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研究成果の概要（和文）： 
ヒストンのアセチル化に代表されるクロマチンの構造・機能調節は細胞のがん化に重要な役割
を果たすことが明らかになってきた。本研究では、クロマチン制御に関わる因子の同定とその
阻害剤の開発を目的に研究を進め、強い抗がん活性を有するヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
Ky-2、スプライシングを阻害し、クロマチン構造に影響を与えるスプライソソタチン A、およ
び生細胞でヒストンアセチル化を検出する蛍光プローブの開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It has been shown that regulation of chromatin structure and function including histone 
acetylation is involved in tumorigenesis. In this study, we aimed to identify factors 
responsible for chromatin regulation and develop their inhibitors. We succeeded in 
developing Ky-2, a new HDAC inhibitor exhibiting strong antitumor activity, the first 
splicing inhibitor spliceostatin A that affects chromatin structure, and a novel fluorescent 
imaging probe that allows detection of histone acetylation in living cells.  
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 14,900,000 0 14,900,000 

2006 年度 15,400,000 0 15,400,000 

2007 年度 15,400,000 0 15,400,000 

2008 年度 15,400,000 0 15,400,000 

2009 年度 15,400,000 0 15,400,000 

総 計 76,500,000 0 76,500,000 

 
 
研究分野：  
科研費の分科・細目： 
キーワード：(1)ヒストン (2)アセチル化 (3)メチル化 (4)SUMO 化 (5)ケミカルゲノミクス 

(6)ドラックデザイン (7)スプライシング (8)エピジェネティクス 

 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞の増殖・分化・がん化の分子機
構が明らかになるにつれ、がん化に重要な役
割を果たす蛋白質を直接標的とするような
阻害剤による治療（分子標的治療）が新しい

化学療法として重要視されている。クロマチン制
御は新たな分子標的として期待されているが、調
節因子の分子種が多様であり、今後標的とすべき
分子の特定が不可欠である。本研究でエピジェネ
ティクスに関わるがんの標的を同定することで創



薬研究の進展が期待されると同時にその阻
害剤を開発し、新たな治療法のためのリード
化合物を提供することで本領域の発展に貢
献すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 細胞は膨大な遺伝情報の中から選択的に
特定の遺伝子のみを発現する。このような遺
伝子発現の調節には、エピジェネティックな
制御が重要な役割を果たしている。この調節
に中心的役割を果たしているのがヒストン
のアセチル化に代表されるクロマチンの構
造・機能調節である。最近、これらの調節機
構が細胞のがん化に重要な役割を果たすこ
とが明らかになってきた。例えばいくつかの
がん遺伝子産物は DNA結合蛋白質にヒストン
脱アセチル化酵素（HDAC）をリクルートする
ことによる転写抑制を介してがん化を導く
ことが明らかになっている。そこで本研究で
は、これらクロマチン構造・機能の調節を介
して発がんに寄与する分子を同定すると同
時にそれら調節蛋白質の阻害剤を開発し、そ
れを療法へ応用することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) HDAC およびその基質の機能解析 
 ヒストンアセチル化、脱アセチル化に関わ
る酵素はヒストン以外のタンパク質もアセ
チル化・脱アセチル化されることが推定され、
これらを理解することは HDAC 阻害剤を開発
する上でも重要である。そこで HDAC 阻害剤
TSA とニコチンアミドを用いたアセチル化タ
ンパク質のプロテオミクス研究により、新た
なアセチル化タンパク質を同定し、併せてア
セチル化部位の同定とその変異導入によっ
て機能を明らかにすることを試みた。 
(2) 新規 HDAC 阻害剤の開発と作用機構 
 HDAC 酵素と TSA の共結晶構造の解析から、
HDAC は深い活性中心ポケットの底に亜鉛を
有し、TSA はポケット内の亜鉛をヒドロキサ
ム酸によってキレートすると同時に、芳香族
部分（Cap）が酵素ポケット入り口周辺の疎
水性残基と相互作用することにより、阻害剤
を酵素に固定し、強い阻害活性を生み出すこ
とがわかっている。この知見を基礎に天然由
来の環状テトラペプチドをさまざまに改
変・デザインすることによって新しい HDAC
阻害剤の開発を試みた。 
(3) 新規クロマチン調節因子の同定 
 FR901464 はウイルスプロモーターの活性
化を誘導する抗がん物質である。本物質は広
く遺伝子発現に影響を与えるが、TSA のよう
な HDAC 阻害活性を持たない。このことから
未知のクロマチン調節因子を標的とする可
能性が高い。そこで標的分子を解明するため、
全合成を基礎とした構造活性相関研究およ
びビオチン化標識化合物の作製による結合
タンパク質のスクリーニングを行った。 

