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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒストンの化学修飾に関与するリジンデメチラーゼ（KDM）活性を検出す
る蛍光プローブの開発を目的とした。この蛍光プローブはKDMによって脱メチル化が起こると求核性を有するリ
ジンが生成し、分子内エステル転移反応を引き起こすことで蛍光性を持ったクマリンが生成する。合成した蛍光
プローブをKDMと反応させることで蛍光強度の上昇が見られ、世界で初めて一段階操作で検出するプローブの開
発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Fluorescent probes were developed for detection of lysine demethylase (KDM) 
activity. This fluorescent probe produced a fluorescent coumarin upon lysine demethylation by 
utilizing the intramolecular transesterification mechanism. As results, KDM activity was 
successfully detected with a single-step manipulation for the first time. The probe will be useful 
for understanding the role of KDM and contribute to development of drugs targeting KDM activity.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　ヒストン脱メチル化酵素　エピジェネティクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒストンの化学修飾は、クロマチンの高次
構造を変化させることで、遺伝子発現を制御
する重要な役割を担っている。特に、これま
でに精力的に研究されてきた化学修飾は、ヒ
ストンのアセチル化とメチル化である。これ
らの化学修飾は、細胞の増殖や分化に深く関
与することが知られており、その酵素活性の
異常は、癌や生活習慣病、中枢神経疾患など
多岐に渡る疾患を引き起こすことが知られ
ている。ヒストンのアセチル化状態は、ヒス
トンアセチルトランスフェラーゼ（HAT）と
ヒストンデアセチラーゼ（HDAC）の二つの
酵素により厳密に制御されている。HATはヒ
ストン中のリジンのアセチル化を触媒し遺
伝子発現を促進する作用を持つのに対し、
HDAC はその逆反応である脱アセチル化を
触媒し遺伝子発現を抑制する。一方、ヒスト
ンのメチル化は、ヒストンメチルトランスフ
ェラーゼ（HMT）及びリジンデメチラーゼ
（KDM）により制御されている。ヒストン
のアセチル化とは対照的に、メチル化修飾が
導入されるヒストンのアミノ酸残基によっ
て遺伝子発現が促進または抑制されるかが
決定される。例えば、ヒストン H3の K4 の
メチル化は遺伝子発現を促進するが、K9 の
メチル化は抑制的に作用する。これらの酵素
の活性を制御することは、癌などの疾患に対
して治療効果が期待されることから、ヒスト
ン修飾酵素を標的とした医薬品開発が大き
な注目を集めている。実際に、HDACの阻害
剤は、抗癌作用を示し臨床応用もなされてい
る。ヒストン修飾酵素に関する生理的役割や
医薬品開発においては、その酵素活性を簡便
に評価できる実験系の構築が極めて重要で
ある。 

HDACや KDMの酵素活性の測定は、古典
的には放射性同位体や抗体を用いた手法に
よりなされる。一方、放射性同位体は使用区
域に制限があることや、抗体は高価であるこ
と、また、両手法共に、多段階の操作を必要
とし簡便さに欠けることが問題であるとい
える。近年では、HDACについては、ペプチ
ドに蛍光色素をつないだ活性検出プローブ
が市販されている。しかしながら、このプロ
ーブは、反応部位であるアセチルリジンが色
素に直接結合している必要があり、このこと
が、酵素活性に影響を与える可能性が懸念さ
れている。また、この方法による酵素活性の
検出には、プローブと HDAC を反応させた
後、蛋白質分解酵素を加える必要があること
も改良を必要とする点であった。一方、KDM
に関しては、ペプチドプローブは市販されて
いない。これは、KDM の認識配列特異性が
高く、HDACペプチドプローブのように蛋白
質分解酵素を作用させる原理を応用できな
いためである。これらの問題から、簡便・迅
速かつ蛋白質分解酵素のようなものを加え
ずに、これらの酵素の活性を検出するプロー
ブの開発が期待されていた。 

２．研究の目的 
 これまで、生物学的・医学的重要性にも関
わらず、HDACや KDMと直接反応し蛍光検
出する実用的なプローブは開発されてこな
かった。これは、基質である脂肪族アミンの
脱アセチル化や脱メチル化という極めて小
さな化学変化をπ共役系を介さずに蛍光色
素の蛍光特性を変化させることが非常に困
難なためである。HDACに関しては、最近に
なり、我々のグループが一段階操作により、
簡便に HDAC 活性を検出する蛍光プローブ
の開発に成功した。このプローブは、アセチ
ルリジンが蛍光色素に直接結合しておらず、
蛋白質分解酵素のようなものを添加する必
要もなく、前述の問題を世界で初めて解決し
た。 
 本研究では、HDAC活性を検出する原理を
精査し応用することで、KDM 活性を一段階
操作で、検出する蛍光プローブを開発する。 
 
