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略語一覧 

 

ATCC: American Type Culture Collection 

BrdU: 5’-bromo-2’-deoxyuridine 

BSA: bovine serum albumin 

CCK8: cell counting kit 8 

D-MEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DTT: dithiothreitol 

ECD: extra cellular domain 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 

E-MEM: Eagle’s Minimum Essential Medium 

HM: hydrophobic motif 

ICC: Immunocytochemistry 

IP: immunoprecipitation 

LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LSD1: lysine-specific demethylase 1 

NC: Negative control 

NRG1: neuregulin1 
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PBS: phosphate-buffered saline 

PH: pleckstrin homology 

PRMT1: Protein Arginine Methyltransferase 1 

PRMT6: Protein Arginine Methyltransferase 5 

SAM: S-adenosyl-L-[methyl-3H]-methionine 

SMYD3: SET And MYND Domain Containing 3 

siRNA: small interfering RNA 

TM: Transmembrane domain 

WB: Western blot 
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序文 

 

 タンパク質の翻訳後修飾とは、タンパク質の化学的修飾であり標準的な細胞

生物学や病因学のあらゆる面において多種多様な機能を有することが知られて

いる。その中でメチル化修飾に関しては、ヒストンタンパク質のメチル化といっ

たエピジェネティクス制御に関わる修飾と、非ヒストンタンパク質の翻訳後修

飾の 2つに大別される[1]。タンパク質のメチル化修飾という現象自体は 1959年

に発見されていたが、機能に関しては長く不明であった[2]。また、メチル化修飾

に関してはヒストンメチル化修飾の半減期がヒストンタンパク質自体の半減期

とほぼ同じ長さであることから、修飾自体は不可逆的なものと考えられてきた

[3]。その後、メチル化修飾に関与する酵素として、タンパク質メチル基転移酵素

が発見され、lysine-specific demethylase 1 (LSD1)を始め、いくつかのタンパク質

脱メチル化酵素が発見されたことで、メチル化は調整可能な修飾であることが

明らかになった[4]。21 世紀に入りヒストンメチル化を中心として急速に機能解

析が進み、現在はリン酸化修飾やユビキチン化修飾などと同様にタンパク質翻

訳後修飾の 1 つとして細胞機能において重要な役割を果たすことが認識されて

きている[5-9]。 

 また、メチル基供与体である S-adenosyl-L-methionine の存在がメチル化修飾に
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は不可欠であり、この補酵素がリン酸化修飾に必要な ATP に次いで生体内で 2

番目に多いという事実もメチル化修飾の重要性を示唆している[10]。メチル化に

はモノメチル化、ジメチル化、トリメチル化の 3タイプ存在し、メチル化修飾を

受ける残基は必須アミノ酸ではリジンとアルギニンのメチル化の解析が進んで

いる。ヒストンタンパク質、DNAのメチル化修飾に関しては特に活発に研究が

進んでおり、転写の調整において重要な役割を持つこと、メチル化修飾の部位、

修飾タイプの違いにより機能が変化することが判ってきている。 

これらのヒストンメチル化修飾の研究の発展により、その調整不全ががんの

発生や進行に関与していることが明らかになっている[9, 11, 12]。その一方で、

非ヒストンタンパク質のメチル化修飾に関してもいくつか報告があり、例えば

腫瘍発生において重要な役割を持つ遺伝子である p53、RB1、STAT3などにおい

て非ヒストンタンパク質のメチル化が報告されており、がん細胞における機能

も徐々に明らかになってきている[11, 13-16]。非ヒストンタンパク質のメチル化

修飾に関して、具体的には以下の 5 つの機能が報告されている。①他のタンパ

ク質修飾を増強、もしくは阻害、②タンパク質間相互作用の増強、もしくは阻害、

③タンパク質安定性への寄与、④タンパク質局在の変化、⑤プロモーター接合へ

の影響、である[17-25]。また、これらの機能は酵素と基質の組み合わせで異なる

ことが示されており[1]、具体的なメチル化修飾が起きる酵素と基質の組み合わ
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せ、メチル化修飾を受ける残基、またその個々の機能などに関しては現時点でほ

とんどが解明されていないのが現状である。 

メチル基転移酵素の一つである SET And MYND Domain Containing 3 (SMYD3)

は 2004年に浜本らにより遺伝子が同定され、in vitroで SMYD3が大腸がんや肝

細胞がんにおいて過剰発現していること、細胞を用いた実験系では SMYD3 が

がん細胞における細胞増殖に関わることが報告された。その後、VEGFR1 や

MAP3K2 が SMYD3 にメチル化される基質であることが発見され、その機能が

報告された[23, 26]。 

 本研究では、メチル基転移酵素 (SMYD2、SMYD3、PRMT1、PRMT6)とがん

関連タンパク質を組み合わせて行った in vitro methyltransferase assay により、

AKT1 と HER2 が SMYD3によりメチル化されることを同定した。AKT1タンパ

ク質は PH (pleckstrin homology)ドメイン、キナーゼドメイン、HM (hydrophobic 

motif)ドメインにより構成される (図 1A)。AKT1 は自身の PH ドメインと細胞

膜のリン脂質であるフォスファチジルイノシトール 3 リン酸が結合することで

細胞膜上にて、PDK1 や mTORC2によって Thr 308 と Ser 473でリン酸化修飾を

受け、様々なシグナル経路を介して、細胞周期、血管新生、腫瘍形成などに関与

している[27]。AKT1 の異常な活性化は様々な疾患に関与しており、AKT1 が過

剰発現する悪性腫瘍としては、大腸がん、乳がん、膵臓がん、前立腺がんなどが
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報告されている[28, 29]。もう 1つの基質である HER2タンパク質は、ErbB family

タンパク質の一つである。主に細胞膜上に存在しており、細胞外ドメイン (ECD)、

膜貫通部 (TM: Transmembrane domain)、細胞内ドメインから構成されており、さ

らに ECD は 4 つの小ドメインにより構成されており、それぞれ ECDⅠ、ECD

Ⅱ、ECDⅢ、ECDⅣと呼ばれている (図 1B)。このうち ECDⅡは、HER2タンパ

ク質の 2 量体形成における接合部として知られている[30]。HER2 以外の ErbB 

Familyタンパク質 (EGFR、HER3、HER4)は、受容体に特定のリガンドが結合す

ることで細胞外ドメインが、活性化型と呼ばれる構造に変化し、2量体を形成す

る。一方で HER2 タンパク質は、受容体に結合するリガンドが見つかっておら

ず、常に2量体を形成できる活性化型として存在していると考えられている[31]。

HER2は 2量体化によって細胞内ドメインで自己リン酸化が起こり、下流のシグ

ナルを活性化させる。その結果、細胞増殖、分化、血管新生やアポトーシスに関

与している。HER2が過剰発現する悪性腫瘍としては、乳がん、大腸がん、胃が

んなどが報告されている[32]。 

非ヒストンタンパク質 AKT1、HER2に関しては、メチル化修飾されること自

体これまで報告されていない。我々は本研究において、SMYD3 による AKT1、

HER2非ヒストンタンパク質メチル化修飾の機能解析を行い、がん細胞における

SMYD3の重要性を検討した。  
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図 1. AKT1と HER2 タンパク質のドメイン構造 

A. AKT1タンパク質は、PHドメイン、キナーゼドメイン、HMドメインにより

構成される。リン酸化部位は Thr 308と Ser 473が同定されており、それぞれキ

ナーゼドメインと HMドメインに存在する。本研究で同定されたメチル化部位

である、Lys 14、Lys 30、Lys 39を図に示す。B. HER2タンパク質は、細胞外ド

メイン、膜貫通部、細胞内ドメインにより構成される。ECDはさらに 4つの小

ドメインにより構成されており、それぞれ ECDⅠ、ECDⅡ、ECDⅢ、ECDⅣと

呼ばれている。このうち、ECDⅡは HER2タンパク質の 2量体形成において接

合部として知られている。本研究で同定されたメチル化部位である Lys 175

と、代表的なリン酸化部位である Tyr 1248を図に示す。 
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第 1章 

 

メチル基転移酵素 SMYD3 による AKT1 タンパク質の PH ドメインにおけるメ

チル化修飾と AKT1活性化 

  



11 

 

1. 目的 

 

 AKT1は乳がん、大腸がん、卵巣がん、多発性骨髄腫など様々な悪性腫瘍にお

いて高発現、活性化しており、AKT1活性の調整不全は腫瘍形成において重要な

役割を果たしていることが知られている[28, 29]。AKT1 の翻訳後修飾に関して

は、PDK1 や mTORC2 など特定の酵素によるリン酸化修飾やユビキチン化修飾

に関する報告は散見される[29, 33]が、メチル化修飾に関する報告はこれまでな

されていない。今回、複数のメチル基転移酵素 (SMYD2、SMYD3、PRMT1、

PRMT6)を用いた in vitro methyltransferase assay によりメチル化酵素 SMYD3 が

AKT1 タンパク質をメチル化することを発見した。本研究では、がんにおける

SMYD3 による AKT1 タンパク質メチル化修飾の機能を明らかにすることを目

的とした。 
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2. 実験材料および方法 

 

