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研究成果の概要（和文）：ヒストンメチル化酵素EZH2に対する阻害剤により増殖抑制されるヒト肺がん細胞株
A549細胞を用い、その増殖抑制を示す化合物の探索を一次スクリーニングとし、1,223化合物に対してその増殖
抑制効果を評価した。その結果、80％以上の増殖抑制能を示す化合物は58化合物であった。この58化合物の中か
ら、既に細胞傷害性とその作用機構、あるいは既にエピジェネティクスな作用が報告されている化合物を省いた
ところ、20化合物が残った。次に、これらの化合物の中からヒストンH3 K27に対するヒストンメチル化抑制能
を、ELISA法を用いて評価したところ、3化合物がヒストンメチル化抑制能を示した。

研究成果の概要（英文）：Using human lung cancer A549 cells that is reported to be sensitive to an 
inhibitor against histone methyltransferase EZH2, we searched for compounds that inhibit 
proliferation as the primary screen, and evaluated its growth inhibitory effect of 1,223 compounds. 
As a result, 58 compounds showed a growth inhibitory ability of 80% or more. Of the 58 compounds, 20
 compounds have remained when the compounds having cytotoxicity, their clarified mechanisms of 
action, or epigenetic effects already reported have been omitted. Next, among the 20 compounds, 
histone methylation inhibitory ability against histone H3 K27 was evaluated by ELISA method, and 
three compounds showed histone methylation inhibitory ability.

研究分野：分子標的予防医学

キーワード： エピジェネティクス　ヒストンメチル化　EZH2　スクリーニング

  １版



様 	
 式 	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 	
 

１．�研究開始当初の背景 	
 

 	
 発がんにおけるがん抑制遺伝子の発現抑制

は、多くのがんにおいて認められる現象であ

り、中でもがん抑制遺伝子の pp1166 遺伝子の発

現抑制はその代表的な例である。 	
 

 	
 この pp1166 の発現抑制は、DDNNAA のメチル化だ

けでなく、ヒストンのメチル化が原因である

こ と が 報 告 さ れ て い る ((HH33KK2277 	
 

ttrriimmeetthhyyllaattiioonn 	
 iiss 	
 aann 	
 eeaarrllyy 	
 eeppiiggeenneettiicc 	
 

eevveenntt 	
 ooff 	
 pp1166IINNKK44aa 	
 ssiilleenncciinngg 	
 ffoorr 	
 rreeggaaiinniinngg 	
 

ttuummoorriiggeenneessiiss 	
 iinn 	
 ffuussiioonn 	
 rreepprrooggrraammmmeedd 	
 

hheeppaattoommaa 	
 cceellllss.. 	
 JJ 	
 BBiiooll 	
 CChheemm,, 	
 22001100,, 	
 

228855::1188882288))。 	
 

 	
 そして実際、ヒストンのメチル化が発がん

の原因となることが、次々と明らかとなって

きた((GGeennee 	
 ssiilleenncciinngg 	
 iinn 	
 ccaanncceerr 	
 bbyy 	
 hhiissttoonnee 	
 HH33 	
 

llyyssiinnee 	
 2277 	
 ttrriimmeetthhyyllaattiioonn 	
 iinnddeeppeennddeenntt 	
 ooff 	
 

pprroommootteerr 	
 DDNNAA 	
 mmeetthhyyllaattiioonn.. 	
 NNaatt 	
 GGeenneett.. 	
 22000088,, 	
 

4400::774411,, 	
 SSoommaattiicc 	
 mmuuttaattiioonnss 	
 ooff 	
 tthhee 	
 hhiissttoonnee 	
 

HH33KK2277 	
 ddeemmeetthhyyllaassee 	
 ggeennee 	
 UUTTXX 	
 iinn 	
 hhuummaann 	
 ccaanncceerr.. 	
 

