
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３９０３

挑戦的萌芽研究

2014～2012

細胞内局在性を有するヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の合成

Synthesis of HDAC inhibitors that locally develop their inhibition activity in 
cells

５０１１４６７４研究者番号：

宮田　直樹（MIYATA, Naoki）

名古屋市立大学・薬学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４６５９０５０

平成 年 月 日現在２７   ６ １９

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の細胞内局在性と機能発現との関連の解明を目的として
、細胞内で局在的に活性を発現するHDAC阻害剤を合成した。細胞内の局所で活性を持たせる方法として光解除性ケージ
ド化の手法を用いることとし、ケージドHDAC阻害剤の設計と合成を行った。合成したケージドHDAC阻害剤は、可視光照
射により、光照射時間依存的にHDAC活性を阻害した。この結果は、光解除性ケージドHDAC阻害剤が、系外から細胞内の
局所を光照射することにより細胞内局所的にHDAC阻害活性を制御しHDACの細胞内局在性と機能発現との関連の解明に役
立つ有用なHDAC阻害剤となる可能性を示す。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the association between the localization and the function of histone 
deacetylases (HDACs) in cells, we designed and synthesized HDAC inhibitors which locally develop their 
activity in cells. We used a caged technique to control the HDAC activity. The synthesized HDAC 
inhibitors with photo-labile protecting group time-dependently inhibited HDAC activity under the visible 
light irradiation conditions. These results showed that these HDAC inhibitors can be controlled their 
activity by visible light irradiation even in the living cell systems and become a useful tool to 
elucidate the association between the localization and the function of HDAC in cells.

研究分野： 薬学

キーワード： ヒストン脱アセチル化酵素　エピジェネティクス　ケミカルバイオロジー　細胞内局在性　光解除性保
護基　分子標的治療薬　制がん剤　蛍光検出
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子発現をエピジェネティックに制御す
る酵素の一つであるヒストン脱アセチル化
酵素（HDAC）は、核内のヒストンタンパク質
のアセチル化されたリシン残基を脱アセチ
ル化する酵素として見いだされた。その後の
研究により、HDAC は、シークエンスの類似性
から、18 種のアイソフォームが同定され、2
つのグループに分類されている。一つは Zinc
依存性酵素（Class I, Class II and Class IV）
であり、もうひとつは NAD＋依存性酵素(Class 
III: sirtuins)である。Zinc 依存性酵素であ
る Class I の HDAC には HDAC1、HDAC2、HDAC3
および HDAC8 が含まれるが、HDAC1 および
HDAC2 は核外輸送シグナル配列を欠いている
ため、ほぼ核内に局在している。一方、HDAC3
および HDAC8 は核外・核内輸送シグナル配列
を持っているため核内のみならず細胞質に
も存在することが明らかになった。Class II
の HDAC には HDAC4、HDAC5、HDAC6、HDAC7、
HDAC9 および HDAC10 が含まれ、このうち、
HDAC4、HDAC5、HDAC7 および HDAC9 は、核内
移行シグナル・核外移行シグナル配列の両方
を持っており、HDAC3 および HDAC8 と同様に
核と細胞質の間を移動する。また、HDAC6 お
よび HDAC10 は細胞質にのみ局在し、特に
HDAC6 は微小管のα-チューブリンを基質と
し微小管の安定化に寄与することが知られ
ている。HDAC11 は、もっとも最近に同定され
たアイソフォームであり、Class IV に分類さ
れ核に存在する。一方、NAD＋依存性酵素
(Class III: sirtuins)には、ヒト SIRT1–7
が含まれ、そのうち、SIRT1、SIRT6 および 
SIRT7 は、核に局在するのに対し、SIRT2 は
核と細胞質に、SIRT3、SIRT4 および SIRT5 は
ミトコンドリアに局在することが報告され
ている。これらのうち、SIRT1、SIRT2、SIRT3
および SIRT5はヒストンやその他の機能性タ
ンパク質の脱アセチル化能を有することが
報告されているが、SIRT4、 SIRT6 および 
SIRT7 は in vitro において、脱アセチル化能
を示さないことが報告されている。このよう
に、HDAC には、核に存在しヒストンを基質と
するHDACのみならず、細胞質に局在するHDAC、
ミトコンドリアに局在する HDAC、あるいは、
細胞核と細胞質の両方に存在する HDAC など
が見出されている。その結果、HDAC の基質と
なるタンパク質も HDAC の名前の由来である
ヒストンタンパク質以外に、α-チューブリ
ンのような構造タンパク質、Hsp90 のような
シャペロンタンパク質、DNA 結合核内受容体、
DNA 結合転写因子、PGC-1αのような転写制御
タンパク質、Smad7 や Stat3 のようなシグナ
ルメディエーター、DNA 修復酵素など多岐に
わたっている。よって、HDAC は多様なタンパ
ク質のアセチル化されたリシン残基を脱ア
セチル化する酵素であり、広く細胞の恒常性
維持に係わる多様な機能を有していると認
識されている。しかし、HDAC の細胞内局在性
と機能との関係はいまだ不明な点が多い。 

