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研究成果の概要（和文）：　エピゲノム情報は分化・増殖・恒常性の維持等，細胞の運命を左右する鍵である
が，エピゲノムを標的とする薬剤の開発は立ち遅れている．本研究ではヒストンメチル化酵素阻害剤とピロー
ル・イミダゾール・ポリアミドとの融合分子を作成し，その分子が選択的にヒストンメチル化を誘導できるかど
うかの評価を中心に進めた結果，この融合分子は阻害剤単独では活性化されなかった遺伝子プロモータ領域のヒ
ストンメチル化を誘導できることが示唆された．また，ピロール・イミダゾール・ポリアミドを用いた新規領域
選択的なDNAメチル化阻害概念も開発した．以上の結果より，これら分子が新しいエピゲノム標的薬のシーズで
あることが示された．

研究成果の概要（英文）： Aberrant DNA methylation and histone modification cause major epigenetic 
changes and have been implicated in cancer growth. While drugs for epigenome such as SAHA and 
decitabine can be available for cancer treatment, site-specific modification of epigenome is now 
requested to be technically achieved. Pyrrole-imidazole polyamides are small molecules that can be 
designed to recognize and bind to particular DNA sequences. In this study, we synthesized PIP-LSD1 
inhibitor conjugates and investigated whether the conjugates show site-selective changing of histone
 methylation. The results in this study indicate that PIP-inhibitor conjugates induced histone 
methylation where single inhibitor could not change. In addition, it is shown that PIP can act as 
sequence-specific antagonists of CpG methylation in living cells.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
(1) エピゲノム情報は分化・増殖・恒常性の
維持等，細胞の運命を左右する鍵であり、が
んや遺伝子疾患発生のメカニズム、脳機能、
人工多能性幹細胞作成における細胞リプロ
グラム等においても重要な役割を果たして
いる。代表的なエピゲノム情報として、DNA
メチル化やヒストンアセチル化が挙げられ
るが、近年ではヒストンのメチル化制御も重
要な役割を持つことが示されている。 
(2) ヒストンのメチル化はメチル化酵素と脱
メチル化酵素の競争的な作用によって厳密
に制御され、遺伝子の発現を調節していると
されるが、その詳細機構は不明である。ヒス
トンメチル化を人為的に制御するには、これ
ら酵素の発現を RNAi等で落とす手段や、阻
害剤を用いる方法が利用されている。しかし
ながら、これらの手法では作用する領域の特
異性に欠ける点が、今後の応用範囲を限定的
にしてしまう可能性がある。 
(3) 本研究の研究代表者である篠原は、これ
までに DNA 塩基配列を認識する小分子ピロ
ール・イミダゾール・ポリアミド（PIP, 図 1）
を用いて、他の機能性小分子へ DNA 配列認
識能を付与させる研究を進めてきた。 
 

図 1. DNA 配列を認識する小分子: PIP 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、上記の問題点を解決する手
段として、ヒストン脱メチル化酵素阻害剤へ
DNA 塩基配列認識能を持たせることで作用
場所を局所化させる手法の開発を目指した。 
(2) これまでに存在しなかったエピゲノム制
御法の確立は、現段階で不透明であったエピ
ゲノム情報解析研究を大きく進歩させるだ
けでなく、それらが関わるがんを始めとした
様々な疾患治療に対しても有用である上、細
胞リプログラム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。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA配列認識分子にはピロール・イミダ
ゾール・ポリアミド（PIP）を、ヒストンメ
チル化酵素阻害剤には Lysine-specific 
Histone Demethylase 1（LSD1）の阻害剤で
ある NCD38を用い、それらの融合分子を合

成した。両分子間にはリンカーとして 2分子
のアラニンを用いた。 
(2) PIP-NCD38 融合分子の機能評価には、
Inhibitor Screening Assay Kit （Cayman 
Chemical）を用いてヒストンメチル化酵素阻
害活性の in vitro評価を進めた。ヒト大腸が
ん細胞 RKO を用いた in cellulo 系では、 
PIP-NCD38 融合分子を 2 M の条件で 30
日間処理した細胞をホルミアルデヒド固定
し、超音波破砕による DNA 断片化処理を施
したサンプルへ、メチル化ヒストン
（H3K4me2）に対する抗体を用いて免疫沈
降を行った。 免疫沈降にて得られたサンプ
ルより DNA を精製し、その DNA サンプル
に対して次世代シーケンサーを用いた網羅
的解析を進めた（ChIP-seq法）。 
(3) 上述の RKO 細胞は DNA のメチル化が
高頻度で発生しているグループに属する大
腸がん細胞株であり、本研究において我々は
実際に DNA メチル化を受けているがん抑制
遺伝子である MLH1 の転写開始点に一番近
い CpG 部分を標的とする PIPと、MLH1プ
ロモータへ結合領域を持たない PIPを、より
長い配列を認識できるヘアピン型にて設
計・合成した。これら PIPによる選択的 DNA
メチル化阻害能を、in vitroおよび in cellulo
で評価を進めた。 DNA メチル化レベルは，
バイサルファイト処理による C-T 変換と
Pyro-sequencing 法を併用した定量的解析を
用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 合成した融合分子（ Im0-N および 
Im3-N）の in vitroにおける LSD1阻害活
性評価では、両融合体とも NCD38に劣ら
ない LSD1 阻害活性を示し（図 2, a）、
H3K4me2 抗体による ChIP-seq解析結果は、
Im3-N は NCD38 単独では活性化されなか
った遺伝子プロモータ領域のヒストンメチ
ル化を誘導した（図 2, b）。 

図 2. PIP-NCD38融合分子の機能評価 
 
(2) MLH1 のプロモータを標的とする PIP1
は（図 3, a）、in vitro DNAメチル化での評
価においては、 PIP1 の添加濃度依存的に標
的配列周辺の DNA メチル化反応が阻害され
た（図 3, b）。5-aza-2'-deoxycytidineで脱メ



チル化処理をした RKO細胞を、1%酸素濃度
で 30日培養することで DNA メチル化レベ
ルが再び亢進する系を利用した in cellulo系
での評価においても、PIP1（5 M, 20-30日）
は選択的に標的領域の DNA メチル化を阻害
した（図 3, c）。一方で、MLH1プロモータ
を標的としない PIP2 ではこのような効果が
得られなかった。以上の結果より、PIPは生
細胞における DNA メチル化反応を、結合領
域選択的に阻害できることが示唆された。 

図 3. PIPによるDNAメチル化の選択的阻害 
 
(3) 本研究で開発を進めた、ゲノム領域選択
的なエピゲノム制御法を応用することで、エ
ピゲノム異常によって損なってしまった細
胞機能の回復や、人工的に細胞の機能をリプ
ログラムすることがより容易になるかもし
れない。最近では、CRISPR–Cas9 を応用し
た配列特異的エピゲノム改変法が開発され
注目を浴びており、この手法と我々のアプロ
ーチへお互いの長所を組み合わせるなど、今
後さらなる研究をすすめることで、これまで
になかったゲノム領域選択的なエピゲノム
制御概念が確立できることを期待したい。 
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