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研究成果の概要（和文）：  

 特異的な遺伝子制御法は、がん治療分野において有望な試みである。N-メチルピロール(Py)-N-
メチルイミダゾール(Im)ポリアミドは DNA マイナーグルーブに特異的に結合する小分子であり、
我々は、標的塩基配列と選択的に反応する様々なアルキル化能を持ったポリアミドの設計と合
成を進めた。その結果として、配列特異的アルキル化反応による遺伝子制御効果やヒト培養癌
細胞における強い細胞増殖阻害活性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Direct regulation of the expression level of a specific gene will provide a promising approach for 
cancer therapy. N-Methylpyrrole (Py) and N-methylimidazole (Im) polyamides are a new type of 
small molecules that precisely bind to the minor groove of the DNA duplex in a sequence-specific 
fashion. We designed and synthesized a series of sequence-specific alkylating Py-Im polyamide 
conjugates that selectively alkylate taget DNA sequences. We have demonstrated that 
sequence-specific alkylating agents possess gene-silencing activities and a promising potency 
against human cancer cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんや遺伝病、老化などの克服のため一番
必要とされる新技術は、細胞内に存在する遺
伝子の発現を阻害・制御する方法論であり、
がんやエイズや遺伝病などの難病治療はも
ちろんのこと、糖尿病や動脈硬化などの生活

習慣病の治療を目指した遺伝子治療薬の開
発が当時盛んに研究されていた。 
 米国では、これらに関連するバイオベンチ
ャー企業がすでに多数出現していたが、日本
国内ではまだその数は少なかった。 
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２．研究の目的 
 本研究は、第一としてこれまでの「がん」
の分子生物学的研究から解明された重要な
遺伝子配列、例えば、TGF-βなどのプロモー
ター領域を配列選択的にアルキル化するこ
とにより、特定遺伝子発現の阻害や制御を試
みることである。 
 第二に、優れた塩基配列特異的アルキル化
能を有するピロール(Py)-イミダゾール(Im)
ポリアミドを用いて各種がん細胞に対する
抗細胞増殖活性と配列特異性の相関を検討
する。 
 第三に、コンビナトリアルケミストリーの
手法を用いて、可能な組み合わせの塩基配列
を全て認識できるアルキル化 Py-Imポリアミ
ドのプールを一挙に合成し、その中から遺伝
子発現や細胞周期の調節を可能にする新し
いタイプの抗癌剤を抽出する。 
 これらの知見を統合することにより、標的
となりうる重要遺伝子を決定し、各種がん細
胞特有の DNA中の特定配列を分子標的とする、
副作用を低減したテーラーメードの抗がん
剤の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
全年度を通しての達成すべき研究目標とし
て大きく以下の 3つを設定した。 
(1)がんの分子生物学的な知見に基づいた標
的遺伝子配列の設定とその特異的結合分子
の合成。 
(2)コンビナトリアルな固相合成法による効
率的な供給法の確立。 
(3) 抗がん剤等の医薬品として有望な候補
化合物の選出。 
 

 
 実際に、標的とする遺伝子配列を設定し、
配列認識能を有するピロール(Py)-イミダ
ゾール(Im)ポリアミド分子の機能評価（研
究代表者）と合成（研究分担者）を行った。 
 特に、遺伝子発現制御におけるメカニズ
ムを DNA シークエンサー、RT-PCR 等を用い
て解析することで、がん細胞の細胞増殖阻

害能や正常遺伝子に対する効果を詳細に調
べた。 
 加えて、様々な特定遺伝子配列を標的とす
る Py-Im ポリアミドを合成し、試験管内蛋白
合成系に加え、遺伝子発現の制御能を評価し
た。同時に、それを培養細胞にも投与し、標
的とした遺伝子の発現が抑えられるかにつ
いて、RT-PCR を用いて解析を進めた。 
 
４．研究成果 
 本研究において、我々は DNA 塩基配列特異
的アルキル化能を有するピロール(Py)-イミ
ダゾール(Im)ポリアミドを活用した癌細胞
特異的な抗がん剤の開発を目指した。 
 Py-Im ポリアミドの研究の進展により得ら
れた化学的、生物学的成果を論文にまとめて
いる。以下に主な研究成果を列記する。 

5'-A G G C C T-3'

3'-T C C G G A-5'

O

N

N

CH3

H
N

O

N
CH3

H
N

　 二本鎖DNA構造に対して

塩基認識可能な人工機能分子

: :

 

(1) Py-Im ポリアミドの標的配列特異性 
 Py-Im ポリアミドは、分子内の Pyと Im の配
置によって任意に塩基配列特異性を付与す
ることが可能であり、細胞内生理条件下での
高い安定性、良好な細胞・核膜透過性が確認
された。また、ペプチド固相合成機を活用す
る効率的な Py-Im ポリアミドの Fmoc 固相合
成法を確立することに成功した。 
 機能分子設計の検討と機能評価を進めた
結果、最大 9塩基対配列に対する効率的なア
ルキル化 Py-Imポリアミドの設計と機能評価
に成功した。また、bcr-abl 転座配列、Aurora 
kinase プロモーター配列や、ヒトテロメア配
列、CAG 繰返配列などを標的配列として認識
する Py-Im ポリアミドの設計・合成にも成功
し、それらの生物化学的機能評価により得ら

コンビナトリアル合成による
ライブラリーの構築

標的遺伝子配列の設定

コンビナトリアルアッセイによる
細胞系でのスクリーニング

遺伝子発現制御の
メカニズムの解明

遺伝子レベルでの
作用メカニズム解析 有望な候補化合物の選出

動物実験、臨床試験

DNA塩基配列を 標的と した分子標的薬の開発



 

 

れた多くの研究成果を報告した。 
 
(2)ヒト培養がん細胞系に対する影響 
 アルキル化 Py-Im ポリアミドを用いて、配
列認識能の違いによる遺伝子発現の抑制と
細胞増殖阻害活性に変化が現れることを確
認した。実際に、ヒトがん細胞スクリーニン
グパネル評価を進めて、様々な異なる配列特
異性をもつアルキル化ポリアミド間に、配列
特異性の差異に由来する細胞増殖阻害活性
の差を観察することができた。 
 
(3)特定遺伝子発現制御に関する評価 
 Py-Im ポリアミドの様々な培養がん細胞に
対する遺伝子発現に対する効果を RT-PCR に
よって解析し、塩基配列認識能の違いによる
遺伝子発現の抑制と活性化に変化が現れる
ことを確認した。特に、TGF-βや p16 のプロ
モーター配列近傍を標的配列として認識す
る Py-Imポリアミドの生物化学的機能評価に
より得られた研究成果を報告した。 
 
(4)ラットを用いた動物実験評価 
 TGF-β遺伝子を標的とした Py-Im ポリアミ
ドを腎疾患型ラットに用いて、生体中の
TGF-β遺伝子発現に与える抑制効果と腎疾患
に対する治療効果の相関性の評価を進めた。
その結果を論文として報告した。 
 

 本研究の進展により、アデニン N3 位特異
的アルキル化能や HDAC 阻害活性を有する
Py-Im ポリアミドを、マウスに対する実験に
向けて合成供給することが可能になった。同
時に、bcr-abl 転座配列などの特定 DNA 塩基
配列を標的とする効率的な Py-Imポリアミド
の様々な誘導体化や分子設計の改良を進め
ている。本研究からの更なる発展を目指して、
機能性 Py-Imポリアミドによる癌関連遺伝子
の制御技術を確立することにより、目的のヒ
ト癌細胞特異的に作用する薬剤としての可
能性を追求している。 
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