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研究成果の概要（和文）：本研究では、SAMの誘導体であるpropargylic Se-adenosyl-L-selenomethionine 
(ProSeAM)を用い、酵素と基質タンパク質とを紐付けるケミカルメチローム解析に取り組んだ。特に、stable 
isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC) に着眼し、新たな基質探索法としてPMS 
(ProSeAM/MTase/SILAC) 法、更には阻害剤評価法としてPIS (ProSeAM/Inhibitor/SILAC) 法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Protein methylation, catalyzed by protein methyltransferases (MTases) using 
S-adenosyl-L-methionine (SAM ) as a methyl donor, is an important post-translational modification. 
We have focused on the development of a new chemical methylome strategy, using  propargylic 
Se-adenosyl-L-selenomethionine (ProSeAM), an analog of SAM, enabling to identify substrates and 
methylation sites. Integrating ProSeAM with SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell 
culture) led us to the development of PMS (ProSeAM/MTase/SILAC) and PIS (ProSeAM/Inhibitor/SILAC), 
which are useful tools for protein substrate discovery and inhibitor profiling.

研究分野：有機合成化学

キーワード： タンパク質メチル化　補酵素　酵素　阻害剤　有機合成化学　プロテオーム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質メチル化反応は、環境に応答して可逆的に変動する翻訳後修飾反応の１つである。しかしながら、メ
チル化されたタンパク質を効率的に濃縮する方法が限られているため、酵素と基質タンパク質とを紐付けるメチ
ローム解析は遅れている。本研究では、タンパク質メチル化反応をモデル題材としてとらえ、有機合成化学主導
で、他の分野の研究者、特に生物学者が『興味をもつ・分かる』、そして『使える』分子技術の創出を目指し
た。本研究を通じて、これまで見逃されてきた数種のタンパク質メチル化反応を見出すことに成功し、それらの
制御を目指した新しいタイプの阻害剤を創出することにも成功した。

※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 

タンパク質メチル化反応は、環境に応答して可逆的に変動する翻訳後修飾反応の１つであ

る。例えば、ヒストンでのメチル化反応は、クロマチンの動的な構造変化に重要な役割を果たし、

またこれにより様々な転写が制御されることが明らかにされている。しかしながら、メチル化さ

れたタンパク質を効率的に濃縮する方法が限られているため、酵素と基質タンパク質とを紐付

けるメチローム解析は遅れている。特に非ヒストンのメチル化反応の同定、さらには機能解明へ

と展開するための基盤技術の革新が望まれていた。 
この命題に対し、我々の研究室では天然のメチル源 S-adenosyl-L-methionine (SAM) の誘導体

を用い、基質タンパク質に人工的目印を導入するケミカルメチローム解析を発信してきた。特に、

「ProSeAM (propargylic Se-adenosyl-L-selenomethionine)」を用いた場合、プロパルギル基 (人工的
目印) をネイティブな基質タンパク質に導入できることを報告していた (PLOS ONE, 2014, 9, 
e105394.)。しかしながら、ヒトゲノムには全遺伝子の約１%を占める 200以上の PMTが存在し、
また多様なタンパク質基質、官能基 (K, R, S, H etc.) およびメチル化度 (K, R: mono-, di, tri) が内
在することを考慮すると未だ検出できないメチル化が埋もれている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 

申請者は、i) 低分子を基質とする触媒的不斉反応、ii) タンパク質を基質とする酵素反応の
理解と制御を２本の柱として研究に取り組んできた。これまで異なる研究テーマとしてそれぞ

れの問題点を断片的に議論しており、他の研究分野へ波及効果の高い有機化学を発信すること

への挑戦の重要性を感じてきた。本研究は、タンパク質メチル化反応をモデル題材として、他の

分野の研究者、特に生物学者が『興味をもつ・分かる』、そして『使える』分子の創製、更には

その仕組みを化学の言葉で紐解くことで、有機化学の潜在性を拡張することに主眼を置いた。本

研究を通じて、合成化学に立脚したケミカルメチローム解析技術を革新させるとともに、本研究

戦略をさらに高度化・一般化することを目指した。 
 
３．研究の方法 
これまでに、動物細胞抽出液を用いて ProSeAM は約 300のタンパク質基質をプロパルギル

化できることを示した (PLOS ONE, 2014, 9, e105394.)。本研究において我々は第一世代の検出法

では未だ検出できていない未知のタンパク質メチル化反応を研究対象として設定し 1) 検出手法

の革新、2) 酵素および基質選択的阻害剤の開発、3) 酵素/基質/メチル化サイトの同定、4) 階層

を超えたエピゲノム制御への展開について重点的に検討を行なった。それぞれの問題点を化学・

生物学双方の視点から検証を繰り返し行い、互いにフィードバックすることで本計画を効率的

に推進することを計画した。また、共同研究を積極的に行い、新たに見出したメチル化反応が関

与する生物機能への影響についても検討した。 
 
４．研究成果 

以下には、上述の研究指針に基づき、得られた代表的な成果を示す。 
(1) ProSeAM/Methytransferase (MTases)/SILAC (PMS) 法 
本研究を推進する上で柱となる分子技術は、 ProSeAM (propargylic Se-adenosyl-L-

selenomethionine) を用いた網羅的可視化法である。本手法では、ProSAM がメチル基転移酵素 
(Methyltransferase: MTases) に認識された場合、そのタンパク質基質にプロパルギル基を導入する

ことが可能となる。これまでに、細胞抽出液に ProSeAMと解析対象のMTase を添加した場合、

対応するタンパク質基質の修飾反応 (生成物) が増幅できることを見出している。これにより、

質量分析を用いて、内在性MTasesで促進させる修飾反応と解析対象の精製 MTaseを添加した修

飾反応とを比較定量することで、基質タンパク質の候補を効率的に絞り込むことができる。しか

しながら、初期のラベルフリー検出法では、質量分析の高感度に起因する偽陽性が問題になる場

合も多い。 



 

