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研究成果の概要（和文）：200 字程度 

 ヒストン修飾に関与する酵素であるヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）およびヒストン脱メ
チル化酵素(HDME)を対象にして、高活性かつ高選択的な阻害剤の創製研究を行った。その結果、
HDACのアイソザイムである HDAC8、SIRTおよび HDAC3 など、また、HDMEのアイソザイムである
JMJD2、PHF8および LSD1 などに対する高活性かつ高選択的な阻害化合物の創製を達成した。こ
れらの阻害剤は遺伝子発現を制御する医薬品候補化合物として有用である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Chromatin remodeling, caused by histone modifications, plays a crucial role in the 
regulation of epigenetic gene expression. Histone deacetylase (HDAC) and histone 
demethylase (HDME) were selected as target enzymes. Isozyme selective and highly active 
inhibitors against these enzymes were designed and synthesized. HDAC8, SIRT and HDAC3 
selective and JMJD2, PHF8, LSD1 selective inhibitors were developed. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、エピジェネティックな遺伝子発現の
制御メカニズムが明らかになるにともない、
それに関わる酵素が医薬品開発のターゲッ
ト分子として注目されている。エピジェネテ
ィックな遺伝子発現制御としては、DNA のメ
チル化、ヒストンタンパク質のメチル化、ア
セチル化、リン酸化、クロマチン化などが知
られている。特に、ヒストンタンパク質の可
逆的なアセチル化あるいはメチル化は、細胞

のがん化、分化誘導、細胞変成、老化などの
病態発現や生体の恒常性維持に大きく関与
していることから、これらの酵素を阻害する
化合物は、これらの酵素の機能解明や医薬品
への利用が期待されている。特に、ヒストン
脱アセチル化酵素（HDAC）あるいはヒストン
脱メチル化酵素（HDME）を阻害する化合物は、
医薬品候補化合物としての大きな可能性を
秘めている。一方、これらの酵素には多くの
アイソザイムが存在することから、これらの
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酵素の機能解明や医薬品としての開発のた
めには、高いアイソザイム選択性を有する高
活性な阻害剤の創製が必要となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、HDAC および HDME をターゲッ
ト分子として、アイソザイム選択的な阻害剤
の分子設計・合成、および活性の評価を行い、
高活性で高選択的な阻害剤を創製し、これら
の酵素の機能の評価や医薬品候補化合物と
しての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、Class I,IIa,IIb,III(SIRT), 
IVに分類される 18種類の HDACアイソザイム、
および、フラビン依存性および Fe(II)-α-
ケトグルタル酸依存性に大別される HDME を
対象に、PDB（プロテインデータバンク）に
登録されている X線構造解析情報および分子
モデリングによって得たタンパク質の三次
元情報、並びに、酵素の触媒メカニズムに基
づいて阻害剤を分子設計・合成し、アイソザ
イム選択的な in vitro 酵素阻害活性評価試
験、細胞系での作用評価（ウエスタンブロッ
ト解析やがん細胞増殖抑制効果）を行った。 
 
４．研究成果 
 (1) HDACをターゲットとするアイソザイム
選択的阻害剤の創製： 

ヒストンのリシン残基のアセチル化は
様々な遺伝子発現に関与することが報告さ
れており、ヒストンアセチル化酵素及びヒス
トン脱アセチル化酵素により可逆的に制御
されている。本研究では、ヒストン脱アセチ
ル化酵素のアイソザイム選択的な阻害化合
物の創製研究を行った。 
1-1) 活性部位に亜鉛イオンを有する HDAC 
(Class I,II,IV)に対する選択的な阻害剤と
して、HDAC阻害剤としては世界で初めて亜鉛
イオンに対する配位基としてボロン酸構造
を有する阻害化合物（論文⑥）を見出した。
HDAC の活性部位に存在する水分子がボロン
酸基に付加して酵素を阻害すると考えられ、
阻害作用が HDAC 選択的であることが予測さ
れる。このため既存のヒドロキサム酸構造を
有する HDAC 阻害剤に比べて副作用が軽減で
きる可能性がある。 
1-2) HDAC の Class I に属する HDAC８に選択
的な阻害剤を見出した（特許⑤）。本阻害剤
は、HDAC８の基質結合部位の構造に基づいて
設計したキャップ部位化合物と活性部位の
亜鉛イオンに対する配位基としてヒドロキ
サム酸官能基を有する化合物とのアジド-ア
ルキン付加環化反応（Huisgen 反応, Click 
Chemistry）により合成した 120 種の化合物
の酵素活性阻害評価試験の結果見出した。
Class I 以外の Class II,III,IV に対して阻

