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研究成果の概要（和文）：脂肪細胞の分化に関わるヒストンメチル化酵素SETDB1について、以下のことを明らかにした
。SETDB1の酵素活性には、翻訳後修飾が重要な役割を担うことが示唆された。また、活性制御に重要な役割を担うMCAF
1との相互作用に必要な領域を同定した。さらに、SETDB1が細胞質に多く存在する機構を解明した。以上、本研究で得
られた成果はSETDB1を標的とした創薬を目指す上で重要な知見であり、非常に意義深いものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：SETDB1 is a histone methyltransferase that methylates lysine 9 on histone H3. We 
found that a post-translational modification of hSETDB1 is important to regulate its methyltransferase 
activity. Moreover, we identified the regions necessary for interaction between hSETDB1 and hMCAF1. 
Finally, we showed that nuclear hSETDB1 might be degraded by the proteasome and exported to the cytosol. 
Theses findings will be useful for regulating hSETDB1 function.

研究分野：病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
  昨今増加している虚血性心疾患や脳血管
疾患の発症の要因の一つとして肥満が挙げ
られており、肥満を予防・解消することが急
務である。近年、ヒストン H3の 9番目のリ
シン残基(H3K9)のメチル化が亢進したマウ
スは、脂質代謝が低下し肥満を呈することが
報告された。すなわち、生活習慣や遺伝的要
因以外にエピジェネティックな変化も生活
習慣病の発症に重要であり、H3K9のメチル
化を抑制できる薬剤が新たな抗肥満として
有望である。 
  H3K9 のメチル化酵素の一つである
SETDB1 は未分化な脂肪細胞に多く発現し
ており、脂肪細胞の分化を抑制していると考
えられている。このように、SETDB1は脂肪
細胞の分化を介して脂質蓄積に関わってお
り、肥満発症に重要な役割を担っていると考
えられる。しかし、SETDB1が機能する詳細
な分子メカニズムは明らかになっていない。
そこで本研究では、SETDB1を標的とした抗
肥満薬開発のための研究基盤を構築するこ
とを目指して、SETDB1のヒストンメチル化
酵素活性の制御機構を解明することとした。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、SETDB1のヒストンメチル化
酵素活性の制御機構を解明することを目的
として、酵素活性に重要な SET ドメイン、
活性制御に関与している相互作用因子、及び
SETDB1 の細胞内局在について検討を行っ
た。 
 
（1）SETDB1の C末端側には、ヒストンメ
チル化酵素活性に関わる SET ドメインがあ
る。しかしながら、SETDB1 の SET ドメイ
ンは他のヒストンメチル化酵素と異なり、約
350 アミノ酸残基からなる長いインサーショ
ン領域によって分断されている。また SET
ドメインだけでは活性を示さず、活性にはそ
の上流の領域も必要であることを明らかに
してきた。しかし、それらによる活性の制御
機構は、その立体構造を含め不明である。そ
こで本研究では、SETドメインの構造と活性
の相関について検討を行う。 
 
（2）SETDB1は単独では H3K9をジメチル
化までしか行えないが、ヘテロクロマチン形
成に関与するタンパク質MCAF1と相互作用
することでトリメチル化できることが報告
されている。一方、同じ H3K9のメチル化酵
素である G9aは、単独でもトリメチル化酵素
活性を有している。このように、SETDB1の
ヒストンメチル化酵素活性はタンパク質間
相互作用によって制御されており、特に
MCAF1 との複合体の形成が重要であると考
えられる。そこで本研究では、SETDB1 と
MCAF1 との相互作用様式について検討を行
う。 
 

（3）タンパク質が正常に機能するためには
しかるべき場所に存在する必要があり、タン
パク質の細胞内局在の異常が疾病の発症に
繋がることが報告されている。このように、
タンパク質の細胞内局在とその制御機構を
明らかにすることは、疾患の予防法・治療法
を開発する上においても重要である。しかし
ながら、SETDB1の細胞内局在については不
明な点が多く残されている。そこで本研究で
は、SETDB1の細胞内局在について検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）SETDB1 の酵素活性部位の構造と機能
の相関について解析するために、ヒストンメ
チル化酵素活性に必要な C 末端側の領域を
昆虫細胞 Sf9細胞に発現させる。発現したタ
ンパク質をアフィニティクロマトグラフィ
ー、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲル
ろ過クロマトグラフィーにより精製する。精
製したタンパク質は、SDS-PAGEにより精製
度を確認する。得られたタンパク質を用いて
活性及び構造情報を取得する。 
 
（2）MCAF1による SETDB1のヒストンメ
チル化酵素活性の制御機構を解明するため
に、それらの相互作用様式を検討する。まず、
SETDB1 と MCAF1 のそれぞれの欠失変異
体を発現するプラスミドを種々作製する。作
製した発現プラスミドを細胞にトランスフ
ェクションし、免疫沈降法により相互作用に
必要な領域を決定する。同定した領域のタン
パク質を発現・精製し、相互作用様式を解析
する。 
 
（3）SETDB1 の細胞内局在を解析するため
に、抗 SETDB1 抗体を用いて免疫染色を行
う。また、SETDB1の各種欠失変異体に蛍光
タンパク質 EGFPあるいは GSTタグを付加
した発現プラスミドを作製する。作製したプ
ラスミドを細胞にトランスフェクションし、
SETDB1 の領域と局在との関連を解析する。
さらに、EGFP を付加した SETDB1 を発現
する安定発現細胞株を樹立し、局在を制御す
るシグナルを同定する。 
	
