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研究成果の概要（和文）：メチオニン・アデノシル転移酵素II（MATII）は、S-アデノシルメチオニン（SAM）の生合成
を触媒する。合成されたSAMはメチル基転移酵素（MT）の基質として利用され、そのメチル基はDNA中のシトシンやヒス
トンのリジン残基などへ転移され、クロマチンレベルでのエピジェネティクスを支配する。本研究では、ヒストンやDN
Aのメチル化を包括的に低下させる方法を開拓し、細胞記憶を消去することである。しかし、当初予定していた細胞記
憶の書き替え法にまでは、至っていない。一方、核移行に必要な因子群の同定や、MATIIαが核移行するために必要と
示唆される翻訳後修飾の動態から、理解可能となった。

研究成果の概要（英文）：Methionine adenosyltransferase (MAT) catalyzes S-adenosylmethionine (SAM) 
synthesis, which is utilized as a methyl donor in transmethylation reactions. MATII, a MAT isozyme, is 
composed of the catalytic α and regulatory β subunits. Both of the subunits are recruited to a subset 
of target genes of Bach1 and MafK to facilitate their repression. However, it has been unclear how the 
nuclear accumulation of MATII subunits is regulated. Using overexpression and bimolecular fluorescence 
complementation, we found that MATIIβ promoted the nuclear localization of the α subunit and that 
resulting heterooligomer was present predominantly in nuclear compartment. A single serine residue of α 
subunit was required for its interaction with β subunit and efficient nuclear accumulation.These results 
suggest that β subunit defines nulcear-specific MAT isozyme by facilitating nuclear import of its 
catalytic subunit.

研究分野： 生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)細胞記憶とメチル化反応 細胞分化シス
テムの基盤となる幹細胞は、多分化能を維持
しつつ増殖しながら（自己複製）、ある頻度
で分化を開始し、様々な細胞を作り出す。幹
細胞でも分化細胞でも、ある一定の遺伝子発
現パターンが安定に維持されており、この現
象を「細胞記憶」と呼ぶ。このような細胞記
憶は、細胞核内のクロマチン構造のレベルで
保持されていると考えられている。クロマチ
ン構造は、ヘテロクロマチンとユークロマチ
ンに大別される（図 1）。ヘテロクロマチンは
細胞学的な観察により高密度な DNA 領域と
して識別され、転写活性の低いクロマチン構
造である。一方、ユークロマチンは低密度な
DNA領域として識別され、転写活性の高いク
ロマチン構造である。このクロマチン構造の
制御に関して、「ヒストンコード仮説」が提
唱され、個々の修飾やその組み合わせの“意
味”が解明されつつある。現在、ヒストンのメ
チル化・脱メチル化において、ヒストン H3
の 4番目と 9番目のリジン残基が極めて重要
であることがわかっている（図 1）。そして、

これらのリジンのメチル化や脱メチル化が、
ヒストンのアセチル化や脱アセチル化、DNA
メチル化を誘導し、クロマチン構造を変化さ
せ、その結果、遺伝子の発現制御に寄与する
といった「エピゲノム」のパラダイムを確立
させつつある。したがって、DNAやヒストン
のメチル化修飾によるエピゲノム制御を標
的とすることにより、細胞記憶の状態を変え
ることも可能かもしれない。メチル化修飾を
クロマチンに施すメチル化酵素は、全て S-ア
デノシルメチオニン（SAM）を基質とするが、
核内における SAM量の増減や SAM合成酵素
の局在化が、ヒストンのメチル化レベルなど
のエピゲノム動態を左右する可能性は、これ
までほとんど想定されていない。 
(2)MATII とエピゲノム制御 研究代表者は
これまでに、がん関連転写因子 MafK がパー
トナー分子とヘテロ二量体を形成して、Maf
認識配列（MARE）に結合し、その標的遺伝
子の転写制御を明らかにしてきた。例えば、
B リンパ球分化の過程では、MafK は主に転
写抑制因子として機能し、Blimp-1 遺伝子な
どの発現を抑制することにより液性免疫の
量と質を制御する。具体的には、成熟 Bリン