1. 細胞培養 

大腸がん細胞株 SW480と転移乳がん細胞株 MDA-MB-231、ヒト胎児由来腎臓

上皮細胞株 293T、子宮頸がん由来細胞株 HeLa は ATCC より 2003 年、または

2013 年に購入したものを使用した。すべての細胞株は単層で以下の培養液で培

養した。293T 細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM)、HeLa細胞は

Eagle’s Minimum Essential Medium (E-MEM)、SW480細胞と MDA-MB-231細胞は

Leibovitz’s L-15 を使用し、それぞれの培養液には 10％の FBS と 1%の抗生物質 

(Sigma-Aldrich)を添加した。293T 細胞と HeLa 細胞は 5%二酸化炭素のもと、

SW480 細胞と MDA-MB-231 細胞は二酸化炭素のない条件下で 37 度の恒温器内

で培養した。遺伝子導入には FuGENE® 6 (Promega)もしくは FuGENE® HD 

(Promega)を、販売元のプロトコールに従って使用した[9, 12]。 

 

2. 抗体 

 1次抗体は以下のものを使用した。 

抗 FLAG抗体  

1:1000 in Western blot (WB), ウサギモノクローナル抗体 F7425; Sigma-Aldrich 
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抗 HA抗体  

1:1000 in Immunocytochemistry (ICC), ラットモノクローナル抗体,  

#11867423001; Roche Applied Science 

抗 SMYD3抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D2Q4V; Cell Signaling Technology 

抗 AKT抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, C67E7; Cell Signaling Technology 

抗リン酸化 AKT (Thr 308)抗体  

1:500 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D25E6; Cell Signaling Technology 

抗 α-tubulin抗体  

1:1000 in WB, マウスモノクローナル抗体, DM1A; CALBIOCHEM 

抗 mTOR抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, 7C10; Cell Signaling Technology 

抗リン酸化 mTOR (Ser 2448)抗体  

1:500 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D9C2; Cell Signaling Technology 

抗 Na, K-ATPase抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, #3010; Cell Signaling Technology 

抗 K14 モノメチル化 AKT1抗体 
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1:1000 in WB, ウサギポリクローナル抗体, 特注; AnaSpec/Eurogentec 

 

3. In vitro methyltransferase assay 

本アッセイは、AKT1がメチル化されるか否かを判定するためのスクリーニン

グと、AKT1 ペプチドのメチル化を検討する目的で行った。10 μl のメチル化活

性化バッファー (50 mM の Tris-HCl、10 mM の DTT と 10 mM の MgCl2の混合

液)の存在下に、AKT1 組み換えタンパク質 (Thermo Fisher Scientific)と SMYD3 

酵素 (in house)、メチル基供与体である 2 μCiのトリチウムラベルした S-adenosyl-

L-[methyl -3H]-methionine (SAM; PerkinElmer)を 30℃の恒温槽で 2 時間反応させ

た。タンパク質はMini-PROTEAGEN® TGXTM Precast gel (Any kD; Bio-Rad)上に

分離され、EN3HANCETM Spray Surface Autoradiography enhancer (PerkinElmer)にて

シグナルを増強させた上でフルオログラフィーにて可視化した。タンパク質の

存在はMemCodeTM Reversible Stain (Thermo Fisher Scientific)を用いて可視化した。

3 つのメチル化部位を含んだ AKT1 ペプチド (Thermo Fisher Scientific, P2999)を

用いた同アッセイでは、サンプルはMini-PROTEAGEN® Tris-Tricine gel (Bio-Rad)

を用いて分離した。AKT1ペプチドのアミノ酸配列はデータシートより引用した。 

 

4. 質量分析法 
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 BSAもしくは SMYD3 と in vitroで反応させて得られた AKT1サンプル、293T

細胞や HeLa 細胞から免疫沈降されて得られた AKT1 サンプルは SDS-PAGE で

分離し、Simply Blue Safe Stain (Thermo Fisher Scientific)で染色した。AKT1のバ

ンドはトリプシンとエンドプロテイナーゼ Asp-N を用いてゲル内に分離、消化

したものを、Q Exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific)を用いて LC-

MS/MS にて解析した。ペプチドは 0-35%のバッファーB (100%アセトニトリル

と 0.1%のギ酸の混合液)を用いて、300 nL/min の速度で 10 分以上かけて nano 

ESI spray column (Nikkyo Technos)によって分別した。質量分析計は陽イオンモー

ドで、データ依存的な TOP10法を用いてMSとMS/MSのスペクトラムを得た。

そのMS/MS スペクトラムは local MASCOT server (Version 2.5; Matrix Sciences)を

使用したデータベースを基に調べた。In vivoのメチル化の量的解析として、AKT1

ペプチドは標的MS/MS法を用いて観察した。この実験は、理化学研究所の堂前

直氏、鈴木健裕氏によって行われた。 

 

5. 立体構造解析 

 AKT1タンパク質の立体構造解析は Protein Data Bank (entry code, 4EJN)を元に

行った[34]。オンコセラピーサイエンスの松尾洋氏が解析を担当した。 
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6. ウェスタンブロッティング法 

プロテアーゼ阻害剤  (Roche Applied Sciences)とフォスファターゼ阻害剤 

(Roche Applied Sciences)を含んだ CelLyticTM M 溶液 (Sigma-Aldrich)を用いて溶解

した細胞よりサンプルを準備し、全ての細胞の溶解物や IP 産物などのサンプル

はニトロセルロース膜に移した。タンパク質のバンドはホースラディッシュペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 抗 体  (GE Healthcare) と 反 応 さ せ 、 Enhanced 

Chemiluminescence (GE Healthcare)を用いて可視化した。 

 

7. 膜タンパク質 

野生型もしくは置換型 AKT1を SMYD3とともに HeLa細胞に遺伝子導入した

後に、膜タンパク質は Mem-PERTM plus membrane protein extraction kit (Thermo 

Fisher Scientific)を用いて抽出した。 

 

8. 免疫沈降法 

 293T細胞に野生型 AKT1発現ベクター (pcDNA3.1-FLAG-HA-AKT1)もしくは

置換型 AKT1 発現ベクター (pcDNA3.1-FLAG-HA-AKT1-K14A、K14R、K30A、

K39A、K14A/K30A、K14A/K39A、K30A/K39A、K14A/K30A/K39A)を pcDNA3.1-

SMYD3発現ベクターの存在下に遺伝子導入を行った。48時間の培養後、細胞を
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100 ng/ml の EGF (Promega)にて 5 分間刺激し、プロテアーゼ阻害剤 (Roche 

Applied Sciences, 10%)とフォスファターゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences, 4%)を

含んだ CelLyticTM M 溶液 (Sigma-Aldrich)を用いて溶解した。300 μg の細胞抽出

物は抗 FLAG® M2 affinity gel (Sigma-Aldrich)と共に夜通し恒温放置した。1 mlの

PBSでビーズを 3回洗浄した後に、プロテアーゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences)

を含んだ溶出液 (100 μg/ml 3X FLAG® Peptide (Sigma-Aldrich) in PBS)を用いてビ

ーズに付着したタンパク質を溶出した。溶出したサンプルは Lane Marker 

Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific)と共に煮沸し、WBに使用した。 

 

9. ELISA試験 

ELISA 試験は間接的 ELISA 法にて行い、ELISA プレートの壁は抗原で覆い 

(10 μg of peptide/well)、濃度の違う血清と抗体を用いた。発色はホースラディッ

シュペルオキシダーゼ接合 2 次抗体と発色性基質としての o-フェニレンジアミ

ンを用いて行い、比色分析した。発色性基質の光学的濃度は 492 nm における吸

光度として計測した。 

 

10. siRNA 遺伝子導入 

 siRNAオリゴヌクレオチド 2本鎖は、Sigma-Aldrichより購入した。siEGFPは
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コントロールとして使用した。siRNA の配列は表に記載する (表１)。siRNA は

最終濃度 100 nM で調整し、SW480、MDA-MB-231 に Lipofectamine® RNAiMax 

Reagent (Thermo Fisher Scientific)を用いて遺伝子導入した。 
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siRNA名   配列 

siEGFP   Sense: 5’ GCAGCACGACUUCUUCAAG 3’  

  Antisense: 5’ CUUGAAGAAGUCGUGCUGC 3’  

siSMYD3#1   Sense: 5’ GAUUGAAGAUUUGAUUCUA 3’ 

  Antisense: 5’ UAGAAUCAAAUCUUCAAUC 3’ 

siSMYD3#2   Sense: 5’ CAGCAAUUCUGAACGGCUU 3’ 

  Antisense: 5’ AAGCCGUUCAGAAUUGCUG 3’ 

 

表 1: siRNA配列   
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11. SMYD3特異的阻害剤 

 SMYD3 特異的阻害剤として Cristiano Simone らの研究グループで開発された

BCI-121 を本研究においても使用した[35]。SW480 細胞と MDA-MB-231 細胞に

対して、BCI-121を 0, 10, 50 μMの濃度で 72 時間反応させた。その後 SW480細

胞に 100 ng/mlの EGF、MDA-MB-231細胞に 100 ng/mlの neuregulin1 (NRG1)に

より 5分間の刺激を与え、プロテアーゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences, 10%)と

フォスファターゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences, 4%)を含んだ CelLyticTM M溶液

を用いて溶解した。細胞溶解物を SDS-PAGE で分離し、抗 K14 モノメチル化

AKT1抗体、抗リン酸化 AKT1抗体 (Thr 308, Cell Signaling Technology)、抗 AKT

抗体 (Cell Signaling Technology)、抗 α-Tubulin 抗体 (CALBIOCHEM)を用いてウ

ェスタンブロットを行った。 

 

12. 免疫細胞染色 

 HeLa細胞は 1x106 cells/dishの濃度で 2枚の 10 cm培養皿に撒き、24時間の培

養ののち、野生型 AKT1 発現ベクター (pcDNA3.1-FLAG-HA-AKT1)もしくは

K14A 置換型 AKT1 発現ベクター (pcDNA3.1-FLAGHA-AKT1-K14A)を Fugene® 

HD (Promega)を用いて遺伝子導入した。48 時間後に、細胞をトリプシン処理し

2x104 cells/wellの濃度で 4 well チャンバーガラススライドに撒き直し、血清を含
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まない培養液に変更した。24時間培養後、5分間 EGF (100 ng/ml)刺激を行い PBS

で 2 回洗浄した。PBS を除去したのちに 4%のパラフォルムアルデヒドにて 4℃

で 30 分固定し、室温にて PBS で 5 分間ずつ 3 回洗浄した。続いて 0.1%のトリ

トン X-100 にて室温で 3 分間透過処理したのちに、PBS で 5 分間ずつ 3 回洗浄

した。次に 3%BSA にて室温 1 時間でブロッキングし、抗 HA 抗体 (1:1000, ラ

ットモノクローナル抗体, #11867423001; Roche Applied Science)を 3%BSAで希釈

した溶液を加え、室温で一晩反応させた。その後、PBSで 3回洗浄し、二次抗体 

(1:1000, Alexa Fluor® 488 conjugated 抗ラット抗体, Thermo Fisher Scientific) と 5 

μg/mlの Alexa Fluor® 594 conjugated 抗 Wheat Germ Agglutinin (WGA)抗体に室温

1時間、撹拌機の上で反応させた。その後、PBSで 4回洗浄の上、封入剤として

DAPI VECTASHIELD® (Vector Laboratories)を各 wellに滴下した。最後にスライド

グラスで表面を覆い、共焦点顕微鏡 (Leica, SP5 Tandem Scanner Spectral 2-Photon 

Confocal)で観察を行った[36]。 

 

13. AKT1過剰発現細胞の調整 

 SW480 細胞に対して、10%FBS を含んだ L-15 で 24 時間培養し、FLAG-HA-

AKT1-WT 発現ベクターもしくは FLAG-HA-AKT1-K14A 発現ベクターを

FuGENE® HD (Promega)を用いて遺伝子導入した。48時間の培養の後、細胞をト
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リプシン処理して撒き直し、Geneticine® (Thermo Fisher Scientific)を 1.0 mg/ml含

んだ培養液で 15 日間培養し、形成されたコロニーをピックアップした。AKT1

と Thr 308におけるリン酸化 AKT1の発現レベルを調べるために、細胞はプロテ

アーゼ阻害剤  (Roche Applied Sciences)とフォスファターゼ阻害剤  (Roche 

Applied Sciences)を含んだ CelLyticTM M溶液 (Sigma-Aldrich)を用いて溶解し、抗

リン酸化 AKT (Thr 308)抗体、抗 FLAG抗体、抗 AKT 抗体、抗 α-tubulin抗体を

用いて免疫ブロットを行った。 

 

14. 細胞周期、細胞増殖アッセイ 

 5’-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) flow kit (BD Biosciences)を用いて細胞周期動態

を把握し、増殖性細胞のDNAにおけるBrdUの結合状態などを計測した[37-40]。

当アッセイは販売元のプロトコールに従った。野生型 AKT1 (AKT1-WT)もしく

は置換型 AKT1 (AKT1-K175A)を過剰発現する SW480 細胞を 3 クローンずつ準

備し、10 μMの BrdUを加えて 37度で 30分培養した。浮遊した細胞、接着した

細胞も含めてそれぞれ回収し、パラフォルムアルデヒドとサポニンを含んだ溶

液で固定し、DNase とともに 37 度で 1 時間培養した。Fluorescein isothiocyanate 

(FITC) 接合抗 BrdU抗体 (1:50, BD Biosciences)を加え、さらに室温で 20分培養

した。細胞は洗浄用バッファーで洗浄し、DNAは 20 μlの 7-amino-actinomycin D 
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(7-AAD)で染色し、フローサイトメトリー解析は BD™ LSR II (BD Biosciences) と

ソフトウェア FlowJo を用いて行った。細胞増殖能に関しては、野生型 AKT1 

(AKT1-WT)もしくは置換型 AKT1 (AKT1-K175A)を過剰発現する SW480 細胞株

を 3クローンずつ準備し、cell counting kit 8 (CCK8, Dojindo)を用いて販売元のプ

ロトコールに従い実験を行った。 

 

15. 膜タンパク質の抽出 

 HeLa 細胞は 10 cm の培養皿に 1x106 cells/dish で撒き 24 時間培養した後、

FLAG-HA-AKT1-WTもしくは FLAG-HA-AKT1-K14Aを Fugene® HD (Promega)を

用いて遺伝子導入した。48 時間の培養の後、細胞は 100 ng/mlの EGFにて刺激

した後スクレーパーで回収した。Mem-PER™ plus membrane protein extraction kit 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて販売元のプロトコールに従い、膜タンパク質の

抽出を行った。 

 

16. 統計解析 

 統計解析はスチューデント t 検定を用いて行い、平均値±標準偏差を 3 つの独

立した実験を基に行った。P＜0.05の際に統計学的有意差があるとした。 
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3. 結果 

 

In vitro での SMYD3 による AKT1、PHドメインのリジン残基のメチル化 

がん遺伝子である AKT1 がメチル基転移酵素によりメチル化されるか否かを

調べるために、メチル基転移酵素 (SMYD2、SMYD3、PRMT1、PRMT6)を用い

て in vitro methyltransferase assayによるスクリーニングを行ったところ、SMYD3

の存在下でのみメチル化シグナルが認められた。この結果を元に SMYD3 と

HER2を組み合わせた in vitro methyltransferase assayを行い、SMYD3の存在下に

メチル化シグナルが出現することを確認した (図 2A)。またメチル化部位の特定

のために LC-MS/MS解析を行った結果、AKT1タンパク質において、PHドメイ

ン上のリジン (Lysine: K, Lys)である、Lys 14、Lys 30、Lys 39を含むフラグメン

トイオンの実測m/z値がフラグメントイオンの予測m/z値と比較して 14Daの相

違が観察され、これらの部位で SMYD3 によってモノメチル化されることが明

らかになった (図 2B、C、図 3及び図 4)。 

次に、判明したこれらの部位でのメチル化を裏付けるために、3つのメチル化領

域を含んだペプチドを用いて in vitro methyltransferase assayを行ったが、ペプチ

ドでも同様に SMYD3によるメチル化シグナルが同定され、SMYD3によるメチ

ル化を確認できた (図 5A)。 
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次に、これらのメチル化部位を含むアミノ酸配列を異なる種間で比較した。なお

アミノ酸配列は AKT1 ペプチドのデータシートより引用した。メチル化部位の

うちLys 14は異なる種間において、ヒト (Homo Sapiens)から線虫 (Caenorhabditis 

elegans)まで広く保存されていること、Lys 30 と 39に関してはヒトからゼブラフ

ィッシュ (Danio Rerio)で保存されていることがわかった。また、ホスホイノシ

タイドと結合するポケット部分を占有している Glutamic acid 17 (Glu 17)も同様

に広い種間で保存されていることが明らかになった (図 5B)。なお Glu 17はホス

ホイノシタイドの結合ポケットにあたる部分に位置しており、AKT1活性化に関

与していることが報告されている[41, 42]。 
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図 2. In vitro での SMYD3による AKT1のメチル化 

A. SAMの存在下に AKT1組み換えタンパク質と異なる量の SMYD3とを反応さ

せ、オートラジオグラフィーでメチル化シグナルを同定した (上段)。各タンパ

ク質は MemCode™ Reversible Stain による染色で可視化した (下段)。B. モノメ

チル化された AKT1 フラグメント (コドン 9-15)の LC-MS/MS スペクトラム (実

測値)。矢印は Lys 14のメチル化されたフラグメントの理論値と一致するピーク。

C. AKT1 フラグメント (コドン 9-15)の MS/MS によるフラグメント質量の理論

値 (予測値)。左は Lys 14非メチル化フラグメント、右は Lys 14モノメチル化フ

ラグメント。bイオン (b)と yイオン (y)、右肩の++は価数を示す。図 2Bで観察

されたメチル化されたフラグメントイオンは赤字で記した。 
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図 3. SMYD3 による AKT1の Lys 30におけるメチル化 

