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研究成果の概要（和文）：遺伝子の発現制御機構の異常は, ガンなどの疾病と密接に関与してい

る。我々は, 新しい創薬標的として, DNA の構造を規定するヒストンのメチル化による制御機

構に興味を持ち, 研究を行っている。本研究では, ヒストンメチル化酵素阻害活性を有する天然

物 (+)-Chaetocin の化学合成法を開発し, さまざまな誘導体合成へと展開した。その結果, ガン

細胞において過剰発現が認められているヒストンメチル化酵素 G9a に対して, 強い阻害活性を

有する新規化合物の創成に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：The disorder of gene expression machinery is involved in various diseases 

including cancer. We have been focusing on controlling mechanism by selective methylation of histone 

protein that supports the structure of DNA as a novel target for drug discovery. In this study, we have 

developed an efficient method for the chemical synthesis of (+)-chaetocin, which is one of the promising 

inhibitors of histone methylation. This method allowed for the preparation of various analogs. Finally, 

we have succeeded in creating a novel and potent small molecule inhibitor of histone methyltransferase 

G9a, which is known to be responsible for cancerous diseases.   
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１．研究開始当初の背景  

 生命の設計図である DNA は基本的にどの

細胞でも共通なものであるが, それぞれの細

胞が遺伝子の発現パターンを制御すること

で, 異なる形質を獲得できる。世代を超えた

遺伝子発現の制御機構をエピジェネティク

スといい, 主に DNA のメチル化および DNA

を折り畳んでいるヒストンと呼ばれるタン

パク質の化学的修飾により行なわれている。

エピジェネティクス研究は, 細胞が如何に分
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化するのかという学術的な興味だけでなく,

その異常が様々な疾病と関与しているため,

医薬品開発の観点からも極めて重要である。

我々は特に, ヒストンの化学修飾に興味を抱

き, 天然由来の低分子化合物をリードとする

構造活性相関研究からバイオプローブとし

て真に役に立つ有用分子を創製することを

目標としている。 

 ヒストンは対応する酵素によってリン酸

化, アセチル化, メチル化, およびユビキチ

ン化の修飾を受けることが知られているが, 

その中でもメチル化は化学的に安定である

ことから世代を超えた継承に深く関ると考

えられている。ヒストンメチル化酵素は, ヒ

ストン上の特定の残基に対して複数の酵素

が作用することが分かっている。さらにメチ

ル化の程度もモノメチル化からトリメチル

化と多段階に渡るため, メチル化による制御

機構はとても複雑である。したがって, それ

ぞれの酵素に特異的な阻害剤は遺伝子発現

の制御メカニズムを知る上で極めて有用な

バイオプローブになると考えられる。 
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 (+)-Chaetocin (1) は, 1970年に Chaetomium 

minutum から単離された真菌の二次代謝産物

である。 2005年, 1 がヒストンメチル化酵素阻害

能を有することが報告された。遺伝子の発現を

司るヒストンのメチル化は, 種々の疾患に関与す

る事が示唆されているが, その制御メカニズムの

全容は未解明である。そのため, ヒストンのメチ

ル化酵素阻害剤である 1 は有用なバイオプロ

ーブとして期待されている。 1 の構造は, 1972

年に X 線結晶構造解析により決定されており, 

エピジチアジケトピペラジン骨格が二量化した対

称な構造をしている。また, 様々な条件に不安

定なジスルフィド結合と 8 カ所の不斉点 を有し, 

合成化学的見地から見ても極めて興味深い標

的化合物である。しかしながら, その複雑な構造

のために単離・構造決定から 40 年近く経過する

にもかかわらず, 我々が研究を開始した時点で

は 1 の合成研究は全く報告されていなかった。

天然からの供給量も限られている ことから, ヒス

トンメチル化酵素阻害剤として有望な 1 を化学

合成により安定的に供給するは大変重要である。

また, 1 は細胞毒性を有することが報告されてい

るため, 毒性の無い, より優れたメチル化酵素

阻害能を有する分子を創製する上で, 構造活

性相関研究は極めて重要である。そこで我々は,  

1 の全合成ルートを確立し, それを基盤とする

構造活性相関研究をおこなうべく, 全合成研究

に着手した。  

  

