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研究成果の概要（和文）：エピジェネティック異常は様々な疾患に関与することが明らかとなり、それに伴いエ
ピジェネティック分子を標的とした創薬（エピドラッグ）開発が加速している。中でもヒストンメチル化酵素
DOT1Lの阻害剤は、様々な血液腫瘍の治療に有用であることが示されている。本研究ではRaPID システムと呼ば
れる環状ペプチドライブラリスクリーニングの系を用いて、新規のDOT1L阻害剤を探索した結果、従来の低分子
化合物とは異なる環状ペプチドを同定し、培養細胞でその効果を確認した。エピドラッグ開発における中分子化
合物の前例は少なく、今後更なる発展応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidences have been indicating the involvement of epigenetic 
dysregulation in various type of diseases, and it accelerates the drug development targeting 
epigenetic modifiers. Among such modifiers, DOT1L, a histone methyltransferase, has been 
demonstrated as a promising target for several types of leukemia. In this study, we utilized a 
peptide library screening system called “RaPID system”, and identified a peptide which inhibits 
the catalytic activity of DOT1L comparable to an existing commercially-available inhibitor. Thus, 
our finding not only proposes another inhibitor of DOT1L for leukemia therapy but also suggests 
peptide libraries for an useful source of epidrugs.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピドラッグ　白血病　ペプチドライブラリ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ヒストンや DNA の化学修飾を主体とす
るエピジェネティクスは、様々な疾患病態に
関与する。それに伴って「エピドラッグ」と
称されるエピジェネティック分子を標的と
した 創薬開発が加速している。実際、DNA 
メチル化酵素 DNMT1 とヒストン脱アセチ
ル化酵素HDACファミリー蛋白の一部を標的
とした阻害剤はすでに臨床応用の段階にあ
り、現在もより多様かつ強力なエピドラッグ
の開発が進行中である。 

DOT1LはヒストンH3の 79番目のリジン
残基(H3K79)をメチル化するメチル基転移酵
素である。過去に我々は DOT1L による
H3K79 メチル化が、MLL-AF10融合白血病
[t(10;11)(p12;q23)の転座]によって惹起され
る骨髄細胞の癌化に必須の働きをすること
を報告し、DOT1Lの阻害がMLL-AF10白血
病に有用である可能性を示した 1。さらにそ
の後の研究で、DOT1Lは他の融合型のMLL
白血病にも広く関与することが示された 2,3。
MLL白血病は小児の急性白血病の 15％を占
め、米国では年間約 1300 例の発症が報告さ
れる。即ち、DOT1L 阻害剤はこれらの白血
病治療に有用と考えられ、実際 DOT1Lの酵
素活性阻害剤 Pinometostat/EPZ-5676（プロ
トタイプ EPZ-004777のアナログ）は現在米
国で小児 MLL 白血病を対象とした治験が開
始されている 4。 

 
２．研究の目的 
以上のように EPZ は MLL 融合白血病
治療薬として期待される一方、なぜ それが 
MLL 融合 白血病細胞にのみ特異的に作用
するのか、その機序は不明である。多くのフ
ァミリーメンバーが存在する HDAC と異な
り、DOT1L は H3K79 をメチル化する唯一
の酵素であり、ファミリー蛋白による機能的
補填が期待できない。実際 DOT1Lは全身の
主要組織で普遍的に発現しており、DOT1L
の全身性ノックアウトマウスは胎生致死、組
織特異的ノックアウトマウスは心筋症や骨
髄の汎血球減少などで死亡する。即 ち、腫
瘍細胞特異性のメカニズムが不明な現段階
では、EPZのような酵素活性阻害剤は重篤な
副作用を孕む可能性がある。そこで本研究で
は、DOT1L による骨髄細胞形質転換能が 
MLL 融合パートナーとの結合に依存してい
る点に着目し、この結合を特異的に阻害する
低分子化合物を同定して、MLL 白血病治療
薬の新たな候補を提示することを目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
(1) スクリーニング標的の決定：DOT1Lと結
合が報告されている複数の MLL 融合蛋白質
の中から、その親和性や細胞毒性などを考慮
して、標的として最適な分子の選出を試みた。
さらに DOT1L の酵素活性部位近傍のアミノ
酸配列をもうひとつの標的とした。これは陽
性コントロール目的に加え、EPZアナログと
は構造（もしくは作用機序）が異なる新たな
酵素活性阻害剤の開発が狙いであった。 
 
(2) Random Peptide Integrated Discovery 
(RaPID) システムを用いた天然環状ペプチ
ド様物質のスクリーニングスクリーニン
グ：東京大学理学研究科 菅裕明研究室の協
力の下、菅研究室で開発された RaPID シス
テムを用いてスクリーニングを行った。この
システムでは～1013サイズのライブラリスク
リーニングが可能であること、さらに得られ
たペプチドを自発的に環状化させることで、
天然環状ペプチド薬剤の人工的合成が可能
であることが特徴である。 
 