３．研究の方法 
 以前の研究で、HDAC活性を一段階操作で
検出するプローブの開発を行っており、その
検出原理は、以下の通りである。 
 検出原理のポイントは、脱アセチル化反応
に伴う化学的変化のなかでも、基質であるア
セタミドと反応産物であるアミンの求核性
の違いである。ポイントは、アセタミドは求
核性がほとんどないのに対し、酵素反応によ
り生成するアミンは求核性が高いというこ
とである。つまり、分子内に求電子性官能基
が存在すると酵素反応後にのみ、アミンによ
る分子内求核反応が引き起こされる。このと
き、蛍光色素に求電子性官能基を組み込み、
アミンと反応することで蛍光特性が変化す
るように分子設計をしておけば、HDAC活性
を検出できるわけである。即ち、HDAC反応
前は、不活性なアセタミドのため色素部位と
は反応しないが、酵素反応によりアミンが生
成すると求核性が上昇し色素部位と反応す
ることで色素の蛍光特性が変化することに
なる。 
具体的なプローブの構造は、HDACの基質
部位として、アセチルリジンを含むヒストン
ペプチドを蛍光色素部位として、7-ヒドロキ
シクマリンから構成される。さらに、酵素反
応後に生成するアミンと反応するように、7-
ヒドロキシクマリンの 7位のヒドロキシ基を
求電子性反応基である炭酸エステルを組み
込んでいる。ここで重要な点は、7 位を炭酸
エステル化したクマリンは非蛍光性となる
ことと、酵素反応が起こり生成したアミンと
この色素の炭酸エステル部位が反応した場
合、分子内エステル転移反応が起こり炭酸エ
ステルは分解され 7-ヒドロキシクマリンが
生成し蛍光性となることである。この結果、
プローブは酵素反応により脱アセチル化さ
れると蛍光性となり、酵素活性を検出できる。 
そこで、本原理を KDM活性の検出に応用
する。KDM の基質として、ジメチルリジン



及びトリメチルリジンを選択した。ジ（トリ）
メチルリジンの側鎖は求核性に乏しく、7 位
に炭酸エステルを持つクマリンがプローブ
分子内に存在しても、エステル転移反応は促
進されないと考えられる。これに対し、ジ（ト
リ）メチルリジンが KDMにより脱メチル化
され生成するモノメチルリジンやメチル基
が完全に取り除かれたリジンは、求核性があ
り、分子内エステル転移反応を引き起こすと
考えられる。その結果、酵素反応前は、非蛍
光性であるプローブが、脱メチル化により蛍
光性となり、蛍光性となると考えられる（図
1）。 

 

 
図 1. 分子内エステル転移反応を利用した
KDM活性の検出原理。 
 
 そこで、ジ（トリ）メチルリジンを持つヒ
ストンペプチドに 7位に炭酸エステルを持つ
クマリンを組み込んだプローブ分子を合成
し、エステル転移反応及び酵素反応について
検討した。 
 
４．研究成果 
 まず、H3K4及びH3K9がトリメチル化も
しくはジメチル化されたリジンを持つペプ
チドに炭酸エステル化クマリンを組み込ん
だペプチドプローブを合成した。前者のプロ
ーブは JARID1 を、後者のプローブは
JMJD2 を標的としている。また、これらの
プローブが脱メチル化されたモノメチルリ
ジン及び非メチル化リジンをそれぞれ含有
するペプチドプローブについても合成した。 
 まず、JARID1を標的としたペプチドプロ
ーブについて検討した。酵素反応により脱メ
チル化が起こった時生成するモノメチルリ
ジンを含有するペプチドプローブが、分子内
エステル転移反応を引き起こすかを検討し
た。プローブを緩衝液に溶かした直後、及び
１時間インキュベートした後の試料を
HPLC とエレクトロスプレーイオン化質量
分析（ESI-MS）によって解析した。HPLC
では、原料とは異なる保持時間に蛍光性のピ
ークが確認された。このピークを分取し
ESI-MSで解析すると、分子内エステル転移
反応産物であることが示された。 
次に、酵素反応について検討した。JARID1
には、複数のサブタイプが存在し、
JARID1A~Dが知られている。これらの酵素
は、トリメチル化リジンを脱メチル化し、モ
ノメチル化リジンを生成することが知られ
ている。トリメチル化リジンを含むプローブ
と JARID1A~Dが反応し、脱メチル化リジン
を産生するかを HPLC 及び ESI-MS で検討

