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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナンセンス変異を読み飛ばす活性をもつ合成ネガマイシン誘導体群から、p53
遺伝子のナンセンス変異に効果を発揮するリードスルー化合物TCP-169を見出した。p53 nullのヒト肺腺癌由来Calu-6
細胞に対し、TCP-169は明確な細胞増殖抑制活性を示した。また、ウエスタンブロットにより、Calu-6細胞におけるp53
のタンパク質再発現が確認され、更にMDM2阻害剤ナトリン-3や小胞輸送阻害剤ブレフェルジンAの共投与により細胞増
殖抑制活性が有意に増強された。一方で、p53再発現活性以外に、TCP-169が有する細胞増殖抑制機構の存在が示唆され
たことで、今後の解明に期待が寄せられる。

研究成果の概要（英文）：In this research, TCP-169, which is a synthetic derivative based on 
(+)-negamycin, a dipeptidic antibiotic, significantly suppressed the proliferation of Calu-6 cells caused 
by nonsense mutation of TP53. This activity based on readthrough of nonsense mutation was significantly 
enhanced by the co-treatment of nutlin-3 or brefeldin A, which are a MDM-2 inhibitor or an intracellular 
protein transport inhibitor, respectively. Additionally, p53 protein re-expression in TCP-169-treated 
Calu-6 cell (p53 null) was confirmed by western blotting. On the other hand, this study suggested that 
TCP-169 might possess another function against cell proliferation in the cell except for accelerating 
re-production of p53 protein. Therefore, elucidation of the detailed anti-proliferative mechanism of 
TCP-169 is expected in the future work.

研究分野：生体機能化学

キーワード： リードスルー
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 癌抑制タンパク質	
 p53	
 の遺伝子中で起こ
るナンセンス変異は、ヒトで発生する癌の	
 
50	
 %	
 以上は	
 p53	
 の変異によるものであり、
そのうち	
 8	
 %	
 がナンセンス変異に起因す
る。TP53 遺伝子で見られるナンセンス変異
の中で、コドン 196 および 213 の変異はそ
れぞれ全体の 12%、15%を占める。これらの
ナンセンス変異を読み飛ばして完全長の	
 
p53	
 タンパク質を発現（リードスルー）でき
れば、比較的多くの患者を対象としたナンセ
ンス変異癌に対する新規治療法を開拓でき
る可能性がある。	
 
	
 そこで、リードスルーを促進させる化合物
として比較的低毒性のジペプチド型抗生物
質ネガマイシンに着目した[1]（図１）。当研
究室では既に、デュシェンヌ型筋ジストロフ
ィー発症の原因であるジストロフィンのナ
ンセンス変異に対して高いリードスルー促
進活性を示す誘導体（TCP-126、TCP-112 等）
[2]を複数獲得していた（図１）。	
 

	
 

図１．ネガマイシンおよびその誘導体の構造	
 
	
 
	
 ネガマイシン及びその誘導体以外のリー
ドスルー促進化合物として、アミノグリコシ
ド系抗生物質ゲンタマイシン（GM）および	
 
G418	
 などが古くから知られており、2011 年
に、これらの抗生物質が p53	
 遺伝子中にナン
センス変異を有する癌細胞に対して作用し	
 
mRNA	
 発現量及び	
 p53	
 タンパク質発現量を
増大させる活性を有することが報告された	
 
[3]。また最近では、安全性が確立されてい
るアミノグリコシド系抗生物質アルベカシ
ン（ABK）にリードスルー促進作用が見出さ
れている。しかしながら、これらはいずれも
抗生物質としての薬理活性を存分に有して
おり、抗癌剤としての使用を考慮すると、副
作用の発現が大いに懸念される。一方で、当
研究室が保有する合成ネガマイシン誘導体
のほとんどは抗菌活性を示さない[2,4]こと
から、薬効分離の観点から	
 ABK	
 などの抗生
物質に比べてメリットがある。	
 
	
 

２．研究の目的	
 
	
 本研究では、合成ネガマイシン誘導体を基
に、p53	
 null の癌細胞における p53 タンパク
質再発現のための強力なリードスルー促進
活性を有し、低毒性で抗癌活性を発揮する
（リードスルー抗癌剤）の創出を目指す。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）細胞増殖抑制活性評価と p53 再発現解
析：	
 	
 
	
