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研究成果の概要（和文）：ヒストンメチル化酵素MMSETはヒストンH3の36番目のリジンをジメチル化することで
遺伝子の転写を活性化している。20%の多発性骨髄腫ではMMSETのタンパク質の量の増加が見られ、また一部のが
んでは活性が異常亢進したアミノ酸変異体が見つかっている。本研究ではMMSETのクライオ電子顕微鏡を用いた
単粒子解析によってMMSETと基質ヌクレオソームとの複合体の立体構造を解析し、そのメチル化活性を制御する
機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The histone methyltransferase MMSET activates gene transcription by 
dimethylated lysine 36 of histone H3. 20% of multiple myeloma patients show increased amounts of 
MMSET protein, and some cancers have mutations in MMSET that abnormally increase their activity. In 
this study, we analyzed the three-dimension structure of MMSET in complex with nucleosome by 
single-particle analysis of MMSET using cryo-EM. We clarified the mechanism that regulates its 
methylation activity.

研究分野：構造生物学

キーワード： エピジェネティクス　ヒストンメチル化　ヌクレオソーム　クライオ電子顕微鏡

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MMSETは本来基質が結合するクレフトに自己阻害ループがフタをするように結合することで基質との結合がある
程度制限されている。一方、E1099KやT1150Aのようながん化型のアミノ酸変異体は、自己阻害ループのフタをす
る力が弱いため、高いメチル化活性を示すことが立体構造レベルで明らかとなった。この成果は、がん化型
MMSETによる調節機構の破綻を回避し、適切な活性制限効果を取り戻すような分子標的薬を設計するための立体
構造基盤を提供するものである。

※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 
真核生物のゲノムは、ヒストンコア(ヒストン H2A、H2B、H3、H4を各 2分子ずつ含むヒス
トン八量体)に約 146bpの DNAが強固に巻き付いたヌクレオソームを基本単位として持つ。さ
らにこのヌクレオソームはリンカーDNAを介して連なりコンパクトなクロマチンを形成して核
内へ収納されている。このようなゲノムが高次に折りたたまれた状態では、転写因子が目的の
DNA配列を認識することが難しく、遺伝子の転写制御に支障をきたすと考えられる。これまで
の研究から、ヒストンの翻訳後修飾やクロマチンの構造変化が転写制御に重要な役割を果たす
ことが知られている(エピジェネティック制御)。例えばヒストンのメチル化、アセチル化など
様々な翻訳後修飾は、ヒストンメチル化酵素、ヒストンアセチル化酵素といった修飾を書き込
む”writer 因子”によって行われている。さらに書き込まれた修飾は、それらを特異的に読み取
る”reader 因子”によって認識され高次に折りたたまれたゲノム構造に変化がもたらされ、最終
的に転写因子が DNAにアクセス可能となる。 
このような背景からヒストン修飾の破綻は様々な疾患を誘発することが多く、本研究の対象
であるヒストン修飾因子 MMSETの異常も、様々ながんを含む疾患の原因となることが報告さ
れているが、分子・原子レベルでの発症メカニズムには不明な点が多い。そのため治療薬開発の
基盤となる立体構造に基づいた酵素活性制御メカニズムの解明が待たれている。 

 
 

 
２． 研究の目的 
これまでの研究によりエピジェネティックな制御の破綻が疾患を引き起こす例は数多く報告さ
れている。本研究で取り扱う“writer因子”であるMMSETは転写が活性な領域や遺伝子間領域
のヒストン H3の 36番目のリジンをジメチル化(H3K36me2)することで遺伝子の転写活性化に
関与している。この MMSET遺伝子がハプロ不全を起こすとウォルフ・ヒルシュホーン症候群
の原因となることが知られている。また多発性骨髄腫の 20%においては、染色体転座 t(4;14)が
起こることによって MMSETが過剰に発現することが発症の原因になっている。さらに、他の
がんでは触媒ドメイン中の 1099 番目のグルタミン酸がリジンに変異(E1099K)することで、触
媒活性が上昇していることが分かっている。以上のことから本研究では、がんの原因となる活性
上昇型変異(E1099K)を持つヒストンジメチル化酵素 MMSET と基質であるヌクレオソームと
の複合体の立体構造解析を行い、酵素活性制御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
MMSET の触媒ドメインとヌクレオソームとの複合体を試験管内で再構成し、クライオ電子顕微
鏡を用いた単粒子解析により立体構造を解析した。酵素活性を示す MMSET の触媒ドメイン(973-
1226)は先行研究を参考にして決定した。基質ヌクレオソームを構成する DNA 長はメチル化活性
測定を行い必要十分な長さ(185bp)を決定した。MMSET とヌクレオソームを安定な複合体として
調製することが良質な立体構造解析を可能とすることから、いくつかの工夫を取り入れた。(1) 
MMSET は、ヒストン H4 の N 末端とリンカー配列を介した融合タンパク質として調製した。 
(2)MMSET は酵素活性が亢進している E1099K 変異体を用いた。(3)ヒストン H3は、先行研究から
メチル化酵素との相互作用が強くなることが期待されるヒストン H3 の 36 番目のリジンをメチ
オニンに変異させた(H3K36M) ものを用いた。 さらに生化学的な解析として、がんの原因となる
MMSET の E1099K や T1150A 変異体、得られた立体構造から予想された活性制御を担うアミノ酸等
の変異体に関して、ヌクレオソームを基質とした酵素活性測定や結合能の測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、様々な工夫を行い安定化
した MMSET 触媒ドメイン-ヌクレオソー
ム複合体を試験管内で再構成し、クライ
オ電子顕微鏡(Titan Krios)による単粒
子解析を行った。その結果、約 2.8Åの
分解能で立体構造（図１）を得ることが
できた。得られた複合体構造では典型的
なヌクレオソームに比べ、SHL +5.5 付
近から末端にかけて DNA がヒストンコ
アからはがれた構造をとっていた。そし
て DNA がはがれることで露出したヒス
トン H3、H2A 部分に MMSET が相互作用し