２．研究の目的 

 天 然 か ら 極 微 量 し か 入 手 で き な い

(+)-Chaetocin (1) の化学合成法を確立し, 生

物学的な研究に応用できるように, 質的およ

び量的な供給を可能とする。全合成研究を基

盤として,  1 の構造活性相関研究を行う。こ

れにより, 1 の活性発現に必要な部分構造を

抽出し, より単純で活性の強い阻害剤を獲得

する。それらを積み重ねて, 複数存在するヒ

ストンメチル化酵素それぞれに対する選択

的な阻害剤を見出し, エピジェネティクス研

究における重要な分子ツールを提供するこ

とを目的とする。また, 阻害剤と酵素との結

合様式を明らかにする検討も行い, より選択

的で強力な阻害剤を設計するとともに, 天然

物の問題点である細胞毒性を分離した分子

の開発を目指す。 

  

３．研究の方法 

 (+)-Chaetocin は, トリプトファンのインド

ール部位が酸化されることにより生じた炭

素ラジカル種が二量化—環化し, 特異な八環

性対称構造を形成することが生合成研究に

よって示唆されている。そこで, その化学合

成法においては, 安価で入手容易なアミノ酸

を出発原料とし, 四環性化合物のラジカル的

二量化反応を鍵とする短工程合成法を開発

する。天然物のジスルフィド官能基の導入は, 

ラジカル的ブロモ化反応を用いることでジ

ケトピペラジンのα炭素を酸化し, 置換反応

によりチオールヘト変換することとした。 

  (+)-Chaetocin の構造活性相関に関しては, 

全合成研究を基盤として, 様々な誘導体合成

を行なった。特に, 硫黄官能基の効果と二量

化構造の必要性に焦点を当てながら検討を

進めた。合成した化合物の阻害活性は, ヒス

トンメチル化酵素の中で, 癌との関係が指摘

されているヒストン H3 の 9 番目のリシン残

基  (ヒストン H3K9) をポリメチル化する 

G9a に対して ELISA 法を用いて評価し, 活

性発現に必須な部分構造を明らかにした。得

られた結果をもとに, より単純な構造からな

るヒストンメチル化酵素の新規阻害剤を設

計することとした。 

 

４．研究成果 



（１）(+)-Chaetocin (1) の全合成 

 1 の対称な構造と生合成仮説に着目し, 図 1 

に示した逆合成ルートを考案した。酸化還元条

件や塩基性条件に不安定なジスルフィド結合は, 

置換反応を利用することで合成の最終段階で導

入することとし, その前駆体としてジケトピペラジ

ン部位の α 位を酸化したテトラオール 2 を設

定した。3 に示すように, 硫黄求核剤は母核との

立体反発を避けるように二量体構造の外側から

反応し, 天然物と一致する立体化学を与えると

予想した。 2 の合成にあたり, まず二量体構造

を構築してから α 位を酸化するルート A を検

討した。 4 の合成にあたっては, 最初にジケトピ

ペラジン 7 のインドール環の一電子酸化を経る

酸化的環化—二量化を検討したが, 複雑な混合

物を与えるのみであった。そこで, Movassaghi ら

の報告を参考に, セリンおよびトリプトファンから

誘導したブロモ体  5 に一価のコバルト錯体 

[CoCl(PPh3)3] を用いる還元的ラジカル二量化を

行ったところ, 二量化は円滑に進行し 4 を得る 

ことができた。しかしながら, 3 の α 位の酸化に

ついては, 塩基性条件やラジカル条件を種々検

討したが, 化合物の分解がおこるのみで, 目的と

する生成物を得ることはできなかった。そこで次

に四環性化合物 5 の α 位を酸化して 6 へと 

変換したのちに二量化をおこなうルート B を検

討することとした。 

 

 
図 1 Chaetocinの逆合成解析 

 

 

 
 

図 2 Chaetocinの全合成 

 

