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研究成果の概要（和文）：ヒトテロメラーゼ転写酵素（hTERT）をコードするDNAの遺伝子配列に結合し発現を抑
える遺伝子治療薬であるCCC-030はhTERTが過剰発現している癌細胞に対し抗腫瘍効果を持つ。本研究では
CCC-030の更なる薬効の向上を狙い、アミノ基をCCC-030のN末端に有するNH2-CCC-030、γターンのα位に有する
αNH2-CCC-030、N末端及びα位の両方に有する２NH2-CCC-030の３つの誘導体を新規に合成し、その解析を行っ
た。その結果、3つの誘導体はDNAに対する結合力、細胞毒性、動物実験における抗腫瘍効果のいずれにおいても
優れた結果を示した。

研究成果の概要（英文）：CCC-030, a gene therapy drug that binds to the gene sequence of DNA encoding
 human telomerase transcriptase (hTERT) and suppresses its expression, has an antitumor effect of 
100-200 nM against cancer cells overexpressing hTERT. In this study, we aimed to further improve the
 efficacy of CCC-030. Three derivatives are novel: NH2-CCC-030 with an amino group at the N-terminus
 of CCC-030, αNH2-CCC-030 withα-position on γ-turn, and 2NH2-CCC-030 with both the N-terminus and
 α-position was synthesized. These three derivatives showed excellent results in terms of DNA 
binding power, cytotoxicity, and antitumor effect in animal experiments.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： PIポリアミド　hTERT　PIP-CBI　アミノ基

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は従来のタンパク質を標的とする抗がん剤とは異なり、癌に特異的な遺伝子配列そのものを標的とする
PIP-CBI治療薬に対し更に高い薬効を持たせることに成功した点で意義深い。今回の系では主にhTERTを標的とし
たPIP-CBIを用いたが、KRASやMIYの増幅配列を標的としたPIP-CBIなどにも応用が利き、未だ治療戦略が定まっ
ていない社会的に問題となっている難治性癌に対する強力な遺伝子治療薬を創薬出来る可能性を高めたと言え
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 