 細胞増殖抑制活性評価において、ヒト肺腺
癌由来	
 Calu-6	
 細胞（R196X）を、対照とし
てヒト肺腺癌由来	
 A549	
 細胞（wt	
 p53 発現）
あるいはアフリカミドリザル腎臓由来 COS-7
細胞を用い、それぞれ 5000	
 cells/well で 96
穴プレートに播種し、24 時間培養後、各リー
ドスルー化合物を任意の濃度で添加した。ナ
トリン-3（10	
 µM）、ブレフェルジン A（10	
 nM）、
Z-VAD-FMK（10,	
 50	
 µM）をそれぞれ共投与す
る場合は、リードスルー化合物と同時に添加
した。48 時間培養後、WST-1 試薬を用いて生
細胞数を測定、あるいはウエスタンブロット
により p53 タンパク質の発現を解析した。	
 
	
 
（２）機能解析：	
 	
 
	
 レポーターアッセイにおいて、96 穴プレー
トに Calu-6	
 細胞を 5000	
 cells/well で播種
し、24 時間培養後、p53 応答性レポータープ
ラ ス ミ ド （ pGL4.38[luc2P/p53RE/Hygro],	
 
Promega）およびコントロールベクター
（pGL4.74[hRluc/TK],	
 Promega）をトランス
フェクションした。24 時間培養後、TCP-169
を任意の濃度にて添加し、4 時間培養後のレ
ポーター活性に基づく発光シグナルをルミ
ノメーターで測定した。カスパーゼ-3 活性測
定において、96 穴プレートに Calu-6	
 細胞を
5000	
 cells/well で播種し、24 時間培養後、
TCP-169 を任意の濃度で添加し、4 時間培養
後のカスパーゼ活性に基づく発光シグナル
をルミノメーターで測定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）リードスルー抗癌剤候補 TCP-169 の獲
得：	
 	
 
	
 p53 の N 末端から 196 番目のコドンに TGA
のナンセンス変異を有する Calu-6 細胞
（R196X）を用い、２２種の合成ネガマイシ
ン誘導体の細胞増殖抑制活性を評価した。そ
の結果、図１に示すネガマイシンおよび
TCP-126、TCP-112 は 200	
 µM の濃度において
全く活性を示さなかった。一方で、TCP-112
の右翼カルボン酸をエステル型としたプロ
ドラッグ体（TCP-169、TCP-182 等、図２）[4]
が、顕著な細胞増殖抑制活性を示す傾向があ
ることを先ず見出した。その中でも、TCP-169
（TCP-112 の o-ブロモベンジルエステル型プ
ロドラッグ）が最も高い細胞増殖抑制活性を
示すことを明らかとした（図３）。加えて、
TCP-169 の濃度依存性についても評価し、50	
 
µM の濃度においても顕著な細胞増殖抑制活
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性が観察された。以上の検討にて得られた構
造活性相関は、別途これまでに得ていたジス
トロフィン遺伝子中のナンセンス変異（デュ
シェンヌ型筋ジストロフィー発症原因）を標
的としたリードスルー活性評価の結果[4]と
培養細胞レベルで良く一致した。	
 
	
 次に、陰性対照細胞の増殖に対する検討を
実施した。まず、野生型 p53 を発現する A549
細胞に対する各種合成ネガマイシン誘導体
の細胞増殖抑制活性を評価した。その結果、
TCP-169 をはじめとする高いリードスルー活
性を示す誘導体群において若干の細胞増殖
抑制活性が認められた。A549 細胞は、LKB1
癌抑制遺伝子にナンセンス変異を有してお
り、本変異に対するリードスルーが起こった
ことにより、上述のような増殖抑制が認めら
れたものと考えられた。ゆえに、本細胞は陰
性対照として適さないことが明らかとなっ
た。そこで、当研究室にて、別途、ジストロ
フィン遺伝子中のナンセンス変異を標的と
したリードスルー活性評価に用いている
COS-7 細胞にて同様の評価を実施した。その
結果、TCP-169 は顕著な細胞増殖抑制活性を
示さなかったため、COS-7 細胞を本評価系の
陰性対照細胞とした。ネガマイシン、TCP-112、
TCP-182、G418 についても、COS-7 細胞の増
殖にはほとんど影響を与えなかった。	
 
	
 

図２．TCP-169 及び TCP-182 の構造	
 
	
 

図３．Calu-6 細胞に対する増殖抑制活性評価
（化合物濃度：200	
 µM；n	
 =	
 3）	
 

	
 