２．研究の目的 
HDAC は細胞内で局在しており、その詳細な機
能を調べるためには、細胞内で局在的に活性
を発現する HDAC 阻害剤を設計・合成するこ
とが必要と考えられ、そのための方法の一つ
として、系外から HDAC の活性を自由に制御
できる化合物の利用が上げられる。そこで、
光照射により HDAC 活性の位置・時間の制御
が行える化合物の開発を目指すこととした。
系外からの HDAC 活性の時空間的な制御が可
能となれば、ヒストンアセチル化の関与する
機能の解明に役立つと考えられる。また、こ
のようなケージド化合物を用いることによ
り、たとえば幹細胞分化を部位・時期選択的
に制御することも可能になり、幹細胞を用い
た特定の細胞の作製技術の開発にもつなが
ると考えられる。以上、本研究は、HDAC の細
胞内局在性と機能発現との関連の解明に焦
点を当て、細胞内で局在的に活性を発現する
ケージド HDAC 阻害剤を設計・合成すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ケージド化合物は、光解除性保護基で生理活
性分子をプロドラッグ化した化合物であり、
光照射により活性を出現させることができ
る。このことを利用し、HDAC 阻害剤の酵素活
性部位に光解除性保護基を導入することで
ケージド HDAC 阻害剤の開発を行った。HDAC
阻害剤としては、SAHA（Suberoylanilide 
hydroxamic acid / ZOLINZA®）を用い、その
活 性 部 位 を O-nitrobenzyl や
7-diethylaminocoumarin 型の光分解性保護
基で保護したケージド化合物を設計・合成し、
機能評価を行った。 
(1) ニトロベンジル型ケージド HDAC 阻害剤 
(NB-SAHA)の合成と光分解特性 
最 初 に 、ニ ト ロ ベ ン ジ ル 型 ケ ー ジ ド
SAHA(NB-SAHA)を合成した。NB-SAHA は、
monomethyl suberate を aniline と脱水縮合
させアミドとした後、メチルエステルを加水
分解し、続いて酸クロライドに変換した後、
2-nitrobenzylhydroxylamine と縮合させる
ことで合成した。 
 
 
 
 
 
 
次に、NB-SAHA の光照射による分解を調べた。
照射装置の光強度を 0.86mW/cm2 に設定して
光照射を行った結果、光照射により NB-SAHA
が分解し、活性体である SAHA が生成するこ
とが HPLC により確認できた。このことから
NB-SAHA がニトロベンジル型ケージド化合物
として機能し、光照射によって SAHA が生成
することが示された。しかし、NB-SAHA の水
溶 液 中 で の 極 大 吸 収 波 長 は 266 
nm(ε272nm=3.0x10

3M-1cm-1)であり、光照射によ
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る細胞および組織に対する障害性を考慮し
た場合、照射する光の波長は、紫外光ではな
く可視光が好ましい。 
(2) アミノクマリン型ケージド HDAC 阻害剤
(AC-SAHA)の合成と光分解特性 
可視光で光分解を起こす光解除性保護基を
持つケージド HDAC 阻害剤としてアミノクマ
リン型ケージド SAHA(AC-SAHA)を合成するこ
と と し た 。 7-diethylamino-4- 
methylcoumarin の メ チ ル 基 を 、 Riley 
oxidation に続くヒドリド還元によりヒドロ
キシメチル基へと変換し、さらにメシル体を
経 て ブ ロ モ メ チ ル 体 に 導 き 、
N-Boc-hydroxylamine を 付 加 し 、
N-Boc-hydroxylmethyl 体とし、最後に Boc 基
を 脱 保 護 し 、 4-(aminooximethyl)-7- 
diethylaminocoumarin の塩酸塩を得た。これ
と NB-SAHA の 合 成 に 用 い た
7-(phenylcarbamoyl)heptanoic acid とを縮
合剤 COMU を用いて縮合させることで、アミ
ノクマリン型 HDAC 阻害剤である AC-SAHA を
合成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
合成した AC-SAHA の Tris buffer 中での極大
吸収波長は 398nm(ε398nm=1.24x10