1．PIP-CBI による抗がん剤の開発 

Pyrrole-Imidazole Polyamide (PIP)は右図のよ

うに天然に存在する抗生物質デスタマイシン

やネトロプシンに由来するピロール（Py）と

イミダゾール（Im）及びそれらを連結する直

鎖アミノ酸が連なった人工有機分子である。

PIP は図 1 のように①分子内の Py と Im のペ

アを変えることで、二本鎖 DNA の標的塩基

配列に対する高い結合配列選択性を付与する

ことが可能②細胞投与後速やかに核移行し標

的 DNA に結合、③生体内において高い腫瘍

集積性を有するといったユニークな特徴を有

する。また PIP は通常のペプチドと同様に N

末端や C 末端、またアミノ酸の側鎖に様々な

機能性分子を導入することが可能であり、当研究グループではこの PIP を核内の標的 DNA

配列への送達分子として利用した PDC を多数合成し、その機能解析を行っている。特にア

ルキル化剤 CBI を PIP に付加した PIP-CBI が有望な抗がん剤になりうることを見出してい

る。例えば難治性の大腸がんや膵がんで多く見られる KRAS のコドン 12 の変異配列を認識

する PIP-CBI はこれらの変異を有するがん細胞に対し、培養細胞、担癌動物実験において腫

瘍の増殖抑制効果を示すことを報告し(Nat Commun. 2015, 27, 6, 6706)、近年では MYCN 遺

伝子を標的とする PIP-CBI 化合物、CCC-002 が MYCN 遺伝子の増幅変異を有する神経芽腫

に対して高い抗腫瘍効果を有することも報告した（Can Res. 2019, 15, 79, 4, 830）。 

2．PIP-CBI の誘導体の開発 

以上の研究背景から、PIP-CBI は有

望な抗がん剤になると考えられる

が、一方で化合物そのものの改変に

ついては未着手であった。PIP-CBI は

PIP 部位が標的 DNA の塩基配列を認

識し、副溝に水素結合によってはま

り込み足場を形成した後に CBI によ

って共有結合が形成され標的遺伝子

の発現を抑制するが、この PIP 部位

にアミノ基を導入することでアミノ

基の+電荷と DNA のリン酸部位の－

電荷による静電相互作用により DNA との結合力を大きく向上させることが報告されてい

る。そこで申請者は右図のような PIP-CBI の PIP 部位にアミノ基を導入することで迅速且つ

強固な PIP-DNA 結合による足場形成を促し、アルキル化の効率を向上させることが期待さ

れる PIP-CBI 誘導体の開発に取り組んだ。 

標的遺伝子としてテロメアの短縮を阻害し、がんの不死化を促すテロメラーゼの活性ユ

ニットである hTERT は 80-90％の癌で高発現し、その短縮は DNA 損傷応答、そしてアルキ



ル化剤 CBI による過度のゲノム不安定性は細胞のカタストロフを励起し、多くのがんに対

する治療法となる可能性が示唆される。そこでヒトの 5 番染色体上にコードされている

hTERT 遺伝子領域に 5 箇所結合するよう設計した hTERT 遺伝子標的化合物 CCC-030 合成

し、hTERT を高発現している 2 種類の乳がん細胞株 MCF7 および MDA-MB-231 を用いて

抗腫瘍評価を行った。その結果、hTERT 発現抑制には成功したが、IC50 は 200nM 程度であ

り既知の PIP-CBI 同様の数 nM という低い IC50 は得られなかった。これは適切な塩基配列

に設計出来ていないことが原因の一つであるが、このような塩基配列でも効果が有る誘導

体が必要とされる。そこで図 2 のように CCC-030 の N 末端にアミノ基を導入した NH2-

CCC-030、ターン部位であるγアミノ酪酸のα位に導入したαNH2-CCC-030、そして N 末

端およびα位の 2 箇所にアミノ基を導入した 2NH2-CCC-030 の 3 つの誘導体を合成し、

MCF-7 を用いた WST アッセイで誘導体の抗腫瘍評価を行った結果、IC50 は CCC-030=208 

nM に対し、誘導体では NH2-CCC-030=46.5nM,αNH2-CCC-030=50.1 nM, 2NH2-CCC-03＝

19.2 nM といずれも CCC-030 より 5 倍から 10 倍程強い細胞毒性が確認され(図 3)、MDA-

MB-231 でも同様であった。また CCC-030 および 3 種の誘導体全てにおいて標的 hTERT タ

ンパク質の発現抑制が確認された。 

以上の結果から、PIP-CBI にアミノ基を導入することは細胞毒性、標的タンパク質の発現

抑制をそれぞれ向上させることが示され、PIP-CBI 以上の抗がん剤と成り得る可能性が示唆

された。 

 

２．研究の目的 

上記の研究背景から、本研究では CCC-030 および 3 種の誘導体 NH2-CCC-030、NH2-CCC-

030、2NH2-CCC-030 の DNA との結合親和性や配列認識能、水溶性の比較など化学的物性を

解析し、更に正常細胞に対する毒性や動物実験による抗腫瘍活性の比較実験を行い PIP-CBI

を更に発展させた有効な抗がん剤開発の可能性を探求することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

①合成した化合物の疎水性を調べるため、それぞれの化合物の LogP 値を水オクタノール

分配法により測定し、アミノ基の導入による水溶性の変化を調べる。アセトニトリル：水=1：

4の溶媒中の各サンプルの保持時間を測定し、LogP値が既知の5種の標品、酢酸エチル（0.73）

アセトフェノン（1.58）、ベンゾニトリル（1.56）、インドール（2.14）、クルクミン（3.29）

より検量線を作成し CCC-030,NH2-CCC-030,aNH2-CCC-030,2NH2-CCC-030 の LogP を測定

する。 

②アミノ基の導入により、化合物と DNA の結合親和性がどの程度変化するかを SPR ア

ッセイにより測定する。化合物の C 末端のアルキル化部位 CBI を Dｐに置換した非結合型

の化合物 CCC-030-Dp、NH2-CCC-030-Dp、αNH2-CCC-030-Dp、2NH2-CCC-030-Dp をそれ

ぞれ合成し、化合物の結合配列を有するヘアピンオリゴが固定されたビアコアのチップ上

に滴下しそれぞれの化合物の結合解離定数 KD を測定する。 

③アミノ基による DNA の配列選択性が変化するのかをアクリルアミドゲル電気泳動

(PAGE)を行い配列認識能の評価する。化合物の結合配である TAGGAGGCA を含む 2 本鎖

DNA に化合物を加え 18 時間アルキル化反応を行い、反応後１M のピぺリジンを加え 95℃

で 20 分加熱することによりアルカリ加水分解を引き起こしアルキル化部位で DNA の断片

化が起こる。これを標品の DNA 断片と一緒に 20%アクリルアミドゲル電気泳動により切断



配列を判定する。 

 

④正常な細胞に対する細胞毒性の評価ヒト繊維芽細胞 HDF 及び乳腺上皮細胞 MCF-10a

に対する毒性を確認し癌細胞との毒性の比較を行う。4 種の化合物を正常なヒト線維芽細胞

HDF 及び乳腺上皮細胞 MCF-10 に投与し、IC50 を比較する。 

 

