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研究成果の概要（和文）：ヒストンメチル化酵素 SETDB1 の構造と機能の関係を明らかにする

ため、SETDB1 の酵素活性を有する領域を解析した。その結果、SETDB1 の酵素活性には SET

ドメインに加えさらに上流の領域が必要であることを明らかにした。次に、SETDB1 の翻訳後

修飾を解析した結果、SET ドメインの複数のアミノ酸残基がリン酸化を受けることを明らかに

した。最後に、SETDB1 の複合体を質量分析により解析した結果、SETDB1 と相互作用する因

子として MCAF1 を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）：To analyze the function of SETDB1, we generated plasmids to express 

SETDB1 proteins of various sizes. The plasmids were expressed in Sf9 cells and purified. A histone 

methyltransferase assay using purified SETDB1 revealed that SETDB1 requires not only the SET 

domain, but also the N-terminal region of the SET domain for full enzymatic activity in vitro. We also 

identified that the SET domain of SETDB1 was phosphorylated. In addition, immunoprecipitation 

experiments revealed that SETDB1 was associated with MCAF1. 
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１．研究開始当初の背景 

  生活習慣の欧米化に伴い、肥満を基盤とす
る糖尿病、高脂血症などの発症率の増加が問
題となっている。このことから、肥満発症の
詳細なメカニズムを解明し、治療方法を確立
することが急務である。近年、ヒストン 3の
9 番目のリジン残基（H3K9）のメチル化状態
を亢進させたマウスが肥満を呈することが
報告され、エピゲノムの修飾状態の変化が肥
満発症に深く関わっていることが示された。
すなわち、H3K9 のメチル化を制御すること
で、肥満を抑制できる可能性が考えられた。
しかし、ヒストンメチル化による肥満発症の
分子メカニズムは明らかになっていない。 

  SETDB1 は、H3K9 のメチル化に関わるヒ
ストンメチル化酵素の一種である。これまで
に、SETDB1 は脂肪細胞の分化に関わること
が報告されており、肥満発症に重要な役割を
担っていることが示唆されている。しかしな
がら、その機能は完全には明らかにされてい
ない。そこで本研究では、ヒストンメチル化
によるエピゲノムの変化を介した肥満発症
の分子メカニズムを解明するために、
SETDB1 の機能を解析することにした。 

 

２．研究の目的 

（１）SETDB1 の構造と活性の相関の解析 

  SETDB1 は 1291 アミノ酸残基からなるタ
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ンパク質であるが、他のヒストンメチル化酵
素と異なり、酵素活性に重要な SET ドメイン
に約 350アミノ酸残基からなるインサーショ
ン領域が挿入され二つに分断された、非常に
ユニークなタンパク質である（図 1）。しかし
ながら、その構造は明らかにされていない。
そこで SETDB1 の構造を解析するために、タ
ンパク質を発現・精製するための条件検討を
行う。また、構造解析する領域を決定するた
め、酵素活性に必要な領域を同定する。 

 

（２）SETDB1 の翻訳後修飾の解析 

  SETDB1 のインサーション領域が翻訳後修
飾を受けること、またその翻訳後修飾により
活性が変化することが報告されている。この
ように、SETDB1 の機能を明らかにする上で、
翻訳後修飾を解析することは非常に重要で
ある。そこで、SETDB1 タンパク質を精製し、
質量分析装置を用いて網羅的な翻訳後修飾
の解析を行う。 

 

（３）SETDB1 の複合体解析 

  SETDB1 は単独では DNA への結合能が無
く、他の因子との相互作用を介してゲノム上
にリクルートされ、ヒストンのメチル化を行
い遺伝子の発現を制御している。従って、
SETDB1 は複合体として機能を発揮すると考
えられ、その複合体を明らかにすることは重
要である。そこで、SETDB1 と相互作用する
分子の同定を試み、SETDB1 の機能制御機構
を解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）SETDB1 タンパク質の精製とヒストン
メチル化酵素活性の測定 

  N 末端側に GST タグを付加した全長、また
は、N 末端側を順次欠失させた SETDB1タン
パク質の発現ベクターを作製する。作製した
ベクターを用いて、各種 SETDB1 タンパク質
を昆虫由来 Sf9 細胞に発現させる。細胞を溶
解し、グルタチオンセファロースビーズを用
いて SETDB1タンパク質を精製する。得られ
るSETDB1タンパク質とヒストンH3/H4タン
パク質、および、14

C で標識したメチル基供
与体を混合し、放射活性により 14

C 標識メチ
ル基がヒストンに転移されるか否かを測定
することで、ヒストンメチル化酵素活性を解
析する。 

 

（２）SETDB1 タンパク質の翻訳後修飾の解
析 

  精製したSETDB1のSETドメインのみの欠
失変異体のタンパク質の翻訳後修飾の状態
を、質量分析装置を用いて解析する。 

 

