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研究成果の概要（和文）：研究代表者は翻訳終結因子欠損大腸菌およびピロリジルtRNA合成酵素(PylRS)・tRNA(Pyl)シ
ステムを用いてメチルリジン誘導体BocKme1をヒストンH3タンパク質の複数カ所、K4、K9、K27、K36、K79の位置に導入
したのち、Boc基を脱保護することでモノメチルリジンを複数含むタンパク質を数mg～数十mgオーダーで調製すること
に成功した。本研究におけるモノメチルリジン含有ヒストンタンパク質の調製法を利用することでエピジェネティクス
研究の進展が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel method to prepare histone proteins bearing multiple 
N(epsilon)-monomethyllysine residues at specified positions. By the combination of the Release factor 1 
(RF1)-knockout (RFzero) Escherichia coli cells and the pair of tRNAPyl and pyrrolysyl-tRNA synthetase 
(PylRS), a tert-butyloxycarbonyl (Boc)-protected N(epsilon)-monomethyllysine analogue (BocKme1) is 
translationally incorporated into one or more positions specified with the UAG codon. The Boc groups on 
the protein are then removed to generate N(epsilon)-monomethyllysine residues. We installed N(epsilon) 
-monomethyllysine residues at positions 4, 9, 27, 36, and/or 79 of histone H3. The present method enables 
the installation of authentic N(epsilon)-monomethyllysines at multiple positions within a protein for 
large-scale production and will lead to better understanding of epigenetics research.

研究分野： 化学生物学、構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸は
61 種類のコドンにコードされておりアミノ
酸をコードしない UAA、UGA、UAGの３種
類の終止コドンで翻訳が終結する。しかし一
方で通常終止コドンとして読まれるコドン
が例外的に 20 種類以外のアミノ酸のコード
として読まれる場合がある。セレノシステイ
ンと、もう一つはピロリジン（Pyl）である（図
１）。 

図 １ . ピ ロ リ ジ ン
（Pyl）の化学構造 
 
 

Pylは PylRSによってUAGコドンに対応する
アンバーサプレッサーtRNAPyl にアミノアシ
ル化後、リボソームに運ばれ特定のタンパク
質をコードする mRNA 内 UAG コドンが Pyl
として翻訳される(Blight et al., Nature 431, 
333, 2004; Polycarpo et al., Proc.Nat.Acad.Sci. 
USA 101, 12450, 2004)。申請者は PylRS触媒
ドメインの結晶化、構造決定に成功し、Pyl
の認識や tRNA結合に関わるアミノ酸残基な
どを明らかにしてきた（Yanagisawa et al., Acta 
Crystallogr. F62, 1031, 2006; Yanagisawa et al., 
J.Mol.Biol. 378, 634, 2008a）。また構造に基づ
いた生化学的解析から PylRS は Pyl 以外の
様々なアミノ酸をもアミノアシル化できる
ことを見い出し、非天然型アミノ酸との複合
体構造を決定することで PylRSが基質認識の
緩い”polyspecific”な酵素であることを証明し
た（Yanagisawa et al., 2008a; Yanagisawa et al., 
Chem.Biol. 15, 1187, 2008b）。 
	 近年非天然型アミノ酸のタンパク質への
導入に関する方法論が次々と開発されてき
たが、いずれも宿主のアミノアシル tRNA合
成酵素(aaRS)が認識できないサプレッサー
tRNAとそれに対応する aaRSが非天然型アミ
ノ酸に対してのみ活性を持つ“直交性”の
aaRS・tRNA である。代表的な系はチロシル
tRNA 合成酵素(TyrRS)変異体・tRNATyr(CUA)
であるが、様々な非天然型アミノ酸が終止コ
ドンや４塩基コドン特異的にタンパク質に
導 入 さ れ て い る （ Wang and Schultz, 
Ann.Rev.Biophys.Biomol.Struct. 35, 225, 2006; 
Liu and Schultz, Annu. Rev. Biochem. 
79,413,2010）。PylRS・tRNAPylの系も大腸菌、
酵母、線虫、ショウジョウバエ、動物細胞な
どにおいて宿主の aaRS・tRNAに対して直交
することが確認されており（Mukai et al., 
BBRC 371, 818, 2008; Hancock et al., 
J.Am.Chem.Soc.132, 14819, 2010; Chin, Annu. 
Rev. Biochem. 83,379,2014）、現在までに様々な
官能基をもつ 100種類以上の非天然型アミノ
酸をタンパク質に導入することが可能とな
っている（Fekner and Chan, Curr.Opin.Chem. 
Biol. 15, 387, 2011; Wan and Liu, Biochim. 
Biophys.Acta.1844, 1059, 2014）。申請者らも
N(epsilon)-acetyl-lysine (AcLys)(Mukai et al., 
2008) 、 N(epsilon)-allyloxycarbonyl-lysine 