(3) RaPID システムで得られた物質の  in 
vitro/in vivoでの評価：Bで得られた候補物質
について、in vitro ヒストンメチル化アッセイ
を用いた酵素活性阻害効果、および MLL 融
合白血病細胞における効果を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) スクリーニング標的の決定：DOT1Lと結
合するMLL融合蛋白質の中から、AF10、ENL、
AF9を標的候補とした。小児白血病発症頻度
が AF9>ENL>>AF10の順であること、AF9と
ENLは構造的類似性が認められ DOT1Lの同
じアミノ酸部位に結合することから、当初
AF9を標的とすることで AF9と ENL両方へ
の効果を期待した。しかし DOT1L への結合
親和性は AF10 が AF9 の約 10 倍高いこと、
さらに AF9 と ENLの欠損マウスは致死性の
表現型を示すことから、汎用性は劣るがAF10
を標的と決定した（図１）。 

図１）DOT1LとMLL融合蛋白質との結合様
式 



そこで AF10 欠損が細胞に与える影響を検
討するために、培養細胞株を用いた RNAi実
験を計画していたところ、AF10 欠損細胞を
用いた MLL 白血病の癌化能に関する研究が
報告され、さらにその中で DOT1L-AF10の結
合阻害剤探索が言及されていた 5。この著者
らは EPZ の開発・治験に携わっている研究
チームであることから、本研究では依然
RaPID システムを用いるという利点はある
ものの、AF10 を標的とする研究の継続に再
考の必要が生じた。 
 
一方、当初陽性コントロールとして用意し
たDOT1Lの酵素活性部位周辺配列であるが、
本スクリーニングで得られる候補ペプチド
は通常の低分子化合物ライブラリよりも分
子量の大きい物を想定しており、そのため
EPZなど従来の低分子化合物とは異なる作用
機序を有する可能性がある。さらに近年、EPZ
が DOT1L とは結合しない（と考えられる）
MLL 融合白血病や、MLL 転座を持たない一
部の血液腫瘍にも効果があるという報告が
相次いでなされている。即ち DOT1L の酵素
活性阻害剤はより多くのタイプの血液腫瘍
に対する汎用性が期待されたことから、こち
らのスクリーニングを継続することとした。 
 
(2) DOT1L結合ペプチドの探索：RaPID シス
テムを用いて DOT1L の酵素活性部位周辺配
列約 400アミノ酸に結合するペプチドを探索
した結果、分子量が 2,000 前後のペプチド 7
種類（Pep#1～7）が得られた。この 7種類の
ペプチド配列は互いに共通性に乏しく、また
EPZ を含む既報の DOT1L 酵素活性阻害剤と
の類似性も乏しいものであったことから、既
報の酵素活性阻害剤とは異なる作用機序を
有することが期待された。 
 
(3) RaPID システムで得られたペプチドの
DOT1L 酵素活性阻害評価（in vitro）：上記
Pep#1～7 の DOT1L 酵素活性阻害能を、in 
vitro ヒストンメチル化アッセイを用いて評
価した。試験管内で DOT1L とヌクレオソー
ムを混合し、そこに Pep#1～7 を加えて反応
後、H3K79メチル化特異的によるウェスタン
ブロットを行った。その結果、Pep#2 におい
て、DOT1L 酵素活性阻害効果が認められた
（図２）。 
 
 
 
 

図２）RaPID システムで得られたペプチド
の in vitro評価 

 
(4) RaPID システムで得られたペプチドの
DOT1L酵素活性阻害評価（培養細胞）：上記
(3)で効果が確認された Pep#2について、培養
細胞株での評価を行った。このために、下記
4種類のヒト白血病由来細胞株を用意した。 
細胞株 白血病タイプ 染色体転座 

K562 Chronic myelocytic 

leukemia 

BCR-ABL1 

U-937 

(DE-4) 

Monocytic leukemia CALM-AF10 

HL-60 Promyelocytic 

leukemia  

N/A 

THP-1 Acute Monocytic 

Leukemia 

MLL-AF9 

  
これらを用いてまず市販の EPZ アナログ
SGC0946に対する感受性を確認した。その結
果、THP-1において H3K79メチル化のグロー
バルな減少が認められ、阻害剤の効果がMLL
融合蛋白質依存的であることが確認できた
（図３）。 

図３）白血病細胞株における DOT1L 阻害剤
感受性の確認 
 
以上の結果に基づき、次に K562 と THP1
の培地に Pep#2 を 20 M の濃度で添加し、
H3K79 メチル化の変化をウェスタンブロッ
トで検討した。その結果、THP1 でのみ僅か
なメチル化の減少が認められたが、in vitroに
比べてその効果は低いものであった。これは、
培地中に Pep#2由来の沈殿物が認められたこ
とから、Pep#2 の可溶性向上が不可欠と考え
らえた。 



