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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性がんや生活習慣病の発症との関連が示唆されているヒストン脱メチル化
酵素LSD1/LSD2ファミリーによるリジンメチル化ヌクレオソームの制御機構解析系の樹立を目指した。LSD1/LSD2がクロ
マチンを認識して脱メチル化を行う際に基質とする残基特異的monoメチル化ヒストンH3タンパク質について、大腸菌無
細胞合成系でのBoc保護monoメチルリジンの遺伝的導入法と化学的な脱保護反応を組み合わせることにより、任意残基
にmonoメチル化修飾を導入したヒストンH3の調製法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this study is to establish biochemical assay systems for understanding 
of regulatory mechanisms of lysine-methylated nucleosome core particles through the histone demethylase 
family of LSD1/LSD2 (Lysine-specific demethylase-1/2) which is assumed in the onsets of intractable 
cancers and/or lifestyle-related diseases. We achieved cell-free protein production methodology to 
synthesize full-length histone H3 protein containing a site-specific mono-methyl-lysine, which is the 
demethylation substrates for LSD1/LSD2 in the context of chromatin, through the combination of 
site-specific incorporation of Boc-protected mono-methyl-lysine into a protein during translation and 
chemical removal of the Boc group.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： 遺伝子発現　エピジェネティクス　エピゲノム　クロマチン　染色体　ヒストン　ヌクレオソーム　構
造解析
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１．研究開始当初の背景 
ヒトをはじめとする真核生物の遺伝子発現
は、ゲノム DNA の配列情報だけでなく、
ヒストンの翻訳後修飾と DNA の修飾を実
体とするエピジェネティック（後成的）な
情報によって制御される。ヒストンに対す
るエピジェネティック情報の制御因子は、
ヒストンアセチル化酵素やヒストン脱アセ
チル化酵素の同定以降、メチル化・リン酸
化・ユビキチン化等の修飾・脱修飾・認識
に関わる因子群が数多く同定されている。
このうち、ヒストンの脱メチル化反応は最
初の脱メチル化酵素 LSD1 が 2004 年に同
定された比較的新規のエピジェネティクス
制御カテゴリーであり、その制御機構には
不明な点が多い。LSD1 はヒストン H3
（Lys4を主要に脱メチル化する）だけでな
く、がん抑制因子 p53や DNAメチル化酵
素 Dnmt1 を脱メチル化することも示唆さ
れており（Nature 449, 105, 2007; Nature 
Genetics 41, 125, 2009）、クロマチン転写
を複数の経路で制御していると考えられる。
また、ヒストンの脱メチル化は十文字ドメ
インを含むファミリーと FAD を補酵素と
する LSD ファミリーによって担われてい
るが、十文字ファミリーはヒトで 28 種類
存在することが示唆される一方、LSDファ
ミリーはヒトで LSD1と LSD2の 2種類の
みから構成され、酵素活性中心を形成する
補酵素の FAD を介して mono-または di-
メチルリジンのみを脱メチル化する特徴が
ある。また、LSD2も LSD1と同様にヒス
トン H3 の Lys4 を主要な脱メチル化標的
とすることが示唆されているが、研究開始
時点においてその立体構造は解明されてお
らず、LSD2の構造や LSD2がクロマチン
制御に果たす役割は不明であった。また、
LSD1/2 が基質とするメチル化ヒストン等
を精密に合成する手法も限定的であった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景に基づいて、本研究ではヒト脱
メチル化酵素 LSD ファミリーがメチル化
修飾ヌクレオソームを脱メチル化して転写
抑制に働く分子機構の解明に資するため、
生化学的なヌクレオソーム脱修飾解析系の
構築と LSD1/LSD2ファミリーによる機能
解析を行うことを目的とした。そのため、
LSD1/LSD2 によるクロマチン脱修飾の基質
となる真正な翻訳後修飾を含むヌクレオソ
ーム複合体「エピヌクレオソーム」の調製技
術開発について、特に monoメチル化リジン
の残基特異的な導入技術の開発を目指した。
あわせて、真核細胞におけるエピジェネティ
クス制御タンパク質やその複合体について
結晶化純度での調製技術開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
LSD1/LSD2 が脱修飾標的とするメチル化リ
ジンを導入したヒストン・ヌクレオソームを

