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研究成果の概要（和文）：エピジェネティック酵素の1種であるSIRTアイソザイムについて、独自蛍光プローブ
の開発を進めた。多様なペプチド配列および蛍光消光団を組み合わせたペプチドプローブライブラリの構築を行
なった。これらはSIRTの各アイソザイムに対して異なる反応性を示し、そのうちの1つはSIRT3に優位な反応性を
示すことが判明した。またSIRT2に良好な反応性を示すプローブを用いてケミカルスクリーニングを行い、SIRT2
の脱ミリストリル化を効果的に阻害する阻害剤の同定に成功した。環状化戦略と一部D体置換を採用し細胞系で
良好なSIRT2選択的酵素阻害活性を示す化合物を見出した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a proprietary fluorescent probe for SIRT isozyme, a type 
of epigenetic enzyme. A peptide-based probe library was constructed by combining various peptide 
sequences and fluorescent quenchers. These probes showed different reactivity to each isozyme of 
SIRT, and one of them showed predominant reactivity to SIRT3. Chemical screening using probes that 
showed good reactivity to SIRT2 was also performed to identify inhibitors that effectively inhibit 
demyristoylation of SIRT2. By employing a cyclization strategy and partial D-isoform substitution, 
we found compounds that exhibit good SIRT2 selective enzyme inhibitory activity in cellular systems.

研究分野：創薬化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　エピジェネティクス　イメージング　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティック制御は近年大きな注目を集めている遺伝子発現及び細胞制御機構の1つであり、生命維持の
基本的機構に関わると共に、多くの疾患に関連することが明らかになりつつある。エピジェネティック制御酵素
の活性検出蛍光プローブの開発は、選択的阻害剤など有用な研究ツール及び治療薬候補の開発に資する。本研究
の成果は、生命機能の解明や疾患治療法の開発に貢献すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティック制御は近年大きな注目を集めている遺伝子発現・細胞機能制御機構の１つ
であり、生命維持の基本的機構に関わると共に、多くの疾患に関連することが明らかになりつつ
ある。エピジェネティック制御の解析においてイメージング技術の研究は進んでおらず、生細胞
の秩序を維持したままエピジェネティック制御の時間的・空間的状態を観察することは依然と
して難しい。 
エピジェネティック制御酵素の 1種であるHDACや SIRTは、基質タンパク質のアセチル化さ
れたリシン残基のアセチル基加水分解を触媒する酵素群である。この酵素活性を検出する検出
薬やすでに市販されているが、市販薬はペプチド切断酵素と組み合わせて用いる 2 段階検出法
を採用しており、生細胞での活性検出には適さない。菊地ら（J Am Chem Soc 2012, 134, 14310-
14313）は、脱アセチル化により生じた遊離アミノ基が蛍光団脱保護反応を進行させる仕組みを
利用して、HDAC活性の 1段階検出法を開発した。これにより活性検出の簡便化を実現したが、
自発分解によるバックグラウンド信号増加のため細胞系への適用には依然として困難があった。 
研究代表者のグループは、SIRTが脱アセチル化のみならず、ミリストイル化などのアシル基修
飾に対して、脱アシル化活性を触媒することに着目した。アシル基のサロゲートとして消光団を
導入することで、SIRTアイソザイムの 1つである SIRT6の脱アシル化活性に特異的な 1段階
蛍光プローブの開発に成功した。さらに、このプローブをもとに、細胞系に利用可能な SIRTお
および 2 活性検出蛍光プローブへと発展させ、細胞内の SIRT 活性をイメージングすることに
世界で初めて成功した（ChemBioChem, 2016, 17, 1961-1967）。 
SIRTアイソザイムの機能は一部解明されているものの、アイソザイムの違いによるエピジェネ
ティック制御への影響の違いについては理解が進んでいるとは言い難い。この点で、多様な
SIRT アイソザイムに対応した活性検出蛍光プローブとそれを用いた阻害剤探索は、SIRT 機能
の解明に有用であるといえる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、エピジェネティック制御酵素、特に SIRT、の活性検出蛍光プローブの検討を行い、
SIRTアイソザイムに対応した酵素活性検出蛍光プローブを開発することを目的とした。さらに、
それらのプローブを用いて、SIRT活性阻害剤のスクリーニングと同定を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) SIRT1/2、3、5、6 特異的ペプチド性蛍光プローブの開発 
研究代表者が開発した SIRT6特異的蛍光プローブで採用した消光団およびその誘導体の消光団
を含む非天然アミノ酸を化学合成し、これを用いて多様なペプチド配列を有する SIRT活性検出
蛍光プローブを複数種類合成した。ペプチド配列及び消光団構造が異なる蛍光プローブを種々
合成することで、SIRTアイソザイム特異的蛍光プローブの開発を目指した。ペプチド配列のN
末端及び C 末端に蛍光団を結合し、リシン残基側鎖アミノ基に消光団をアミド結合で導入する
ことで、FRET（Förster 蛍光共鳴エネルギー移動）現象を利用した蛍光プローブを設計した。
SIRT アイソザイムによって蛍光プローブのリシン残基側鎖アミド結合が加水分解されると、
FRET現象か解消され、蛍光団の蛍光が回復し、活性検出できる仕組みを意図した（図１）。 