	
 TCP-169 のリードスルー活性を裏付ける一
環として、Calu-6 細胞における TCP-169 の
p53 再発現活性を評価するために、ウエスタ
ンブロットを行った（コントロールとして野
生型 p53 を発現する A549 細胞を用いた）。そ

の結果、300	
 µM の TCP-169 を添加した場合に
p53 の薄いバンドが検出され、1	
 mM の濃度で
は明確なバンドが検出された。したがって、
TCP-169 は p53 遺伝子中のナンセンス変異に
対するリードスルー活性を示し、p53 タンパ
ク質の再発現を促していることが明らかと
なった。ただし、A549 細胞における p53 タン
パク質発現量と比較すると非常に少なく、明
確なバンド検出のために比較的高濃度の
TCP-169 を要していることから、そのリード
スルー効率は非常に低いものであると考え
られる。	
 
	
 これまでは、アミノグリコシド系抗生物質
（ゲンタマイシン、G418）に p53 の再発現活
性が認められる報告[3]があったが、その毒
性の強さから臨床への応用には向いていな
いことが問題であった。それに対して、本研
究で用いているネガマイシン誘導体群は、そ
れらに比べて低毒性であり、また抗菌活性を
ほとんど示さず、実用性の点で優位であるた
め、詳細な分子機能解析を実施する価値があ
るものと考えられた。	
 
	
 
（２）再発現 p53 機能の増強：	
 	
 
	
 TCP-169によりCalu-6細胞内で再発現した
p53 が機能的であるかを検証した。まず、機
能強化に資する試薬としてナトリン-3 を共
投与し、細胞増殖抑制活性が向上するか評価
した。尚、ナトリン-3 は p53 タンパク質の分
解に関わる MDM-2 の阻害剤（p53	
 stabilizer）
であり、p53 の寿命を伸ばすことでその機能
の強化が図れる[5]。図４に示すように、
Calu-6 細胞が p53 を発現していない状態
（TCP-169 非添加）ではナトリン-3（10	
 µM）
はその細胞増殖に影響をあたえないが、
TCP-169 の存在下ナトリン-3添加によりその
細胞増殖抑制活性が有意に増強される結果
が得られた。また、ナトリン-3 のみでは細胞
増殖に影響を与えなかった。	
 
	
 

図４．ナトリン-3 併用による TCP-169 の
Calu-6 細胞増殖抑制活性の強化（n	
 =	
 3）	
 
	
 
	
 同様にして、TCP-169 の細胞増殖抑制活性
の有意な増強は、ブレフェルジン A（10	
 nM）
の添加によっても観察された。小胞輸送阻害
剤であるブレフェルジン Aで処理された細胞
では、ストレス応答により p53 タンパク質発
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現が促進されることが知られている[6]。ナ
トリン-3 と同様、ブレフェルジン A単独では
Calu-6 細胞の増殖に影響を及ぼさなかった。	
 
	
 以上の結果より、TCP-169 のリードスルー
活性に基づいて再発現した p53 タンパク質が
機能的に働くことで、Calu-6 細胞の増殖が抑
制されたものと考えられた。	
 
	
 一方で、p53 応答性レポータープラスミド
を用いたレポーターアッセイにおいては、
TCP-169 処理によるレポーター活性の有意な
増強は認められなかった。また、カスパーゼ
-3 の活性化、アポトーシス阻害剤 Z-VAD-FMK
共投与によるアポトーシス経路活性化の評
価についても、同様にして TCP-169 処理によ
る有意なアポトーシス活性化は認められな
かった。これらの結果は、図３および４にお
いて 200	
 µM の TCP-169 が示した細胞増殖抑
制活性は、p53 再発現以外のメカニズムによ
っても誘起されている可能性を示唆するも
のと考えられ、タンパク質合成系への影響を
含めた詳細な分子機構の解明が今後期待さ
れるものである。	
 
	
 以上の成果より、本研究において p53	
 null	
 
のヒト肺腺癌由来 Calu-6 細胞に対して顕著
な細胞増殖抑制活性を示すリードスルー促
進化合物 TCP-169 の獲得に成功した。TCP-169
処理された Calu-6 細胞において、そのリー
ドスルー促進活性に基づく p53 タンパク質の
再発現が確認され、p53	
 stabilizer であるナ
トリン-3 あるいは小胞輸送阻害剤ブレフェ
ルジン Aの共投与によりその細胞増殖抑制活
性が増強された。よって、TCP-169 は、抗菌
活性をもたないリードスルー抗癌剤として、
更なる作用機構の解明とともに発展してく
ことが今後期待されるものである。	
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