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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新しいタイプの抗がん剤として有望である、リジン特異的脱メチル化
酵素（LSD1）阻害剤を、さらに効率良く機能させるために、DNA配列を認識できる小分子であるピロール・イミ
ダゾールポリアミド(PIP)との融合させ、これまでにない機能を有する新規抗がん剤シーズの開発を目指した。
　LSD1阻害剤単体で処理したがん細胞では、GC配列に富むゲノム領域が主に標的となっていたが、AT配列へ結合
するPIPとの融合体を投与した細胞では、標的箇所がAT配列に富む領域に変化した。
　以上の結果より、PIPとの融合体によって新しいエピゲノム制御型の抗がん剤を生み出せる可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Lysine-specific demethylase 1 (LSD1) inhibitors are promising as a new type 
of anti-cancer drug. In this study, we aimed to develop novel anti-cancer drugs by fusing LSD1 
inhibitor to pyrrole-imidazole polyamides (PIP), which are small molecules that can recognize DNA 
sequences, in order to enhance efficiency of LSD1 inhibitors. 
In the cancer cells treated with the LSD1 inhibitor alone, the genomic regions with GC-rich sequence
 were the main target. In other hands, AT-rich regions were targetable by PIP-LSD1 inhibitor that 
binds to the AT-rich DNA sequence. These results suggest that a fusion with PIP could be a new 
epigenome-regulating anti-cancer drug.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： エピゲノム制御　核酸化学　遺伝子発現制御　ヒストンメチル化　ピロール・イミダゾールポリアミド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞の運命は、染色体上のDNA配列によるゲノム情報と、その周辺の化学的修飾であるエピゲノム情報に制御
されている。本研究により、PIP-LSD1阻害剤の融合分子によって、ヒストンメチル化を選択的に制御できる新規
概念が構築された。これら融合分子を用いてエピゲノム情報を改変する手法は、がんだけでなく様々な疾患治療
に対しても有用性を見出すことができる。さらに、現時点で未解明な部分の多いヒストンメチル化のエピゲノム
情報解析を大きく進歩させるツールとしても利用価値が高い上、細胞リプログラムやウィルス感染治療等にも応
用が可能である等、極めて広い分野への波及効果が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

エピゲノムはゲノム情報を制御し、細胞の分化やリプログラムなど細胞の性質を運命づける
ためのゲノム領域修飾情報であり、その異常は悪性腫瘍など様々な疾患の原因となる。それゆ
え、エピゲノム変化を制御・阻害する手法は、生命現象を解き明かすツールとなりうるものと
してだけでなく、疾患治療薬として期待される。エピゲノム情報の制御を担う酵素の 1つであ
るヒストン脱メチル化酵素は、リジン特異的脱メチル化酵素 1 (LSD1)と、十文字ドメイン含
有ヒストン脱メチル化酵素の 2 種に大別される。近年の研究において、LSD1は様々ながんで
発現が上昇していること、LSD1 阻害剤が一部のがん細胞に対して強い抗がん活性を示すこと
が報告されており、新しいタイプの抗がん剤として有望視されている。 

 

２．研究の目的 

上述のように、エピゲノム阻害剤は多く報告されているが、作用領域の制御が困難である点
にさらなる薬剤開発に向けた焦点の余地がある。そこで、我々は DNA 塩基配列能を有する小
分子であるピロール-イミダゾールポリアミド（PIP）と、エピゲノム修飾酵素阻害剤誘導体と
の融合分子の開発を進めた。これまでに、我々は強力な LSD1 阻害剤である NCD38 の誘導
体を PIP へ融合させた分子を作成し、PIP と NCD38 を融合させたプロトタイプ分子が、
NCD38 単体とは異なる遺伝子を活性化する先行的な研究結果を得ていた。本研究では、これ
ら分子の作用メカニズムの解明を進め、その結果をさらなる PIPとの融合分子へフィードバッ
クすることで、新規エピゲノム標的概念の確立を目指した。 

