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研究成果の概要（和文）：　エピゲノム制御の根幹をなすDNAやヒストンなどのメチル化修飾はS-adenosyl-L-methoini
ne (SAM)をメチル基供与体とする。SAMはメチオニンとATPを基質としてmethionine adenosyltransferase (MAT) によ
り合成される。本研究では、MATのアイソザイムであるMATIIが核に分布する分子機構を解明し、核内MATIIが転写制御
やヘテロクロマチン形成に重要な役割を担うことを明らかにした。SAM地産地消機構が実在することを証明したことを
受け、今後はこの機構の細胞分化や増殖における役割やシグナル応答性などが重要な課題となる。

研究成果の概要（英文）： Regulation of epigenome relies on methylation of DNA and histones, which 
utilizes S-adenosyl-L-methoinine (SAM) as a sole methyl donor. SAM is synthesized by methionine 
adenosyltransferase (MAT) using methionine and ATP as substrates. In this research project, we discovered 
the molecular mechanism for the nuclear accumulation of MATII, one of the isozyme of MAT in higher 
eukaryotes. We also found that nuclear MATII interacted with various chromatin and transcription 
regulators, promoted histone H3 lysine 9 trimethylation of its target genes, and thus repress their 
expression. MATII also promoted formation of heterochromatin structure of certain chromatin subregions. 
These observations support our original contention that SAM is synthesized in nuclei for chromatin and 
gene expression (“local synthesis of SAM for local consumption” model). Next important step will be to 
understand how the activity of nuclear SAM is regulated during cell differentiation and/or proliferation.
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１．研究開始当初の背景 
 エピゲノム制御において、DNA やヒストン
などのメチル化修飾は根幹的な役割を担う。
これら核内におけるメチル化反応は、他の多
く の 生 体 内 メ チ ル 化 反 応 と 同 様 に
S-adenosyl-L-methoinine (SAM)をメチル基供
与体とする。SAM はメチオニン代謝回路のハ
ブ代謝物であり、メチオニンと ATP を基質と
して methionine adenosyltransferase (MAT) に
より合成される。申請者は、そのアイソザイ
ム MATIIがメチル化酵素やクロマチン構造
制御因子と共に複合体（SAMIT と命名）を形
成し、転写因子により特定の標的遺伝子へ動
員され、周辺ヒストンのメチル化を促進する
ことを見いだした。そして、局所的 SAM 合
成酵素動員はエピゲノム制御の基本原理で
あることを提唱した（Mol. Cell, 2011）。 

 
２．研究の目的 
 上に述べた概念をさらに発展させ、本領域
が掲げる目標の一つ、「転写環境・代謝ネッ
トワーク」の理解に貢献するためには、
SAMIT のクロマチン上での作用機構、ならび
に、このエピゲノム制御の生物学的・病理学
的アウトプット、の二点を解明することが重
要である。そこで本計画研究では、細胞分化
に伴うエピゲノムリモデリングの優れたモ
デルとなる B リンパ球-形質細胞分化を取り
あげ、SAMIT 複合体の機能、構造、生物・医
学的意義を明らかにすること、メチオニン代
謝回路とエピゲノムの共役機構を理解する
ことを目的とした。また、エピゲノムにおけ
る鉄の役割が注目され始めたことを踏まえ、
鉄代謝と遺伝子発現の関係についても取り
あげることとした。 
 
３．研究の方法 

 本計画研究では、B リンパ球-形質細胞分化
における SAMIT およびエピゲノムの変動に
注目し、大きく二つの観点から研究を進める。 
（１）エピゲノム制御における SAM 合成酵素
複合体 (SAMIT 複合体) の機能と作用機構の
解明 

① MATII の核移行シグナルや核外排出シグ
ナルの同定など、核局在の制御機構の理解 
②  chromatin immunoprecipitation-sequence 
(ChIP-Seq) を用いたMATIIのクロマチン結合
部位やヒストン修飾のマッピングとその分化
段階に応じた変動の検討 
③ 分化段階に応じた SAMIT 複合体組成の変
動とその意義に関する検討 
④ 線虫でのノックダウンによる SAMIT 複合
体因子ホモログの機能評価 
⑤ MATII の触媒および機能未知サブユニ
ットの単独およびヘテロオリゴマーの立体構
造解析による作用機構の解明 