パ球株から MafK の複合体精製と質量分析を
おこない、MafK が Bach2 とヘテロ二量体を
形成し Blimp-1 遺伝子の転写を抑制している
ことを明らかした。さらに、本提案の根幹を
成す発見として、MafK複合体から SAM合成
酵 素 （ methionine S-adenosyltransferase II, 
MATII）を同定した。MATIIは、触媒サブユ
ニットαと機能未知のサブユニットβから
構成される。研究代表者は、MATIIαの複合
体精製および質量分析もおこない、MATIIが
MafKや Bach2以外の転写因子や、Swi/Snfや
NuRD、ポリコーム複合体などのクロマチン
制御因子、G9a や Ehmt1、ALL1 などのメチ
ル化酵素と複合体を形成することを示し、
SAMIT 複合体（SAM-integrating transcription 
regulation module）と名付けた（図 2）。そし

て、MATII および SAMIT が MafK のコリプ
レッサーとして HO-1 遺伝子など標的遺伝子
の転写を抑制すること、この抑制には MATII
αの SAM 合成活性が必要であることも明ら
かにした。さらに、SAMIT複合体が SAM合
成とヒストンH1およびH3のメチル化修飾と
いう二段階反応を効率良く触媒することを
見いだした。これらのことから、研究代表者
は、転写因子が MATIIをクロマチンへ局所的
に動員し、標的遺伝子周辺のヒストンのメチ
ル化を促進して転写を調節すること、すなわ
ち、局所的な MATIIの動員がエピゲノム制御
の基本原理であることを提唱した。MATIIが
動員されない場合には、クロマチン周辺での
SAMの供給が途絶えるために、ヒストン等の
メチル化が低下し、細胞記憶が維持されなく
なる可能性がある。このような背景と独自の
知見に基づいて、研究代表者は、RNA 干渉
（RNA interference, RNAi）法による MATII
のノックダウンにより、DNAやヒストンのメ
チル化修飾を包括的に低下させる技術
（memory canceling法）を開発し、分化細胞
の細胞記憶を人為的に改変する（memory 
rewriting法）、というアイデアを考えた。 
 
２．研究の目的 
	 全ての細胞は、ある一定の遺伝子発現パタ
ーンが安定に維持され、クロマチンレベルで
制御されていると考えられている。このよう
な細胞記憶は、DNAやヒストンテイルのメチ
ル化修飾により、クロマチン構造が変化し、
その状態が安定に維持されると考えられて
いる。これら核内のメチル化反応は、全て S-
アデノシルメチオニン（SAM）をメチル基供

図１ ヒストンコード仮説の例 

図２ MATIIによるSAMの供給とヒストンのメチル化 



与体とする。SAM は、メチオニンと ATP を
基質として SAM 合成酵素（MAT）により生
成される。本研究の主題は、ヒストンや DNA 
のメチル化を包括的に低下させる方法を開
拓し、細胞記憶を消去し、クロマチンと細胞
の可塑性を高める技術を開発することであ
る。そのために、核内の MAT の機能を解明
し、さらにその機能改変による、幹細胞の誘
導や細胞分化の人為的制御を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞記憶キャンセル法（Memory Canceling
法）の開発 
	 MATII がゲノムワイドに包括的な制御に
も関わることを証明するために、MATIIαの
ノックダウン ES細胞を用いて、ヒストン H3
だけでなく、ヒストン H4 や H1 のリジン、
DNA のシトシンにおけるメチル化の挙動を
コントロールと詳細に比較した。また、詳細

な遺伝子発現プロファイリングを行い、細胞

記憶状態をゲノムワイドに検討した。 
	 

(2)MATIIαおよびβの細胞内局在 

	 細胞内の蛋白質間相互作用検出システム

（ Bimolecular fluorescence complementation, 
BiFC）を行うために、既に YFP 蛋白質の改
変型である Venus蛋白質を、蛍光に必要な二
つの機能ドメインに分離（Split Venusタグ）
し、そのタグと MATIIサブユニットとの融合
蛋白質の発現系を構築した。独立したタグが

互いに近接した場合のみ蛍光を発するので、

このタグに融合した MATIIαとβの局在の
場を検出することができる。研究代表者は、

MATIIαまたはβの過剰発現や、両サブユニ
ットの共発現における、細胞内局在の可視化

を試みた。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ES 細胞を用いた MATIIαのノックダウ
ン	 
	 研究代表者らは、細胞記憶キャンセル法を
開発するために、ES 細胞を用いて一過的に
MATIIαの転写量を減弱（ノックダウン）す
ることを試みた（図 3）。MATIIα遺伝子の
アミノ酸翻訳領域を標的とする、２種類の