害活性を示さず、また、Class I に属する HDAC
１，HDAC２に対してもほとんど阻害活性を示
さない。既存の選択的 HDAC８阻害剤を凌駕す
る高い選択性と高い阻害活性を示した。さら
に、がん細胞増殖抑制試験において、T 細胞
腫瘍特異的に抗腫瘍活性を示し、正常細胞の
生育には影響しないことを確認した。HDAC８
選択的阻害剤として T細胞性悪性腫瘍治療薬
への応用が期待できる。なお、本阻害剤は、
現在、試薬会社から生化学試薬として販売さ
れている。 
1-3) HDAC の Class III(SIRT)に対する選択
的な阻害剤を見出した。SIRT は、NAD+を補酵
素とする HDAC である。今回、酵素の触媒反
応メカニズムに基づく新規阻害化合物の創
製に成功した（論文⑤）。今回見出した阻害
化合物は、酵素実験により SIRT を選択的に
阻害した。また、ヒト大腸がん由来細胞
HCT116 を用いたウエスタンブロット解析で
アセチル化 p53 を検出することにより、細胞
系でも SIRT を阻害していることが確かめら
れた。さらに、ヒト悪性リンパ腫由来細胞
Daudi 細胞に対して増殖抑制作用を示した。
見出した阻害剤は、SIRTの生物学的意義を調
べるプローブとして有用であり、抗がん剤と
しての可能性も期待される。 
1-4) HDAC をテンプレートとし酵素上で in 
situ Click 反応を行い、続いて生成物を単
離せず蛍光アッセイを行うことによりテン
プレートである酵素の構造を反映した HDAC
阻害剤の探索が可能であることを明らかに
した（論文③）。 
1-5) HDAC を阻害する医薬品候補化合物の創
製に関するその他の研究成果として、 
1-5-1) 研究代表者らが見いだしすでに報告
している HDAC6選択的阻害剤がマウスを用い
た in vivo試験により抗うつ作用を有するこ
とを見出した（特許③、PLoS One, 7, e30924 
(2012).その他①新聞/WEB 報道）。 
1-5-2) Click Chemistry の手法を用いるこ
とにより、HDAC の Class I に属する HDAC3 に
対する選択的阻害剤を見出した（特許②、論
文投稿準備中）。本阻害剤は、細胞系でも活
性を示すことから、抗がん剤や神経変成疾患
治療薬としての開発が期待できる。 
(2) HDMEをターゲットとするアイソザイム選
択的阻害剤の創製： 
ヒストンのリシン残基のメチル化は様々

な遺伝子発現に関与することが報告されて
おり、ヒストンメチル化酵素及びヒストン脱
メチル化酵素により可逆的に制御されてい
る。本研究では、ヒストン脱メチル化酵素の
アイソザイム選択的な阻害化合物の創製研
究を行った。 
2-1) Fe(II)-α-ケトグルタル酸依存性のヒ
ストン脱メチル化酵素（JHDM）は現在までに
21 のアイソザイムが確認されている。その一



 

 