(AlocLys)、N(epsilon)-benzyloxycarbonyl-lysine 
(ZLys)、N(epsilon)-(o-azidobenzyloxycarbonyl) 
-lysine（oAzZLys）(Yanagisawa et al., 2008b)、
N(epsilon)-(p-trifluoromethyldiazirinylbenzyloxy
carbonyl)-lysine (TmdZLys)（Yanagisawa et al., 
Mol. Biosyst. 8,1131,2012）などのリジン誘導
体をタンパク質へ導入する系の開発に貢献
してきた（図２）。 
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図２. PylRS・tRNAPylによる非天然型アミノ酸
の導入系（A）と代表的なリジン誘導体（B） 
 
大腸菌では UAG コドンが終止コドンの中で
最も使用頻度が少ないことから非天然型ア
ミノ酸を割り当てるためのコドンとして利
用されることが多い。一方で野生株では翻訳
を終結させる翻訳終結因子 Release factor 1 
(RF1)が存在し、アミノアシル tRNA(CUA)と
の競合のため１カ所の UAG コドンでも非天
然型アミノ酸として翻訳される効率（発現
量）は野生型タンパク質に比べると低い。従
って野生株を用いてタンパク質 ORF 内の
3—4カ所以上の UAGコドンに非天然型アミ
ノ酸を導入することは極めて困難である。そ
のためRF1が結合しにくいリボソームやRF1
を欠損させ UAG コドンが非天然型アミノ酸
にアサインされた特殊な大腸菌株を用いる
ことでこの問題を回避するシステムが開発
されており（Neumann et al., Nature 464, 441, 
2010; Mukai et al., NAR 38, 8188, 2010; Wang et 
al., Nat.Chem.Biol. 2011; Lajoie et al., Science 
342, 357, 2013）、理研 SSBC拡張遺伝暗号シス
テム研究チームで作製された大腸菌 RF1 欠
損株（RFzero株）（Mukai et al., Nucleic. Acids 
Res. 38,8188,2010; Mukai et al., BBRC, 411, 757, 
2011）や Blank株（Mukai et al., NAR, 5, 9699, 
2015）を用いて非天然型アミノ酸をタンパク
質内に複数導入することで様々な生命科学
研究への拡張が可能となっている。近年、こ
れらの遺伝暗号拡張技術を利用しタンパク
質へ導入した非天然型アミノ酸をケミカル
ツールとしてタンパク質の翻訳後修飾、蛍光
ラベル化、局在検出、タンパク質間相互作用



 

 

の検出、X線結晶構造解析など生命現象解明
のための有用な基盤技術へと応用、実用化が
試みられている。 
 
２．研究の目的 
リジンの N(epsilon)-メチル化はエピジェネテ
ィクスに関わるヒストンタンパク質の重要
な翻訳後修飾の一つである。ヒストンメチル
化酵素が触媒する特定の位置のリジンメチ
ル化については解析が進んでいるが複数メ
チル化修飾の機能や役割はよくわかってい
ないことから、メチルリジンを複数含むヒス
トンタンパク質の簡便な調製法が必要とさ
れている。ヒストンタンパク質の N末端領域
40アミノ酸残基（ヒストンテイル）は一定の
構造をとらずアセチル化、メチル化、ユビキ
チン化、リン酸化などの様々な翻訳後修飾を
受ける（図 3）。 

 

 
 

 
 
 
 
