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研究成果の概要（和文）：本研究では，メチル基の広範な活性を高感度に評価可能な新たな実験系の構築と，こ
れを用いた阻害剤スクリーニングの実施により，メチル基転移酵素の活性を「視る」「操る」ことを可能とする
分子ツール群の開発を目指した研究を実施した．2年間の研究期間で，SAMの高感度定量法の開発，これを用いた
メチル基転移酵素阻害剤スクリーニング系の構築，大規模スクリーニングによる，新規癌関連メチル基転移酵素
阻害剤のリードの取得，更には，これらの成果の特許出願，論文発表，という，一連の研究を完遂することがで
き，本研究の目的を達成した．

研究成果の概要（英文）：Methyl transfer reactions play important roles in many biological phenomena,
 and the methylation cofactor S-adenosyl-L-methionine (SAM) serves as the important currency to 
govern those reactions inside cells.  We have developed a fluorescent probe-based system to detect 
this important cofactor by fluorescence activation upon coupled reaction with protein L-isoaspartyl 
methyltransferase (PIMT).  By carefully optimizing the molecular structures, the system was 
established as highly sensitive off-on or ratiometric type responsive platform that can quantify the
 cofactor as low as 20 nM within 10 min with mix-and-read platform.  The system was applied (1) to 
detect the changes of cellular methylation potential at altered cellular conditions, and (2) to 
monitor general lysine methyltransferase reactions for inhibitor screening.  

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
生体内には 100 種類を超えるメチル基転移
酵素（メチルトランスフェラーゼ）が発現し
ていると言われているが，その酵素活性を高
感度に検出する汎用的な実験系はこれまで
に十分に開発されていない． 
申請者は，様々な生体内の代謝活性を蛍光
特性の変化によって高感度に可視化する有
機小分子蛍光プローブの開発をおこなって
きた．これは，酵素の機能の理解，病態診断，
阻害剤スクリーニングなどにおける有用な
研究ツールとして汎用されてきている．しか
しながら，生体内に 5,000 種類を超えて存在
する酵素活性のうちで，「基質アナログ」と
しての蛍光プローブの設計法が確立されて
いる酵素群には限りがあり，特に，蛍光プロ
ーブを用いて活性検出をおこなう実験系の
構築が困難な酵素群の代表例として，上記の
メチルトランスフェラーゼが挙げられる． 
メチル基の転移は，化学的には最も小さい
官能基の転移反応であると言えるが，生物に
とって種々のメチル化反応は，細胞の状態を
大きく変化させる非常に重要なものである．
特に近年では，エピジェネティクスの研究分
野において，ヒストンのリジン残基のメチル
化／脱メチル化反応が，アセチル化／脱アセ
チル化反応と共働して遺伝子の転写を制御
することが広く知られ，また，グリシンメチ
ルトランスフェラーゼの活性が細胞の癌化
と関連するという興味深い事実も明らかに
されるなど，メチル化反応が生体内で重要な
役割を持っていることが種々の研究によっ
て確かめられている．このため，本研究にお
いて，各種メチル化反応が細胞の機能をどの
ように制御しているかを明らかにする分子
ツールを開発し，その理解を進めることが強
く求められる． 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景の下，申請者は，メチル基の広
範な活性を高感度に評価可能な新たな実験
系の構築と，これを用いた阻害剤スクリーニ
ングの実施により，メチル基転移酵素の活性
を「視る」「操る」ことを可能とする分子ツ
ール群の開発を目指した研究に着手した． 
具体的には，(1) メチルトランスフェラーゼ
の活性評価手法の開発，として，これらの酵
素 が 共 通 に 用 い る 補 酵 素 で あ る
S-adenosyl-L-methionine（SAM）の高感度検出
を可能とする実験系を開発し，補酵素の量的
変化を指標としてメチルトランスフェラー
ゼの酵素活性を高感度，高精度に検出する実
験系として確立することを目指した．また，
これと併せて，大規模化合物ライブラリを利
用した阻害剤スクリーニングおよび誘導体
展開を実施し，(2) 疾患との関連性が強いメ
チルトランスフェラーゼの活性制御化合物
（阻害剤）を見出す，ことも本研究の重要な

目的として設定した． 
 
３．研究の方法 
 
(1) メチルトランスフェラーゼの活性評価手
法の開発 

 
S-adenosyl-L-methionine（SAM）を補酵素と
して用いるメチル基転移酵素として protein 
L-isoaspartyl methyltransferase（PIMT）に着目
し，その活性評価法を確立し，特許出願をお
こなった．具体的には，特定の isoaspartyl 基
を有するペプチドがタンパク質加水分解酵
素 caspase-3に基質として認識されず，これが
PIMT によってメチル化されることによって
基質として認識されるという申請者らの知
見を利用することにより，caspase-3の存在下
でメチル化反応が進行する様子を蛍光特性
の変化として検出する蛍光プローブの開発
に成功した．そして，in vitroの実験系におい
て，この反応が SAM 濃度に依存して起こる
ことを明らかにし，SAMの検出に適した分子
の改良を進めた．PIMT，Caspase-3 との反応
性を最適化した誘導体を合成し，SAMの高感
度検出系を開発すると共に，これを利用した
広範なメチルトランスフェラーゼの活性検
出系を開発した（下図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：SAMの高感度検出系のデザイン 
 