した。その結果、脱メチル化産物が生成して
いないことが判明した。そこで、使用してい
る酵素が活性を失っている可能性を確かめ
るため、ヒストン蛋白質と反応させ、脱メチ
ル化が起こるかどうかをウェスタンブロッ
トで検証した。その結果、全てのサブタイプ
の JARID1が、ヒストン蛋白質を脱メチル化
することが判明した。以上の結果より、
JARID1は、酵素活性はあるものの、作成し
たペプチドプローブとは酵素反応が起こら
ないことが分かった。 
次に、JMJD2 を標的としたペプチドプロ
ーブについて検討した。JMJD2 は、トリメ
チル化及びジメチル化された H3K9 をモノ
メチル化リジンにまで脱メチル化する酵素
である。この酵素は、Fe(II)と 2-oxoglutarate
を補因子として脱メチル化反応を触媒する
ことが分かっている。JMJD2 は、癌を初め
とした疾患に関わることが分かっており、そ
の生理的・病理的役割を明らかにする上でも、
酵素活性を検出する技術を開発することは
極めて重要である。JMJD2 にも、JARID１
の時と同様に、複数のサブタイプが存在し、
JMJD2A~E が報告されている。この中でも
酵素活性の高い JMJD2E に着目し、検討を
進めた。 
まず、酵素反応が起こった後に生成すると
考えられるモノメチル化リジンを含むプロ
ーブのエステル転移反応について検討した。
プローブを緩衝液に溶かしインキュベート
した後に、HPLC及び ESI-MSにより解析し
た。HPLC解析の結果、インキュベート後に
新たにピークが現れ、ESI-MSで解析した結
果、分子内エステル転移反応が起こっている
ことが明らかになった。 
次に、ジメチル化リジンを含むプローブと

JMJD2E を反応させ、HPLC を用いて解析
した（図 2）。原料を示すピークを、酵素と反
応させてから 15分後に ESI-MSで解析する
と、ジメチル化リジンに加えモノメチル化リ
ジンを含むプローブのm/zが観測された。こ
のことから、プローブは、JMJD2Eにより脱
メチル化されることが示された。また、脱メ
チル化されても、HPLCでは、同じ保持時間
を示すことが分かった。これは、メチル基一
つが取り除かれても疎水性度が大きく変化
しなかったためであると考えられる。また、
原料及び脱メチル化体を示すピークは、時間
の経過とともに、消失し、原料とは異なる保
持時間にピークが現れた。このピークの保持
時間は、前述のモノメチル化リジンを含むプ
ローブの分子内エステル転移反応産物と一
致した。更に、このピークを ESI-MSで解析
すると、分子内エステル転移反応産物の m/z
を示すことが分かった。この分子内エステル
転移反応がモノメチル化リジンにより引き
起こされていることを確認するために、
MALDI-TOF MS/MS測定を行った。その結
果、エステル転移がモノメチル化された
H3K9に起こっていることが明らかとなった。
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以上の結果から、プローブは、JMJD2Eと酵
素反応により脱メチル化されることで、ジメ
チル化リジンがモノメチル化リジンとなり、
クマリンの炭酸エステルと分子内エステル
転移反応を引き起こすことが分かった。 

 

 
図 2. プローブと JMJD2E の酵素反応の
HPLC解析。 
 
最後に、ジメチル化リジンを含むプローブ
を用いて、JMJD2Eの酵素活性を蛍光検出で
きるかを検討した。プローブを JMJD2E と
混合し、蛍光強度を測定した。その結果、
JMJD2Eを添加しない時に比べ、大きな蛍光
強度の上昇が観測された。また、JMJD2Eを
熱失活したものとプローブを混合した時は、
このような蛍光強度の上昇は確認されなか
った。以上の結果から、プローブは、JMJD2E
の酵素活性を蛍光強度の変化によって検出
したといえる。更に、脱メチル化阻害剤をプ
ローブと JMJD2E の反応溶液に加えたとこ
ろ、蛍光強度の上昇が抑制されることが分か
った。これらのことから、本プローブを用い 
 

 
図 3. JMJD2Eの酵素反応のプローブによる
蛍光検出。赤丸、青三角、四角のトレースは、
それぞれ、プローブに酵素を添加したとき、
プローブに酵素と脱メチル化阻害剤
2,4-PDCA を加えたとき、酵素を加えなかっ
たときの蛍光強度の変化を示す。 

て、脱メチル化阻害剤の効能を調べることが
できることが分かった。 
以上をまとめると、本研究では、世界で初
めて、ヒストン脱メチル化酵素の活性を一段
階操作で検出するプローブの開発に成功し
た。このプローブは、リジンの脱メチル化が
酵素により引き起こされると、分子内に組み
込んだクマリンの炭酸エステルと分子内エ
ステル転移反応を引き起こす。クマリンは、
このエステル転移反応前は、非蛍光性である
が、反応後は蛍光性となる。この結果、プロ
ーブは、ヒストン脱メチル化酵素の活性を蛍
光強度の上昇で捉えることができたといえ
る。本プローブは、ヒストン脱メチル化酵素
の生理的役割を調べるうえで、有用であり、
この酵素を標的とした医薬品開発にも貢献
すると期待される。 
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