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研究成果の概要（和文）：本研究では、フラビン依存性のヒストン脱メチル化酵素である lysine-specific 
demethylase 1（LSD1）の阻害剤の合成を行った。LSD1 の基質であるヒストン H3 の配列の一部をペプチドとし
て化学合成し、LSD1 によって脱メチル化が行われる 4 番目のリシン残基の側鎖に、LSD1 の活性中心に結合可
能であると予測される小分子を導入する方法で阻害剤合成を行った。一連の化合物を合成し、酵素阻害活性評価
を行った。

研究成果の概要（英文）：Lysine-specific demethylase 1 (LSD1) is a flavin-dependent enzyme that 
removes methyl groups from lysine residues at the fourth position of histone H3. Several 
substrate-based LSD1 inhibitors that have LSD1 inactivator motifs on the side chain of the lysine 
residue in histone H3 peptide were prepared. Inhibitory activity of the synthesized compounds was 
evaluated using recombinant LSD1.

研究分野： 創薬化学

キーワード： 酵素阻害剤
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒストン脱メチル化酵素は、メチル化され

たヒストン中のリシン残基を脱メチル化す
る 酵 素 で あ り 、 フ ラ ビ ン 依 存 性 の 
lysine-specific demethylase 1（LSD1）な
どが報告されている。ヒストン脱メチル化酵
素阻害薬は、新たな作用機序の抗がん剤開発
の観点から注目されている。 
申請者はこれまで、酵素の基質特異性を活

かしたペプチド型阻害剤の設計や合成を行
ってきた。本研究に先立ち、LSD1 の基質に
相当する、ヒストン H3 の配列中の脱メチル
化を受けるアミノ酸である 4 番目のリシン
残基（Lys-4）の側鎖に、LSD1 の活性中心と
結合して酵素を不活性にする小分子を導入
する薬剤設計を行っている（引用文献１）。
合成した化合物は酵素レベルで高い LSD1 
阻害活性を示し、かつ LSD1 以外のフラビン
依存性酵素である monoamine oxidase A お
よび B (MAO-A および MAO-B) に対しては
低い阻害活性を示すことが明らかになって
いる。しかし、合成した化合物は配列部分が
長いため分子サイズが大きく、実用化に向け
た更なる検討が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、新規治療薬を目指したヒストン

脱メチル化酵素阻害薬の創製を目的とする。
中でも、実用化に向けた基質配列の最適化お
よび構造活性相関研究に着目し、以下の 3つ
の観点から研究を行う。 
 
（１）酵素レベルでの阻害活性の向上に向け
た研究 
基質配列中の Lys-4 の側鎖のアミノ基に 

LSD1 の活性中心に結合すると予想される
様々な小分子を導入し、阻害活性のある化合
物を得る。例えば、ピリジンやピロリン誘導
体などの導入の検討を行う。また、Lys-4 以
外のリシン残基の側鎖を修飾する研究を行
う。 
 
（２）基質配列の最適化 
本研究の開始前に合成したヒストン H3 の

配列に基づくペプチド型阻害剤は、薬剤とし
てのサイズはかなり大きいものであった。従
って、本実験では薬剤の実用化を考慮し、低
分子量化に向けたペプチド鎖部分の短縮を
行う。また基質配列を短くした際の他の酵素
への選択性の変化を調べるため、MAO-A およ
び MAO-B への阻害活性も評価する。 
 
（３）分子の最適化に向けた更なる研究 
 上記の（１）、（２）の結果を利用し、更な
る分子の最適化を検討する。特に（２）の結
果から得られた短い配列を用いれば、分子の
化学合成が簡便になり、今後の構造活性相関
研究が促進される可能性がある。それに加え、
本研究では化合物合成のための短縮ルート
の開発、および Lys-4 の側鎖の長さの調整実

験を行う。 
 
以上の観点から、高活性で実用的な LSD1 

阻害剤研究を発展させることを目的とし、実
験を行う。 
 
３．研究の方法 
阻害剤の基質配列部分は、一般的なペプチ

ド固相合成法で合成し、Lys-4 部位の修飾は、
固相上あるいは液相での有機合成を組み合
わせた方法で行った（参考文献 1、2）。合成
し た 阻 害 剤 は  HPLC に よ る 精 製 と 、
MALDI-TOF MS によるキャラクタリゼーショ
ンを行った。酵素アッセイは、京都府立医大
の研究グループにサンプルを送付し、評価を
依頼した。LSD1 の評価は、基質であるメチ
ル化リシンが脱メチル化された時に生じる
過酸化水素を検出する peroxidase assay に
て行った。MAO-A および MAO-B の阻害活性
は、酵素と発光前駆体 MAO 基質を用いて評価
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
研究代表者は、LSD1 の基質に相当するヒ