図３.ヒストンタンパク質の代表的な翻訳後
修飾（A、B）とヒストンオクタマーの結晶構
造（C） 
 
このような翻訳後修飾はエピジェネティッ
クな遺伝子発現の制御に重要な役割を担っ
ている。ヒストンに多数の修飾を導入するこ
とは酵素的には制御が困難であるが、これま
でに PylRS・tRNAPylのシステムを使ってヒス
トンH3やH4タンパク質内の特定のメチル化、
アセチル化修飾部位へメチルリジンやアセ
チルリジンの導入が為されている（Mukai et 
al., 2008; Neumann et al., Mol.Cell 36, 153, 
2009; Nguyen et al., JACS 131, 14194, 2009; 
Wang et al., 2011）。2011年当時ヒストンタン
パク質に 4カ所以上のメチル化、アセチル化
修飾を部位特異的に導入した例は無く、申請
者らは RFzero 株の粗抽出液を用いた無細胞
タンパク質合成系によりアセチルリジンを
H4の４カ所（K5、K8、K12、K16）に同時に
導入し mg 単位のテトラアセチル H4 を得る
ことに成功している（Mukai et al., 2011）（図
4）。RFzero株と化学修飾法を利用し、複数の
リジン残基がメチル化、アセチル化されたヒ
ストンを調製し構造機能解析に供する。
AlocLys、AzZLys、N(epsilon)-propargyloxy 
carbonyl-lysine (PocLys)など多くの非天然型
リジン誘導体についても野生株よりも RF１
欠損株を使用した方がタンパク質への導入
効率は優れている。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図４. RFzero株を用いたテトラアセチルヒス
トン H4の調製 
 
また複数カ所への導入には RF１欠損株は必
須である。RF1欠損大腸菌と遺伝暗号拡張技
術を利用し PylRS・tRNAPylを用いて導入する
事ができる翻訳後修飾関連リジン誘導体に
ついてヒストンタンパク質に導入して構造
および機能解析を行い、ヒストンタンパク質
の翻訳後修飾、エピジェネティクス研究の進
展に役立てることを目的とした。 
	  
３．研究の方法 
大腸菌 RFzero株、また RFzero株の粗抽出液
を用いた無細胞タンパク質合成系によりモ
ノメチル化ヒストンタンパク質の調製を行
う。メチル化修飾を受ける H3 の５つのリジ
ン残基（K4, K9, K27, K36, K79）について 1－
4カ所のリジンコドン（AAA、AAG）を UAG
コドンに変えた H3 変異体を作製する。
BW25113-RFzero 株に UAG コドンをもつ H3
遺伝子、嵩高いリジン誘導体に対して活性の
高い PylRS(Y384F)変異体、tRNAPyl遺伝子を
含むプラスミド pTK285-H3(amber)- 
PylRS(Y384F)-tRNAPyl を 大 腸 菌 K12 株
BW25113-RFzeroに形質転換したのち、5 mM 
Boc基含有メチルリジン誘導体 N(epsilon)- 
methyl-N(epsilon)-t-butyloxycarbonyl-lysine 
[BocKme1]存在下、37℃で OD600 = 1.5—1.8ま
で培養し、0.2%アラビノースを添加後、42
時間誘導発現させ H3-K4、K9、K27、K36、
K79 の位置に BocKme1 を導入する。
H3(BocKme1) 1—4 をニッケルセファロースカ
ラムで精製後、50%トリフルオロ酢酸(TFA)
処理を施し BocKme1 の Boc 基を脱保護して
モノメチルリジン含有 H3(Kme1)1—4を調製す
る。同様に無細胞タンパク質合成系において
も UAG コドンを含む導入用プラスミド
pCR2.1-H3(amber)を作製、BocKme1 および
PylRS(Y384F)または PylRS(Y309A/C348V/ 
Y384F)、tRNAPyl存在下、37℃ 6—24 時間、
無細胞タンパク質合成反応を行い、
H3(BocKme1)1—2を合成する。H3 タンパク質
をニッケルセファロースカラムで精製後、
TFA処理を施してBoc基を脱保護し複数モノ
メチルリジン含有 H3 を調製する。それぞれ
調製した H3 タンパク質について質量分析と
抗メチルリジン抗体によるウエスタンブロ
ットによりリジン残基のメチル化修飾を評
価する。スキームを図５に示した。 



 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
図５.複数リジンメチル化ヒストン H3の調製
スキーム 
 
４．研究成果 
大腸菌 BW25113-RFzero 株の発現系と
PylRS・tRNAPylペアを組み合わせることによ
りBocKme1をヒストンH3内の 1—4カ所（K4、
K9、K27、K36、K79、K4/27、K9/27、K4/36、
K9/36、K4/27/36、K9/27/36、K4/27/36/79、
K9/27/36/79）に導入し、1L培地あたり 4—42 
mgの H3(BocKme1)1—4を得た（図６）。 
 