NNaatt 	
 GGeenneett.. 	
 22000099,, 	
 4411::552211))。 	
  	
  	
 

 	
 また、そのヒストンのメチル化は、ヒスト

ンメチル化酵素 EEZZHH22 とヒストン脱メチル化

酵素 UUTTXX のバランスにより制御されており、

EEZZHH22 が強く働くなど、そのバランスが崩れる

ことで、ヒストンのメチル化が生じ、その結

果、がん抑制遺伝子 pp1166 の発現が抑制され、

発がんに至る((JJ 	
 BBiiooll 	
 CChheemm.. 	
 22001100,, 	
 228855::1188882288))。 	
  	
  	
 

 	
 

２．�研究の目的 	
 

 	
 そこで、上述のようにヒストンのメチル化

制御分子((EEZZHH22、UUTTXX))のバランスが崩れること

で、ヒストンのメチル化が起こり、その結果、

pp1166 を抑制し、発がんに至ることから、逆に、

がん予防食品成分でそのバランスを回復させ

ることが出来れば、ヒストンのメチル化を抑

制し、その結果、pp1166 を上昇させることで、

発がん予防に寄与できると着想した。 	
 

 	
 

３．�研究の方法 	
 

 	
 SSWWII//SSNNFF 複合体を形成する分子である

SSMMAARRCCBB11//SSNNFF55//IINNII11 が欠失すると、SSWWII//SSNNFF 複

合体の機能が損なわれ、その結果、SSWWII//SSNNFF

複合体と拮抗して機能する PPRRCC22 複合体((EEZZHH22

は PPRRCC22 複合体を形成する分子))の働きが優位

になり、EEZZHH22 によるヒストン HH33 	
 KK2277 のメチ

ル化が亢進し、その結果、pp1166 	
 mmRRNNAA の発現が

抑制されることが、ヒトウィルムス腫瘍細胞

株 GG440011 細胞で報告されている((SSeelleeccttiivvee 	
 

iinnhhiibbiittiioonn 	
 ooff 	
 EEzzhh22 	
 bbyy 	
 aa 	
 ssmmaallll 	
 mmoolleeccuullee 	
 

iinnhhiibbiittoorr 	
 bblloocckkss 	
 ttuummoorr 	
 cceellllss 	
 pprroolliiffeerraattiioonn.. 	
 

PPrroocc 	
 NNaattll 	
 AAccaadd 	
 SSccii 	
 UUSSAA.. 	
 22001122,, 	
 110099::2211336600))。

従って、この GG440011 細胞を用い、その pp1166 	
 mmRRNNAA

の発現誘導を指標�とした cceellll--bbaasseedd スクリ

ーニングを実施していた。 	
  	
  	
 

 	
 しかしながら、実際にライブラリー化合物

を用いてスクリーニングを開始してみたとこ

ろ、mmRRNNAA 発現測定のための TTaaqqMMaann 	
 RRTT--PPCCRR に

供するサンプル調製の煩雑さや GG440011 細胞の

取扱い難さのために、迅速なスクリーニング

を実施することが困難であることが判明した。 	
 

 	
 そ の ス ク リ ー ニ ン グ 期 間 中 に 、

SSMMAARRCCBB11//SSNNFF55//IINNII11 と同様に SSWWII//SSNNFF 複合体

を形成する分子である SSMMAARRCCAA44//BBRRGG11 に変異

を有するヒト肺がん細胞株 AA554499 も、EEZZHH22 阻

害剤により増殖抑制されることが報告された

((SSWWII//SSNNFF--mmuuttaanntt 	
 ccaanncceerrss 	
 ddeeppeenndd 	
 oonn 	
 

 	
 ccaattaallyyttiicc 	
 aanndd 	
 nnoonn--ccaattaallyyttiicc 	
 aaccttiivviittyy 	
 ooff 	
 

EEZZHH22.. 	
 NNaatt 	
 MMeedd.. 	
 22001155,, 	
 2211::11449911))。 	
 

 	
 そこで、AA554499 細胞を用い、まず増殖抑制を

示す化合物の探索を一次スクリーニングとす

ることしにた。 	
 

 	
 またスクリーニングに供する化合物ライブ

ラリーとしては、食品関連化合物ライブラリ

ー、天然生理活性物質ライブラリー、ガン抑

制化合物ライブラリー、インヒビターライブ

ラリー、エピジェネティクス関連化合物ライ

ブラリーを用いた。 	
 

 	
 

