量性を担保した。さらに、SAM 自体のイオン

の検出感度では、細胞や線虫に微量に存在す

る SAM を検出するには不十分だったため、

multiple reaction monitoring を行った。そ

の結果、フラグメントイオンとして生じるア

デニンイオンが高感度に検出されたことか

ら、この方法をもって SAM の定量系とした。 

 
(2) SAM 生合成系と食餌中 Met のメチル化修
飾への影響 

① sams-1 遺伝子をRNAiした線虫体内のSAM

量を定量した結果、コントロールに比べて顕

著な減少が認められた。この結果は sams-1

が線虫のSAM量を規定する律速酵素であるこ

とを示すと同時に、sams-1遺伝子の転写調節

がSAM合成と密接に相関することを示唆して

いる。そこで我々は、sams-1の発現を制御す

る転写因子を探索するため、sams-1のプロモ

ーター配列をGFPに連結したレポーター遺伝

子を線虫に導入し、約 600 の転写因子 RNAi

ライブラリーを用いてスクリーニングを行

った。その結果、sams-1遺伝子の発現を制御

する２つの転写因子を同定した。 

② Metを制限した合成培地で線虫を1週間飼

育したところ、線虫体内の SAM 量は Met 含有

培地と比較して約 70%減少した。この条件下

で飼育した線虫からヒストンを抽出し、WB に

てリジン残基のメチル化を検出したところ、

H3K9me3 では有意な変化は見られなかった

のに対し、H3K4me3 および H3K36me3 で

メチル化の減弱が認められた。一方、Met 制

限培地に SAM を添加することで、H3 のリジ

ンメチル化レベルはMet含有培地と同程度ま

で回復した。これらの結果は、食餌中の Met



が生体内の SAM 量を規定し、転写活性化のマ

ークである H3K4 および K36 のメチル化レベ

ルと正に相関することを示唆している。 

 

(3) SAM 消費経路の探索 

① 生体内のSAM量は、SAM合成系のみならず、

SAM 消費系とのバランスによって規定される

と考えられる。そこで我々は、線虫において

最も多くSAMを消費するメチル基転移酵素を、

RNAi スクリーニング法で探索した。約 200 の

メチル基転移酵素ライブラリーのすべてを

ノックダウンして線虫体内のSAM量を測定し

た結果、エタノールアミンをメチル化する酵

素のひとつである pmt-1 が、SAM を最も多く

消費する因子として同定された。pmt-1 はフ

ォスファチジルコリン (PC) の生合成経路

の律速酵素であり、PC は細胞膜の主な構成成

分であることから、生体内の SAM 量は細胞膜

のダイナミックな挙動（分裂や運動、小胞形

成など）と相関する可能性が考えられた。 

② pmt-1が実際に線虫体内のSAMの主要な消

費酵素であるのかを検証するため、pmt-1 遺

伝子を導入したトランスジェニック (Tg) 

線虫を樹立し、SAM 量を測定した。その結果、

予想通り pmt-1の過剰発現によって、野生型

に比べて SAM 量が約 20％低下していた。 

③ SAM 合成系が低下した sams-1 欠失変異体

では、寿命が延長することが知られている。

この分子機序としてSAM量の減少が考えられ

ているが、未だ証明はされていない。我々は

pmt-1 Tg 線虫で SAM量の減少が認められたこ

とから、寿命を測定した結果、pmt-1 Tg 線虫

で有意な寿命の延長が認められた。また

pmt-1 Tg を sams-1 欠失変異体と掛け合わせ

た系統では、さらなる寿命の延長が見られな

かったことから、２つの遺伝子は同一経路上

にあること、すなわち生体内 SAM 量の減少が

寿命延長の一因であることが示唆された。 
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