つである JMJD2に対する選択的阻害化合物と
して、アイソザイムのホモロジーモデルに基
づく分子設計と合成により、N-オキザリルグ
リシン構造を有する化合物およびヒドロキ
サム酸構造を有する化合物を見出した（論文
②、特許⑥など）。これらの化合物は、JMJD2
を選択的に阻害し、同類の酵素であるプロリ
ルヒドロキシラーゼは阻害しないことを明
らかにした。また、この阻害剤については、
細胞膜透過性を向上させたプロドラッグ体
を合成し、それを用いた細胞増殖抑制試験で、
後述の LSD1 阻害剤による細胞増殖抑制作用
を相乗的に向上させることを見出した。
JMJD2 選択的阻害剤は、JHDM の機能を調べる
バイオプローブとしてのみならず、新しい作
用機序を持つがん治療薬創製のためのリー
ド化合物として有用と考える。なお、本阻害
剤も、試薬会社から生化学試薬として販売さ
れるようになった。 
2-2) JHDMのアイソザイムの一つである PHF8
は、前立腺がんの増殖に関与すること、また
その変異により X連鎖性精神遅延が生じるこ
とが報告されている。2-1)で合成した化合物
を中心とする in house 化合物ライブラリー
の中から PHF8 選択性を有する阻害剤を見出
し、それをリードとして PHF8 に高い選択性
を有する高活性阻害剤を見出した。なお、
PHF8 阻害活性の評価には、JHDM の触媒メカ
ニズムを利用したアッセイ法（PHF8の基質で
あ る H3K4me3K9me2 ペ プ チ ド を 用 い 、
MALDI-TOF 質量分析法により、H3K4me3K9me2
ペプチド残量から活性を算出）を用いた。本
阻害剤が、がん細胞増殖抑制効果を示したこ
とから、現在抗がん剤として研究を展開して
いる（特許①、論文投稿準備中）。 
2-3) LSD1(lysine-specific demethykase 1)
は、HDMEのアイソザイムであり FAD 依存的に
ヒストン H3 の 4 番目のリシン残基（H3K4）
のモノメチル体とジメチル体を脱メチル化
し、遺伝子の発現を制御することが知られて
いる。これまでに、LSD1 が前立腺がん細胞や
神経芽腫細胞の増殖に関与していることが
報告されており、また、最近、LSD1 がα-ヘ
ルペスウイルスの増殖に関与していること
が示唆されている。さらに、人工多能性幹細
胞 (iPS 細胞)では H3K4 が高度にメチル化さ
れていることが分かっており、LSD1阻害薬は
iPS 細胞の作製効率の向上に寄与することが
期待されている。したがって、LSD1阻害薬は、
LSD1 の機能を調べるためのバイオプローブ
として、また、がんをはじめとする種々の疾
患に対する新たな作用機序の治療薬として
期待されている。しかし、既存の LSD1 阻害
薬は、モノアミンオキシダーゼ (MAO)やポリ
アミンオキシダーゼ (PAO)を阻害、細胞膜を
通過しないといった問題があり、細胞系で利
用できる LSD1 選択的阻害薬は報告されてい

ない。本研究では、細胞系でも利用可能な
LSD1 選択的阻害薬の開発を目的として研究
を行い、世界初の細胞系でも高い阻害活性を
示す選択的な LSD1 阻害薬の創製に成功した
（論文④、特許⑦）。本阻害剤は、酵素の基
質および補酵素結合部位周辺の構造情報に
基づいて設計・合成した化合物であり、様々
ながん細胞に対して細胞増殖阻害活性を示
したことから、LSD1 の機能を解明するための
バイオプローブとして利用できるのみなら
ず、がん治療に利用できる可能性がある。な
お、この成果は、Nature Group の学術情報専
門誌に囲み記事で紹介されている（その他
②）。さらに、本阻害剤が HIV 複製阻害作用
を有し、抗ウイルス薬としても開発可能であ
ることも明らかにした（特許④）。本阻害剤
は、現在、試薬会社から生化学試薬として販
売されている。 
なお、HDMEに対する選択的阻害剤の研究を

ま と め た 論 文 ① は 、 J.of Medicinal 
Chemistry の Most Read Article にランクさ
れた。 
3) 研究開始時に計画した DNA メチル化酵素
（DMNT）阻害化合物、ヒストンアセチル化酵
素（HAT）阻害化合物の創製研究については、
HDAC および HDME 選択的阻害化合物の創製研
究が予想以上に展開したことにより、研究勢
力を HDACおよび HDME選択的阻害化合物の創
製に集約したため、特筆できる成果を上げる
ことはできなかった。本研究で得た技術と手
法を活用して、今後も引き続き DMNT および
HAT阻害剤の研究も行っていきたい。 
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出願年月日：平成 22年 1月 21 日 



 

 

国内外の別：国内、国外 
⑥ 名称：ヒドロキサム酸誘導体及び JHDM

阻害剤 
発明者：宮田直樹、他 
権利者：名古屋市立大学、他 
種類：特許 
番号：2010-009834 
出願年月日：平成 22年 1月 20 日 
国内外の別：国内 

⑦ 名称：LSD阻害剤 
発明者：宮田直樹、他 
権利者：名古屋市立大学、他 
種類：特許 
番号：2009-140553 
出願年月日：平成 21年 6月 11 日 
国内外の別：国内、国外 

 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
① 新聞/WEB報道 

朝日新聞、読売新聞、平成 24年 2月 16
日。 
共同通信、平成 24 年 2月 16 日。 
http://www.47news.jp/CN/201202/CN2012
021601001686.html 

② 専門学術紹介記事 
SciBX, 46, p.3, (2009). 

③ ホームページ 
http://www.phar.nagoya-cu.ac.jp/hp/yk
g/Yakka/index.html 
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