 実際の合成スキームを図 2 に示す。 D-セリン

から誘導した N -ベンジルオキシカルボニル- N 

-メチル-D-セリン 8 と D-トリプトファンメチルエ

ステル 9 を出発原料として, ジケトピペラジン 

10 を常法に従って収率良く合成した。得られた 

10 と N-ブロモスクシンイミド (NBS) をアセトニ

トリル中 -30 °Cで反応させたところ, exo 閉環体 

11 を単一生成物として収率 88 % で得た。11 

の相対立体配置の決定は誘導体の X 線結晶

構造解析によりおこなった。続いて, 11 に対して

室温下で使用できるラジカル開始剤 2,2'-アゾビ

ス(4-メトキシ-2,4-ジメチルバレロニトリル) (V-70)
 

を用いたラジカルブロモ化の条件に付したところ, 

反応は円滑に進行しジブロモ体 12 を得た。11 

を単離することなく水と反応させたところ, ヘミア

ミナール部位の立体異性によるジアステレオマ

ーが四つ生成したが, そのうち水酸基が同じ方

向を向いたジオール 13 を収率 47% で単離

することができた。一価のコバルト錯体である

CoCl(PPh3)3 を用いて 13 の還元的ラジカルカ

ップリング をおこなった。その結果, 不安定な

ヘミアミナール構造を有するにもかかわらず 12 

の二量化が円滑に進行し, 望みとする二量体 

14 を収率 55 % で得ることができた。最後に, 



13 に対して三フッ化ホウ素ジエチルエーテル

錯体存在下, 硫化水素を反応させたところ, 全

ての保 護基の除去と同時にジケトピペラジンの 

α 位にチオール基を導入することができた。こ

れを単離することなくヨウ素で酸化してジスルフ

ィド結合を形成し, 1 の初の全合成を達成した。 

 

（２） 構造活性相関研究 

 1 の絶対立体配置および 1 の構造上の特徴

である硫黄官能基がヒストンメチル化酵素阻

害活性に及ぼす影響を合成化学的に調べるた

めに, 全合成ルートをもとに L-アミノ酸誘導

体 を 出 発 原 料 と し て 非 天 然 型 の  ent- 

Chaetocin (ent-1) および硫黄官能基欠損型 

Chaetocin 類縁体 15, 16 を合成した（図 2）。

また, 1 の TBS 保護体 17, テトラチオール

体 18, チオエーテル体 19, 四環性エピジチ

アジケトピペラジン 20 をそれぞれ合成し, 

それらの鏡像異性体も合成した。 

 得られた類縁体の生物活性は, 種々の疾病

への関与が報告されているヒストンメチル化

酵素 G9a に対する阻害活性試験をELISA法

により行うことで評価した (図 3)。興味深い

ことに, 1 とその光学異性体である ent-1 は

ほぼ同程度の阻害活性を示した。また, 硫黄

官能基が欠損した 15 および 16 は阻害活性

を全く示さなかった。このことから, Chaetocin 

の硫黄官能基が, G9a 阻害活性に必須である

ことが明らかとなった。さらにジスルフィド

結合の重要性を確かめるため, 化合物 18 と 

19 の阻害活性を評価した。その結果, 還元体 

18 では活性が１の低下し, チオエーテル体 

19 は全く阻害活性を示さなかった。このこと

から, ジチオール基の酸化段階も阻害活性に

重要であることが分かった。 

 次に, 天然物の炭素骨格について検討した。

二量体構造の必要性を検証すべく, 四環性エ

ピジチアジケトピペラジンである 20 を図 4

に示すように合成した。すなわち, 図 2 で合

成したジオール 13 の臭素原子をラジカル還

元により除去し, 得られた還元体に対してル

イス酸存在下, 硫化水素と反応させてジケト

ピペラジン上の水酸基をチオールへと変換し

た。この際, 一級水酸基のTBS 基が同時に除

去されると期待したが, 収率よく除去するこ

とは極めて困難であった。また, 種々の反応

条件を検討したが, TBS 基を除去できなかっ

た。そこで, TBS体のチオールをヨウ素により

酸化することで低収率ながら目的とする四環

性化合物 20 を得た。1 のTBS保護体 17 の

阻害試験の結果より, TBS基の影響は小さい

と仮定し, 20 の活性評価を行った。その結果, 

20 は 3.3 M と最も高い阻害活性を示すこ

とが分かった。一方, ent-20 を合成し, その阻

害活性を調べたところ , 天然物とは異なり, 

活性は大きく減弱した。このことから, 阻害

活性には八環性骨格は必須ではないが, 化合

物の立体化学は酵素により強く認識されるこ

とが確認された。 

 

