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研究成果の概要（和文）：発がんの原因となる増幅遺伝子を標的とした薬剤開発は、がんドライバー遺伝子異常
の中でも遅れている現状があり、画期的な治療法開発が必要とされている。本研究では増幅遺伝子においてPIP
化合物による選択的DNA傷害が増幅領域ゲノムDNAにもたらす変化を明らかとした。DNA損傷応答関連タンパク質
阻害剤と化合物の併用が抗腫瘍効果を増強したことから、増幅遺伝子陽性がんに対する新しい治療戦略を立てる
上で重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Copy number amplification of oncogenes is involved in tumor development 
although targeting amplified genomic sequences has been a therapeutic challenge. We have developed 
an alkylating pyrrole-imidazole polyamide compound (PIP-seco-CBI), that sequence-selectively targets
 the amplified MYCN gene in MYCN-amplified neuroblastoma cells. In this study, we found that, after 
the compound treatment, DNA damage was increased at the amplified region where DNA damage 
repair-related proteins were accumulated. Inhibition of DNA damage response pathways induced an 
accumulation of DNA damage by the PIP compound and sensitized MYCN-amplified neuroblastoma cells to 
the compound, suggesting a novel amplification-targeting therapeutic strategy for cancers with 
oncogene-amplifications.

研究分野： 腫瘍生物学　実験動物学

キーワード： 増幅遺伝子　ピロール・イミダゾール・ポリアミド化合物　アルキル化剤　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん分子標的薬開発ではキナーゼ阻害剤の開発が進んできた一方で、小分子化合物では標的としにくい
undruggableな転写因子などに対する薬剤開発は十分ではない。本研究をさらに進めることで、増幅遺伝子を直
接傷害することによって起こるゲノム構造変化を明らかにし、種々の増幅がん遺伝子を標的とした新しい治療法
開発につなげることができれば、個々の発がん原因を考慮した治療選択が可能となる個別化医療を日本から提案
できるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
あらゆる癌腫で c-myc や HER2 など様々ながん遺伝子の増幅が発がんの主因となることが知ら

れており、増幅遺伝子が形成する異常な染色体構造である double minutes（二重微小染色体）
は全がん症例の約 1.4%に認められることが報告されている。一方で、増幅遺伝子産物を直接標
的とする治療法の開発は困難なままである。その中で、がん細胞においてコピー数の増加が認め
られる遺伝子領域を標的とした CRISPR-Cas9 の処理により、G2 期で細胞周期が停止し、細胞増
殖が抑制されることが報告された。また、高濃度のハイドロキシ尿素で DNA 合成を阻害すると腫
瘍細胞において増幅遺伝子のコピー数が減少し細胞老化および増殖抑制を誘導することも報告
されている。それにもかかわらず、増幅遺伝子を標的とした薬剤開発は、がんドライバー遺伝子
異常の中でも点突然変異に比べ遅れている現状があった。例えば、小児がんの一つである神経芽
腫では ALK 活性化突然変異に対するキナーゼ阻害剤の開発が行われ臨床で検証されている一方
で、難治性の進行神経芽腫で増幅が認められる MYCN は以前から治療標的としての可能性が模索
されてきたが未だ臨床応用までの課題は多く、増幅遺伝子に対する画期的な治療法開発が必要
とされている。 
低分子化合物では標的としにくい undruggable な転写因子などに対する薬剤開発を目指して、

研究代表者らは遺伝子配列に選択的に結合する化合物であるピロール・イミダゾール・ポリアミ
ド (PIP)のがん治療への応用に取り組んできている。PIP はゲノム DNA の副溝において DNA 配列
に選択的に結合する性質をもち、直接生体内に投与でき、特別な送達技術を要さずに腫瘍に集積
する特徴をもつことから、DNA を標的とした薬剤開発への応用が期待されている化合物である。 
 