４．�研究成果 	
 

 	
 SSMMAARRCCAA44//BBRRGG11 に変異を有することで EEZZHH22

阻害剤により増殖抑制される AA554499 細胞を用

い、まず増殖抑制を示す化合物の探索を一次

スクリーニングとし、上記の化合物ライブラ

リーより 11,,222233 化合物に対してその評価を行

った。陽性対照としては、EEZZHH22 阻害剤 GGSSKK112266

を用い、被験化合物の濃度は 2200μMM、薬剤処

理期間は 77日間とした。 	
 

 	
 その結果、上記の処理条件において、再現

性をもって8800％以上の増殖抑制能を示す化合

物は 5588 化合物であった。 	
 

 	
 これらの AA554499 細胞に増殖抑制能を示した

5588 化合物に対して文献的調査等を実施し、既

にがん細胞に対する細胞傷害性とその作用機

構が報告されている化合物、あるいは既にヒ

ストン脱アセチル化阻害能等のエピジェネテ

ィクスな作用が報告されている化合物を省い

たところ、2200 化合物が残った。更に、これら

2200 化合物の中より、以降の検討に用いるのに

十分量が入手できる化合物として 1111 化合物

を選んだ。 	
 

 	
 次に、これらの 1111 化合物の中から EEZZHH22 に

よりメチル化が生じるヒストン HH33 	
 KK2277 におい

て、被験化合物によりその亢進したメチル化

が抑制されるか否か、すなわち被験化合物が

ヒストン脱メチル化能を有するか否かを、ト

リメチル化ヒストン HH33 	
 KK2277 に対する抗体を使

用する EELLIISSAA 法を用いて評価を行った。陽性

対照としては、EEZZHH22 阻害剤 GGSSKK112266 を用い、

被験化合物の濃度は 2200μMM、薬剤処理期間は

2244 時間とし、陽性対照である EEZZHH22 阻害剤

GGSSKK112266 より強くヒストン HH33 	
 KK2277 のトリメチ



ル化を抑制した化合物をヒット化合物とした。 	
 

 	
 その結果、再現性を持って 33 化合物にヒス

トン脱メチル化能があることが確認された

((図１))。 	
 

 	
 

図１：AA554499 細胞におけるトリメチル化ヒスト

ン HH33 	
 KK2277 に対する抗体を用いた EELLIISSAA による

1111被験化合物のヒストン脱メチル化能の評価 	
 

((被験化合物名は公表を控える)) 	
 

 	
 

 	
 

 	
 この結果、ヒストン HH33 	
 KK2277 のトリメチル化

を抑制した 33 化合物について、文献調査の結

果を実施したが、いずれ化合物ともヒストン

脱メチル化能は報告されておらず、新規のヒ

ストン脱メチル化能を有する化合物であるこ

とが明らかとなった。 	
 

 	
 現在、これら化合物に対して、その細胞増

殖抑制能やヒストン脱メチル化能に関する用

量依存性や、あるいは、AA554499 細胞以外の EEZZHH22

阻害剤感受性細胞での検討を実施中である。 	
 

 	
 また、前述の GG440011 細胞では、EEZZHH22 阻害時

に pp1166 遺伝子が誘導されることが報告されて

いたが ((PPrroocc 	
 NNaattll 	
 AAccaadd 	
 SSccii 	
 UUSSAA.. 	
 22001122,, 	
 

110099::2211336600))、AA554499 細胞では、EEZZHH22 阻害時に

pp1166 遺伝子が誘導するか否かの報告がなく、

その点も検討準備中である。 	
 

 	
 また、GG440011 細胞での SSMMAARRCCBB11//SSNNFF55//IINNII11 変

異、AA554499 細胞での SSMMAARRCCAA44//BBRRGG11 変異と同様

に SSWWII//SSNNFF 複合体を形成する分子である

AARRIIDD11AA11 に変異を有するヒト卵巣�がん細胞で

も、EEZZHH22 阻害剤に感受性であり、その増殖抑

制の際には、 PPII33KK--AAkktt 経路を抑制する

PPIIKK33IIPP11 	
 遺伝子が誘導されることが報告され

ている((SSyynntthheettiicc 	
 lleetthhaalliittyy 	
 bbyy 	
 ttaarrggeettiinngg 	
 

EEZZHH22 	
 mmeetthhyyllttrraannssffeerraassee 	
 aaccttiivviittyy 	
 iinn 	
 

AARRIIDD11AA--mmuuttaatteedd 	
 ccaanncceerrss.. 	
 NNaatt 	
 MMeedd..22001155 	
 

2211::223311))。従って、上記３化合物については、

pp1166 遺伝子誘導だけでなく、PPIIKK33IIPP11 	
 遺伝子

誘導についても、検証を実施する予定である。 	
 

 	
 さらに、上記３化合物については、EEZZHH22 の

阻害形式として、直接、EEZZHH22 に結合して、酵

素阻害的に阻害するのか、あるいは EEZZHH22 分子

の発現を抑制するのか、あるいは EEZZHH22 分子を

含む PPRRCC22 複合体への影響なのか等の阻害機

構を明らかにする予定である。 	
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