(4) SUMO 化阻害剤の探索 
 SUMO 化は多くのがん細胞で活性が亢進して
おり、HDAC と協調してさまざまな遺伝子の転写
抑制に関わるため、抗がん剤の標的と考えられ
る。クロマチンおよび転写の制御因子として注目
される SUMO 化を標的とした阻害剤の探索を行う
ため、細胞膜透過処理した細胞にリコンビナント
の E1, E2、GFP-SUMO および ATP 再生系を加え、内
在性の Ran GAP1 の SUMO 化を指標とするスクリー
ニング系を構築した。 
(5) クロマチン制御物質の評価系の確立 
 HDAC 阻害剤をはじめとするヒストンアセチル
化の制御物質を評価するため、生細胞でヒストン
アセチル化の変化を検出するための蛍光イメージ
ングプローブの作製を試みた。具体的には、CFP、
Venus を蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）のため
のドナー／アクセプターとして用い、全長のヒス
トン H4 およびアセチル化ヒストン H4 を認識して
結合する BRDT のブロモドメインを連結すること
によってヒストン H4 のアセチル化を FRET の変化
として捉えることを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) HDAC およびその基質の機能解析 
 クラス I, II 酵素を全て阻害する TSA とクラス
III 酵素を阻害するニコチンアミドを細胞に加え、
細胞内のアセチル化タンパク質を増幅した上で、
アセチル化リジン抗体による免疫沈降と質量分析
による解析を行い、多くの新規アセチル化タンパ
ク質を見いだした。中でも SV40 がんタンパク質
Large T 抗原、転写終結の Cleavage factor、ポリ
（A）ポリメラーゼなどがアセチル化によって活性
制御されていることを見いだした。 
(2) 新規 HDAC 阻害剤の開発と作用機構 
 亜鉛と相互作用する部分をさまざまな官能基に
置き換え、また Cap 部位に相当する環状テトラペ
プチドのアミノ酸をさまざまな非天然アミノ酸に
置換することにより、多数の新規化合物を合成し、
評価した。その結果、亜鉛配位子としてレトロヒ
ドロキサム酸、ケトン、アニリド、チオエーテル、
チオエステルなどを見いだし、また Cap 部位のア
ミノ酸の置換により、毒性を大きく減ずることに
も成功した。その結果、特に優れた阻害剤として
Ky-2 を得た。 
 (3) 新規クロマチン調節因子の同定 
 FR901464 の構造活性相関研究から本物質のメ
チルアセタール体が安定性、活性ともに高い物質
であることがわかった。そこでこの化合物をスプ
ライソソタチン A（SSA）と名付け、SSA のビオチ
ン化誘導体を用いて結合タンパク質を探索したと
ころ、スプライソソームの構成要素の一つである
SF3b 複合体を同定した。各種確認実験の結果、
FR901464 および SSA の標的は SF3b であり、SF3b
の阻害の結果、スプライシングが阻害されること
が証明された。SSA は世界初のスプライシング阻
害剤であり、その作用の結果、細胞ではクロマチ
ン構造の変化と一部の mRNA 前駆体が翻訳され、イ
ントロン配列がタンパク質に変換される現象が観



察された。このことから SF3b はスプライシ
ングだけではなく、クロマチン制御や mRNA
前駆体の核内保持にも関わることが示唆さ
れた。 
(4) SUMO 化阻害剤の探索 
 阻害剤の探索を行った結果、イチョウ抽出
液と微生物培養液からそれぞれ SUMO 化を阻
害する活性を見いだし、抽出、単離、構造解
析を行った結果、イチョウ抽出液中の活性は
ギンコール酸及びアナカルジン酸、微生物培
養抽出液中の活性はケリアマイシン Bによる
ものであると決定した。ギンコール酸は活性
化酵素 E1 と結合し、E1-SUMO 複合体の形成を
阻害した。一方、ユビキチン化は阻害しなか
った。ケリアマイシン B についても E1 の阻
害作用が認められた。これらの化合物は世界
初の SUMO 化阻害剤であり、新たな抗がん剤
開発のリードとなることが期待される。 
(5) クロマチン制御物質の評価系の確立 
 HDAC 阻害剤の細胞での作用をリアルタイ
ムで可視化することのできる蛍光プローブ
Histac の開発に成功した。Histac のヒスト
ン H4 部分がアセチル化されるとコンフォー
メーションが変化し、FRET が変化するという
原理に基づく。Histac はきちんとクロマチン
に取り込まれ、内在性ヒストン H4 と同様の
キネティクスでアセチル化され、蛍光強度比
の変化がリアルタイムで観察された。この方
法により、初めて生きた細胞で分裂中期にヒ
ストン H4K5/K8のアセチル化が減少すること
を観察することができた。また、各種 HDAC
阻害剤の細胞内 HDAC 阻害のキネティクスが
明らかになった。 
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