ていることが明らかとなった。さらに MMSET はヌ
クレオソーム DNA の SHL-1 部位、および SHL +5.5
より末端に位置するリンカーDNA 部位の２か所で
相互作用をしていた。 
基質であるヒストン H3K36M 付近のアミノ酸は
MMSET 表面の基質結合クレフトに寄り添うように
結合することで、メチル基供与体の近くに位置し
ていた。既に報告されている MMSET 単体の X 線結
晶構造解析結果によると、基質結合クレフトは
MMSET 触媒ドメイン内(1180-1188:自己阻害ルー
プ)で相互作用しているため、基質結合が阻害され
ていると推測されていた。これらの構造を詳細に
比較した結果(図２)、このヒストン H3 がない単体
の状態では、自己阻害ループの D1182 が K1152 や
T1150 と結合することで、自己阻害ループが基質結
合クレフトに安定して相互作用可能となることが
示唆された。一方、ヌクレオソーム複合体では
K1152 は結合パートナーが DNA に変わり、D1182 と
の相互作用はなくなっていた。そのため自己阻害
ループは基質結合クレフトから離れ、代わりに
H3K36 付近のアミノ酸が結合することが可能とな
ったと考えられた。がん化変異体 T1150A は野生型
に比べて酵素活性が異常亢進しているが、その原
因としてT1150A変異によって D1182との相互作用
が消失することで自己阻害ループが不安定化し阻
害効果が減弱した可能性が考えられた。また
E1099K 変異体も酵素活性が異常亢進している。単
体構造において、この E1099 は K1124 と相互作用することで自己阻害ループの L1184 を安定化
している。E1099K 変異が生じると K1124 との相互作用が破壊され、自己阻害ループを安定化し
ていた相互作用ネットワークの破綻及び再構成が起こるため、自己阻害作用が弱まると推察さ
れた。 
次に得られた立体構造情報から考えられる酵素活性異常亢進メカニズムを検証するために野
生型、E1099K, T1150A, E1099K-T1150A の 4 種類の単体構造についてそれぞれ分子動力学(MD)シ
ミュレーションによる解析を行った。このシミュレーションでは自己阻害ループがどの程度の
比率で基質結合クレフトから離れているか（開状態）を解析した。すると、野生型ではわずか
0.86%が開状態であったのに対し、E1099K、T1150A、E1099K-T1150A 変異体は、高頻度で開状態で
あることが分かった（それぞれ 9.7%、6.3%、18.8%)。この結果から、活性異常亢進を示す変異体
は、その変異によって自己阻害ループの基質結合部位への結合が不安定化されていることが示
唆された。 
 生化学的な解析を様々な変異体について行った。まず、がん化変異体である E1099K や、T1150A
変異体の酵素活性を測定したところ、既報の通り野生型に比べ異常亢進していることを確認し
た。E1099 をアルギニン、グルタミン、アラニンで置換した変異体も野生型より高い活性を示し
たことから、1099 番目がグルタミン酸であることが正常な活性調節を示すために必要であるこ
とが示唆された。次に速度論的解析を行ったところ E1099K、T1150A の両変異体は野生型と比較
して基質ヌクレオソームに対する親和性に大きな差はなく、主にターンオーバー数が上昇して
いることが酵素活性亢進につながっていることがわかった。また複合体構造から予測されるリ
ンカーDNAと相互作用する主なアミノ酸K992,K995,K998をすべてアラニンに変えた変異体では、
酵素活性はほとんど無くなっていた。これはリンカーDNA を持たない 146bp DNA を持つ最小単位
のヌクレオソームを基質にした場合に酵素活性が弱いという結果とも一致し、リンカーDNA との
相互作用が活性に重要であることが示された。 
以上のように本研究ではヒストンメチル化酵素 MMSET の立体構造解明、MD 解析、および生化
学的解析を行った。その結果、基質の存在しない状態の野生型 MMSET の基質結合クレフトは自己
阻害ループによってしっかりフタをされているため、基質が結合する機会が少なくなっている
ことがわかった。一方、がん化型変異体では、変異によって自己阻害ループのフタをする力が緩
められた結果、基質と結合できる状態が増え、酵素活性が異常亢進していることが明らかとなっ
た。これらの結果は酵素活性異常亢進を低減する薬剤開発を行う分子構造基盤を提供するもの
である。 
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