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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒストンメチル化の新規化学的検出法を開発し、ヒストンメチル化酵素
選択的な新規阻害剤の創製を行った。
１）ヒストンメチル化の新規化学的検出法の開発：アミノ基と各種求電子剤との芳香族求核置換反応を詳細に解
析し、リシンよりもN-メチルリシンと13倍速く反応する求電子剤を見いだし、本結果をもとに、リシンのN-メチ
ル化を定量する方法を確立した。
２）ヒストンメチル化酵素SET7/9の阻害剤の開発：化合物ライブラリーから見いだしたヒストンメチル化酵素
SET7/9の阻害活性を持つシプロヘプタジンをリード化合物として、その構造活性相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, development of a novel method to detect histone methylation
 and of novel HMT inhibitors were examined.
1) Among aromatic electrophiles, we found that 1-fluoro-2,5-dinitrobenzene reacted  with 
N-methyllysine faster than with lysine. By using this reagent, we developed novel detection method 
of N-methylation of lysine.
2) Novel SET7/9 inhibitors were developed by using cyproheptadine as a lead compound, that was 
identified as SET7/9 inhibitor by screening of our chemical library.

研究分野：医薬化学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、DNAやヒストンに対するアセチル化、
メチル化、リン酸化等の化学修飾が、遺伝子
の転写を厳密に制御していることが明らか
にされ、これらの修飾反応を担う酵素の生理
機能と医薬への応用が注目されている。これ
まで、ヒストンのアセチル化に関する研究は
個々のアセチル化・脱アセチル化酵素選択的
な阻害剤の開発がなされ、創薬展開も行われ
てきたが 1)、一方で、ヒストンメチル化酵素
（Histone methyl transferase, HMT）については、
個々の HMT によってメチル化されるアミノ
酸残基、導入されるメチル基数が異なり、メ
チル化をうけるアミノ酸残基により転写制
御も様々であるなど、不明の点も多い 2)。さ
らに、HMT の基質はヒストン蛋白質のみな
らず、転写因子や核内受容体など、他の基質
蛋白質もメチル化し、その機能を制御するこ
とも報告されている。HMT機能の破綻が種々
の疾患に関与していることが報告されてい
ることから 3)、HMTは創薬の重要な標的分子
であるが、その阻害剤の開発は限られており、
臨床展開されているものは無い 4)。その要因
の一つに、簡便でハイスループット可能なア
ッセイ系の欠如が挙げられ、新しいスクリー
ニング系の構築に基づく新規 HMT 阻害剤の
開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒストンメチル化酵素（HMT）
阻害剤探索のための新しいスクリーニング
系を構築することを目指し、リシンと N-メチ
ルリシンを区別する化学反応を見いだし、リ
シンの N-メチル化を定量する方法を開発す
ることを目指す。また、新規 HMT 阻害剤の
創製を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）リシンの N-メチル化を定量する方法の
開発：ヒストンメチル化酵素（HMT）は
Adenosylmethionine（AdoMet）を補酵素とし
て、基質のリシン残基側鎖のアミノ基をメチ
ル化し、Adenosylhomocysteine（AdoHcy）を
生成する。本研究者はリシンと N-メチルリシ
ンに対して反応性が異なる芳香族求電子剤
を見いだしている。本反応を応用して、リシ
ン残基メチル化の化学的検出に基づく簡便
で新しいスクリーニング系を構築し、HMT
阻害剤の探索を行う。 
（２）新規 HMT阻害剤の創製：本研究者は、
化合物ライブラリーのスクリーニングによ
り、HMTの１つである SET7/9の活性を抑制
する化合物としてシプロヘプタジンを見い
だしている。そこで、本化合物の誘導体を合
成し、その構造活性相関を明らかとし、より
高活性な SET7/9阻害剤の開発を行う。 
 
４．研究成果 
（１）リシンの N-メチル化を定量する方法の
開発 

 求電子的な芳香族化合物とアミン等の求
核剤との間で起こる芳香族求核置換反応 
(SNAr) 反応は、脱離基や近傍の官能基に由
来する立体障害、電子的な効果によりその反
応性が異なることが予測される。そこで、
種々の求電子性芳香族化合物（Fig. 1）を用い
て、リシンおよび N-メチルリシンとの反応速
度を解析し、N-メチルリシン選択的な反応剤
の探索を行った。 

 

 
Fig. 1. Structures of aromatic electrophiles 

 

 
Fig. 2. SNAr reaction of lysine (3) and 
N-methyllysine derivatives (4) with various 
electrophiles 
 
