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研究成果の概要（和文）：エピゲノム阻害剤を、特定のDNA塩基配列を認識し結合する中分子PIポリアミドと縮
合した中分子化合物を合成した。阻害剤親分子を癌細胞株に投与した場合と比較して、縮合剤を投与した場合、
PIポリアミドが認識・結合する特定塩基配列が有意に多く含まれるゲノム領域に、より顕著にエピゲノム変化が
認められた。PIポリアミドを用いて領域選択的に作用するエピゲノム阻害剤の開発は可能であり、さらに構造を
簡素化したPIポリアミド縮合化合物を合成し、また胃癌や前立腺癌をモデルに癌で重要なエピゲノム異常に対し
てその領域を標的とするPIポリアミドを合成している。

研究成果の概要（英文）：Taking advantage by utilizing small molecules that bind to DNA by 
sequence-specific manner, we develop middle molecule compounds that can rewrite the accumulated 
epigenomic aberrations or prevent their accumulations in targeted genomic regions. Pyrrole-imidazole
 (PI) polyamides are cell-permeable and intravenously injectable molecules with low toxicity that 
can bind to the minor groove of DNA by sequence-specific manner. Epigeneitic inhibitors are 
conjugated to PI polyamides, and delivered to the targeted genomic regions by sequence-specific 
manner when given to cultured cancer cells. We established PI polyamides conjugated with epigenetic 
inhibitors that altered epigenome at selected regions. We also identified critical aberrant 
epigenomic alterations that were seen in cancer e.g. gastric and prostate cancer and could be 
candidate regions targeted by these conjugates. 

研究分野： 癌エピジェネティクス

キーワード： 癌　エピジェネティクス　阻害剤　PI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
エピゲノムとは細胞のゲノムの修飾物のことで、どの遺伝子を使いどの遺伝子を使わないか、つまりは細胞の運
命や振舞いを決定する働きを持ち、その異常は癌の重要な原因の１つとなる。しかし現状のエピゲノム阻害剤
は、癌の原因となっている異常修飾領域だけでなく、正常な細胞に存在する重要な修飾も含めてゲノム全体で作
用してしまうことで副作用が問題となる。本研究は、特定の塩基配列を含む選択的なゲノム領域のみエピゲノム
阻害剤が作用することを可能にする化合物開発に挑戦し、技術的に成功するとともに、次の発展を目指し胃癌・
前立腺癌などで重要なエピゲノム異常を標的とする化合物開発へと進行している。

※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 

 