(2) 疾患との関連性が強いメチルトランスフ
ェラーゼの活性制御化合物（阻害剤）の
開発 

 
メチルトランスフェラーゼ PIMTは，近年，
癌抑制遺伝子由来のタンパク質である p53の
細胞内寿命を規定するタンパク質であるこ
とが見出され，その活性の亢進が細胞の癌化
の進行に密接に関わることが示唆されてい
る（Nat. Commun. 2012, 3, 927）．その活性制
御化合物は現在，メチル基転移反応の生成物
である S-adenosyl-L-homocysteine（SAH）に限
られ，その強さ，選択性は研究ツール，創薬
リードとして不十分である．このメチルトラ
ンスフェラーゼのスクリーニング系を開発
し，東京大学創薬機構の保有する 20 万化合
物を用いた阻害剤スクリーニングにより，有
用な PIMT阻害剤の取得を目指した研究をお
こなった． 
 
 



４．研究成果 
 
(1) メチルトランスフェラーゼの活性評価手
法の開発 

 
現在市販されている酵素 MetJ の活性変化
を利用した SAM の蛍光検出キットの検出限
界はおよそ 0.5 M 程度であることが知られ
ており，まずは本システムを利用してこれを
上回る高感度検出系を開発することを目指
した．はじめに開発した蛍光プローブを用い
て SAMの検出系を構築したところ，1 Mの
SAMを 4.5倍の S/N比で検出することに成功
した．ここから蛍光プローブの構造最適化を
おこない，バックグラウンドでの酵素反応を
大幅に抑える新たな基質の設計法を確立し，
S/N比を 46倍まで高めることに成功した．こ
れにより，ごく微小量の SAM においても高
い定量性をもって検出することが可能とな
り，20 nM以下の SAMの濃度変化を十分に
検出する分子の開発を達成した（下図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：最適化した蛍光プローブ ISOp-12を用い
た SAMの定量．n = 3．Error bar = S. D..   
 
 
これを利用して，Set7/9，G9a，SUV39H1，

EZH2 という，疾患との重要な関わりが知ら
れている各種メチルトランスフェラーゼの
活性評価系の確立をおこなった．本手法を用
いて，それぞれの酵素に対する既存の基質ペ
プチドを用いたメチル基転移反応を精度よ
く可視化することができただけでなく，ライ
ブラリー的に調整したペプチドから，それぞ
れの酵素の最適基質を見出す実験系にもこ
れが適用可能であることが確かめられ，当初
の目的どおり，SAMの高感度検出系の開発に
よるメチル基転移酵素の広範なアッセイ系
の開発を達成した（下図）．本研究成果は学
会発表をおこない，現在論文準備中である． 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：メチルトランスフェラーゼ Set7/9，G9a，
SUV39H1，EZH2の活性評価および基質探索 
 
(2) 疾患との関連性が強いメチルトランスフ
ェラーゼの活性制御化合物（阻害剤）の
開発 

 
癌関連メチル基転移酵素 PIMT の活性評価
系をハイスループットスクリーニング系に
適用可能な形に最適化し，東京大学創薬機構
が保有する 20 万化合物を利用した大規模ス
クリーニングを実施した．(1) アッセイ阻害
化合物の取得（3,040化合物／217,280化合物），
(2) 再現性確認，Caspase-3阻害による擬陽性
の排除（320化合物），(3) 濃度依存的阻害の
確認（23 化合物），(4) LC-MS を用いた汎用
性基質に対する阻害確認，の各プロセスを経
て，最終的に 6種類の有用な PIMT阻害化合
物を得ることに成功し，これらが確かに生体
サンプル中の PIMTの活性を制御可能である
ことを確かめた．これらのうちの 1つである
天然物 sinefungin は，その阻害剤強度，選択
性において，既存の唯一の PIMT阻害剤であ
る SAH よりも遥かに優れたものであり（同
じ条件でのアッセイで，SAHの IC50 = 10.7 M
に対し，新規阻害剤の IC50 = 0.23 Mであっ
た），PIMTの機能解明のためのケミカルバイ
オロジーの研究ツールとして，また，有用な
抗癌剤を開発するためのリード化合物とし
て，非常に有用であることが期待される． 
本 研 究 成 果 は ， Angewandte Chemie 
International Edition誌に発行された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：PIMT阻害剤スクリーニングの流れ 
 



以上に示すように，本研究課題において，
SAMの高感度定量法の開発，これを用いたメ
チル基転移酵素阻害剤スクリーニング系の
構築，大規模スクリーニングによる，新規癌
関連メチル基転移酵素阻害剤のリードの取
得，更には，これらの成果の特許出願，論文
発表，という，一連の研究を完遂することが
でき，また，今後の更なる技術開発の端緒と
なる成果を挙げることができたことは，本研
究の大きな成果として評価することができ
ると考えられる． 
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