調製・再構成するために、大腸菌内発現ベク
ターに該当ヒストン遺伝子および amber 
suppression による非天然アミノ酸の導入の
ために残基特異的なコドン位置を TAG に置
換した cDNAを準備し、大腸菌無細胞抽出液
を用いたタンパク質の合成・精製を行った。
大腸菌無細胞合成では、PCR 増幅した直鎖
cDNAまたはその環状化プラスミドを転写反
応の鋳型として、培養大腸菌の抽出液を用い
た無細胞転写・翻訳連結反応系でのタンパク
質合成反応を行った。調製したタンパク質の
うち、ヒストン H3については、沈殿画分の
変成・可溶化・塩透析とカラムクロマトグラ
フィーによる精製を行った。Boc 保護した全
長ヒストンタンパク質については、トリフル
オロ酢酸溶液による脱Boc反応の条件検討を
行い、最終産物について質量分析および残基
特異的なmonoメチル化認識抗体によるウェ
スタンブロッティングにより、選択的な修飾
導入の有無を検討した。LSD1/LSD2 タンパ
ク質はそれぞれ大腸菌および昆虫細胞ウイ
ルス発現系による発現を行い、カラムクロマ
トグラフィーと濃縮等により結晶化純度の
試料を調製し、機能・構造解析に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 残基特異的な Boc-mono メチルリジンを
含むヒストンタンパク質の合成 
3.の方法により、ヒト全長ヒストンへの Boc
保護monoメチルリジンの翻訳段階での導入
検討を行った（図 1）。monoメチル化の導入
残基は LSD1, LSD2 が脱メチル化反応の基
質とするヒストン H3 の Lys4 と、LSD1 に
ついては複合体形成により脱メチル化する
と報告されている Lys9 を選択した。また、
比較対照実験用として、遺伝子転写抑制に関
わる Lys27、および遺伝子転写伸長制御に関
わるLys36へのmonoメチルリジンの導入も
検討に含めた。 

 
図 1 Boc-monoメチルリジンのタンパク質へ
の遺伝的導入法の検討 



ピロリジル tRNA合成酵素の変異体とピロリ
ジル tRNA等を用いたタンパク質合成反応を
検討した結果、これらの因子と Boc-monoリ
ジンを添加した際に TAG コドンの amber 
suppression が起こり、Boc-mono メチルリ
ジンを導入した全長ヒストン H3が合成可能
な反応条件を取得した（図 2上）。 

 
図 2 ヒストンH3への Boc-monoメチルリジ
ンの導入と脱 Boc反応 
 
(2) 脱 Boc反応による残基特異的な monoメ
チル化ヒストンの調製 
上記により調製した大腸菌無細胞合成ヒス
トン H3について、化学反応による脱 Boc反
応を検討した。トリフルオロ酢酸溶液を用い
て 4℃で反応させることにより、タンパク質
の分解等を起こさずに脱Boc反応が進行する
条件を見出した（図 2 下）。これらの脱 Boc
反応が完全に進行したことを質量分析によ
って確認した。また、各位置の monoメチル
化リジン修飾を特異的に認識する抗体を用
いて残基特異的なmonoメチル化と脱保護の
確認を行い、検討した全ての全長ヒストン
H3 タンパク質について、設計した位置に残
基特異的なmonoメチルリジンを導入できた
ことを検証した（図 3）（文献⑤）。 
 

図 3 全長ヒストンH3に導入した残基特異的
な monoメチル化修飾の確認 

(3) ヒストン脱メチル化酵素 LSD2 の機能・
構造解析 
ヒストン脱メチル化酵素LSD2について昆虫
細胞ウイルスを用いた発現系により、LSD2
のほぼ全長領域に相当するタンパク質のミ
リグラム規模での発現を行った。このタンパ
ク質のアフィニティー精製により、X線構造
解析グレードのLSD2タンパク質の単結晶を
取得した。本研究では、LSD2 の基質ペプチ
ドやLSD2の脱メチル化阻害が予想される候
補化合物との複合体の結晶化について条件
検討した。この結晶化純度の LSD2タンパク
質については熊本大学発生医学研究所・日野
信次朗助教および中尾光善教授らのグルー
プとの共同研究によりLSD2を特異的に認識
する抗体を取得した。この抗体を利用した免
疫沈降実験等により、LSD2 が脂質代謝関連
遺伝子群の発現制御に関与することが明ら
かとなった（文献②）。 
 
(4) 真核タンパク質複合体の調製技術開発 
上記の成果に加え、本研究では真核細胞タン
パク質複合体の調製技術開発にも貢献した。
ピキア酵母を用いた複合体サブユニット遺
伝子へのゲノムタグ法による複合体の調製
法を明星大学・須賀則之准教授らとの共同研
究により開発した（文献③）。この手法によ
り、真核転写酵素複合体を 10L規模の培養に
よりミリグラム規模で調製しうることを検
証した。さらに、調製した複合体は結晶構造
解析が可能な高純度であることを理化学研
究所・関根俊一チームリーダーらとの共同研
究により見出した（文献③）。これらの真核
タンパク質複合体の調製技術は、ヒストンの
メチル化等を制御するエピジェネティクス
修飾・脱修飾酵素複合体の簡便な調製とその
機能・構造解析に資する。 
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