 

図 1_SIRTアイソザイム活性検出プローブの分子設計（ACS Med Chem Lett 2021, 12, 617-624

より改変引用） 

 
(2) 蛍光プローブを用いたケミカルスクリーニング 
前項で開発したプローブのうち、SIRT2 に特異性を示す蛍光プローブを用いて、東京大学創薬
機構が保有するケミカルライブラリーから抽出した 9600 化合物に対してケミカルスクリーニ
ングを実施した。通常のケミカルスクリーニングの手順に従い、プライマリースクリーニングを
行なったのち、セカンドスクリーニングで用量依存性を確認した。 



 
(3) 蛍光プローブの配列に基づいたペプチド性阻害剤の開発 
開発した蛍光プローブの SIRTアイソザイム特異性を検討する中で、消光団リンカー構造を工夫
することで同じペプチドが阻害剤として機能することを見出した（J Med Chem 2019, 62, 5434
−5452）。これに基づいて、ペプチド配列とリシン残基側鎖のアシル基構造を工夫することで、
より効果的な阻害剤が取得できるか検討した。さらに細胞への適用を考慮して、得られたペプチ
ド阻害剤を環状化し、細胞系で阻害活性を示すか、検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) SIRT1/2、3、5、6 特異的ペプチド性蛍光プローブの開発 
リシン側鎖に消光団を導入した非天然アミノ酸と固相合成法を用いて、ペプチド部分を合成し
たのち、蛍光団を導入することで多様な SIRT 活性蛍光検出プローブを 11 種類合成した。これら
の蛍光プローブを用いて、SIRT1〜7 の活性検出を試みたところ、プローブごとに異なる応答性
を示した（表１）。その結果プローブごとに応答性が大きく異なることが判明した。 
 
 

表１_合成した蛍光プローブの SIRT アイソザイムに対する応答性 

 
（ACS Med Chem Lett 2021, 12, 617-624より改変引用） 

 
(2) 蛍光プローブを用いたケミカルスクリーニング 
蛍光プローブ 18 を用いて SIRT2 阻害剤のケミカルスクリーニングを行なった。東京大学創薬機
構から提供された 9600 種の化合物に対してケミカルスクリーニングを実施したところ、３種の
ヒット化合物が得られた。セカンドスクリーニングで用量依存性を確認したところ、化合物 Cが
良好な用量依存性を示し、天然基質であるミリストイル化ペプチドの加水分解に対しても良好
な阻害能を示した。 

 
 
 
(3) 蛍光プローブ群のペプチド配列をもとに開発したペプチド性阻害剤を N 末端と C 末端をア
ミド縮合する手法で環状化した環状ペプチドを合成した。合成した環状ペプチドを細胞系に適
用したところ、チェックポイントタンパク質である BubR1 の分解促進が観察された。BubR1 は
K668 がアセチル化された状態ではユビキチンプロテアソーム系で分解されることが知られてお
り、環状ペプチドにより脱アセチル化が阻害され、分解促進されたと考えられた。また、環状ペ
プチド性阻害剤の構成アミノ酸を一部 D 体に置換することで分解酵素に対する安定性が増すこ
とが示唆された。 
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