4M-1cm-1)で
あり、可視光領域の光を吸収して保護基が切
断されることが期待できる。 
AC-SAHA の光分解を HPLC を用いて調べた。
Tris buffer で希釈した AC-SAHA に対し、可
視光(400～430 nm)を用い、照射時の光強度
を 66 mW/cm2に設定して 10 分間照射を行った。
その結果、光照射によって AC-SAHA に由来す
るピークが減少し、SAHA に由来するピークが
増加した。また、光分解時に SAHA と共に生
成すると考えられる、ヒドロキシメチルクマ
リンに由来するピークの増加も確認された。
従って、AC-SAHA が想定される反応機構にし
たがって光分解を起こしていることが示唆
された。 
次に、AC-SAHA に光照射した際の SAHA の生成
量を HPLC で定量した。20 μM (20% DMSO in 
Tris buffer) の AC-SAHA に、400～430 nm の
波長の光を、光強度を 66 mW/cm2 に設定して
10 分間照射したところ約 27 %の SAHA が生成
していることがわかった。 
次に吸収された光がどれだけ効率よく反応
に使われたかを示す値である量子収率を測
定した。光照射によって吸収された光子数は、
シュウ酸鉄カリウムの光還元反応を利用し
て算出した。その結果、分解量子収率は
0.00449±0.00019、生成量子収率は 0.00153
±0.00021 と算出された。また、405nm のモ
ル吸光係数 (ε405nm)が 1.21x104M-1cm-1であっ

た の で 、 εΦ(photolytic) は 54±2.3 、
εΦ(production)は 19±2.5 と算出された。
これらの光学特性値は、AC-SAHA が光解除性
ケージド HDAC 阻害剤として十分利用可能で
あることを示す。 
(3) アミノクマリン型ケージド HDAC 阻害剤
(AC-SAHA)の HDAC 阻害活性評価 
HDAC 阻害活性評価は、細胞系への応用を考え
て可視光で保護基が解除できる AC-SAHA で
行った。HDAC アッセイキット（HDAC-GloTMI/II 
assay kit; G6430, Promega Corporation）
を用いて AC-SAHA の HDAC 阻害活性評価を行
った。96 ウェルプレートに 500 nM (0.5% DMSO 
in Assay buffer) の AC-SAHA (2.0μM, 2.0% 
DMSO in Assay buffer を 50μL添加)と HeLa
細胞の核抽出物50μLを加え、光照射を行い、
続いて室温で 1 時間インキュベーションし、
アッセイ Reagent (Substrate + Developer) 
を 100μL加えて室温で 30分間インキュベー
ションした後、プレートリーダーで化学発光
強度を測定した。光照射は 400-430 nm の波
長の光を用い、照射時の光強度を 66 mW/cm2