 
 

図 3 Chaetocin類縁体のG9a阻害活性評価 

 

 上記の結果を踏まえて, より単純なエピジ

チアジケトピペラジンの活性を検討した。1

の基本骨格を考慮し, セリンとプロリンから

なる分子を設計・合成した（図 4）。すなわ

ち, セリンとプロリン誘導体を縮合して得ら

れた 23 に対して, これまでと同様にジスル

フィド合成を行い, ポリチアジケトピペラジ

ン 27 と 28 をラセミ体として合成した。得ら

れた２つの化合物は, 20 に相当する高い阻害

活性を示した。さらに重要なことに, 化合物

27 と 28 は, 100 mM の高濃度条件でも高い細

胞生存率を示した。このように, 構造の簡素



化と天然物の問題点であった細胞毒性の軽

減に成功した。 

 

 
 

図 4 セリン−プロリン類縁体の合成 

 

（３）阻害メカニズムについての考察 

 Chaetocin (1) の G9a 阻害メカニズムにつ

いて以下のように考察した(図 5)。post-SET 

ドメインには 3 つのシステイン残基が存在

し, 活性中心を形成する SET ドメインの 1

つのシステインとともに亜鉛イオンにキレ

ート配位した状態で存在している。G9a や 

SU(VAR)3-9 のような 1 が阻害活性を示す

ヒストンメチル化酵素群と SET7/9 のように

阻害を全く受けない酵素群が報告されてい

るが, それらの酵素の構造的な相違点は, 前

者は post-SET ドメインを有するが, 後者は 

post-SET ドメインが欠損していることであ

る。また , 1 は  S-アデノシルメチオニン

(SAM) と競合することが報告されているこ

とから, 1 は SAM 結合部位付近に結合して

いることが予想される。Greiner らは, 以前の

報告において, アッ セイ条件にジチオトレ

イトール(DTT) を過剰に加えても阻害活性

が維持されることから, 1 のジスルフィド結

合は阻害活性に関与しないと述べている。一

方, 今回の我々の結果からジスルフィド結合

は必須であることが示された。また, SAM の

結合部位は post-SET ドメインに接近してい

ることが G9a 類縁体の X 線結晶構造解析に

より明らかにされている。以上のことから, 1 

の阻害活性にはそのユニークなジスルフィ

ド官能基とシステインリッチ領域の亜鉛と

の相互作用が重要ではないかと推定してい

る。 

 
図 5 想定阻害メカニズム 

 

 一方, Greiner らは, 同じ post-SET ドメイ

ンを有するヒストンメチル化酵素の中でも 1 

の SU(VAR)3-9 に対する阻害能が G9a に対

するものよりもはるかに高いことを報告して

いる。本研究の G9a 阻害活性試験の結果は, 1 

の絶対立体化学は G9a には厳密に認識され

なかったことを示しているが, 他の類縁酵素

との識別には 1 の複雑な二量体構造が寄与

しているのではないかと考えている。一方, 

合成類縁体である 20 の場合, 絶対立体配置

は強く認識され, 阻害活性に大きな違いが見

られた。このことより, 化合物 27 および 28

の光学活性体での評価が今後の課題としてあ

げられる。 

 さらに, ヒト白血病細胞 HL60 に対する細

胞死誘導能を調べたところ, 天然型ではなく

非天然型の ent-1 の方が, 低い濃度でカスパ

ーゼ 8 に依存したアポトーシスを誘導する

という興味深い現象も見いだした。 これら細

胞死誘導のメカニズムの解明は ,ヒストンメ

チル化酵素阻害活性と細胞毒性を分離した化

合物の設計合成に役立つものと考えている。 
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