（２）SAM 合成酵素複合体 (SAMIT 複合体) の

液性免疫における生理機能の解明とその異常 

⑥ 核局在能を欠く変異 MATIIあるいはの
B リンパ球特異的ノックインマウスの作成、
および免疫系異常の解析による核内機能の検
証 
⑦ B リンパ球やリンパ腫などを用いたノッ
クダウンと ChIP-Seq の統合による SAMIT 複
合体の機能とその異常の検討 
⑧ DNA 修復における SAMIT 複合体機能の
検討 

（3）SAM に加え、重要な代謝関連物質として
鉄に注目し、鉄による遺伝子発現制御機構を
明らかにする。特にその作用点として Bach1
および Bach2 に注目する。 

 
４．研究成果 
 24年度は、methionine 
adenosyltransferase II (MATII)について、以
下の実験を行った。（1）細胞内局在の制御： 
MATIIは触媒サブユニットαと機能未知サブ
ユニットβのヘテロオリゴマーとして存在す
る。α分子上で核局在に必須の7アミノ酸領域
を同定し、これがβとの結合に必須であるこ
とを証明した。（2）複合体構成因子の同定と
その機能：αサブユニットを線維芽細胞で発
現し、その複合体構成因子を免疫沈降法で調
べた。MATIIはヒストンメチル化酵素
SETDB1と複合体を形成することを見いだし
た。さらに、アレイ実験により
MATII-SETDB1複合体の標的遺伝子として、
これまで知られていたヘムオキシゲナーゼ-1
（HO-1）遺伝子に加え、シクロオキシゲナー
ゼ-2（Cox-2/Ptgs2）を見いだした。MATII
はCox-2遺伝子領域のヒストンH3K9トリメ
チル化に必要であること、プロモーターやエ
ンハンサー領域にMATIIとSETDB1が動員さ
れることも証明した。これらの知見は、クロ
マチン上でMATIIによる
S-adenosylmethionine (SAM)生合成とSAM
を基質とするヒストンメチル化の共役機構を
初めて示したものである。クロマチン制御に
おけるSAMの地産地消機構を提唱した。さら
に、αサブユニットを形質細胞株で発現し、
その複合体を精製、構成因子を高感度質量分
析計にて同定した。転写因子、クロマチン制
御因子に加え、DNA複製や修復に関わる因子
を多数同定した。 
 25 年度は特記すべき成果として以下の結
果を得た。MATIIa および b について、種間
の保存性や既知ドメインを参考に多数の欠
失変異体を作成し、293T 細胞や Hela 細胞な
どで細胞内分布を比較した。まず、予想外な
知見として、α と β はそれぞれ単独で過剰発
現した場合、全く異なる細胞内分布を示すこ
とを見いだした。α は主に細胞質に分布する
のに対して、β はほとんどの細胞で核に局在
した。両者を同時に発現させると、α も核に
局在する細胞が著しく増加した。α 単独で発
現した場合には上述のごとく細胞質に主に