図 1. LSD1 阻害剤 NCD38 と PIP 
３．研究の方法 

 本研究では、PIPと LSD1阻害剤誘導体との融合分子は PyBOPを用いた縮合反応を軸に化
学合成し（図 2）、急性毒性の出ない濃度にてヒト⼤腸がん細胞 RKO またはヒト白血病細胞
HL60へ長期間処理した系を用いて、H3K4me1や H3K4me2、H3K27Acに対する抗体を用い
た ChIP-Seq 解析を中心に、エピゲノム変化を調査した。解析の際には、エピゲノム変化が確
認された領域周辺の DNA 配列を 6 塩基単位で抽出して、どのような配列が標的となっている
かを図示するための独自のルーチンを開発し、ChIP-Seq 解析結果とリンクさせて評価した。
また、融合分子の LSD1 阻害活性は蛍光を用いたスクリーニングキットを用いて、DNA 結合
能はゲルシフトアッセイによってそれぞれ評価した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

図 2. LSD1 阻害剤と PIP 融合分子の合成手順 
 
リジン誘導体（4）を出発物質として、NCD38 誘
導体を合成し、アラニン2分子をリンカーとして
PIP へ融合させた 

 



４．研究成果 
 本研究にて NCD38と PIPの融合分子に関する細胞生物学的解析を進めるにあたり、まず最
初に LSD1 阻害剤単体投与系として、NCD38 で処理した RKO 細胞を用いた。処理濃度は急
性毒性の出ない 2 Mを選定し、30日間処理をした。これら細胞のエピゲノム変化に関しては、
0.1%のDMSOのみで処理した対照群と比較して 2倍以上の活性化が認められた領域を抽出し、
それら領域に含まれる DNA 配列を抽出した結果、G・C リッチな配列が有意に多いことが示
唆された（図 3）。また、エピゲノム変化領域に関しては、半数近くがプロモーター領域となっ
ており、この結果が G・Cリッチ領域が多くなった一因であることが予想される。一方で、こ
のようなエピゲノム変化は短期間処理（4日間）では発現しなかった。 

 

 
図 3. LSD1 阻害剤単体処理系におけるエピゲノム変化 

 

このため、より良い対象として A・T リッチな DNA 配列へ結合できるように設計した PIP

（ピロール 4 分子の縮合体）と NCD38 との融合分子（NCD38-2P4）を軸に選定した。この

融合体は、アラニンが 2分子リンカーとして用いられている影響もあり、6塩基対認識型の分

子として A・T リッチ配列へ結合することが明らかとなり、LSD1 の阻害活性に関しては阻害

剤単体系と比較しても大きく低下することはなかった。一方で、HDACを直接的に阻害する活

性は両分子ともに認められなかった（図 4）。 

 

 
図 4. A・T リッチ配列標的型 PIP と NCD38 との融合分子の化学的性質 

 
 NCD38-2P4処理系における同様の解析を進めたところ、G・Cリッチな領域を標的としてい
た NCD38 単体処理系とは大きく異なり、大きなエピゲノム変化が発生した領域周辺の DNA

配列は A・T リッチなゲノム領域がほとんど上位に入っていた。これらの領域の殆どはプロモ
ーターやエンハンサー領域ではなかった（図 5）。以上の結果から、本来は G・Cリッチな領域
へ作用する NCD38 の作用領域が、A・T リッチな配列へ結合する PIP と融合されたことによ
って、それらの配列を含むゲノム領域へ変化させることが可能であることが示された。 
 
 
 

RKO細胞
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↓
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図 5. A・T リッチ配列標的型 PIP と NCD38 との融合分子によるエピゲノム変化 

 

他方、合成の複雑なNCD38に代わるLSD1阻害剤の選定も進め、よりシンプルなGSK-LSD1

を筆頭に、PIP 融合体のためのさらなる分子設計改良も進めた。同時に、これまで用いていた

アラニン 2分子をリンカーとする設計へのテコ入れや、さらなる DNA配列認識能・結合力強

化へつながるヘアピン型 PIPとの融合も進めた。現在検討中である新規 LSD1阻害剤に関して

は、NCD38とは異なり A・Tリッチな DNA領域が標的とされる事が判明するなど、新しい知

見も得られており、さらなる詳細解析を現在も進めている（図 6）。 

 

 
図 6. さらなる改良を施した融合分子に関する機能解析 

 

以上の結果より、PIPと LSD1阻害剤との融合分子による、領域選択的なヒストンメチル化

制御が可能であることが示唆され、本研究を通じて PIPを応用した新しいエピゲノム制御概念

の構築を大きく進めることができた。NCD38 と PIP の融合体においては、化学合成に関する

詳細を報告した論文（Heterocycles 2019, 99, 891.）と、細胞投与時におけるエピゲノム変化

を報告した論文（Oncotarget 2018, 9, 29316.）に分けてそれぞれ報告済みである。 
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