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研究成果の概要（和文）：　ヒストンH3の9番目のリジンのメチル化に関与するSETDB1と、この酵素によるトリメチル
化に必要なMCAF1との相互作用について調べ、1から195番目のSETDB1分子と、562～817番目のMCAF1分子とが複合体を形
成している事を確認した。また、この複合体の構造を明らかにするために両タンパク質を大腸菌で発現させ、精製を行
い、結晶化に用いる試料を調製した。
　次にSETDB1の欠失変異体について、これらの翻訳後修飾と酵素活性を調べた。そして、酵素活性にユビキチン化修飾
が必要である事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： SETDB1 is one of the H3K9 methylation enzymes and requires MCAF1 for H3K9’s 
tri-methylation. In this study, we have investigated the interaction between SETDB1 and MCAF1 to 
elucidate the tri-methylation mechanism by SETDB1.
 We first confirmed that SETDB1(1-195) and MCAF1(562-817) formed a complex by immune-precipitation 
experiment. Then, in order to reveal the complex structure, we expressed these proteins in E.coli and 
purified them for further X-ray analysis.
 Next, we searched the relationship between the post-translational modification and methylation activity 
of SETDB1. Analyses of several deletion mutants checking their methylation activities and modification 
revealed that the ubiquitination of SETDB1 is needed for its methylation activity.

研究分野： 分子生物学
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  １版



１．研究開始当初の背景 

	 SETDB1 はヒストン H3 の 9 番目のリジン残

基をメチル化する酵素で、エピジェネティッ

クな遺伝子発現制御に重要な役割を果たし

ている。そのメチル化において、モノメチル

化、ジメチル化は単独で行えるが、トリメチ

ル化には MCAF1 の存在が必要とされている１）。

ここで H3K9 のトリメチル化は、HP１による

ヘテロクロマチン化を誘導し、遺伝子発現の

抑制がおこることが知られており２）、このト

リメチル化がきっかけとなる遺伝子発現抑

制とがんの発症との関係が注目されている３）。	 

 
２．研究の目的 

	 このように、がんの発症に関係している

SETDB1とMCAF1について、これら因子の構造、

相互作用を明らかにする事は、学術的に意味

がある事に加え、がんに対する新たな創薬タ

ーゲットを開発する上で重要である。しかし

現在、これらの構造についてはほとんど明ら

かにされていない（他の一連のメチル化酵素

と異なり、メチル化に関与する SET ドメイン

が約 350 アミノ酸からなる配列で分断化され

ており、特殊な立体構造をとっていると推測

されている）。そこで、SETDB1 単独あるいは

SETDB1—MCAF1 複合体の立体構造を明らかに

し、これらによるエピジェネティックな遺伝

子発現制御機能を分子レベルで明らかにす

ることは重要であると考え、これを目的とし

て研究を進めた。	 

 
３．研究の方法 

	 ヒストン H3 の 9 番目のリジンのメチル化

に関与する SETDB1 と、この酵素によるトリ

メチル化に必要な MCAF1 との相互作用を調べ

た。SETDB1 および MCAF1 について、どの領域

が相互作用に関与するかをみるために、それ

ぞれの欠失変異体を発現するプラスミドを

作製し、大腸菌でタンパク質を発現させ、こ

れらの相互作用を調べた。また相互作用する

タンパク質の立体構造を明らかにするため

に、これらの因子、及び複合体の精製を行い

結晶化を試みた。方法としては、それぞれの

タンパク質を別々に発現させ、精製後に混合

して複合体を組ませて構造解析サンプルに

用いる方法と、２つのタンパク質を同じ細胞

で同時に発現させ、複合体を精製して解析サ

ンプルに用いる方法があるが、複合体を形成

する事でより構造が安定する事も考えられ

たため、後者の方法を用いて発現、精製を試

みる事にした。	 

	 次に、SRTDB1 分子の翻訳後修飾について調

べた。以前から、SETDB1 は SDS-PAGE におい

て２本のバンドを示す事が知られていたた

め、それぞれのバンドについて質量分析装置

を用いて解析を行い、どのような修飾のため

に分子量の大きなバンドが出現するかにつ

いて調べた。さらに、その修飾を確認するた

めに、修飾を認識する抗体を用いてウエスタ

ンブロット解析を行い、修飾の同定を行った。	 

	 