 

図６. RFzero株発現系を用いたメチルリジン
誘導体BocKme1のヒストンH3の複数カ所へ
の導入とウエスタンブロット解析 
 
その後、TFAで H3タンパク質上の Boc基を
脱保護することにより特定の位置に 1—4 個
のモノメチルリジンが導入されたヒストン
H3を調製することに成功した。H3タンパク
質内の BocKme1 およびモノメチルリジンは
質量分析により確認した（図 7）。 
	 また BL21(DE3)-RFzero 株の粗抽出液を用
いた無細胞タンパク質合成系により、同様の
方法で H3 内の 1—2 カ所（K4、K9、K27、
K36、K4/27）にモノメチルリジンが導入され
た H3(BocKme1)1—2を調製した（図８）。TFA
処理して脱 Bocしたのち、ESI-MS、ウエスタ
ンブロットでも正しい位置にモノメチルリ
ジンが導入されていることが確認された（図
9）。 
	 また硫黄含有メチルリジン誘導体（Simon 
et al., Cell 128, 1003, 2007）を含む H3よりも
本物のモノメチルリジン含有 H3 タンパク質
の方が抗メチルリジン抗体の反応性は良い
ことが明らかとなった（図 10）。 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
図７. 脱 Boc 反応後のヒストン H3(Kme1)1—4
の質量分析 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
図８. RFzero株の無細胞タンパク質合成系と
PylRS 変異体・tRNAPyl の系によるヒストン
H3-K4、K9、K27、K36、K4/K27の位置への
BocKme1の導入（青矢印は精製された H3） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９.無細胞タンパク質合成系で調製したヒ
ストン H3の TFA処理前後の質量分析 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. モノメチルリジン含有ヒストン H3（青
字）、およびモノメチルリジン誘導体含有ヒ
ストン H3（赤字）のウエスタンブロット解
析。本物のモノメチルリジンの方が抗体に強
く反応する。 
 
複数カ所のリジン残基がメチル化されたヒ
ストンの大量調製、結晶構造解析などが期待
できることから、本研究を用いた技術により
タンパク質のメチル化やエピジェネティク
スに関する研究が推進されると期待される。 
	 本研究の成果については総説を含め論文
２報（Yanagisawa et al., 2014a; Yanagisawa et 
al., 2014b）を発表した。 
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Sakamoto2、Takashi Umehara2,3、○Shigeyuki 
Yokoyama 1 
1 RIKEN Struct. Biol. Lab.、2 RIKEN･CLST、3 
JST, PRESTO 
RIKEN Epigenetics in Kobe (2015年 2月 13日、
理研 CDB（兵庫県神戸市)) 
5) 翻訳終結因子 RF1 欠損大腸菌のタンパク
質発現系および無細胞タンパク質合成系を
利用したモノメチルリジンのヒストンタン
パク質への部位特異的複数導入 
○柳沢達男 1,2、高橋美穂子 1,3、向井崇人 1,3、
佐藤心 1,3、若森昌聡 1,3、白水美香子 1,3、坂本
健作 1,3、梅原崇史 1,3,4、横山茂之 1,2 
1 理研･生命分子システム、2 理研･横山構造生
物学研、3 理研･CLST、4さきがけ 
第 87回日本生化学大会（2014年 10月 16日、
京都国際会館（京都府京都市）） 
6) Expanded Genetic Code Technologies for 
Incorporating Modified Lysine at Multiple Sites: 
Multiple Site-Specific Installations of N(epsilon) 
-Monomethyl-L-Lysine into Histone Proteins by 
Cell-Based and Cell-Free Protein Synthesis. 