 その結果、4-fluoro-3-nitroacetophenone（1g）
が、N-メチルリシンに対してリシンよりも 17
倍の反応速度で反応することを見いだした。
さらに、吸光スペクトルを比較したところ、
350 nmにおける吸光度が、N-メチルリシンの
反応性生物 6gの方が 5gよりも約 13 倍大き
いことがわかった。 
 反応速度および生成物の吸光度の差を利
用することにより、HMT によるリシンのメ
チル化を検出する実験系が構築できうるこ
とが示唆されたので、リシンに対する N-メチ
ルリシンの割合を変化させた各溶液に求核
剤 5gを添加し、15 min 後に反応を停止させ
た後の 350 nm の吸光度を測定した。その結
果、吸光度から算出された N-メチルリシンの
含有率は、調整した N-メチルリシンの含有率
とほぼ一致した。ついで、Set7/9 の基質であ
るヒストン蛋白質 H3 の 4 番目のリシンを含
む 8残基のペプチドを用いて同様の検討を行
ったところ、N-メチル化の割合を算出できる
ことが明らかとなった。以上の結果をもとに、
Set7/9 による基質のメチル化の検出を試みた。
その結果、酵素反応に必要な DTTや AdoMet
を透析によって取り除くことにより、Set7/9
によるリシンのメチル化反応を検出しうる
ことを示した。 
 
（２）新規 HMT阻害剤の創製 
 本研究者は、理化学研究所との共同研究に
より、化合物ライブラリーを用いたスクリー
ニングから、セロトニン受容体アンタゴニス
ト等の作用を持つシプロヘプタジン（Fig. 3）
が HMTの１種である Set7/9の阻害活性を持



つことを見いだした。シプロヘプタジンは
Set7/9 に対して選択的な作用を有していたも
のの、その阻害活性はあまり強くなく、また、
in vivoで用いた際の作用も弱い等の問題点が
あった。そこで、シプロヘプタジンをリード
化合物として、構造展開を行った。 

 
Fig. 3. Structure of cyproheptadine 

  
 シプロヘプタジンはピペリジン環とジベ
ンゾスベレン環が二重結合を介して連結し
た構造を持つ。その結晶構造解析から、独特
の折れ曲がった立体構造をとることが示さ
れている。そこで、この立体構造が阻害活性
に重要であるかを検討するため、三環性構造
を種々変換した化合物 7〜13を合成した。ま
た、合成が簡便な骨格への変換が可能かどう
かを検討するために、N-メチルピペリジンと
スベレン環との連結構造を変換した化合物
14〜16を合成した (Fig. 4)。 

 
Fig. 4. Structures of cyproheptadine derivatives 
with different ring system 

 
 合成した化合物の Set7/9阻害活性の評価を
行った結果、炭素－炭素二重結合を硫黄原子
に置き換えた誘導体 9がシプロヘプタジンと
同程度の阻害活性を有するものの、その他の
誘導体では阻害活性が減弱した。従って、
Set7/9阻害活性には、シプロヘプタジンの折
れ曲がった構造が重要であることがわかっ
た。 
 次に、シプロヘプタジンのピペリジン環上
の置換基効果を検討した。まず、窒素原子上
のメチル基を種々の置換基に変換した化合
物を合成したところ、いずれも阻害活性が現
弱した。従って、ピペリジン環の N-メチル基
は Set7/9に対する阻害活性において重要な構
造であることがわかった。ついで、これまで
に報告された HMT阻害剤の幾つかがアル
キルアミノ基を有していることに着目し、
シプロヘプタジンのピペリジン環炭素上に
アルキルアミノ基などの官能基を導入した

誘導体 17〜24を合成した (Fig. 5)。 

 
Fig. 5. Structures of cyproheptadine derivatives 
with substituent on the piperidine ring 
 
 次に、ジベンゾスベレン環への種々の置換
基導入を行った（Fig. 6）。その結果、スベレ
ン環の 2位にメトキシ基を導入した化合物が
シプロヘプタジンよりも強い SET7/9 阻害活
性を有していることがわかった。 

 
Fig. 6. Structures of cyproheptadine derivatives 
with substituent on the dibenzosuberene ring 
 
 以上のように、ヒストンメチル化酵素
（HMT）阻害剤開発のための化学的手法の開
発と、HMTの１種である SET7/9阻害剤の創
製研究を行った。N-メチル化の検出法の開発
においては、化学反応である SNAr 反応を利
用したリシンのメチル化を検出する実験系
をみいだした。本手法を用いて分工学的に
HMT活性を見積もる方法を構築した。現在、
本手法をより感度の高い蛍光法へと展開し
ている。 
 Set7/9 阻害剤開発では、リード化合物であ
るシプロヘプタジンの立体構造の重要性、構
造活性相関の解析を行い、より強力な活性化
合物をみいだした。現在、更なる構造展開を
行っている。 
 以上の成果はヒストンメチル化酵素
（HMT）を分子標的とする医薬開発において
有用な知見、手法、化合物を提供するものと
考えている。 
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