４．研究成果	 

	 まず、ヒストン H3 の 9 番目のリジンのメ

チル化に関与する SETDB1 と、この酵素によ

るトリメチル化に必要な MCAF1 との相互作用

について調べた。はじめに 1から 195 番目の

SETDB1 分子と、567〜669 番目の MCAF1 分子

との複合体の精製を試みた。しかし、567〜

669 番目の MCAF1 分子が不安定な構造を取っ

ているためか、タグを除去すると分解が促進

され、これら複合体を得る事ができなかった。

そこで次に少し大きい562〜817番目のMCAF1

を用いて発現、精製を試みた。SETDB1（1-195）

には GST タグおよび His タグを導入している

ため、大腸菌での両タンパク質の共発現後、

GST アフィニティクロマトによる精製を行っ

たところ、MCAF1 も画分に含まれていた。こ

れにより複合体として存在している事がわ

かったため、タグによるアフィニティー精製

後にタグを切断し、再度アフィニティー精製、

ゲル濾過クロマトグラフィーを行い、複合体

を単離する事ができた。現在結晶化のスクリ

ーニングを行っている（図１）。	 

	 

	 



	 

図１	 SETDB1	 (1-195)-MCAF1	 (562-817)複合

体の精製	 

	 

	 次に、SETDB1 分子の翻訳後修飾について調

べた。動物細胞において SETDB1 分子の発現

を行った場合には、SDS-PAGE で２本のバンド

が検出されるが、大腸菌での発現では１本し

か見られない事から、翻訳後修飾が動物細胞

内で行われている事が予想された。また大腸

菌で発現された分子は酵素活性がみられな

い事から、この修飾が酵素活性に重要である

事が示唆された。そこで、種々N 末端側を欠

失させた SETDB1 変異体を HeLa 細胞で発現さ

せ、翻訳後修飾と酵素活性を調べたところ、

N 末端から 570 アミノ酸を欠如した場合、修

飾がおこっており酵素活性も存在している

が、681 アミノ酸を欠如すると、修飾も酵素

活性も無くなる事がわかった（図２）。そこ

で、修飾がみられる変異体における SDS-PAGE

上の２本のバンドについて、これらにどのよ

うな違いがあるかを SETDB1(570-1291)変異	 

	 

	 

体を用いて質量分析装置で調べたところ、分

子量の大きいバンドの方が小さいバンドに

比べ、有意に多くのユビキチン化修飾が検出

された（図３）。そこで抗ユビキチン化抗体

によるウエスタンブロット解析を行ったと

ころ、分子量の大きいバンドのみユビキチン

化抗体に反応し、上のバンドがユビキチン化

されている事が判明した（図４）。また、他

の変異体分子および全長の分子についても

ユビキチン化修飾を調べたところ、酵素活性

のある変異体（全長分子を含む）は全てユビ

キチン化されていた。	 

	 以上、これまで SETDB1 の酵素活性につい

て、構造と機能の関係ではドメイン構造が議

論されているだけであったが、本研究におい

て初めて翻訳後修飾が酵素活性に影響を与

える事、すなわち SETDB1 のユビキチン化が

酵素活性発現に必要である事を明らかにす

ることができた。	 

	 

図２	 SETDB1 の酵素活性には、570-1291 番目

のアミノ酸領域が必要 



	 

図３	 質量分析装置によるユビキチン化の検出	 
	 
	 
	 

図４	 ウエスタンブロット解析によるユビキチン化の検出	 
	 左：抗 SETDB1 抗体による SETDB1 の検出	 
	 右：抗ユビキチン抗体によるユビキチン化

タンパク質の検出	 
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