⑤動物実験における化合物の抗腫瘍効果の検討 

受精鶏卵の奨尿膜（CAM）を用いた動物実験における化合物の抗腫瘍効果を検討する。

hTERT が高発現している MCF7 はマウスに生着しにくく、適切な評価系の構築が困難であ

った。そこで当研究室で確立した CAM モデルの評価系で実験を行う。10 日間孵卵した受

精鶏卵に窓を開け、CAM に MCF7 を移植し 72 時間後に化合物を 0.3mg/kg ずつ投与し、更

に 72 時間後に腫瘍の大きさを比較する。 

４．研究成果 

①CCC-030,NH2-CCC-030,aNH2-CCC-030,2NH2-CCC-030 の水溶性の測定 

化合物の疎水度を示す LogP 値を測定するため、

酢酸エチル（0.73）アセトフェノン（1.58）、ベンゾ

ニトリル（1.56）、インドール（2.14）、クルクミン

（3.29）の 5 種の標品のアセトニトリル：水=1：4

の溶媒中の HPLC による保持時間(t)を測定し、検

量線を作成したところ、左図に示すような検量線 

LogP=0.0761t+0.577(R2=0.97) が得らえた。次に

CCC-030, NH2-CCC-030, aNH2-CCC-030, 2NH2-

CCC-030の保持時間を測定した結果、それぞれ 34.3

分、18.2 分、18.1 分及び 13.1 分であった。以上の

結果と検量線からそれぞれの LogP を測定すると

CCC-030＝3.19、NH2-CCC-030＝1.96、aNH2-CCC-

030＝1.95、2NH2-CCC-030＝1.57 が得られ、アミノ基の導入により大幅に水溶性が向上する

ことが示された。 

②SPR アッセイによる化合物の DNA への結合親和力 KD 値の測定 

ビアコアによりそれぞれ

の化合物の KD 値を測定し

た結果、CCC-030-Dp＝1.1×

10-7 M, NH2-CCC-030-Dp＝

6.3× 10-8 M,  aNH2-CCC-

030-Dp＝7.3×10-8 M, 2NH2-

CCC-030-Dp＝ 2.4× 10-8 M

となり、アミノ基を導入し

たことにより誘導体の結合

力は 2-5 倍程度強くなるこ

とが示された。 

 



③PAGE アッセイによる DNA

配列認識能の評価 

下図のようにCCC-030 及び３

つの誘導体の切断部位は全て

A18 のポジション 1 箇所のみで

あり、切断能の強さも CCC030

より誘導体の方が強い切断脳を

有する結果が示された。これに

よりアミノ基の導入による

DNA への非特異結合は否定さ

れ、更にアルキル化能が向上す

ることも示された。 

④正常な細胞に対する細胞毒性の評価 

4 種の化合物を正常な乳腺上皮細胞 MCF-10 及びヒト線維芽細胞 HDF に投与し、72 時間

後に IC50 を測定したところ、MCF-10 における IC50 は CCC-030 >1000 nM, NH2-CCC-030 

>1000 nM, αNH2-CCC-030 = 921 nM, 2NH2-CCC-030 = 423 nM, HDF における IC50 は CCC-

030 >1000 nM, NH2-CCC-030 >1000 nM, αNH2-CCC-030 > 1000 nM, 2NH2-CCC-030 = 525 nM

と乳癌細胞株である MCF-7 や MDA-MB-231 に比べ細胞毒性の大幅な低下が見られた。 

 

⑤CAM モデルにおける抗腫瘍効果の比較 

CAM に MCF7 を移植し 72 時間後に化合物を 0.3mg/kg ずつ投与し、更に 72 時間後に腫

瘍の大きさを比較したところ、CCC-030 ではあまり顕著な抗腫瘍効果は観測されなかった

が、NH2-CCC-030 及びαNH2-CCC-030 では腫瘍の縮小が観測され、2NH2-CCC-030 では顕

著な腫瘍の縮小が観測された。 

 

 

5．結語 

以上の結果から、hTERT を標的とする抗がん剤 CCC-030 に比べてアミノ基を導入した 3

種の誘導体 NH2-CCC-030、αNH2-CCC-030、2NH2-CCC-030 は水溶性が高く、標的 DNA 配

列に対し高い結合力や配列選択性を保持したまま強力なアルキル化能を有し、更に CAM モ

デルにおける強力な抗腫瘍効果を示し、アミノ基を導入することが PIP-CBI の抗がん剤の

開発に有用であることが示された。 
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