A. モノメチル化された AKT1フラグメント (コドン 26-39)の LC-MS/MSスペク

トラム (実測値)。矢印は Lys 30のメチル化されたフラグメントの理論値と一致

するピーク。B. AKT1 フラグメント (コドン 26-39)の MS/MS によるフラグメン

ト質量の理論値 (予測値)。左は Lys 30非メチル化フラグメント、右は Lys 30モ

ノメチル化フラグメント。b イオンと yイオン、右肩の++は価数を示す。図 3A

で観察されたメチル化されたフラグメントイオンは赤字で記した。 
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図 4. SMYD3 による AKT1の Lys 39におけるメチル化 

A. モノメチル化された AKT1 フラグメント (コドン 33 -43)の LC-MS/MS スペ

クトラム (実測値)。矢印は Lys 39のメチル化されたフラグメントの理論値と一

致するピーク。B. AKT1 フラグメント (コドン 33-43)の MS/MS によるフラグメ

ント質量の理論値 (予測値)。左は Lys 39非メチル化フラグメント、右は Lys 39

モノメチル化フラグメント。b イオンと y イオン、右肩の++は価数を示す。図

4Aで観察されたメチル化されたフラグメントイオンは赤字で記した。 
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図 5. AKT1ペプチドでの SMYD3によるメチル化 

A. 10-44 AKT1ペプチドを SMYD3と反応させた。オートラジオグラフィーで

メチル化シグナルを同定 (上段)、タンパク質はMemCode™ Reversible Stain に

よる染色で可視化した (下段)。B. 10-44 AKT1のアミノ酸配列 (Thermo Fisher 

Scientific, P2999 データシートより引用)。Lys 14と Glu 17は異なる種間で広く

保存されていることが判明した。  
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SMYD3による Lys 14での AKT1メチル化と Thr 308 におけるリン酸化の関係 

メチル化部位が存在することが判明した PH ドメインは、細胞膜に存在するリ

ン脂質であるフォスファチジルイノシトール 3 リン酸との結合において重要な

ドメインであり、また AKT1 タンパク質は膜上に局在することで活性化するこ

とが知られている[43]。以上の事実から、SMYD3による Lys 14、30、39のメチ

ル化ががん細胞における AKT1 の活性化に及ぼす影響に着目した。メチル化部

位のリジンをアラニン (Alanine: A, Ala)に置換した発現ベクターを用意し、野生

型のベクターとともに 293T細胞に遺伝子導入して免疫沈降したサンプルを用い

て Thr 308におけるリン酸化レベルを比較したところ、Lys 14を Ala に置換した

AKT1においてリン酸化レベルの著明な低下を認めた (図 6A)。また、Lys 39の

Ala への置換によってもリン酸化レベルは低下したが、Lys 30の Ala への置換で

は全く変化が見られなかった (図 6A)。SMYD3 によるメチル化の Thr 308 にお

けるリン酸化への影響、その機序を解明するためにタンパク質の立体構造解析

を行った。その結果、リン酸化部位である Thr 308と、3つのメチル化部位のそ

れぞれの距離は、15.8 Å、30.5 Å、22.7 Åであり、立体構造上距離が近接してい

ることが明らかになった (図 6B)。AKT1タンパク質の X線結晶構造解析によっ

て、Lys 14のアミノ基の側鎖は Glu 17のカルボキシル基の側鎖と水素結合をし

ており、その Glu 17は Thr 308が位置する活性化ループと Van der Waals 接触を
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していることが判った (図 6C)。また、Lys 39とアスパラギナーゼ 324 (Asp 324)

は 3.89 Åの距離にあり、これらも Van der Waals接触の関係であり、かつ静電引

力が両者の側鎖に働いていることが立体構造解析から判明した (図 6D)。 

以降の実験では、Lys 14におけるメチル化が AKT1 の Thr 308におけるリン酸

化レベルに最も強く影響していることから、Lys 14 のメチル化に焦点を当てて

機能解析を進めた。 
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図 6. SMYD3による Lys 14における AKT1タンパク質のメチル化は AKT1活性

化に重要 

A. 293T 細胞に野生型 FLAG-AKT1 (AKT1-WT) もしくは置換型 FLAG-AKT1 

(AKT1-K14A、AKT1-K30A、AKT1-K39A、AKT1-K14A/K30A、AKT1-K14A/K39A、

AKT1-K30A/K39A、AKT1-K14A/K30A/K39A)ベクターを SMYD3 発現ベクター

と共に遺伝子導入し、48時間後に 100 ng/ｍlの EGFで 5分間刺激した後にタン

パク質を抽出、抗 FLAG 抗体で免疫沈降して得られたサンプルをウェスタンブ

ロットした。B. AKT1タンパク質の立体構造解析は Protein Data Bank (entry code, 

4EJN)を元に行った[34]。PHドメイン、活性化ループ (activation loop)、リン酸化

ドメイン (kinase domain)、ATP結合部位 (ATP binding site)を示している。C. AKT1

タンパク質の立体構造。メチル化部位である Lys 14 は Glu 17 と水素結合 

(hydrogen bond)しており、Glu 17 は活性化ループと Van der Waals 接触の関係に

ある。D. PHドメイン上の Lys 14、Lys 30、Lys 39と活性化ループの位置関係を

示した。 
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In vivo での Ly14におけるメチル化の証明 

 AKT1 における Lys 14 のモノメチル化に対する特異的な抗体 (抗 K14 モノメ

チル化 AKT1 抗体 )を作成し、ELISA 試験  (図 7A 及び B)と、 in vitro 

methyltransferase assay に続くウェスタンブロットによってその抗体の特異性が

高いことがわかった (図 7C)。続いて、SMYD3による AKT1のメチル化と、AKT1

のリン酸化との関連性を検討するために図 7D の実験を行った。野生型 AKT1 

(AKT1-WT)、もしくは Lys 14 を置換した AKT1-K14A と AKT1-K14R ベクター

を、SMYD3発現ベクター (SMYD3-WT)もしくは酵素活性を欠失させた SMYD3

発現ベクター (SMYD3⊿EEL)とを 293T 細胞に遺伝子導入し、免疫沈降して得

たサンプルでウェスタンブロットを行ったところ、SMYD3⊿EEL を共発現させ

たサンプルと比較して、SMYD3-WTを共発現させたサンプルでメチル化シグナ

ル、リン酸化シグナルともに増強を認めた (図 7D)。 
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図 7. Lys14における AKT1 メチル化特異的抗体の検証 

A. 抗 K14 モノメチル化 AKT1 抗体の ELISA 試験。Lys 14 モノメチル化修飾を

含んだ合成ペプチドをウサギに免疫させて、合成メチル化ペプチドに対しての

親和性精製を行った。血清 (S)、フロースルー (FT)、精製抗体 (PA)を使用した。

B. 特異抗体 (SA)と非特異的抗体 (NS)を非修飾ペプチドに対しての ELISA 試

験。C. AKT1 と BSA、SMYD3 を組み合わせてメチル化反応させたサンプルで、

抗 K14 モノメチル化 AKT1 抗体を用いてウェスタンブロットを行った (上段)。

各タンパク質を MemCode™ Reversible Stain による染色で可視化した (下段)。

SMYD3と AKT1を反応させた場合のみにシグナルが認められ、タンパク質のメ

チル化が同定された。D. 293T細胞に各発現ベクターを遺伝子導入した。48時間

後に 100 ng/ml の EGF で 5 分間刺激し、抽出したタンパク質サンプルに対して

抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行い、ウェスタンブロットを行った。 
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Lys14 における SMYD3による AKT1メチル化と AKTシグナル経路 

 AKT シグナル経路における SMYD3 の生物学的重要性を Loss-of-functional 

analysisによって検討した。大腸がん細胞株のSW480細胞、乳がん細胞株のMDA-

MB-231細胞に対して siRNAを用いて SMYD3をノックダウンさせて、AKT1の

Thr 308 におけるリン酸化レベルと AKT シグナル経路の下流遺伝子である

mTOR の Ser 2448におけるリン酸化レベルへの影響を調べた。その結果、SMYD3

のノックダウンによって Lys 14 におけるメチル化レベルと、AKT1 のリン酸化

レベル、同様に mTOR のリン酸化レベルがコントロールと比較して有意な低下

を認めた (図 8A-D)。次に SMYD3阻害剤である BCI-121[35]を用いて、AKT1の

活性化への影響を調べた。siRNAの実験に使用した同じ細胞株に対して BCI-121

を投与し、AKT1のメチル化、リン酸化レベルを比較した。結果は、BCI-121の

投与によって AKT1 のメチル化レベル、リン酸化レベルの低下を認め、またそ

れらのレベルの低下は BCI-121用量依存的に認められた (図 9A-D)。 

次に、Gain-of-functional analysis として 293T 細胞と HeLa細胞に AKT1-WT と

共に Mock もしくは SMYD3 発現ベクターを共発現させ、48 時間の培養の後に

得られたサンプルでウェスタンブロットを行った。図 10A-D で示すように、

SMYD3を過剰発現させた両細胞のサンプルにおいて、AKT1のメチル化レベル、

リン酸化レベル、mTORのリン酸化レベルの上昇を認めた。 
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図 8. SMYD3 ノックダウンによる AKT1活性への影響 