癌は我が国において生涯のうちに 1/2 の者が罹患し 1/3 の者の死因となる、社会上喫緊の対

策が必要な疾患である。癌の重要な分子異常に対して、ゲノム変異に対する薬剤開発が世界的に

進められている中で、発癌のもう一つの重要な分子異常であるエピゲノム変異については開発

が立ち遅れているのが現状である。現在わずかに認可されているエピゲノム抗癌剤は、いずれも

ゲノム全体を標的とする非特異的な阻害剤である故その細胞毒性や副作用が問題となり、低濃

度投与による限定的な使用にとどまっている。 

申請者は、正常細胞に蓄積したエピゲノム異常が消化管腫瘍の発癌リスクを上昇させる原因

となることを世界に先駆けて証明した[申請者ら Science 2005]。さらにマウスモデルを用い

て、そのエピゲノム異常が活性化するシグナルに対しシグナル阻害剤を用いることで、特異的

な発癌リスク低減療法が可能であることも示した[申請者ら PNAS 2007]。すなわちエピゲノム

異常は発癌に関わる重要な因子であり、それらを治療標的とした戦略は実現可能である。これ

らの成果から、癌症例はゲノム変異特性とは別に、そのエピゲノム特性によって層別化が可能

であり、サブタイプごとにエピジェネティックな発癌分子基盤が解明されるべきと考え、消化

器癌層別化研究を進めてきた。 

網羅的解析による症例層別化はTCGAなどの国際グループにより各腫瘍で世界的に進められて

いるが(大腸癌、TCGA Nature 2012; 胃癌 TCGA Nature 2014)、申請者らは網羅的エピゲノム

情報を用いて大腸癌[申請者ら Clin Cancer Res 2010]、胃癌[申請者ら Cancer Res 2011]に

関して世界に先駆けて層別化に成功し報告し

てきた（図1）。DNAメチル化は発癌の早期に蓄

積し、MLH1やCDKN2Aなどのドライバーとなる

異常メチル化を経て発癌に至る。胃癌では、ピ

ロリ菌による慢性炎症に伴い萎縮性胃粘膜の

段階からポリコーム標的遺伝子群を中心とし

た異常メチル化の蓄積を背景として発癌する

サブタイプや、EBウイルス（EBV）感染に伴っ

てゲノム広範囲に異常メチル化を獲得して発

癌するサブタイプ、などが存在する。 

これらの背景をふまえ、発癌に重要なエピゲノム異常に対し、その領域のみ特異的に阻害す

る薬剤を開発する挑戦的研究を着想した。これまでエピゲノム修飾の阻害には、DNAメチル化に

対し5-aza-2-deoxycytidineなど、ヒストン脱アセチル化に対しTrichostatin Aなどのヒスト

ン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害剤、などが利用されて

いる。これらはゲノムの作用領域に特異性を持たず、ゲ

ノム全体に対し非特異的に脱メチル化やアセチル化が

誘導され、細胞毒性や副作用の問題から限定的にしか

利用できない。我々は特定のDNA塩基配列を認識し結合

する中分子化合物ピロール・イミダゾール（PI）ポリア

ミドに着目した。癌抑制遺伝子MLH1の遺伝子プロモー

ターに特異的に結合するPIポリアミドが、結合部位特

異的にDNAメチル化誘導を阻害し、遺伝子サイレンシン

グを阻害できることを証明し（図２）[申請者ら、ACS 

Omega 2016]、またPIポリアミドの大量・安全な新規合

成法もこれまで開発するなど [申請者ら、特願2016-

16951; 特願2016-074677]、本研究に挑戦する知財や基

本技術的な支障はない。 

 

２．研究の目的 

 

DNAメチル化やヒストン修飾等のエピゲノム情報は発生分化など、細胞の運命を決定する鍵と

なり、その異常は癌を始めとする様々な疾患の原因となる。癌はその発生機序からいくつかの分

子サブタイプに層別化される中で、エピゲノム異常の関与がその発生に大きく関わる癌サブタ

イプに対し、エピゲノム異常を標的とする新たな治療法の開発が求められる。現在 FDA承認を受

けたエピゲノム薬は２種類６個（DNMT 阻害剤２個、HDAC 阻害剤４個）に過ぎず、これらは全て

 

図１. 胃癌 DNA超高メチル化群。胃癌を層別化

しサブタイプを同定。超高メチル化群は、EBV感

染が原因であることを実証。 

図２. 配列選択的メチル化誘導阻害.
遺伝子プロモーター領域に特異的に結
合する PI ポリアミドを利用して、異常
メチル化の阻害と、発現サイレンシング
の阻害を証明。 



ゲノム全体に作用する薬剤であり、阻害効果が過多となる一方その効能は限定的である。本研究

では、この問題点を解決する手段として DNA配列認識能を有する PIポリアミドを阻害剤に融合

させ、ポリアミドが認識する DNA配列に阻害剤をリクルートさせる。発癌ドライバーとなるエピ

ゲノム変異領域に対して、特定のデリバリーを要さず細胞内、核内へ移行し塩基配列特異的に

DNAに認識・結合する小分子を応用して、領域選択的にエピゲノムを制御しうる薬剤開発に挑戦

し、癌治療・予防につながる新規エピゲノム治療の基盤を確立する。 

 

３．研究の方法 

 