そこで、菅研究室において可溶性を向上す
ると考えらえる改変を施した Pep#2の改変体
を作製し、20 Mで培地添加時に明らかな細
胞毒性を示さなかった 11 種類（Pep#2_m1～
m11）について、K562および THP1の培地中
に 1週間添加し、その効果を評価した。その
結果、THP1 でのみヒストンメチル化の減少
が確認された化合物が存在した。従ってこれ
らの効果を THP1細胞で詳細に検討したとこ
ろ、Pep#2_m5 において、陰性コントロール
(DMSO)に比較し 65％のメチル化阻害効果が
認められた。これは改変前の Pep#2 および
SGC0946（5 M）に比較しても高いものであ
った。しかし Pep#2_m5 添加培地中では依然
として沈殿が顕著であったことから、
Pep#2_m5 で認められた改善は、可溶性向上
によるものではなく DOT1L への親和性等他
の原因であると考えらえた。すなわち今後
Pep#2_m5 の可溶性改善により、さらに効果
の高い化合物を得られる可能性が示唆され
た（図４）。 

図４）Pep#2改変体のメチル化阻害効果 
 
 
(5) Pep#2が細胞増殖に及ぼす効果の検討 

DOT1L 阻害剤の効果は細胞増殖速度に比
例する（＝細胞増殖が速い程、阻害剤存在下
でメチル化が希釈される）と予想される。
SGC0946や AF10欠損の場合、MLL-AF9で形
質転換した細胞の増殖は、7日目で 20％程度
と 14日間で>90%抑制される報告されている
5,6。我々の THP1を用いた検討では、Pep#2（改
変前）と Pep#2_m5処理後の DMSOコントロ
ールに比較した細胞数は、少なくとも検討し
た 11 日目までは著変はなく、より長期の検
討が必要と考えられた（図５）。また Pep#2
改変体のうち 3種類が 4日目までに顕著な細
胞の死滅を示し、これらは非特異な細胞毒性
と考えられた。 

 
 
 

図５）Pep#2の細胞増殖に及ぼす効果 
 
(6) まとめと考察 
 本研究は当初、既存の DOT1L 酵素活性阻
害剤を白血病治療薬として応用する際の副
作用を懸念して、DOT1LとMLL融合白血病
との結合阻害剤の同定を発案した。しかし当
時はDOT1L-MLL融合蛋白複合体の全体像が
明らかでなく、間接的結合を含めると 10 種
類を超える DOT1L の結合蛋白のどれを第一
標的にすべきかの絞り込みに時間を要した。
研究期間中に、AF10 が有力な候補になり得
る知見が論文発表されたが、この報告はエピ
ドラッグの開発で世界を牽引する Epizyme社
と提携して EPZ の開発・治験に携わってい
る研究チームによるもので、Epizyme 社は蛋
白質間相互作用阻害剤（PPI）開発の実績もあ
ることから、現時点で同一の化合物を探索す
ることは得策ではないと考えた。しかし PPI
は Epizyme社が有する従来の低分子化合物ラ
イブラリよりも、本研究で使用した RaPIDシ
ステムのような中分子化合物に利点があり、
今後探索する価値はあると考えられる。 
 一方 DOT1L の酵素活性阻害剤は、プロト
タイプEPZ-004777の開発から 6年が経過し、
現在米国で EPZ-5676の治験が phase 1を通過
したところである。その間様々な EPZアナロ
グが登場し、細胞株やマウス白血病モデルで
その効果が検証されている。 
 本研究で我々が同定した Pep#2は分子量約
2000ダルトンの環状ペプチドである。EPZア
ナログは分子量 600ダルトン前後でベンゾイ
ミダゾールを有し、DOT1Lが本来 SAMを取
り込む活性ポケットに入り込むことで阻害
効果を発揮する。Pep#2と EPZアナログ間の
構造的類似性は乏しく、活性ポケットの物理
的阻害以外の作用機序も考えられることか
ら、今後 Pep2-DOT1Lの共結晶構造解析が必
須である。さらに Pep#2_m5 は培地に難溶性
ながらも低細胞毒性で Pep#2よりもより高い
メチル化阻害効果を発揮したことから、今後
可溶性の改善により、より効果の高い改変体
の取得と生体への応用が期待される。 



 近年の研究において DOT1L 酵素活性阻害
剤は、DOT1Lの関与が明らかでないMLL融
合白血病や、他の遺伝子変異に起因する白血
病を抑制すること、さらに最近は脳腫瘍や大
腸癌への効果までが示唆されている。従って
より安全性の高い DOT1L 酵素活性阻害剤の
需要は大きく、今後も継続的な探索・改善が
期待される。 
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