ストン H3 の配列に基づいた創薬研究を行
った。従来の研究では、アミノ酸 21 残基か
ら構成されるヒストン H3 の配列のうち、
LSD1 から脱メチル化を受ける Lys-4 の側
鎖のアミノ基に阻害活性を持つことが予想
さ れ る  trans-2-phenylcyclopropylamine
（PCPA）を導入していた（図１、参考文献１）。
本研究における主な結果を次の①～③に示
す。 
 
 

 
 
図１．本研究の概要。側鎖部分の構造活性相
関研究およびペプチド鎖の短縮による配列
の最適化。 
 
 
① 酵素レベルでの阻害活性の向上に向けた
研究 
従来の LSD1 阻害剤に用いていた PCPA 以



外に、阻害活性を示す新たな誘導体の探索を
行った。Lys-4 部位に様々な小分子を導入し
た新たな化合物を合成し、阻害活性を評価し
たところ、2,5-dihydro-1H-pyrrole（DHP）
および 1,2,3,6-tetrahydropyridine（THP）
を用いた誘導体に活性が見られた。酵素アッ
セイでは、これらは PCPA よりやや低い中程
度の LSD1 阻害活性を示した。 
また Lys-4 以外のリシン残基として、

LSD1 から脱メチル化を受けるとされる 9 
番目のリシン残基（Lys-9）の側鎖部分に対
しても PCPA、DHP および THP を導入した化
合物を合成し、活性の評価を行った。その結
果、Lys-9 部位を修飾した阻害剤は、それぞ
れ対応する Lys-4 の阻害剤よりもやや低い
阻害活性を示すことが明らかになった。 
 
①  基質配列の最適化 
これまでの研究では、LSD1 の基質に相当

する 21 残基のヒストン H3 の配列に基づ
いた創薬研究を行ってきた。本研究では、 
Lys-4 を含む配列のうち、C 末端側から 4 
残基ずつアミノ酸数を減らした阻害剤をそ
れぞれ合成した。酵素アッセイを行った結果、
配列を短くするに従い、徐々に LSD1 阻害活
性の低下が見られたが、アミノ酸数が 17～9  
残基の配列においても中程度の阻害活性を
維持することが分かった。一方、これらの化
合物は MAO-A および MAO-B に対しては低
い阻害活性を保つことが明らかになった。 
 

②  分子の最適化に向けた更なる研究 
分子の更なる最適化を図ることに先立ち、

薬剤合成の短縮ルートの探索を行った。これ
までの合成ルートでは、阻害剤のヒストン 
H3 の配列部分を一般的なペプチド固相合成
法によって合成した後、脱樹脂を行っていた。
HPLC による精製後、Lys-4 部位の修飾を液
相での有機合成によって行う方法を採用し
ていた（参考文献１、２）。しかし短縮ルー
トでは、ヒストン H3 の配列部分を固相合成
した後、固相上で Lys-4 部位の修飾を行な
っている。短縮した合成ルートを活用し、研
究の効率を高めたうえで、薬剤の実用化に向
けた更なる実験を行った。 
LSD1 阻害剤の Lys-4 の側鎖部分全体を

調整する研究として、Lys-4 の側鎖の長さを
調節しつつ、側鎖のアミノ基に上記 ① にて
決定した LSD1 の活性中心に結合して阻害
をすることが可能である小分子類を導入す
る研究を行った。阻害剤の合成において、配
列部分は上記 ② において決定した短縮し
たペプチド鎖を用いた。また、4 番目に導入
したリシン残基および側鎖の長さを変更し
たアミノ酸類における側鎖の誘導は、上記の
固相上での修飾によって行った。 
一連の化合物を合成し、これらの LSD1 阻

害活性評価を行った結果、側鎖の長さを変更
したアミノ酸類よりもリシンを用いた阻害
剤の方が高い活性を示した。酵素と阻害剤に

よるモデリングを行った結果、リシンを用い
た場合の方が側鎖に導入した小分子類をよ
り酵素の活性部位に近づけられるとの結果
が出た。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 上記に記載した様々な結果を中心に、学会
および学術論文にて発表を行った。LSD1 阻
害剤は新たながん治療薬となる可能性から、
国内外で広く注目を浴びている。本研究に関
して発表した学術論文は、国内外のグループ
の学術論文などに引用されている（参考文献
３）。 
 
（３）今後の展望 
一般に、酵素の基質特異性を活かした阻害

剤設計は、高活性な化合物が得られるという
観点からだけでなく、酵素への高い選択性を
示す可能性からも非常に有用である。本研究
においても基質配列を活かした化合物合成
を行っており、LSD1 阻害活性を維持しつつ 
MAO に対する阻害活性は低い値を示した。 
本研究が、ヒストン脱メチル化酵素阻害薬と
いう新たな作用機序の抗がん剤開発のため
の研究に対してだけでなく、酵素阻害剤研究
全般の発展に貢献できることを期待する。 
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