分布するが、一部（約 10%程度）の細胞では
細胞質+核の分布を示したことから、これを
指標に αの欠失変異の分布を比較した。そし
て、αの C 末端 7 アミノ酸の領域が核分布に
必須であることを見いだした。以上の結果か
ら、β は α の核移行を制御する調節サブユニ
ットであること、そして αの C 末端領域と結
合することにより核への分布を調節するこ
とが考えられた。α と β がヘテロオリゴマー
として分布する細胞内部位を特定すること
を split venus 系を応用して進めた。この系
では蛍光蛋白質 Venus が二つに分断され、そ
れぞれを相互作用を調べたいタンパク質に
融合して発現させる。相互作用が細胞内で生
じた場合には Venus が再構成され、相互作用
形成部位にて蛍光が観察される。この系を α
および βの細胞内オリゴマー形成の解析に用
いた。α 全長を改良 Venus 系で調べると、α
は細胞内でホモオリゴマーを形成すること、
これは主に細胞質に分布することがわかっ
た。一方、β のホモオリゴマーは検出されな
かった。αと βの相互作用は改良 Venus 系で
も確認され、さらに、このヘテロオリゴマー
は主に核に分布することがわかった。以上の
結果から、β サブユニットの機能が MATII
の核移行にあることが結論できた。現在、共
同研究論文を執筆しており、近々投稿予定で
ある。 
 26 年度は特記すべき成果として以下の結
果を得た。αの複合体を Hepa1 細胞から精
製し、その翻訳後修飾状態を質量分析により
検討した結果、数カ所のセリンおよびスレオ
ニン残基がリン酸化を受けることを見いだ
した。αの核移行がリン酸化により制御され
る可能性を調べるために、これらリン酸化ア
ミノ酸に変異を導入し、その細胞内分布やβ
に対する応答を調べる実験系を立ち上げた。
このような過剰発現を用いた実験を進める
過程で、同酵素のタンパク質量が転写後のい
ずれかの段階でも制御されていること、この
制御は細胞内 SAM レベルを感知しているこ
とを見いだした。そこで、mRNA レベルの制
御、翻訳の制御、タンパク質安定性の制御に
ついて、それぞれ検証を進めた。次世代シー
クエンサーを用いた実験結果からは、細胞内
では MATIIαを含むごく限られた遺伝子の
mRNAのレベルがSAM濃度により制御され
ていることを見いだしている。タンパク質安
定性については、シクロヘキシミド等を用い
た系で検討を進めた。 
 27 年度は、αおよびβサブユニットにそれ
ぞれ直接結合するタンパク質を酵母 two 
hybrid 法を用いて探索した。その結果、βサ
ブユニットは核膜孔タンパク質のいくつか
と直接結合する可能性を見いだした。一方、
αサブユニットについては、ユビキチン E2
リガーゼと相互作用することを見いだした。
また前年度までに、同酵素のタンパク質量が
転写後のいずれかの段階でも制御されてい
ること、この制御は細胞内 SAM レベルを感

知していることを見いだしていたので、この
分子機構についても検討を進めた。RNA シ
ークエンスの結果、SAM 添加 3 時間後に
mRNA 量が上昇する遺伝子はごく少数であ
り、この調節は極めて特異性の高いものであ
ると考えられた。アクチノマイシン D を用い
た実験により、この調節は mRNA 安定性の
変化によることを見いだした。そこでリポー
ターアッセイを用いてこの調節に関わる
mRNA シス領域の同定を進め、3’非翻訳領域
が関わることを見いだした。現在、この領域
に結合する調節タンパク質を、RNA-タンパ
ク質複合体の解析などにより進めている。
MATII の細胞分化における役割を明らかに
するために、試験管内筋分化系を用いて
MATII 阻害剤（MATI も阻害するので実験結
果の解釈には注視する必要あり）を用いてそ
の効果を調べた。SAM 合成は筋細胞分化に
おいて必須であることを見いだした。その分
子機構に関する検討を進めていく。 
 ChIP-Seq を用いた MATII 結合部位のマッ
ピングも実施したが、予想に反してエンハン
サー領域等への有意な集積は認めなかった。
最近酵母 MAT (SAMS1 および SAMS2)の
ChIP-Seq の報告がなされたが、予想に反して
コード領域への集積が認められており、我々
の結果とも矛盾しないものであった。コード
領域におけるエピゲノム制御についても現
在研究を進めている。 
 線虫を用いた研究は領域代表者・深水教授
らとのと共同研究として進めたので、具体的
成果については深水教授の報告書に委ねる。 
 α-βの立体構造については、組換えタンパ
ク質の安定性、特にβサブユニットは発現は
容易であるものの、著しく不安定であり、
様々試行錯誤はしたものの十分高品質の試
料を得ることができず、結晶化に至っていな
い。 
 核局在不全MATIIα発現マウスの作製につ
いては、ノックアウト ES 細胞に変異 MATII
α遺伝子導入を進めたが、その発現を期待通
りに操作することができず、発現システムの
変更が必要となっている。 
 B リンパ球でのノックダウン実験は順調に
進み、その重要性も明確に示すことができて
いる。現在、B リンパ球複合体に含まれる
DNA 修復因子や転写因子側の解析を進めて
おり、その結果とあわせて論文化の予定であ
る。 
 鉄とエピゲノムの関係については、マウス
鉄欠乏モデルを用いて DNA メチル化の測定
や、鉄→ヘム→Bach1/2 制御系の役割を検討
し、現在論文投稿中である。 
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