siRNAを調製し、ES細胞へそれらを遺伝子導
入（エレクトロポーレーション法）した。こ
れらの ES細胞から、全 RNAを抽出し、逆転
写酵素によって鋳型 DNA を調製、それを用
いて、定量 PCR法による転写量の測定を行っ
た。その結果、図 3の左図にあるように、２
種類の MATIIαの siRNAにより、MATIIαの
転写量が８０～９０％ほど減弱させること
ができた。そこで、この細胞から引き続き、
全ヒストンを抽出した。これらの抽出物を、
１５％SDS-PAGEにて展開し、イムノブロッ
ト解析のために、PVDF 膜に転写して、抗ヒ
ストン H3ならびに、H3 K4や K9といった
リジンのメチル化、βアクチン抗体によって、
サンプル中のメチル化や、総タンパク質量の
程度を検出した。その結果、MATIIαのノッ
クダウンによって、ヒストン H3 K4ならびに
K9のメチル化が明らかに減少していた（図 3、
右図）。このことは、MATIIαがメチル化の
供与体であるSAMの産生に寄与することで、
その MATIIαの発現低下が、SAM の産生低
下だけでなく、主要なエピゲノムマーカーで
ある、ヒストン H3 K4や K9のメチル化に包
括的に影響を与えていることが示唆される。
さらに、研究代表者らが目的とする、細胞記
憶の消去に、MATIIαが重要な役割を担って
いる可能性も示唆された。 
	 
(2)	 未分化維持に関与する遺伝子群の発現
プロファイル	 
	 前述の ES 細胞を用いた MATIIαのノック
ダウンが成功したことで、MATIIαの転写量
の定量測定実験と同様に、細胞の未分化能や
その維持に関与する遺伝子群の発現量も定
量することを試みた。その結果、図 4に示す

とおり、山中因子に相当する Sox2 や Klf4、
これらの上流に相当する Nonog、ES細胞の未
分化維持に重要とされる Esrrb の発現量が、
MATIIαのノックダウンによって増加してい
た。このことから、研究代表者らが目的とす
る、細胞記憶の消去の過程に、未分化能や多
能性の遺伝子群が影響を受け、その制御には、
エピゲノムだけでなく、MATIIαが重要な役
割を担っている可能性が示唆された。 
	 
(3)	 MATIIαの細胞内局在	 

図３  ES 細胞の MATIIαノックダウン
（MATIIα KD）（左図）により包括的に低下し
たヒストン H3のメチル化（右図） 

図４ ES細胞のMATIIαノックダウン（MATIIα KD）
により未分化維持に関わる遺伝子の発現が増加する 



	 MATIIαによるエピゲノムや遺伝子発現制
御が、細胞記憶の分子機構に大いに関与する
こと、もともと転写因子 Bach1/MafK 複合体
の構成因子として、細胞核内の MATIIαが同
定されたこと、さらに、MATII には MATII
αのだけでなく、調節サブユニット β によ
る酵素活性の制御を受けることが、これまで
の研究代表者らの解析から明らかにされて
きた。そこで、私たちは MATIIαと MATII
βの局在を、モニターする観察実験系を構築
することを試みた。そのために、蛍光タンパ
ク質 YFPの改変型 Venusを用いて、このタン
パク質の構造ドメインを２分したそれぞれ
のペプチド（Venus (N)および Venus (C)）を
タグにして、MATIIαやβとの融合タンパク
質の細胞内発現プラスミドを構築した。もし、
互いの分子の相互作用が成立すると、２分し
た Venusの構造ドメインの空間距離が近くな
り、そのことで蛍光可能になる。この現象を
利用して、MATIIサブユニット間の細胞内局
在を生細胞下にて、観察した。その結果、	 

図 5に示すとおり、MATIIαを２分したそれ
ぞれのタグとの融合タンパク質として、発現
させると、MATIIαの二量体が形成されるこ
とにより、細胞全体の蛍光が観察された（左
図）。一方で、同様に MATIIβを２分したそ
れぞれのタグとの融合タンパク質として、発
現させた場合には、MATIIβの二量体が形成
されることはなく、蛍光は観察されなかった
（右図）。２分したそれぞれのタグに、MATII
αと βとの融合タンパク質として発現させる
と、今度は、MATIIαとβとの二量体が形成
され、その蛍光は細胞核に限局した。以上の
ことから、先に述べた、MATIIαによるエピ
ゲノムや転写調節制御には、MATIIβによる
MATIIαの核内への移行が必要であることが
示唆された。 
	 今後、MATIIαと βの局在から、細胞記憶
の消去ならびに書き込み法に向けて、その分
子機構を解き明かす必要がある。しかし、今
回の研究では、一過性のノックダウンしか構
築できず、安定したノックダウン発現系を完
成させる必要があると考えている。	 
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