 
２．研究の目的 
 
PIP は DNA 塩基配列認識能に優れ、細胞に処理すると速やかに核内に集積する。その PIP にア

ルキル化剤であるインドール seco-CBI を結合し配列選択的アルキル化能をもたせることにより、
正常細胞に影響を与えることのない低用量で腫瘍内のがん細胞に特異的な遺伝子領域の DNA を
アルキル化することが可能となった。そこで研究代表者らはこれまでに難治性神経芽腫の 25%に
認められる MYCN 遺伝子増幅を例とし、増幅遺伝子領域に選択的に結合する PIP-seco-CBI（MYCN-
A3）により結合部位のゲノム構造を変化させ遺伝子発現を抑制し、かつアルキル化剤の効果によ
り細胞死を誘導するという治療戦略を検討してきた。その中で、MYCN および MET 遺伝子増幅ゲ
ノム領域で特異的な構造変化が起きていることを示す現象が観察され、その結果は CRISPR/Cas9
による増幅遺伝子選択的 DNA 傷害によって再現されたことから、増幅遺伝子領域を直接標的と
する治療戦略の可能性が示された。 
そこで本研究では、PIP-seco-CBI や CRISPR/Cas9 による遺伝子増幅領域における DNA 傷害が

もたらすゲノム構造変化について明らかにする（目的１）とともに、発がんに関連する他の増幅
遺伝子の同定（目的２）とそれに対する増幅遺伝子選択的 DNA 傷害の効果を検討し（目的３）、
増幅がん遺伝子を標的とした新しいがん治療法の開発につなげることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
目的１：増幅遺伝子選択的 DNA 傷害によるゲノム構造変化 
PIP-seco-CBI および CRISPR/Cas9 によるゲノム構造の変化を明らかとするため、増幅 MET 遺

伝子の遺伝子増幅領域における DNA 傷害の影響について CRISPR/Cas9 を用いた検討を行った。
WST アッセイや ATP アッセイにより細胞生存率を調べるとともに、RT-qPCR や Western blot に
より遺伝子発現への効果を検討した。増幅領域における DNA 傷害部位は FISH 法により観察する
とともに、集積するタンパク質の有無を ChIP-qPCR により調べた。また、DNA 損傷応答関連タン
パク質に対する阻害剤と PIP-seco-CBI の併用効果について、in vitro および in vivo 実験によ
り検討した。 
 
目的２：標的化が可能な増幅遺伝子の同定 
ALK 遺伝子などの増幅が認められる細胞株を用いて、増幅遺伝子に選択的に結合する PIP-

seco-CBI を合成し、DNA 傷害がもたらす影響を発現解析、FISH 法などにより検討した。ALK 遺伝
子については増幅陽性の細胞株が限られるため十分な検討ができないことが予想された。そこ
で神経芽腫において認められる点突然変異も対象に含め、ALK 遺伝子異常が神経芽腫において
PIP-seco-CBI の標的となるかどうかについて検討した。 
 
目的３：増幅遺伝子選択的 PIP-seco-CBI の合成および薬理解析 



標的化が可能である増幅遺伝子に配列選択的に結合する PIP-seco-CBI の設計・合成を行った。
PIP-seco-CBI の DNA 配列選択的結合およびアルキル化について表面プラズモン共鳴（SPR）法、
DNA 熱安定性解析および high-resolution denaturing PAGE 法により検討した。細胞で細胞増殖
抑制効果および増幅遺伝子の傷害効果が認められた化合物については、さらに担がんマウスモ
デルによる抗腫瘍効果の評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
目的１：増幅遺伝子選択的 DNA 傷害によるゲノム構造変化 
MET 遺伝子増幅陽性の胃がん由来 MKN45 細胞において、MET 遺伝子内の異なる 2 か所に設計し

た CRISPR/Cas9 を導入したところ、いずれの crRNA においても細胞死の誘導が観察された。そこ
で MET 遺伝子に標的配列を持つ PIP-seco-CBI を MKN45 細胞に処理したところ、細胞死誘導およ
び MET 遺伝子の発現抑制が確認された。細胞死が誘導されるよりも低い濃度の実験条件下にお
いて MET 遺伝子領域におけるゲノム DNA を FISH 法により観察したところ、FISH プローブシグナ
ルの減弱が確認された。これらの結果から、MET 遺伝子増幅ゲノム領域選択的に DNA 傷害を誘導
することにより、MYCN 遺伝子の場合と同様にプローブの結合が抑制されるようなゲノム構造変
化が惹起され、遺伝子発現の抑制と細胞死の誘導につながることが示唆された。 
PIP-seco-CBI によるゲノム DNA における変化をさらに明らかとするため ChIP-qPCR を行い、ゲ