研究協力者の鈴木が提供する LSD1 阻害薬などエピゲノム関連酵素に対する阻害剤を本研究で

は用いる。そのうちの１つ NCD38は、遺伝子を不活化するヒストン H3K4脱メチル化に対し、脱

メチル化を阻害しヒストン活性化マークを保

つ阻害剤である。PI ポリアミドとの縮合反応

ができるようカルボキシル基などを導入した

誘導体を作成する(図３)。作成したプロトタイ

プ分子の HDM 阻害活性をヒストン脱メチル化

酵素アッセイキット(Cayman Chemical 社, 

#700400)を用いて研究協力者の篠原が in 

vitro での評価を行い、親分子の阻害活性と比

較して融合分子の活性阻害能に大きな差が出

ないことを確認し、研究協力者の根本が 4～6

塩基の PI ポリアミドと縮合してプロトタイプ化合物を合成する。申請者らは癌細胞株にプロト

タイプ分子の投与を行い、WST-8 assay で細胞毒性を測定し NCD-38 と比較評価し、またヒスト

ン修飾変化を ChIP-seq 法にて、遺伝子発現変化を RNA-seq法にて評価する。阻害剤親分子がゲ

ノムワイドに活性化するのに対し、PI ポリアミドを縮合した開発化合物が、PI ポリアミドが認

識する塩基配列が豊富な領域で選択的に活性化作用が認められるか検証する。さらに、PI ポリ

アミドを縮合するエピゲノム阻害剤について、リンカーの修正や構造の簡素化など、化合物の修

正を加えて同様に細胞株投与にて検証する。 

次に開発化合物の標的となりうるエピゲノム異常領

域を同定する目的で、in vitro モデルを用いて網羅的

なエピゲノム解析を行う。胃癌においては、エピゲノム

異常が多いことで知られる EBV陽性胃癌サブタイプにお

ける重要なエピゲノム異常を同定するため、in vitro 

EBV 感染システムを用いて解析する。臨床 EBV 胃癌に認

められるエピゲノム変化を in vitro に胃上皮細胞に誘

導し、時系列的に細胞を回収して、ダイナミックに変化

するヒストン修飾、DNA メチル化、遺伝子発現を時系列

的、網羅的に解析する（図４）。プロモーター領域、エン

ハンサー領域など、発癌に関わる重要な遺伝子の発現を

調節する領域におけるエピゲノム変化と、特に転写因子

の認識モチーフなど、エピゲノム変化領域において標的

となり得る有望な候補配列を同定する。胃癌以外の腫瘍

についても、例えば前立腺癌についてはホルモン治療感受性の前立腺癌細胞株と、ホルモン治療

抵抗性を獲得した前立腺癌細胞株について同様にエピゲノムと遺伝子発現の網羅的解析を行い、

重要なエピゲノム変化領域とその配列特異性を同定する。 

In vitro モデルの解析で同定した特異的塩基配列に対して、特異的に認識する PI ポリアミド

をデザイン・合成し、上述のプロトタイプ化合物合成法によりヒストン脱メチル化酵素との融合

を行いシーズ化合物を合成・開発する。 

 

４．研究成果 

 

LSD1阻害薬に対してカルボキシル基を導入した誘導体に対し、４塩基型 PIポリアミドに２分

子のベータアラニンをはさんで縮合したプロトタイプを作成した。ヒストン脱メチル化酵素ア

 

図３．阻害剤の誘導体。PIPに融合するため LSD1

阻害剤 NCD-38（左）へ、脱メチル化酵素阻害活

性を失わないと想定する部位にカルボキシル

基を導入（右）。 

図４. DNA メチル化誘導．プロモータ
ー領域の DNA メチル化誘導を、時系列
的にゲノム網羅的解析した。CDKN2Aを
含む多くの癌抑制遺伝子は、４週間で
プロモーター領域全域が完全にメチル
化し不活化される。 



ッセイキットを用いて in vitroでの阻害活性評価を

行い、縮合分子は親分子 NCD38 と同等の阻害活性を

持っていることを確認した。このプロトタイプ化合

物を、癌細胞株に投与してエピゲノム阻害効果を検

証した。ヒストン修飾に対する ChIP-seq解析、およ

び遺伝子発現に対する RNA-seq 解析を行い、親分子

である NCD38を投与した場合と比較した。 

NCD38 を投与した際にはプロモーター領域を中心

に GC-rich な配列を比較的豊富に含むゲノム領域が

エピゲノム変化し活性化されていた。活性化領域周

囲に含まれる 6塩基の配列をカウントすると、SSSSSS

など GC-rich な配列が、WWWWWW や WWCGWW などの配

列よりも有意に多く含まれていた（S = G or C. W = 

A or T.）（図５上）。 

そこで WWWWWW 配列あるいは WWCGWW 配列に特異的

に結合すると予想されるプロトタイプ分子を合成し

癌細胞株に投与すると、その活性化領域は親分子と

は異なっていた。WWWWWW 配列を認識すると予想され

た NCD38-2P4を投与した場合、活性化領域周囲の配列に含まれる６塩基配列をカウントすると、

SSSSSS など GC-rich な配列は有意に少なくなり、WWWWWW など AT-richな配列が有意に多く含ま

れていた（図５下）。同様に、WWCGWW 配列を認識すると予想される NCD38-2PIPP を投与した場

合、活性化領域周囲に含まれる６塩基配列は、同様に SSSSSS など GC-rich な配列は有意に少な

くなり、融合分子が標的とする WWCGWW 配列は逆に有意に多く含まれていた。 

それぞれの分子が認識すると予想された WWWWWW、WWCGWW への配列特異的な結合も、オリゴ DNA

を用いたゲルシフトアッセイで検証し確認した。すなわち、ヒストン修飾阻害剤 NCD38 を、塩基

配列特異的に誘導し領域特異的にヒストン修飾を改変することが可能であることを証明し（学

会発表1,2,4,6,7）、その生物学的なエピゲノム阻害効果と[Alagarswamyら. Oncotarget, 2018]、

そ の 化 学 的 な 合 成 手 法 に つ い て [Qin ら . 