A, C. SW480 細胞、MDA-MB-231 細胞に対して siRNAを用いて SMYD3 をノッ

クダウンし 72時間の培養の後 100 ng/mlの EGFで 5分間刺激し、タンパク質を

抽出しウェスタンブロットを行った。AKT1のメチル化レベル、リン酸化レベル、

AKT1 の下流遺伝子 mTOR の Ser 2448 でのリン酸化レベルが SMYD3 のノック

ダウンによってコントロール (siEGFP)と比較して減弱した。B, D. 各 X 線フィ

ルムを GS-800™ calibrated densitometer (Bio-Rad)でスキャンし、AKT1、mTORの

リン酸化シグナル濃度を各タンパクレベルで標準化しグラフ化した。 
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図 9. SMYD3 酵素活性阻害の AKT1活性への影響 

A, B. SW480細胞、MDA-MB-231細胞を 0, 10, 50 µMの BCI-121で 72時間処理

した後に 100 ng/mlの EGF (SW480)もしくは NRG1 (MDA-MB-231)で 5分間刺激

し、タンパク質を抽出しウェスタンブロットを行った。AKT1のメチル化レベル、

リン酸化レベルは BCI-121 の用量依存的に減弱した。C, D. 各 X 線フィルムを

GS-800™ calibrated densitometer (Bio-Rad)でスキャンし、AKT1のリン酸化、メチ

ル化のシグナル濃度を AKT1タンパクレベルで標準化しグラフ化した。 
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図 10. SMYD3 の過剰発現は AKT1シグナル経路を活性化させる 

A, C. 293T 細胞 (A)と HeLa 細胞 (B)に Mock もしくは SMYD3 発現ベクターを

野生型 FLAG タグ付き AKT1 ベクターとともに遺伝子導入した。48 時間の培養

の後 100 ng/ml の EGF で 5 分間刺激し、タンパク質を抽出してウェスタンブロ

ットを行った。AKT1のメチル化レベル、リン酸化レベル、下流遺伝子の mTOR

のリン酸化レベルが、SMYD3の過剰発現により増強した。B, D. 各 X線フィル

ムを GS-800™ calibrated densitometer (Bio-Rad)でスキャンし、AKT1のリン酸化、

メチル化、mTOR のリン酸化シグナル濃度を各タンパクレベルで標準化しグラ

フ化した。 
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SMYD3 による Lys 14 のメチル化と AKT1 タンパク質の細胞膜への集積と細胞

増殖能への影響 

 以前、Carpenらによって Glu 17 の Lysine への変異が非小細胞肺がんで発見さ

れ、この変異によって AKT1タンパク質の細胞膜への接着が増強され、AKT1の

恒常的な活性化を引き起こすことが示唆された[44]。この報告と、先に示した構

造解析により Lys 14 は Glu 17と水素結合の関係にあることから、メチル化が同

様に細胞膜への接着に寄与する可能性があると考えられた。HeLa細胞に AKT1-

WTもしくは AKT1-K14Aを SMYD3発現ベクターとともに過剰発現させて、免

疫細胞染色にて細胞内のタンパク質の局在を調べたところ、野生型 AKT1 は主

に細胞膜に局在しているのに対し、メチル化部位を置換した AKT1 は野生型の

ような細胞膜への強い局在を認めなかった (図 11A 及び B)。次に、同じ条件で

準備した細胞から細胞膜のタンパク質を抽出してウェスタンブロットを行った

ところ、置換型の AKT1 は野生型に比べて明らかに少ないことが判明した (図

11C)。最後に、SMYD3によるメチル化の AKT1の腫瘍形成に関する活性に対す

る寄与を検討するために、恒常的に AKT1-WTもしくは AKT1-K14Aを過剰発現

する形質転換細胞 SW480を用意し、細胞増殖アッセイを行い比較した。置換型

AKT1 を発現する SW480 細胞が、野生型に比べて有意に低い増殖能を示し (図

12A)、同じサンプルを用いた細胞周期解析では置換型AKT1発現細胞において、
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S 期にある細胞数の有意な減少を示した (図 12B 及び C)。また、同サンプルを

用いたウェスタンブロットでは、それぞれのサンプルの外来性 AKT1 の発現量

はほぼ等しいものの、置換型 AKT1 発現細胞においては AKT1 リン酸化レベル

が有意に低いことが確認された (図 13)。 
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図 11. Lys 14におけるメチル化は細胞膜への AKT1集積を促進させる 

A, B. HeLa細胞に野生型 AKT1発現ベクター (HA-AKT1-WT)もしくは K14A置

換型 AKT1 発現ベクター (HA-AKT1-K14A)を SMYD3 発現ベクターとともに遺

伝子導入し 48 時間後に撒き直し、その 24 時間後に 100 ng/ml の EGF で 5 分間

刺激した後、抗 HA抗体 (緑色)と WGA抗体 (赤色)、DAPI (青色)を用いて免疫

細胞染色した。スケールバーは 10 μm。C. 免疫細胞染色と同様の条件で準備し

た HeLa 細胞の膜タンパクを Mem-PER™ plus membrane protein extraction kit 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて抽出し、ウェスタンブロットを行った。 
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図 12. Lys 14におけるメチル化の細胞増殖能への影響 

A. 細胞増殖アッセイ。野生型 AKT1 (AKT1-WT)もしくは変異型 AKT1 (AKT1-

K175A)を過剰発現する SW480細胞株を準備し、CCK8 (Dojindo)を用いて細胞数

をカウントした。野生型、変異型、それぞれ 3クローンずつ細胞株を用いて実験

を行った。** P<0.01 B, C. Aと同じ細胞株を使用した細胞周期アッセイ。野生型

と置換型、それぞれ 3クローンずつ細胞株を用いて実験を行った。Bに FACSの

生データを示す。Cは Bのデータをグラフ化したもの。** P<0.01 



43 

 

      

 

図 13. 形質転換細胞 SW480 における Thr 308 でのリン酸化レベル 

図 12 で用意した形質転換細胞 SW480 を用いたウェスタンブロット。細胞内由

来の AKT1を Endo、細胞外由来の AKT1 を Exo と表記した。置換型 AKT1は野

生型 AKT1と比較して Thr 308において低いリン酸化レベルを示した。 

  



44 

 

4. 考察 

 

 AKT シグナル経路は様々ながんにおいて、細胞増殖の調整、分化、血管新生

などにおいて重要な役割を果たすとされている[45]。その中心である AKT1の活

性化は Phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)依存的な 3-Phosphoinositide Dependent 

Protein Kinase 1 (PDK1)と mTOR Complex 2 (mTORC2)によるリン酸化が最初の契

機と長く考えられてきたが、PI3K/Phosphatase And Tensin Homolog (PTEN)が正常

レベルの中で AKT1経路が過剰に活性化する機序は不明なままであった[29]。本

研究によって、タンパク質メチル基転移酵素 SMYD3 が in vitro、in vivo 両条件

下に AKT1の Lys 14をモノメチル化することがわかった。またその他に Lys 30

と Lys 39も SMYD3によってモノメチル化されることがわかった (図 2-4)。これ

らのメチル化部位を含んだアミノ酸配列を生物種間で比較したところ、Lys 14は

ヒトから線虫まで広く保存されていることがわかり、機能的な重要性が示唆さ

れた (図 5B) [46]。そしてメチル化部位の Lys を Alaに置換した AKT1タンパク

質を用意して、AKT1活性化の重要なマーカーである Thr 308でのリン酸化レベ

ルを比較したところ、Lys 14 の置換体で著明なリン酸化レベルの低下が認めら

れた (図 6A)。この結果から、Lys 14におけるメチル化が、AKT1の活性化に重

要であることが示唆された。AKT1タンパク質の立体構造解析では Lys 14と Thr 
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308が近接していること、さらには Lys 14 と Glu 17が水素結合していること、