ノム傷害部位において集積するタンパク質について検討した。その結果、神経芽腫細胞の増幅
MYCN 遺伝子の PIP-seco-CBI アルキル化部位において DNA 損傷応答（DDR）に関連するタンパク
質の集積が確認される一方で、γH2AX も観察された。この結果から増幅遺伝子において DNA 修
復反応は惹起されているが、DNA 損傷が蓄積している状態が示唆された。そこで、PIP-seco-CBI
化合物と DDR 関連タンパク質の阻害剤との併用効果について検討したところ、MYCN 増幅神経芽
腫細胞には PARP 阻害剤との併用効果を示す細胞群と ATR 阻害剤との併用効果を示す細胞群が存
在することが分かってきた。実際、神経芽腫細胞を用いた xenograft モデルにおいて投与実験を
行った結果、ATR 阻害剤との併用により PIP-seco-CBI 化合物の抗腫瘍効果が増強されることが
明らかとなった。本研究により増幅遺伝子を原因とする腫瘍に対する新しい治療戦略を立てる
上で重要な知見が得られた。 
 
目的２：標的化が可能な増幅遺伝子の同定 
MYCN 遺伝子の増幅が知られている神

経芽腫においては、受容体型チロシンキ
ナーゼである ALK 遺伝子も増幅により
発がんに関わることが報告されている。
そこで、ALK 遺伝子に標的配列を持つ
PIP-seco-CBI を合成し、ALK 遺伝子増幅
陽性細胞においてその効果を検討した。
その結果、細胞増殖抑制効果が観察さ
れ、ALK 遺伝子発現の抑制が確認された
（図 1，2）。ALK 遺伝子に対する FISH 法
による観察では FISH シグナルの減弱が
認められたことから、これらの結果から
ALK 遺伝子についても標的化できる可
能性が示された。 
一方、遺伝子増幅モデル構築の一環と

して、がん患者由来細胞株における増幅
遺伝子の有無について qPCR 法および
FISH 法により検討し、研究資源の確保
を進めてきた。その中で以前細胞株を用
いた検討により標的となることを確認
した MET 遺伝子について、増幅陽性子宮
頸がん由来細胞を取得した。この細胞を
用いて MET 標的化合物の効果について
検討を行ったところ、細胞死誘導や遺伝
子発現の抑制を確認したことから、今後
もこの細胞を用いて MET 遺伝子増幅に
対する研究を進める予定である。 
 
 
 
 

図 1. ALK 遺伝子増幅神経芽腫細胞である NB-39-nu および
NB-1 細胞を化合物(CCC-002 および CCC-001)または ALK 阻
害薬(クリゾチニブおよびアレクチニブ)で 72 時間処理した。 IC50 は
WST アッセイの結果より算出した。ALK 増幅細胞における化合物の
増殖抑制効果は ALK 阻害薬よりも高い。 

図 2. ALK 増幅陽性 NB-39-nu 細胞を 24 時間化合物で処理
し、ALK 発現量およびリン酸化 ALK を検討した。PIP 化合物は
ALK 増幅細胞における ALK の発現を抑制する（矢印）。 



目的３：増幅遺伝子選択的 PIP-seco-CBI の合成および薬理解析 
ALK 遺伝子異常のある神経芽腫細胞において PIP-seco-CBI 化合物による標的化を検討するた

め、神経芽腫において頻度が高く悪性度も高い遺伝子異常である F1174L 変異に着目し、F1174L
変異標的化合物を設計・合成した。配列選択的な結合について明らかとするためにミスマッチ化
合物も合成し、変異配列をもつオリゴ DNA を用いた SPR 法により比較検討したところ、ALK 標的
化合物はミスマッチ化合物に比べ ALK 変異配列遺伝子に対する解離定数が低く、配列選択的結
合能が高いことが確認された。さらに、ALK 変異配列への結合後に配列選択的に DNA アルキル化
が起きているかどうかについて、high-resolution denaturing PAGE 法により検討した。その結
果、ALK 遺伝子配列を持つオリゴ DNA に対して ALK 遺伝子標的 PIP-seco-CBI 化合物は結合部位
のアデニン塩基における DNA 切断を起こすことが示された。SPR 法の結果と併せて、この化合物
は ALK 遺伝子配列に選択的に結合し、化合物設計で標的としたアデニン塩基に対してアルキル
化を起こすことが明らかとなった。この化合物の抗腫瘍効果を確認するため神経芽腫由来細胞
を用いた担がんマウスにおける投与試験を行ったところ、投与による副作用は認めず、腫瘍増殖
を有意に抑制する結果となった。以上の結果から ALK 遺伝子異常についても PIP-seco-CBI 化合
物による標的化が可能であることが示された。 
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