４．研究成果	
（1）これまでに申請者らは、SETDB1 のヒ
ストンメチル化酵素活性には SET ドメイン
に加えて、その上流の領域も必要であること
を明らかにしてきた。そこで、酵素活性に必
要な SETドメインを含む領域に GSTタグを
付加したタンパク質を昆虫細胞に発現させ、
アフィニティクロマトグラフィー、陰イオン
交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマト
グラフィーにより精製した。得られたタンパ
ク質の精製度を確認するために、SDS-PAGE
及び CBB 染色を行った。その結果、2 本の
バンドが認められた（図 1）。SETDB1 に対
する特異的抗体を用いた解析より、これらは
いずれも SETDB1 由来のバンドであり、翻



 

 

訳後修飾の違いにより泳動度が異なること
が分かった。精製したタンパク質を用いて結
晶化実験を行ったが、現在のところ構造解析
に用いることができる結晶は得られていな
い。一方で、これら翻訳後修飾が活性に及ぼ
す影響を調べた結果、翻訳後修飾が SETDB1
のヒストンメチル化酵素活性に必要である
という予備的データが得られた。これらのこ
とから、SETDB1は翻訳後修飾の違いにより
構造が変化し、それによりヒストンメチル化
酵素活性が制御されると推察された。 
 

 
（2）SETDB1 は、その活性制御に重要な役
割を果たすMCAF1の Domain 1と相互作用
することが報告されている。その情報を基に
さらなる欠失変異体を作製し、SETDB1との
結合に必要な領域の絞り込みを行った。その
結果、SETDB1およびMCAF1のそれぞれの
欠失変異体を用いて免疫沈降法により相互
作用に必要な領域を解析した結果、SETDB1
の 195 アミノ酸残基からなる領域が、
MCAF1の 103アミノ酸残基からなる領域と
相互作用することが明らかになった。そこで、
SETDB1 と MCAF1 の相互作用様式を明ら
かにするために、これらタンパク質を大腸菌
に発現させ精製し、構造解析することを試み
た。しかしながら、103 アミノ酸残基からな
るMCAF1の最小領域は、タンパク質を精製
する際に凝集することが分かり構造解析に
は不適切であると判断した。そのため、再度
種々欠失変異体を作製し、発現・精製の条件
検討を行った結果、227 アミノ酸残基からな
る領域を用いた時に凝集傾向が少ないこと
が分かった。今後、これらの領域を用いて構
造解析等を行い相互作用様式を明らにする
ことで、SETDB1とMCAF1の相互作用によ
る活性の制御機構の解明が可能になると考
える。 
 
（3）SETDB1 の局在を解析するために、申
請者が作製したヒト SETDB1 に対するモノ

クローナル抗体を用いて肝ガン由来細胞株、
肺ガン由来細胞株など様々な細胞株に対し
て免疫染色を行った。その結果興味深いこと
に、核内でヒストンをメチル化する酵素であ
る SETDB1 は、いずれの細胞種においても
細胞質に多く存在することが明らかになっ
た。 
  次に、SETDB1の局在制御機構を解明する
ために、SETDB1 の欠失変異体を作製して、
細胞質の局在に必要な領域を同定すること
にした。EGFP あるいは GST タグを付加し
た SETDB1の N末端側、C末端側を欠失さ
せた変異体を細胞に発現させ、局在を観察し
た。その結果、全長の SETDB1 及びいずれ
の欠失変異体も細胞質に多く存在した。
SETDB1 のアミノ酸配列を基にシグナル配
列を検索した結果、N末端側に核移行シグナ
ル（NLS）と核外排出シグナル（NES）が検
出された。このことから、C末端側の欠失変
異体は細胞質で翻訳されそのまま細胞質に
とどまること、また、N末端側は核内に移行
しても細胞質に排出される可能性が考えら
れた。 
  そこで、SETDB1が核外に排出されるか否
かを調べるために、まず EGFP を付加した
SETDB1 を発現する安定発現細胞株を樹立
した。樹立した細胞株を、タンパク質核外輸
送担体 CRM1 の阻害剤であるレプトマイシ
ン B（LMB）及びプロテアソーム阻害剤
MG132 で処理した時の局在の変化を観察し
た。その結果、LMB で処理することにより
核に局在する SETDB1 の量の増加が観察さ
れた。一方、MG132 単独で処理した時には
SETDB1 の局在にはほとんど変化は認めら
れなかったものの、LMB と MG132 で同時
に処理することにより核内に存在する
SETDB1 の量が増加した（図 2）。したがっ
て、SETDB1は核から細胞質に排出されると

  

   

    

  

 

     

      

  

    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

    

  

 
 

図 2  SETDB1の細胞内局在の解析 
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図 1  精製した SETDB1 タンパク質 



 

 

共に、核のプロテアソームで分解される結果、
細胞質に多く存在していると考えられた。す
なわち、SETDB1によるヒストンのメチル化
には、核内への局在の変化が重要であること
が示唆された。 
	
		以上、本研究で得られた成果は、SETDB1
を標的とした創薬を目指す上で重要な知見
であり、非常に意義深いものと考える。 
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