その Glu 17が Thr 308を含んだ活性化ループと Van der Waals 接触をしているこ

とが判明した (図 6C)。Lys 14がメチル化されると、Lys 14のアミノ基の側鎖の

水素結合が、疎水性のメチル基に置換されるため、必然的に Lys 14 と Glu17 間

の静電相互作用が減弱化する。結果的に、Glu 17に関連した構造の自由度が増し

活性化ループが開くことで、間接的に Thr 308 におけるリン酸化のしやすさに関

与していると考えられた。また、この AKT1 活性化機序に関して、Lys 14でのメ

チル化により細胞膜への AKT1 の集積が増加することが免疫細胞染色で判明し

た (図 11)。この結果に関しては Lys 14の存在する PHドメインが膜上のホスホ

イノシタイドと接着することで AKT1 が活性化されることは知られており、こ

の Lys 14 が構造学的にフォスファチジルイノシトール 3 リン酸やフォスファチ

ジルイノシトール 2リン酸と相互作用することも報告されている[41]。リジンの

メチル化は塩基性、疎水性を増加させる[47]。SMYD3 によるメチル化によって

生じた PHドメインでのこのような生化学的変化が、AKT1とホスホイノシタイ

ドとの結合親和性を増強させると考えられた。以上の結果から、SMYD3による

Lys 14のメチル化は AKT1の活性化を調整する鍵となることがわかった。 

SMYD3 によるメチル化が AKT1 のリン酸化を促すことが図 6Aをはじめとし

た実験で示唆されたが、siRNA や SMYD3 の酵素活性阻害剤を用いた Loss-of-
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functional analysis (図 8 及び 9)と、SMYD3 を過剰発現させた Gain-of-functional 

analysis (図 10)による検討で、SMYD3による Lys 14でのメチル化が AKT1のリ

ン酸化、さらに下流の mTOR のリン酸化レベルに影響を及ぼすことが示され、

置換体で示された表現型が正しい現象であることが証明できた。 

近年、AKT の PH ドメインを標的とする抗がん治療薬の研究開発が進んでい

る。例えば、アルキルリン脂質製剤であるペリフォジン、ミルテフォジンなどは

AKTの PHドメインに接着して膜への凝集を阻害するように設計されたAKT阻

害剤である[43, 48, 49]。これらの分子の PHドメインへの結合の結果、AKT のリ

ン酸化レベルの上昇が阻害され、下流シグナルの活性化は抑制されることが報

告されている。このように、我々の研究でメチル化部位が見つかった PHドメイ

ンは機能上、がん治療の標的として重要な候補であると考えられる。SMYD3特

異的阻害剤である BCI-121を用いた実験でも、AKT1のメチル化レベルと共にリ

ン酸化レベルは有意に低下しており (図 9)、また BCI-121 はがん細胞の増殖を

妨げることが示されている[35]。細胞増殖能に関しては、形質転換細胞 SW480を

用いた我々の実験でも、置換体 AKT1 を過剰発現する細胞では野生型に比べて

有意に細胞増殖能が低いこと (図 12)、またリン酸化レベルが低下することが示

され、SMYD3による Lys 14でのメチル化が既存のシグナル経路を介して細胞増

殖能に寄与していることが示唆された (図 13)。 
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以上より、SMYD3による Lys 14のメチル化は、SMYD3を過剰発現している

タイプのがん細胞において、AKT1 活性化のトリガーになっていると考えられ、

メチル基転移酵素 SMYD3 は抗がん治療の標的として良い候補であると考えら

れた。 
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第 2章 

 

メチル基転移酵素 SMYD3 と HER2タンパク質のホモ 2量体化の関係 
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1. 目的 

 

 HER2タンパク質も AKT1と同様、主要ながん遺伝子の一つであり、リン酸化

が HER2 の下流シグナル経路の活性化に重要であることはよく知られている。

今回、複数のメチル基転移酵素 (SMYD2、SMYD3、PRMT1、PRMT6)を用いた

in vitro methyltransferase assay によって HER2 タンパク質がメチル基転移酵素

SMYD3によってメチル化されることが明らかになったため、がんにおけるその

役割を解明することを本研究の目的とした。 
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2. 実験材料および方法 

 

1. 細胞培養 

293T 細胞、HeLa 細胞、乳がん細胞株 MCF7 と ZR-75-1 は ATCC より購入し

たものを使用した。すべての細胞株は単層で 10％の FBS と 1%の抗生物質 

(Sigma-Aldrich)が添加された以下の培養液で、培養した。293T 細胞は D-MEM、

HeLa 細胞と MCF7 細胞は E-MEM、ZR-75-1 細胞は RPMI-1640 を使用した。遺

伝子導入には FuGENE® HD (Promega)を使用し、メーカーの推奨プロトコールに

従った[50]。 

 

2. 抗体 

1次抗体は以下のものを使用した。 

抗 FLAG抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, F7425; Sigma-Aldrich 

抗 HA抗体  

1:1000 in ICC, ラットモノクローナル抗体 , #11867423001; Roche Applied 

Science) 

抗 SMYD3抗体  
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1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D2Q4V; Cell Signaling Technology 

抗 HER2抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, 29D8; Cell Signaling Technology 

抗リン酸化 HER2 (Tyr 1248)抗体 

1:500 in WB, ウサギモノクローナル抗体, #2247; Cell Signaling Technology 

抗 EGFR抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D38B1; Cell Signaling Technology 

抗 ACTB抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, #4967; Cell Signaling Technology 

抗ヒストン H3抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, ab1791; Abcam 

抗 AKT抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, C67E7; Cell Signaling Technology

抗リン酸化 AKT (Ser 473)抗体  

1:1000 in WB, マウスモノクローナル抗体, 587F11; Cell Signaling Technology 

抗 PLCγ-1抗体  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, D9H10; Cell Signaling Technology

抗リン酸化 PLCγ1 (Tyr 783)抗体  



52 

 

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, #2821; Cell Signaling Technology 

抗 p44/42 MAPK (Erk1/2)  

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体, #9102; Cell Signaling Technology 

抗リン酸化 p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr 202/Tyr 204) 

1:1000 in WB, ウサギモノクローナル抗体 , D13.14.4E; Cell Signaling 

Technology 

 

3. In vitro methyltransferase assay 

メチル化活性化バッファー (50 mM の Tris-HCl、10 mM の DTT と 10 mM の

MgCl2 の混合液)の存在下に、GST-HER2 組み換えタンパク質 (H00002064-P01, 

Novus biologicals)と SMYD3 酵素 (in house)、メチル基供与体である 2 μCiの SAM 

(PerkinElmer)を 30℃の恒温槽で 2 時間反応させた。タンパク質は Mini-

PROTEAGEN® TGXTM Precast gel (Any kD; Bio-Rad)上に分離され、EN3HANCETM 

Spray Surface Autoradiography enhancer (PerkinElmer)にてシグナルを増強させた上

でフルオログラフィーにて可視化した。タンパク質の存在は MemCodeTM 

Reversible Stain (Thermo Fisher Scientific)を用いて可視化した。 

 

4. 質量分析法 
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In vitro methyltransferase assayを行ったサンプルを SDS-PAGEで分離し、Simply 

Blue Safe Stain (Thermo Fisher Scientific)で染色した。HER2のバンドはトリプシン

とエンドプロテイナーゼ Asp-N を用いてゲル内にて分離、消化し、Q Exactive 

mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific)を用いて LC-MS/MSにて解析した。ペ

プチドは 0-35%のバッファーB (100%アセトニトリルと 0.1%のギ酸の混合液)を

用いて、300 nL/min の速度で 10 分以上かけて nano ESI spray column (Nikkyo 

Technos)によって分別した。質量分析計は陽イオンモードで、データ依存的な

TOP10法を用いてMS とMS/MSのスペクトラムを得た。そのMS/MS スペクト

ラムを local MASCOT server (Version 2.5; Matrix Sciences)を使用したデータベー

スを基に調べた。この実験に関しては、理化学研究所の堂前直氏、鈴木健裕氏に

よって行われた。 

 

5. タンパク質立体構造解析 

 HER2タンパク質の立体構造解析は、オンコセラピーサイエンスの松尾洋氏に

よって Protein Data Bank (entry code, 3WLW)を元に行われた[51]。 

 

6. ウェスタンブロッティング法 
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サンプルはプロテアーゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences)とフォスファターゼ阻

害剤 (Roche Applied Sciences)を含んだ CelLyticTM M 溶液を用いて溶解した細胞

より準備し、全ての細胞の溶解物や IP 産物などのサンプルはニトロセルロース

膜に移された。タンパク質のバンドはホースラディッシュペルオキシダーゼ接

合抗体 (GE Healthcare)と反応させ、Enhanced Chemiluminescence (GE Healthcare)

を用いて可視化した。 

 

7. 免疫沈降 

遺伝子導入された 293T 細胞と HeLa 細胞は、プロテアーゼ阻害剤 (Roche 

Applied Sciences)とフォスファターゼ阻害剤  (Roche Applied Sciences)を含んだ

CelLyticTM M 溶液を用いて溶解した。全細胞抽出物は抗 FLAG® M2 affinity gel 

(Sigma-Aldrich)ともしくは抗 HAアガロースと共に夜通し恒温放置した。PBSで

ビーズを 3 回洗浄した後に、プロテアーゼ阻害剤 (Roche Applied Sciences)を含

んだ溶出液 (100 μg/mlの 3X FLAG® ペプチド (Sigma-Aldrich) もしくは HA ペ

プチド (Sigma-Aldrich))でビーズに付着したタンパク質を溶出させた。溶出した

サンプルは Lane Marker Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific)と共に煮

沸し、ウェスタンブロットに使用した。 
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8. siRNA遺伝子導入と細胞増殖アッセイ 

 siRNA オリゴヌクレオチド 2 本鎖は、Sigma-Aldrich より購入した SMYD3 を

ターゲットとした siSMYD3 (SASI Hs01_00188121 及び SASI Hs01_00188125)を

使用した。siNegative control (siNC)は 3つの異なる配列を含んだ siRNAでコント

ロールとして使用している[52, 53]。siRNA の配列は表 2 に記載する。siRNA は

最終濃度 100 nMで調整し、ZR-75-1、MCF7 に Lipofectamine® RNAiMax Reagent 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて遺伝子導入した。96時間の培養の後に、細胞抽