Heterocycles, 2019]、論文にて成果報告した。 

化合物の改変として、エピゲノム阻害剤の構造簡素

化に着手した。まず、領域特異的なエピゲノム改変に

成功した LSD1 阻害剤 NCD38 について、その構造を極

端に簡素化し、同様に WWWWWW 認識、および WWCGWW 認

識となるプロトタイプ化合物を合成した（図６）。同

様に、ヒストンをアセチル化して活性化させることが

知られるヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害剤

MS275 についても、その構造を同様の着想で簡素化

し、PI ポリアミドを縮合してプロトタイプ化合物を

合成した。そのどちらにおいても、癌細胞株に投与し

エピゲノム変化を網羅的に同定し、配列特異的な効果

を検証して学会発表し（発表 3,8,9）、現在論文を執筆中である。 

 

これら開発した領域特異的エピゲノム阻害剤の有効な標的領域を同定する目的で、２つのモ

デルで重要なエピゲノム異常領域の同定を行った。１つは EBV 陽性胃癌であり、胃上皮細胞に

EBV を in vitro 感染することで、臨床 EBV 陽性胃癌標本に認めるエピゲノム異常を実際に EBV

感染した前後で時系列的に解析し、誘導されるエピゲノム異常領域を同定した。ウイルス感染前

後のヒストン修飾変化およびオープンクロマチン領域の変化を ChIP-seq 法および FAIRE-seq法

を用いて網羅的に解析したところ、エピゲノム変化はプロモーター領域だけでなくエンハンサ

ー領域に広く及んだ。プロモーター領域は重要な癌抑制遺伝子や接着関連因子が、ヒストンの活

性化マークを失って不活化するとともに DNA メチル化を獲得して、遺伝子発現が強く抑制され

ていた。それに対しエンハンサー領域では、上皮細胞分化や細胞増殖抑制に関連する遺伝子群が

ヒストン活性化マークを失うことで不活化され、逆に細胞増殖促進に関連する遺伝子群がヒス

トン活性化マークが新たに入ることで活性化されるなど、DNA メチル化を伴わずにヒストン修飾

変化のみで顕著に変化し、細胞状態も発癌へ向けて大きく変化していた。エピゲノム変化は、活

 

図５. 縮合化合物による領域選択的活性
化．W, A or T。NCD38に PIPを縮合し、
AT-rich な WWWWWW 配列を特異的に認識す
る NCD38-2P4 を合成して検証。親分子
NCD38と異なり、WWWWWW配列を含む領域が
選択的に活性化された。 

図６. 簡素化化合物の合成と検証． LSD1
阻害剤 NCD38を極端に簡素化し（図の Δ）、
PI ポリアミドに縮合。AT-rich な WWWWWW
配列や、CGを含む WWCGWW配列を認識する
プロトタイプ化合物を合成した。 



性化エンハンサーも不活化エンハンサーも一

定のモチーフ配列の濃縮が見られた（図７）。

これらのモチーフ配列を認識する転写因子の

中で、実際に EBV感染した胃上皮細胞で発現上

昇する転写因子に着目し、その転写因子をノッ

クダウンすると細胞増殖能やコロニー形成能

は低下し、転写因子結合領域におけるヒストン

修飾変化は減弱し、発癌に重要と考えられる下

流標的遺伝子の発現も有意に変化していた（学

会発表 5）。 

もう１つは、前立腺癌における去勢抵抗性モ

デルである。ホルモン治療感受性の前立腺細胞

株である LNCaP と、ホルモン治療抵抗性を獲得

した LNCaP に由来する細胞株 LNCaP95 につい

て、網羅的にエピゲノム解析および遺伝子発現解析を行い重要なエピゲノム変化領域を検証し

た。その結果、LNCaP95 において特異的に活性化し、LNCaP95 の細胞増殖に重要な役割を果たす

遺伝子群を同定し、またそれらを活性化する遺伝子エンハンサー領域で特異的に濃縮する塩基

配列を同定した（学会発表 11,12,13,14）。 

これらの成果について論文執筆中であり、同定した重要なモチーフ配列を認識する PI ポリア

ミドを合成した。現在、塩基配列特異的な結合についてオリゴ DNAを用いたゲルシフトアッセイ

にて検証中であり、検証後に癌細胞株への投与へと進めて行く。 

 

以上、本研究ではヒストン修飾酵素阻害薬を PI ポリアミドと縮合し、領域特異的なヒストン

修飾介入に成功するとともに、開発化合物の簡素化など構造改良と、胃癌、前立腺癌をモデルに

癌化に重要なエピゲノム変化領域を特異的に制御する化合物開発へと発展中である。 

 

図７. エンハンサー領域活性化．活性化エンハン
サー領域で最も濃縮する転写因子モチーフを同
定。その転写因子を KDすると細胞増殖能、コロニ
ー形成能ともに顕著に低下し、この転写因子およ
びモチーフ配列は治療標的候補と考えられる。 
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