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研究成果の概要（和文）： 

N-メチルピロール (P)、N-メチルイミダゾール (I)を基本単位として構成される PI ポリ
アミドへ DNA アルキル化分子を融合させた分子を合成し、テロメア長や細胞増殖に対す
る影響を評価した。さらに、従来のアルキル化部位 CBI を、chlorambucil へ変更・改良
した分子も開発し、同様に評価を行った。テロメアを標的とする PI ポリアミドでは、テ
ロメアリピート約 2 回分に相当する 11 塩基対認識も達成し、従来の CBI 型に比べても遜
色のないアルキル化能を示した一方で、CBI 型と比較すると細胞毒性は低めであり、アル
キル化によるテロメア長変化の様子をより評価しやすくなったと言える。以上の分子改良
により、細胞毒性にマスクされないレベルでの評価が容易になった事が予想される。今後、
これら分子によるテロメア長短縮効果や、遺伝子発現抑制効果の表面化が期待できる。 
研究成果の概要（英文）： 

We designed and synthesized alkylating N-methylpyrrole-N-methylimidazole (PI) 
polyamide conjugates. The effects on telomere shortening and growth inhibition were 
investigated using human cancer cell lines. In addition, we modified the DNA 
alkylating moiety CBI to the chlorambucil, which are easier to synthesize from 
commercially available components. The sequence-specific DNA alkylations by the 
chlorambucil conjugates were observed, which were as efficient as their of the CBI 
conjugates. The chlorambucil conjugates recognized 11 bp of telomere sequence 
specifically. However, the growth inhibiting activities were relatively reduced 
compared with CBI conjugates. Thus, these low-toxic and highly efficient DNA 
alkylating molecules should be more useful for investigation of their gene regulating 
activities and study of DNA-damage responses. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者の所属する京都大学 大学院 理学

研究科 化学専攻 生物化学研究室（杉山弘 
教授）では、最新の有機合成化学を駆使して、
DNA 塩基配列認識ユニットを有する PI ポ
リアミドに、抗生物質由来の DNA アルキル
化能を付与することに成功し、これまでに認
識配列を自在に設計することが可能な配列
特異的アルキル化剤を開発している。これら
分子による塩基配列特異的アルキル化能を
活用して、ガン細胞特異的な抗ガン剤の開発
を進める一方、特定塩基配列に対する DNA
アルキル化反応が引き起こす遺伝子サイレ
ンシング効果についても報告している。 

 
２．研究の目的 

本研究ではこれら配列特異的 DNA アルキ
ル化分子に関する効果に関し、特にテロメア
配列やガン特異的遺伝子配列を標的として、
さらなる分子細胞生物学的な解析を進める。 

現在抗ガン剤として使用されている DNA
アルキル化剤は、ガン細胞に加えて、増殖中
の正常細胞もすべて標的となるため、Py-Im
ポリアミドを応用した小分子を用いて、ガン
細胞へ特異的に攻撃できる薬剤を開発し、こ
れら悪性遺伝子の発現抑制や、がん細胞増殖
の停止を誘導させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 PI ポリアミドの合成は、固相合成法によっ
ておこなった。固相合成によって得られた PI
ポリアミドは、液相合成にてアルキル化分子
と接合させ、最終的な目的化合物を生成させ
た。これら全ての合成方法は、既に確立され
ている手法である。 
 標的とする細胞内 DNA の配列は、テロメア
配列、慢性白血病由来細胞特有の遺伝子であ
る BCR-ABL の融合領域、ガン細胞中に高発現
が認められるヒストン H4C 等である。 
 細胞増殖に及ぼす影響の調査には、WST-8 を
用い、標的遺伝子の発現量の定量にはリアル
タイム PCR 法を用いた。また、DNA のアルキ
ル化能力と配列選択性の調査には、テキサス
レッド標識された 2本鎖 DNA を用いて試験管
内で PI ポリアミドと反応させた後、変性ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動によって視
覚化をおこなった。 
 
４．研究成果 
① テロメア標的 PI ポリアミド 
我々は PI ポリアミドに、インドールリンカ
ーを介して DNA アルキル化部位を有する
seco-CBI をカップリングすることにより、

DNA の配列特異的アルキル化能を有するコ
ンジュゲートを数多く合成し、最近ではヘテ
ロ分子複合体を形成して協同的に配列特異
的アルキル化を誘導する方法を確立した。  
本研究では、ヘテロダイマー型のアルキル

化剤設計でテロメア配列を狙うことを試み
たが、反応性が乏しかった。そこで次に、ヘ
テロトリマー型でのアルキル化を検討した。
その結果、反応性の上昇が見られ、同時に 11 
塩基対の認識も達成していることが明らか
となった。ガン細胞への細胞毒性についても、
パートナー分子を共存させる（ヘテロトリマ
ー状態）が最も強かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. CBI 型テロメア標的 PI ポリアミド 
 
そこで、CBI 型のテロメア標的 PI ポリアミ

ドによるテロメア長縮小効果を調べたが、細
胞毒性の影響の方が強く、テロメア短縮が見
られるより先に、しばしば細胞が死滅してし
まった。このため、アルキル化部分の改良を
おこなった結果、chlorambucil 型の分子が
良い候補であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. chlorambucil 型テロメア標的 PI ポリ
アミド 
 
 今後、chlorambucil 型の分子によるテロメ
ア長への影響を調査してゆく。 
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② ガン遺伝子標的 PI ポリアミド 
 先に述べた通り、最近までに我々は DNA ア
ルキル化ユニットについて、CBI 型と
chlorambucil 型の 2 種類を開発している。ど
ちらに優劣があるのかは、現在検討を進めて
いる最中である。現在までの知見としては、
試験管内での DNA アルキル化能力に関して
は、CBI 型と chlorambucil 型の間に大きな
差は認められない。しかしながら、細胞毒性
に関しては、CBI 型のほうがより強いという
傾向が強い。そのため、細胞毒性にマスクさ
れ て し ま う こ と を 回 避 し た い 系 に は
chlorambucil 型を使用する方が良いという
点が示唆される。逆に、抗ガン剤などへ直接
応用する際には、より毒性の強い CBI 型の方
が優れているかも知れない。そこで我々は、
ガン細胞に多く発現が認められるヒストン
H4c を標的とする CBI 型、chlorambucil 型
の PI ポリアミドを合成し、各々の細胞毒性
についてヒト白血病由来細胞 K562 を用いて
評価したところ、やはり CBI 型ポリアミドの
方が抗ガン活性は高い結果が得られた。CBI
型ポリアミドで処理した K562 細胞に関して
は、細胞周期解析や DNA マイクロアレイに
よる診断で、ヒストン H4c 遺伝子発現の低下
が影響していることも一因となっているこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ヒストン H4c 標的 PI ポリアミド 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ヒストンH4c標的PIポリアミドの細胞
増殖阻害活性 
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