出物は NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて細胞質のタンパク質と核内のタンパク質に分別した。 
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siRNA 名   配列 

 Target#1 Sense: 5’ AUCCGCGCGAUAGUACGUA 3’  

siNegative control   Antisense: 5’ UACGUACUAUCGCGCGGAU 3’  

(Cocktail) Target#2 Sense: 5’ UUACGCGUAGCGUAAUACG 3’  

   Antisense: 5’ CGUAUUACGCUACGCGUAA 3’  

 Target#3 Sense: 5’ UAUUCGCGCGUAUAGCGGU 3’  

   Antisense: 5’ ACCGCUAUACGCGCGAAUA 3’  

siSMYD3#1   Sense: 5’ GAUUGAAGAUUUGAUUCUA 3’ 

  Antisense: 5’ UAGAAUCAAAUCUUCAAUC 3’ 

siSMYD3#2   Sense: 5’ CAGCAAUUCUGAACGGCUU 3’ 

  Antisense: 5’ AAGCCGUUCAGAAUUGCUG 3’ 

 

表 2: siRNA配列 
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3. 結果 

 

SMYD3による HER2タンパク質の Lys 175におけるメチル化 

 がん遺伝子である HER2 タンパク質がメチル基転移酵素によりメチル化され

るか否かを、複数のメチル基転移酵素 (SMYD2、SMYD3、PRMT1、PRMT6)を

用いた in vitro methyltransferase assay によるスクリーニングを行ったところ、

SMYD3 の存在下にのみメチル化シグナルが認められた。この結果を元に

SMYD3と HER2を組み合わせた in vitro methyltransferase assayを行い、SMYD3

の存在下にメチル化シグナルが出現することを確認した (図 14A)。次に、メチ

ル化部位の特定のために LC-MS/MS 解析を行った結果、SMYD3 の存在下での

み Lys 175を含むフラグメントイオンの実測 m/z値が、フラグメントイオンの予

測 m/z値と比較して 42Daの相違が観察され、この部位で SMYD3によってトリ

メチル化されることが明らかになった (図 14B 及び C)。なお Lys 175 に関して

は、ユビキチン化されることが報告されているが、モノユビキチン化なのかポリ

ユビキチン化なのかさえ判明しておらず、機能解析の報告もこれまでなかった

[54]。 
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図 14. SMYD3は HER2を Lys 175にてトリメチル化する 

A. HER2の in vitro methyltransferase assay。SAMの存在下に HER2組み換えタン

パク質と異なる量の SMYD3 とを反応させ、オートラジオグラフィーでメチル

化シグナルを同定した (上段)。各タンパク質はMemCode™ Reversible Stainによ

る染色で可視化した (下段)。メチル化シグナルの SMYD3 容量依存的な増強が

認められた。*SMYD3オートメチル化による非特異的シグナル。B. 非修飾の171-

188 HER2フラグメントとトリメチル化された 171-188 HER2フラグメントのMS

クロマトグラム。SMYD3の存在下でのみ、トリメチル化されたペプチドが認め

られた。C.トリメチル化された HER2 フラグメント (コドン 171-188)の LC-

MS/MS スペクトラム (実測値)。矢印は Lys 175 のメチル化されたフラグメント

の理論値と一致するピーク。D. HER2 フラグメント (コドン 171-188)の MS/MS

によるフラグメント質量の理論値 (予測値)。左は Lys 175 非メチル化フラグメ

ント、右は Lys 175トリメチル化フラグメント。bイオンと yイオン、右肩の++

は価数を示す。図 14C で観察されたメチル化されたフラグメントイオンは赤字

で記した。 
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SMYD3による Lys 175のメチル化と、HER2のリン酸化レベルとの関係 

 乳がん細胞株 (ZR-75-1 と MCF7)に対して siRNA を用いて SMYD3 をノック

ダウンし HER2 のリン酸化レベルを比較したところ、siSMYD3 を遺伝子導入さ

れた細胞株では、コントロール (siNC)に比してリン酸化レベルの低下を認めた 

(図 15A及び B)。次に、この現象を説明するために立体構造解析を行った。細胞

外ドメインは構造的に4つのドメインにより構成されており、それぞれECDⅠ、

ECDⅡ、ECDⅢ、ECDⅣと呼ばれている。このうち、ECDⅡは HER2タンパク質

の 2 量体形成において接合部として知られている。この ECDⅡにある Glycine 

223 (Gly 223)の主鎖のカルボニル基が ECDⅠに存在する Lys 175の側鎖のアミノ

基と水素結合していることがわかった (図 15C)。 
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図 15. SMYD3 のノックダウンは HER2 のリン酸化レベルを減弱させる 

A、B. コントロールの siNC、siSMYD3 (#1 と#2)を乳がん細胞株 ZR-75-1 (A)と

MCF7 (B)に遺伝子導入し、タンパク質を抽出、NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific)を用いて核内タンパク質と細胞質タ

ンパク質に分画し、ウェスタンブロットにて HER2 のリン酸化レベルをそれぞ

れ比較した。C. HER2タンパク質細胞外ドメインの立体構造解析。ECDⅠは青。

ECDⅡはオレンジで示される。ECDⅠに存在する Lys 175 の側鎖のアミノ基が

ECDⅡに存在する Gly 223の主鎖のカルボニル基と水素結合している。HER2タ

ンパク質の立体構造解析はProtein Data Bank (entry code, 3WLW)を元に行った[51]。 
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SMYD3による Lys 175のメチル化と、HER2ホモ 2 量体化形成との関係 

 HeLa細胞に FLAG-tagged HER2 (FLAG-HER2)と、HA-tagged HER2 (HA-HER2)

を mockもしくは SMYD3発現ベクターとともに共発現させ、抗 FLAG抗体で免

疫沈降を行ったサンプルを用いてウェスタンブロットを行った。SMYD3を過剰

発現させた細胞において、EGF 刺激の有無に関わらず、共免疫沈降された HA-

HER2 がコントロールに比して著明に増加していることが判明した (図 16A)。

対照的に、共免疫沈降された EGFR は SMYD3 の有無に関わらず一定であった。

以上より、SMYD3によるメチル化はホモ 2 量体形成に影響するが、ヘテロ 2量

体形成には関与しないと考えられた。この結果を確認するために、メチル化部位

である Lys 175 をリジンからアラニンに置換した発現ベクター (FLAG-HER2-

K175A)を準備し、野生型 HA-tagged HER2 (HA-HER2-WT)、SMYD3発現ベクタ

ーとともに、野生型 FLAG-tagged HER2 (FLAG-HER2-WT)ベクターもしくは

FLAG-HER2-K175Aを 293T細胞に共発現させた上で、抗 HA抗体で免疫沈降を

行った後にウェスタンブロットを行った (図 16B)ところ、共免疫沈降される置

換型 FLAG-HER2は、野生型 FLAG-HER2に比べて優位に少なかった。また、同

じサンプルに対して抗 FLAG 抗体を使用して免疫沈降を行ったところ、共免疫

沈降される野生型 HA-HER2の量は、置換型 FLAG-HER2を共発現させたサンプ

ルで優位に少なかった (図 16C)。続いて、SMYD3による HER2タンパク質のメ
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チル化の生物学的重要性を検討するために、293T 細胞に FLAG-HER2-WT もし

くは FLAG-HER2-K175A を Mock もしくは SMYD3 発現ベクターとともに共発

現させて、HER2リン酸化レベルを比較した。図 16Dの通り、SMYD3を過剰発

現させたサンプルにおいて HER2 のリン酸化レベルは有意な上昇を認めた。以

上より、SMYD3 による HER2 タンパク質のメチル化は、HER2 ホモ 2 量体化を

亢進させることで、HER2のリン酸化レベルに影響することがわかった。 
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図 16. SMYD3 によるメチル化は HER2 のホモ 2量体形成を亢進する 

A. HeLa 細胞に FLAG-HER2 と HA-HER2 とともに、Mock もしくは SMYD3 発

現ベクターを遺伝子導入し 24 時間後に 0 もしくは 100 ng/µlの EGFで 5 分間刺

激した後に、抗 FLAG 抗体で免疫沈降したサンプルを用いてウェスタンブロッ

トを行い、共免疫沈降される HA-HER2レベルを比較した。B、C. 293 T細胞に

野生型HA-HER2と、野生型 FLAG-HER2もしくは置換型 FLAG-HER2を SMYD3

発現ベクターと共に共発現させた。48 時間後抽出したタンパク質は、抗 HA 抗

体 (B)もしくは抗 FLAG抗体 (C)で免疫沈降してウェスタンブロットを行い、共

免疫沈降される FLAG-HER2 レベル (B)もしくは HA-HER2 (C)レベルを比較し

た。D. 293T 細胞に野生型 FLAG-HER2もしくは置換型 FLAG-HER2を、Mockも

しくは SMYD3発現ベクターと共発現させた後に 48時間後、抗 FLAG抗体で免

疫沈降を行ったサンプルを用いてウェスタンブロットを行った (上段)。各 X 線

フィルムを GS-800™ calibrated densitometer (Bio-Rad)でスキャンしシグナル濃度

を数値化し、FLAGレベルで標準化したリン酸化レベルを示した (下段)。 
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SMYD3による HER2メチル化による、HER2 下流シグナル経路への影響 

