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研究成果の概要（和文）：Lysine-specific demethylase 1 (LSD1) はフラビン依存的な酸化反応により、メチル化さ
れたリシン残基を脱メチル化する酵素で、がんの新たな分子標的として知られている。トラニルシプロピン(PCPA)がLS
D1阻害薬として最も利用されているが、弱い活性、低い選択性が問題とされている。そこで、本研究では、阻害剤を標
的酵素に効率的に送り届ける「究極のドラッグデリバリー型分子」という新概念を提唱し、それに基づいたLSD1阻害薬
の設計,合成および活性評価を行った。その結果、PCPAをLSD1へ直接運ぶ一連のLSD1阻害薬の創製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Selective inhibitors of lysine-specific demethylase 1 (LSD1) are considered to be 
candidate anticancer agents. Phenylcyclopropylamine (PCPA) is a best-known LSD1 inhibitor, but its potency
 and selectivity are inadequate. In this study, on the basis of the concept that LSD1 could be potently an
d selectively inactivated by delivering PCPA directly to the enzyme's active site, LSD1 inhibitors were de
signed by conjugating PCPA moiety with a lysine moiety as a carrier targeting LSD1. As a result of their s
ynthesis and biological evaluation, LSD1 inhibitors that showed high activity and selectivity were identif
ied.
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒストンリシン残基のメチル化は不可逆
的修飾であると長く考えられていた。しかし、
2004 年、ヒストン脱メチル化酵素である
Lysine-Specific Demethylase 1（LSD1）が
発見され、そのメチル化が可逆的修飾である
ことがわかると、ヒストンのメチル化に関わ
る研究は急速に展開された。現在、ヒストン
のメチル化は DNAの塩基配列に依らない遺伝
子発現機構（エピジェネティクス機構）を調
節する極めて重要な修飾として、盛んに研究
されている。 
 LSD1 はフラビンアデノシンジヌクレオチ
ド（FAD）を補酵素とし、ヒストン H3 の 4番
目のリシン（H3K4）のメチル化体を酸化的に
脱メチルする酵素である。LSD1の生化学的な
働きに関して不明な点は多いが、LSD1はメチ
ル化ヒストン H3K4 の脱メチル化を介し、遺
伝子の転写活性を制御していることが知ら
れている。また、LSD1阻害は、がん細胞の増
殖阻害効果、ヘルペスウイルスに対する抗ウ
イルス作用およびエネルギー代謝病に対す
る治療効果が報告されている。すなわち、創
薬化学的観点から LSD1 阻害薬の探索研究は
極めて興味深い。しかし、LSD1阻害薬に関す
る医薬化学的知見は不十分であり、強力かつ
細胞評価系で効果的な活性を示す阻害薬は
ほとんど報告されていなかった。 
 これまでに報告されている LSD1 阻害薬と
し て 最 も 利 用 さ れ て い る も の は
trans-2-phenylcyclopropylamine（PCPA）で
ある。PCPA は元来モノアミノオキシダーゼ
（MAO）阻害薬として知られており、抗うつ
薬としても利用されてきた。MAO は LSD1 と
同じアミノオキシダーゼファミリーに属す
るため、PCPA は LSD1 に対する阻害活性もあ
る程度示すが、LSD1 を選択的に阻害できない。
すなわち、PCPA は LSD1 阻害活性・選択性と
も不十分であった。そのため、高活性かつ高
選択的な LSD1 阻害薬の創製が求められてい
た。 
 

２．研究の目的 

 

 研究開始当初の背景で記したことを受け
て、本研究では新規 LSD1 選択的阻害薬の創
製を目指すこととした。なお、in vitro の系
のみならず、細胞評価系においても強力な活
性を示す LSD1 選択的阻害薬の創製を目標と
した。また、見出した LSD1 選択的阻害薬に
関する構造活性相関研究を行い、将来的に
LSD1 を標的とした治療薬開発へと展開でき
るよう構造学的な知見の拡充も目指した。さ
らに、LSD1阻害薬は抗がん剤としての可能性
も秘めているため、LSD1 阻害薬のがん細胞に
対する増殖阻害効果についても検証するこ
ととした。 
 
 

３．研究の方法 

 

(1) LSD1 阻害薬の設計と合成 
本研究では高活性かつ高選択的な LSD1 阻

害薬を見出すために LSD1 の酵素反応メカニ
ズムに基づく標的誘導型合成を利用した創
薬手法を用いた。標的誘導型合成とは標的タ
ンパク質が持つ特有のポケットを使ってタ
ンパク質自身に in situで強力な阻害薬を合
成させる創薬手法であり、選択的阻害薬を得
るのに適した手法である。そこで、本手法を
利用し、既知の LSD1阻害薬である PCPAの構
造を基に新規 LSD1 阻害薬の設計を試みた。 