 

 

Tatsuo Yanagisawa1,2, Mihoko Takahashi1,3, 
Takahito Mukai1,3, Shin Sato1,3, Masatoshi 
Wakamori1,3, Mikako Shirouzu1,3, Kensaku 
Sakamoto1,3, Takashi Umehara1,3,4, Shigeyuki 
Yokoyama1,2. 
(1RIKEN SSBC, 2RIKEN Struct. Biol. Lab, 3 

RIKEN CLST, 4JST PRESTO,) 
tRNA Conference 2014 (2014 年 9 月 22 日、
Kyllini, Greece) 
7) Synthesis of histone proteins with multiple and 
site-specific monomethyl-lysines 
○Takashi Umehara1,2,3, Tatsuo Yanagisawa2,4, 
Mihoko Takahashi1,2, Takahito Mukai1,2, Shin 
Sato1,2, Masatoshi Wakamori1,2, Mikako 
Shirouzu1,2, Kensaku Sakamoto1,2, and Shigeyuki 
Yokoyama2,4 
(1RIKEN CLST, 2RIKEN SSBC, 3JST PRESTO, 
4RIKEN Struct. Biol. Lab.) 
FASEB meeting (2014): Biological Methylation: 
Regulation of Chromatin, Epigenetics, and 
Disease（2014年 7月 6日、Nassau, Bahamas） 
8) 翻訳終結因子 RF1 欠損大腸菌のタンパク
質発現系および無細胞タンパク質合成系を
利用したモノメチル化リジンのヒストンへ
の部位特異的複数導入 
○柳沢達男 1,2、高橋美穂子 1,3、向井崇人 1,3、
佐藤心 1,3、若森昌聡 1,3、白水美香子 1,3、坂本
健作 1,3、梅原崇史 1,3,4、横山茂之 1,2 
1 理研･SSBC、2 理研･横山構造生物学研、3 理
研･CLST、4さきがけ 
第 16 回 RNA ミーティング (2014 年 7 月 24
日、ウインクあいち（愛知県名古屋市）) 
9) 翻訳終結因子欠損大腸菌のタンパク質発
現系および無細胞タンパク質合成系を利用
したモノメチル化リジンのヒストンへの部
位特異的複数導入 
○柳沢達男 1,2、高橋美穂子 1,3、向井崇人 1,3、
佐藤心 1,3、若森昌聡 1,3、白水美香子 1,3、 
坂本健作 1,3、梅原崇史 1,3,4、横山茂之 1,2 
1 理研･SSBC、2 理研･横山構造生物学研、3 理
研･CLST、4さきがけ 
第 9 回ケミカルバイオロジー学会大会 (2014
年 6 月 12 日、大阪大学豊中キャンパス（大
阪府大阪市）) 
10) ピロリジル tRNA 合成酵素-tRNAPylペア
を利用したリジン誘導体のタンパク質への
部位特異的導入とエピジェネティクス研究
への応用 
○Tatsuo Yanagisawa1,3, Mihoko Takahashi2,3, 
Shin Sato2,3, Takahito Mukai2,3, Masatoshi 
Wakamori2,3, Mikako Shirouzu2,3, Takashi 
Umehara2,3, Kensaku Sakamoto2,3, and Shigeyuki 
Yokoyama1,2,3 
1RIKEN Struct. Biol. Lab., 2 RIKEN CLST, 
3RIKEN SSBC 
RIKEN EPIGENETICS in Yokohama (2014年 2
月 17 日、理研横浜キャンパス（神奈川県横
浜市）) 
11) Synthesis of histone with multiple 
site-specific monomethylation for reconstitution 

of epigenetic nucleosome 
○Mihoko Takahashi1,2, Tatsuo Yanagisawa2,3, 
Shin Sato1,2, Masatoshi Wakamori1,2, Takahito 
Mukai1,2, Mikako Shirouzu1,2, Kensaku 
Sakamoto1,2, Shigeyuki Yokoyama2,3, Takashi 
Umehara1,2,4 
(1RIKEN CLST, 2RIKEN SSBC, 3JST PRESTO, 
4RIKEN Struct. Biol. Lab.) 
The 65th Fujihara Seminar; International 
Symposium on Synthetic Biology of Unnatural 
Base Pairs and Amino Acids (2013年 10月 1日、
グランドホテルニュー王子（北海道苫小牧
市）) 
12) アミノアシル tRNA 合成反応前後のコン
フォメーションを捉えたピロリジル tRNA合
成酵素の新しい結晶形 
○柳沢達男 1、澄田智美 1、石井亮平 1、横山
茂之 1,2 
(1 理研•生命分子システム、2 東京大学•院理•
構造生物) 
第 35 回日本分子生物学会大会 (BMB2012)  
(2012 年 12 月 11 日、福岡国際会議場（福岡
県福岡市）) 
 
〔〔その他〕	 
ホームページ等	 
http://www.riken.jp/research/labs/disti
nguished/struct_biol/	 
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