 HER2により活性化される下流のシグナル経路である、PI3K-AKT、RAS-MAPK、

PLCγ-PKC といった主要な経路への影響を検討するため Gain-of-functional 

analysis を行った。ここでは、SMYD3 による他のタンパク質メチル化の影響を

排除するために、FLAG-HER2-WT もしくは FLAG-HER2-K175Aを HeLa細胞に

過剰発現させて、それぞれの経路のタンパク質 (ERK1/2、AKT、PLCγ1)リン酸

化レベルを調べた。AKT と PLCγ1のリン酸化レベルは置換型 HER2を過剰発現

させたサンプルで明らかな低下を認めた。一方で ERK1/2のリン酸化レベルは差

がなかった (図 17A)。なお RAS-MAPK 経路の MAP3K2 は SMYD3 によりメチ

ル化されること、メチル化により SMYD3 が直接的に経路の活性化に働いてい

ることが報告されている[23]。 
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図 17. SMYD3 による HER2 メチル化の下流シグナル経路への影響 

A. HeLa 細胞に野生型 HER2 (FLAG-HER2-WT)、もしくは置換型 HER2 (FLAG-

HER2-K175A)を遺伝子導入し、48 時間後、タンパク質を抽出しウェスタンブロ

ットにより下流遺伝子 (ERK1/2、AKT、PLCγ1)のリン酸化レベルを比較した 

(左)。各 X線フィルムを GS-800™ calibrated densitometer (Bio-Rad)でスキャンし

シグナル濃度を数値化し、各タンパク質のリン酸化レベルを各タンパク質の発

現レベルで標準化した (右)。B. SMYD3 によるメチル化が HER2 活性化へ及ぼ

す影響について図式化した。 

  



66 

 

4. 考察 

 

HER2は細胞増殖、分化、血管新生やアポトーシスに関連した下流シグナル経

路を活性化することで種々のがんにおいて発がんに関与することが知られてい

る[55]。そして、2 量体形成は下流シグナル経路を活性化するための重要な過程

であると考えられている。HER2特異的なリガンドはこれまで発見されておらず、

過剰発現のみがホモ 2量体化を調整する機序であると考えられていた[56]。我々

の研究で、SMYD3によって Lys 175において HER2たんぱく質がトリメチル化

修飾を受けることがわかった (図 14)。乳癌細胞株 ZR75-1 と MCF7 に対して

siRNA を用いた Loss-of-functional analysis では、SMYD3 をノックダウンしたサ

ンプルにおいて HER2の Tyr 1248におけるリン酸化レベルが低下し、SMYD3に

よるメチル化が HER2 の活性化に関与している可能性が示唆された (図 15A)。

HER2のリン酸化部位である Tyr 1248は細胞内ドメインに存在し、2量体を形成

した際に自己リン酸化が起こり、リン酸化修飾される。今回見つかったメチル化

部位である Lys 175は細胞外ドメインに存在することから、その相関関係を調べ

るために HER2タンパク質の構造解析を行った。その結果、ECDⅠに存在するメ

チル化部位である Lys 175の側鎖のアミノ基と、ECDⅡにある Gly 223の主鎖の

カルボニル基が水素結合していることがわかった (図 15C)。この結果から、
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SMYD3によるメチル化が起こることで Lys 175の水素結合がメチル基に置き換

わり、ECDⅠと ECDⅡの空間的位置関係が変化することになる。その結果とし

て HER2 タンパク質の 2 量体形成のし易さに影響を与えるといった機序が考え

られた。この仮説を証明するために、図 16Aの実験を行った。ここで SMYD3を

共発現させたサンプルでは、共免疫沈降される HER2 の量が増加すること、共

免疫沈降される EGFRの量は変化がないことがわかった。この結果から、SMYD3

によるメチル化は HER2 ホモ 2 量体化を促すが、ヘテロ 2 量体の形成には影響

しないと考えられた。さらに、メチル化部位置換体である HER2-K175A と、野

生型の HER2-WT を用いて 2 量体形成のしやすさを比較したところ、野生型同

士の結合に比較して置換型と野生型の結合が弱いことが判り (図 16B)、SMYD3

による Lys 175でのメチル化は HER2のホモ 2量体形成を増強させることが判明

した。次に、Gain-of-functional analysis では SMYD3 による他のタンパク質メチ

ル化の影響を排除するために、野生型もしくは置換型の HER2 を過剰発現させ

て下流のタンパク質のリン酸化シグナルを比較した。その結果、AKT と PLCγ

1のリン酸化レベルにおいて、置換体を過剰発現させたサンプルで低下を認めた。

以上の結果から、SMYD3 による HER2 のメチル化は HER2 の 2 量体化を促し、

自己リン酸化を起こすことで下流シグナルを活性化させると考えられた  (図

17B)。 



68 

 

さらに今回の研究で判明したもう一つの重要な事実は、メチル化部位が細胞

外ドメインに存在するということである。これまで細胞外ドメインでメチル化

修飾を受けるといった報告は無かった。だが、いくつかのケモカイン受容体では、

細胞外ドメインにおいて翻訳後修飾を受けることが知られている。例えば

CCR2b、CCR5、CX3CR1、CXCR4といった受容体は細胞外ドメインにおいて硫

酸化やグリコシル化することが報告されている[57-59]。これらの修飾はリガン

ドの結合による受容体の活性化に対して補助受容体のように働くと考えられて

おり、今回判明した SMYD3によるメチル化の機能と近似した部分がある。加え

て、最近の生物情報学や細胞内局在解析 (THE HUMAN PROTEIN ATLAS データ

ベースなど)によれば、SMYD3は核や細胞質だけでなく、ゴルジ体にも存在する

ことが報告されている。以上の事実から、HER2の細胞外ドメインはゴルジ体で

メチル化修飾を受けていると推測されるが、現時点でこれを証明する方法はな

く今後も検証が必要である。 

今回の実験結果から、SMYD3 による Lys 175 のメチル化は、SMYD3 を過剰

発現しているタイプのがん細胞において、HER2活性化のトリガーになっている

と考えられ、メチル基転移酵素 SMYD3 は抗がん治療の標的として良い候補で

あると考えられた。 
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第 3章 

 

まとめ・今後の展望 

 

これまで、本研究も含め SMYD3 はさまざまながん腫において過剰発現して

いること[1, 9, 12, 60, 61]、また発がんに関与する機能を有することが報告されて

きた[35, 62-64]。しかしながら、非ヒストンタンパク質の SMYD3によるメチル

化に関して、生物学的な重要性はこれまで十分な報告がなかった。最近になって

VEGFR1 や MAP3K2 が SMYD3 の基質として報告され、その機能についての検

討が行われている[23, 26]。これらの発見は、SMYD3が既知のシグナル経路に影

響を及ぼすユニークなメチル化の機能を有することを示している。本研究では、

SMYD3 により AKT1、HER2 といった発がん遺伝子が非ヒストンタンパク質修

飾を受けること、がん細胞においてシグナル経路を活性化させること、またその

機序を明らかにすることができた。 

以上のことから、SMYD3はがん治療において注目すべき標的分子の 1つであ

ると言える。治療標的として考えるうえで、重要な事項は 3 つあると考えられ

る。1つは、非ヒストンタンパク質のメチル化修飾の機能解析である。非ヒスト

ンタンパク質メチル化修飾の機能は、酵素と基質の組み合わせで機能が異なる
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ことが判っており、まだ明らかとなっていない SMYD3 の基質も存在すると考

えられる。今後の更なる SMYD3によるメチル化の機能解析は、SMYD3を標的

とした治療で起こりうる有害事象も予測できるメリットがあると考えられる。

次に、臨床検体を用いたマーカーとしての有用性の検討が必要である。大腸がん

患者の腫瘍サンプルにおける SMYD3 過剰発現の頻度は 50％程度であり、予後

との相関が報告されている[65]。この報告からも、腫瘍での高発現を推測できる

マーカーの検索はより効率的な患者選択に有益であると考えられる。最後に、

SMYD3 によるメチル化を特異的に阻害する化合物の研究開発が重要である。

SMYD3 は非ヒストンタンパク質以外に、ヒストンタンパク質、DNA のメチル

化修飾を通して転写の調整を行っている。SMYD3の酵素活性部位に直接結合し

その働きを阻害する化合物の開発が進められているが[35]、こうした化合物はエ

ピジェネティクスに関連した機能まで抑制してしまう可能性がある。今後はメ

チル化を受ける基質側の構造解析によって、メチル化されるアミノ酸へのメチ

ル基の結合を防ぐ化合物がデザインできれば、がんの活性化に関与する機能を

特異的に阻害することができると考えられる。今後も研究を継続し、がん治療を

目指していきたい。 
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