に設定して 1.0, 3.0, 6.0, 10 分間の照射を
行った。その結果、AC-SAHA が光照射時間依
存的に HDAC を阻害することが示された。ま
た、HPLC による解析によって確認された光反
応副生成物であるヒドロキシメチルクマリ
ンやカルボン酸誘導体が HDAC を阻害するこ
とはなく、また光照射自体による不活化も確
認されなかった。これらの結果は、in vitro 
酵素系の実験で、AC-SAHA が光解除性ケージ
ド HDAC 阻害剤として機能することを示す。 
(4) ウエスタンブロット解析によるアミノ
クマリン型ケージドHDAC阻害剤(AC-SAHA)の
機能評価 
細胞内における AC-SAHA の HDAC 阻害活性評
価をウエスタンブロット解析によって行っ
た。細胞はヒト結腸腺癌由来細胞株 HCT116
を用いた。HCT116 に 10 μM (0.5% DMSO) の
AC-SAHA を処置し、3 時間インキュベーショ
ンした。培地を除去して D-PBS で洗浄後、再
び D-PBS 培地中で光照射を行った。D-PBS を
除去し、再び D-PBS 培地にし、8 時間インキ
ュベーションした細胞を用いて、光照射実験
を行い、ウエスタンブロット解析を行った。
光照射は 400-430 nm の波長の光を用い、照
射時の光強度を 66 mW/cm2 に設定して 1.0, 
3.0, 10 分間照射した。その結果、AC-SAHA
が光照射依存的にヒストン H4 のアセチル化
を亢進することが示され、AC-SAHA が細胞内
においても HDAC を阻害することが示唆され
た。 
(5) アミノクマリン型ケージド HDAC 阻害剤
の(AC-SAHA)のがん細胞増殖抑制試験 
SAHA はがん細胞において、細胞増殖を抑制す
ることが報告されているため、細胞増殖アッ
セイキット（CellTiter-GloTM Luminescent 
Cell Viability assay kit; G7570, Promega 
Corporation）を用いて、HCT116 における
AC-SAHA の細胞増殖抑制効果を評価した。
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HCT116（1.0 x 105 cells/mL の密度で 50 μL
添加）に 10 μM (0.5% DMSO) の AC-SAHA を
処置し、3時間または 24 時間インキュベーシ
ョンした。培地を除去して D-PBS で洗浄後、
光照射を行った。D-PBS を除去し、再び D-PBS
培地にし、48時間インキュベーションし、室
温で静置した細胞にアッセイReagentを加え
て室温で15分間インキュベーションした後、
プレートリーダーで化学発光強度を測定し
た。光照射は 400-430 nm の波長の光を用い、
照射時の光強度を 66 mW/cm2に設定して 1.0, 
3.0, 10分光照射を行った。その結果、AC-SAHA
が光照射時間依存的に細胞増殖を抑制する
ことが示された。また、光照射のみによる細
胞死は確認されなかった。 
 
４．研究成果 
遺伝子発現をエピジェネティックに制御す
る酵素の一つである HDAC は、広くタンパク
質のアセチル化されたリシン残基を脱アセ
チル化する酵素であり、核内、細胞質、ミト
コンドリアなどに局在し、細胞の恒常性維持
に係わる多様な機能が注目されている。本研
究では、HDAC の細胞内局在性と機能発現との
関連の解明に焦点を当て、細胞内で局在的に
活性を発現する HDAC 阻害剤を合成し、HDAC
の機能解明に役立たせることを目的として
研究を行った。初年度は、クリックケミスト
リーの手法を用いて、HDAC8 および HDAC3 に
それぞれ選択性を有する阻害剤を見出した。
二年目は、細胞内の局所で活性を持たせる方
法として光解除性ケージド化の手法を用い
ることとし、ケージド HDAC 阻害剤としてニ
トロベンジル型HDAC阻害剤(NB-SAHA)及びア
ミノクマリン型HDAC阻害剤(AC-SAHA)の設計
と合成を行った。最終年度は、合成した可視
光領域に光吸収極大をもつアミノクマリン
型ケージドHDAC阻害剤(AC-SAHA)を用いた実
験を行い、in vitro 非細胞系および細胞系
の実験により、可視光照射により、光照射時
間依存的に HDAC 阻害剤を生成し、HDAC 活性
を阻害し、がん細胞の増殖を照射時間依存的
に抑制することにも成功した。以上の結果は、
ヒドロキサム酸系の HDAC 阻害剤に対して光
解除性ケージド化の方法が適用可能である
ことを示す。これらの結果は、合成したケー
ジド HDAC 阻害剤が、系外から細胞内の局所
を光照射することにより細胞内局所的に
HDAC 阻害活性を制御できる有用な HDAC 阻害
剤となる可能性を示唆する。今後は、今回の
ケージド HDAC 阻害剤研究で得られた知見を
元に、より性能の良いケージド HDAC 阻害剤
を開発する必要がある。HDAC はがん治療や再
生医療の新たなターゲットとして注目を集
めているが、HDAC は生体内で遍在していたり、
ヒストンアセチル化レベルが細胞周期や分
化の段階で異なっていたりしているため、
HDAC による調節機構が詳細に調べられてい
るとは言い難い。そこで、細胞内のヒストン
アセチル化を制御するツールとして開発さ

れたケージド HDAC 阻害剤が、ヒストンアセ
チル化の関与する機能の解明や、幹細胞分化
の部位や時期選択的な制御による特定の細
胞の作製技術の開発にとって重要な位置を
占めると期待される。 
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