（３）SETDB1 と相互作用する因子の解析 

  ヒト胎児腎臓由来 HEK293細胞の抽出液と、
申請者が作製した抗SETDB1抗体を用いて免
疫沈降実験を行う。その際、コントロールと
して normal mouse IgG を用いる。回収したサ
ンプルを SDS-PAGE により分離し、銀染色を
行う。コントロールを対照として、抗体を用
いた時に認められるバンドを切り出し回収
する。回収したバンドに含まれるタンパク質
を質量分析により解析し、相互作用因子とし
て同定する。 

 

４．研究成果 

（１）SETDB1 の構造と機能の相関を明らか
にするために、まず、今回用いる発現系によ
り得られるタンパク質がヒストンメチル化
酵素活性を有するか否かを検討した。N 末端
側に GST タグを付加した全長の SETDB1 タ
ンパク質を発現・精製し、ヒストンメチル化
酵素活性を測定した。その結果、メチル化さ
れたヒストンが検出された。すなわち、昆虫
由来 Sf9 細胞を用いることで、ヒストンメチ
ル化酵素活性を持つSETDB1タンパク質を得
ることに成功した。 

  次に、SETDB1 のどの領域が酵素活性に必
要であるかを明らかにするために、N末端側
を順次欠失させた様々なSETDB1タンパク質
を精製し、ヒストンメチル化酵素活性を測定
した。その結果、SET ドメインのみの欠失変
異体には活性が認められなかったが、SET ド
メインに加えてさらに N 末端側の領域を含
む欠失変異体は活性を有していた（図 2）。
従って、この領域がヒストンメチル化酵素活
性に重要であることが明らかになった。 

 

  他のヒストンメチル化酵素 G9aは、SET ド

 
 

図 1  SETDB1 の二次構造 

 
図 2  SETDB1のヒストンメチル化酵素活性 



 

 

メインのみでも活性を持つことが報告され
ている。今回得られた結果は、SETDB1の SET

ドメインによる構造と活性の相関が、G9a と
は異なっている可能性を示唆しており非常
に興味深い結果である。現在、活性を持つ欠
失変異体を用いてさらなる解析を進めてい
る。 

 

（２）SETDB1 の翻訳後修飾による機能制御
機構を明らかにするために、酵素活性に重要
な SET ドメインの翻訳後修飾を解析した。
SETDB1の SETドメインのみのタンパク質を
精製し、質量分析装置を用いて翻訳後修飾を
解析した。その結果、少なくとも 5 つのセリ
ン残基、および、1 つのスレオニン残基がリ
ン酸化修飾を受けることを明らかにした。 

  これまでに、大腸菌を用いて発現させた
SETDB1 タンパク質にはヒストンメチル化酵
素活性が無いことが報告されている。大腸菌
で発現させたタンパク質には翻訳後修飾が
施されないことから、今回同定したアミノ酸
残基のリン酸化が酵素活性に重要である可
能性が考えられる。今後、リン酸化を受ける
アミノ酸残基に変異を導入し、酵素活性を解
析することで、翻訳後修飾による SETDB1 の
機能制御メカニズムを明らかにできる可能
性があり、本結果は非常に興味深いと考えら
れる。 

 

（３）SETDB1 の機能を制御する因子を明ら
かにするために、SETDB1 の複合体解析を
行った。まず、HEK293 細胞の抽出液を作製
し、申請者が作製した SETDB1 に対するモノ
クローナル抗体を用いた免疫沈降実験の条
件検討を行った。次に、決定した条件に従い
HEK293 細胞を用いて免疫沈降実験を行い、
SETDB1 の複合体を回収した。得られたサン
プルを SDS-PAGE を行い分離し、銀染色を
行った。コントロール抗体を用いた時と比較
して、抗 SETDB1抗体を用いた時に認められ
るバンドを回収し、得られた分子を質量分析
により同定した（図 3）。その結果、SETDB1

と特異的に結合する因子としてヘテロクロ
マチン形成に関わる MCAF1 を同定した。 

  MCAF1 は、SETDB1 のヒストンメチル化
酵素活性をジメチル化からトリメチル化に
変化させることが知られており、SETDB1 の
機能を明らかにする上で鍵となる相互作用
因子である。今後、SETDB1 と MCAF1 の結
合様式を詳細に解析することで、SETDB1 の
機能制御の分子機構を解明できると考えら
れる。 

  以上、本研究で得られた成果をもとに研究
を発展させ、SETDB1 の構造と機能の関連を
明らかにすることで、SETDB1 の酵素活性を
制御するメカニズムの解明が期待できる。 
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図 3  SETDB1 の複合体解析 
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