 

本研究では、より精度高く酵素と基質を紐づけるために、stable isotope labeling by amino acids 
in cell culture (SILAC) に着眼し、ProSeAM/MTases/SILAC (PMS) 法を新たに開発した (図 1)。本
手法では、通常の培養系を用いて得られる細胞抽出液 ProSeAMを反応させる (図 1、上段: light)。
一方、重いアミノ酸 (13C)で置き換えた細胞には、ProSeAM と標的酵素を加える (図 1、下段: 
heavy)。クリック反応後に、同量の両サンプルを混合させ、工程 iii–v) を行う。これにより light

と heavy に由来するペプチドのピーク強度比を同一クロマトグラム中で比較定量することが可

能となり、標的候補基質をより精度高く同定することが可能となった。 
 

PMS法は、KO 細胞に応用することも可能である。反応点が内在するメチル化酵素により既

に埋められたタンパク質基質は、過剰の酵素と ProSeAMを添加しても、プロパルギル基を導入

することができない。一方、標的酵素の KO 細胞の抽出液に対して、対応するリコンビナント酵

素と ProSeAMを添加することで、より解像度高く標的とする修飾反応を探索することが可能と

なった (第 2 世代検出法)。本手法を用いることで、G9a/GLPが触媒する ATF7IPの Lysのトリメ

チル化反応を見出した (Epigenet. Chromatin 2018, 11, 56.) (図 2-i)。これまで G9a/GLPはヒストン
H3のジメチル化酵素として広く研究されてきており (図 2-ii)、本成果は G9a/GLPに秘められた

新たな生命現象の可能性を示唆している。また、METTL9 が触媒するヒスチジンの 1 位 (p位) 
のメチル化反応 (Nat. Commun. 2021, 12, 891.) (図 3-i)、さらにはMETTL18が触媒するヒスチジ

ン 3 位 (t位) のメチル化反応を見出すことに成功した (図 3-ii)。メチル化ヒスチジンを濃縮する

ことが可能な pan 抗体は未だ存在しないことから、これらはの業績は化学と生物のシナジー効

果を顕著に示す好例である。 
これらの研究過程において、PMS法により同定された反応について、精製酵素/SAM/精製候

補基質を用いて検証実験も行なっている。同定された基質のほとんどにおいて、メチル化修飾が

確かに進行することも確かめることができている。検出に関する化学的な進展に加えて、共同研

究を通じて、これらのの生物学的機能の解析についても重要な進展を得ることもできた。 

 
(2) ProSeAM/Inhibitor/SILAC (PMS) 法 

従来のタンパク質メチル化阻害剤の開発研究では、「1酵素-1基質-1 サイト」のメチル化反

Protein

Protein

Protein

Hit

iii) アフィニティー精製
iv) 消化
v)  LC/MS-MS

Protein

ProSeAM

Light  (12C)

ii) クリック

i) プロパルギル化

m/z

In
te
ns
ity

Light

Heavy
細胞抽出液

i) プロパルギル化

内在性酵素による
プロパルギル化

ii) クリックHeavy  (13C) 細胞抽出液

N

NN

NO

HO OH

NH2

Se

H2N COOH

標的酵素

図1: ProSeAM/MTase/SILAC (PMS)

G9a/GLP
Histone H3

NH2

Histone H3

NMe MeH

G9a/GLP
ATF7IP

NH2

ATF7IP

NMe MeMe

図2: G9a/GLPが触媒するメチル化反応

i)

ii)

図3: ヒスチジンのメチル化反応

i)

ii)

N
H O

NN
Me

N
H O

NHN
3

1

N
H O

NNMe
3

1

3

1

METTL18

METTL9



 

 

応を指標に、阻害剤の構造最適化が進められてきた。一方、我々は、

ProSeAM を用いる網羅的検出系を基盤として、タンパク質メチル化阻害

剤が「どのタンパク質のメチル化を、どの程度阻害するのか」をプロテオ

ームレベルで評価する ProSeAM/Inhibitor/SILAC (PMS) 法を開発した 
(Chem. Commun. 2018, 54, 9202–9205)。この研究過程において新たに創出

した syn-HyPA-ETP2 は、非ヒストン基質に対しより選択的に修飾反応を阻害することを明らか

にすることができた (図 4)。また、PIS法により syn-HyPA-ETP2の標的基質についての検討を行

い、syn-HyPA-ETP2 はリジン(K)よりもアルギニン(R)残基に対して、より選択的に ProSeAM に
よる修飾反応を阻害することを示すことができた。さらに、同定した 非ヒストン基質候補の中

から、タンパク質 HNRNPK (heterogeneous nuclear ribonucleic protein K) に着目し、in vitroでの検
証実験も行なった。これにより、syn-HyPA-ETP2 は、HNRNPK のメチル化反応を濃度依存的に

阻害することも示すことができた。 
 
本 申 請 課 題 で 得 ら れ た 研 究 成 果 の 一 部 は Account と し て 報 告 し 、 PMS 

(ProSeAM/MTase/SILAC) 法および、PIS (ProSeAM/Inhibitor/SILAC) 法が、 生体高分子混合物中

での生命反応の刺激応答を定量するための優れた手法であることを発信することができた (Acc. 
Chem. Res. 2021, 54, 3818−3827)。また本 Accountは、editor's choice、supplementary coverに選ばれ

るとともに、Most Read Articles (1 month and 12 months) にランクされ、国際的にも高い評価が得

られたと考えられる。 
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