PCPA は LSD1 の活性中心で FAD と共有結合
を形成し、LSD1を不可逆的に阻害する（図 1）。
その際、PCPA の窒素原子はアンモニア分子と
して LSD1 活性中心から放出される（図 1）。
この機構に基づいて、リシン部分および PCPA
部分を有する LSD1阻害薬 1を設計した（図 2）。
メチル化リシンは LSD1 の基質であるため、
化合物 1 は LSD1 により効率的かつ選択的に
認識されると予想される。続いて LSD1 活性
中心に運び込まれた化合物 1 の PCPA 部分は
FADと付加体を形成し LSD1を阻害する。その
際、化合物 1 のリシン部分はイミン中間体と
なり、続く加水分解を受けることで LSD1 活
性中心から化合物 1’として放出されると予
想される（図 2）。すなわち、化合物 1 のリシ
ン部分は LSD1阻害活性を有する PCPAを LSD1
活性中心に選択的かつ効率的に運び込む「輸
送体」として働く。この機構により、化合物
1はドラッグデリバリー型の強力な LSD1選択
的阻害薬となることが期待された。そこで、
本戦略に基づき、化合物 1 の一連の類縁体を
合成し、活性評価を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 PCPAによる LSD1の阻害機構 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 化合物 1 による LSD1 の推定阻害機構 
 
 
(2) 酵素系および細胞系での活性評価 

LSD1 阻 害 活 性 の 評 価 に は LSD1 
peroxidase-coupled (POD) assay により行
った。LSD1 による脱メチル化反応では、副産
物として過酸化水素が生成する。生成した過
酸化水素を用いてペルオキシダーゼが 4-ア
ミノアンチピリンと 3, 5-ジクロロ-2-ヒドロ
キシベンゼンスルホン酸を酸化縮合し、キノ
ン色素 (λmax = 512 nm) を生成する。この
キノン色素を比色定量することで、LSD1 活性
を評価することができる。また LSD1 阻害薬
の選択性を評価するために MAOに対する阻害
活性も調べた。MAO 阻害活性にはプロメガ社
の MAO-GloTM assay kit を用いた。 

in vitro の酵素系評価において、高活性か
つ高選択性を示す化合物についてはがん細
胞増殖阻害活性も評価した。活性評価には
LSD1 が過剰発現している子宮頸がん細胞
HeLaおよび神経芽細胞腫細胞 SH-SY5Yを使用
し、MTT アッセイにより細胞増殖阻害率を算
出することで評価した。 
 
(3) 阻害メカニズム解析 

上述の（1）、(2)より得られた LSD1選択的
阻害薬について、（1）で示した作業仮説通り
に LSD1 を阻害しているかを確認するために
阻害メカニズム解析を行った。解析法として
は酵素速度論的解析と MALDI-TOF MS 解析を
用いた。PCPA は LSD1 内で FAD と反応し、

PCPA-FAD 付加体を形成し、LSD1 を不可逆的
に阻害することが報告されている。したがっ
て、酵素速度論解析から、不可逆的阻害であ
るかを検証した。一方、MALDI-TOF MS 解析で
は、LSD1存在下および非存在下において、FAD
と LSD1 阻害薬を反応させ、その反応液の質
量分析を行い、LSD1 存在下のみ付加体および
1’に相当する MSピークが得られるか検証し
た。 
 
４．研究成果 
 

研究の方法の(1)に示したように、既知の
LSD1 阻害薬である PCPA の阻害機構を基に標
的誘導型合成による創薬手法を用いて、LSD1
阻害薬の創製を目指したところ、下記に示す
化合物 NCD-18 (1a)が高い LSD1阻害活性およ
びがん細胞増殖阻害活性を示すことが明ら
かとなった(表 1)。さらに化合物 1a の構造最
適化を試みた結果、高い LSD1 阻害活性およ
びがん細胞増殖阻害活性を示す NCD-25 (1b)
および NCD-38 (1c)を見出した(表 1)。また、
化合物 1b および 1c の MAO A および MAO B 阻
害活性を評価したところ、MAOs をほとんど阻
害しないことがわかった。さらに、化合物 1b
および1c の LSD1阻害メカニズム解析を行っ
た結果、酵素速度論解析から、それらの阻害
が不可逆的阻害であることがわかり、一方、
MALDI-TOF MS解析から LSD1存在下において、
PCPA-FAD付加体および輸送体 1’に相当する
MS ピークが得られた。以上の阻害メカニズム
解析より、1b および 1c は(1)に記したメカ
ニズムで LSD1 を阻害していることが示唆さ
れた。 

本研究で見出された新規 LSD1 阻害薬は高
いがん細胞増殖阻害活性を示したことから、
新たな作用機序の抗がん剤としての可能性
も期待される。また、本研究で提唱した「ド
ラッグデリバリー型標的酵素阻害薬」という
概念は PCPA構造を有する LSD1阻害薬を設計
する上で有用であると考えられる。 

 
表 1 LSD1 阻害活性の活性評価 
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