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研究成果の概要（和文）：蛍光発光による生体内反応可視化は重要な創薬基盤技術である。可視化すべき生体内
反応としてメチル化があり、多くの生体現象に関与している。本研究では生体内メチル化反応の制御に関ってい
る酵素分子の機能を可視化する低分子蛍光プローブ分子を開発し、その応用展開を計ることを目的とした。検討
の結果、メチル化反応を制御する酵素であるS-アデノシルホモシステイン (SAH) 加水分解酵素（SAH 
hydrolase）の反応可視化を達成した。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence-imaging of in-cell reactions using organic compounds has 
advanced physiological analyses of cell functions. Imaging of the methylation events involved in a 
wide variety of functional regulations of cell has remained to be achieved. Attempted researches 
allows for visualization of SAH hydrolase activity which is closely associated with the methylation 
events.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内のメチル化反応は生体機能の恒常性維持に重要な働きをしており、メチル化の変調は各種疾患の発症に関
与する。しかし、その重要性にも拘らず、メチル化現象を制御する酵素反応の可視化は達成されていない。そこ
で本研究はメチル化現象を細胞外から直接可視化するために必要とされる蛍光プローブ分子の開発を行うもの
で、細胞機能発現におけるメチル化の重要性解明に繋がり、その学術的意義は高い。さらに、将来的には各種疾
患治療薬開発への道を拓くものであり、その社会的意義にも大きいなものがある。
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１．研究開始当初の背景 
DNAやヒストンに代表される生体分子のメチル化は、様々な生体イベントに関与しており、極
めて重要な生体内反応である。この重要性にも拘らず、メチル化現象を可視化する方法論の開
発は全く手付かずの状態であった。これは、メチル化や脱メチル化という生体内反応を、プロ
ーブ分子の発光に結び付けるための化学反応が見出されていなかったことに起因する。 
 
２．研究の目的 
メチル化を司る SAM-MTase 3 による修飾反応は、がん、エピジェネティックな現象、さらに
はウイルス、原虫増殖に深く関与する細胞内イベントである。そこで SAM-MTase 3 によるメ
チル化やこれを制御する他の酵素反応の高効率かつ細胞レベルでの可視化は、メチル化が関連
した疾患を対象とする創薬の基盤技術となる。しかし、メチル化関連現象を可視化し得る低分
子蛍光プローブ分子の開発は進んでいない。そこで本研究では生体内メチル化現象の制御に大
きく関っている酵素として、真核生物に広く存在する S–アデノシルホモシステイン (SAH) 加
水分解酵素（SAH hydrolase 1）を対象とし、その酵素機能の高効率かつ細胞レベルでの可視化
に応用可能な低分子蛍光プローブ分子を開発し、その応用展開を計ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
メチル化は、図１に示すように、S–アデノシルメチオニン (SAM 2) をメチル基ドナーとして
SAM-MTase 3が触媒する反応であり、種々の制御がされている。 さて、酵素反応により生じ
る S–アデノシルホモシステイン (SAH 4) は、SAM-MTase 3 を阻害する、すなわち SAH 4の分
解を司っている SAH hydrolase 1 を阻害すると SAH 4の濃度上昇により生体内メチル化のキー
プレーヤーである SAM-MTase 3 の阻害につながる。このように SAH hydrolase 1 はメチル化の
程度に影響を与える極めて重要な酵素である。さて、SAH hydrolase 3 の活性測定法として利用
されている方法は、反応の結果生じたホモシステイン (HomoCys 5) やアデノシン 6 を定量す
るものであり、細胞系への適用が不可能である。In vitro系においても生成物に構造類似の夾雑
物が存在する場合、その信頼性は低いものとなる。このような状況下、SAH hydrolase 1 による
反応の細胞内可視化を可能とする方法論が、応募者の従来の研究を基盤として構築可能である
との着想を得た。SAH 4 から HomoCys 5 への反応は、S–アルキル体から SH体への変換であ
る。この S–脱アルキル化反応の可視化が従来の研究を基盤に可能であると考えた。 
 

 
図１ 生体内メチル化に関与する反応 

 
本研究で利用する反応として図２に示した N–S アシル基転移反応の S–脱アルキル化による制
御を用いる計画を当初立てた。我々は、これまでのタンパク質化学合成研究の過程でペプチド
チオエステルの N–Sアシル基転移反応を利用した合成法を確立してきた。図 2に示した着想の
コンセプトにおける化合物 8から 9への変換がまさにチオエステル合成に相当し、化合物 7か
ら 8への SAH hydrolaseによる S–脱アルキル化反応を組み込み、本研究を発案した。 



 

 

 
 

図２ 着想のコンセプト 

 
４．研究成果 
上記図２で示した脱メチル化に伴いアシル転移が起こることで蛍光発光が期待できる SAH 
hydrolase応答性蛍光プローブ分子の化学合成を行い、合成プローブ分子の酵素応答性について
蛍光変化を追跡することで検討した。まず図３に従って当初予定した N–Sアシル転移反応を基
盤とするプローブ分子 14の合成を行った。 
 
 

 
図３ プローブ分子 14の合成の概略 

 
 
プローブ分子 14の酵素応答性（ヒト及びトリパノソーマ由来酵素）を検証したが、予想に反し、
全く酵素応答性を示さないことが明らかとなった。そこで、分子のデザイン戦略として、図 4
に示すチイラン形成を利用することとした。 
 
 

 
 

図４ チイラン形成を利用した蛍光プローブ分子の設計概念とチイアン型プローブ分子 19 
 
 
またこれに基づいた蛍光プローブ分子 19の合成を行い（図４）、その蛍光特性を N–Sアシル転
移型プローブ 14と比較して検討した（図５）。 



 
図５ プローブ分子 14および 19の蛍光プローブ分子としての特性 

1: 19 + Cys トリパノソーマ由来 SAH hydrolase; 2: 19 トリパノソーマ由来 SAH hydrolase; 3: 19 
+ Cys ヒト由来 SAH hydrolase; 4: 14 
 

チイラン型プローブ分子 19について蛍光特性を精査したところ、ヒト由来酵素については、顕
著な応答性は示さなかったものの、トリパノソーマ由来酵素については、その酵素活性を測定
する蛍光プローブ分子として機能することを明らかにした。 
 
生物種および構造によって基質として機能し得るかの差異は、図６に示すように酵素ポケット
の構造が非常にタイトであることに起因するものと考えている。特に、ヒト酵素では、基質と
して受容性にかなりの制限があり、今後化合物デザインにおいて検討すべき事項である。 
 

 
図６ 基質結合サイトの模式図 

 

当初の最終目標を達成するまでには至っていないが、SAH hydrolaseの酵素活性を蛍光変化で追
跡し得るプローブ分子の開発に成功した。これは、生体内メチル化現象に密接に関連する酵素
の反応については初めての可視化成功例であり、今後の研究展開の指針となるものである。 
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