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研究成果の概要（和文）：グアニン四重鎖（G4）と呼ばれる高次核酸構造は、ゲノムの維持継承および機能発現
を様々なかたちで制御する。G4を認識して安定化するG4リガンドと呼ばれる化合物は、特定のがん細胞に対して
のみ、強い制がん効果を発揮する。本研究では、G4リガンドの作用機序としてDNA損傷の誘導のみならず、特定
タンパク質群の生合成の抑制を見出した。さらに、G4リガンドのがん細胞増殖抑制効果を増強する遺伝子変異を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：G-quadruplex (G4), a higher-order nucleic acid structure, regulates the 
genome maintenance and functions in various ways. Chemical compounds, called G4 ligands, which 
recognize and stabilize G4s, exert potent therapeutic effects only on specific ranges of cancer cell
 lines. In this study, we found that not only induction of DNA damage but also repression of 
biosynthesis of specific proteins work as the modes of action for G4 ligands. Furthermore, we 
identified genetic mutations that enhance the antiproliferative effects of G4 ligands on cancer 
cells.

研究分野： 腫瘍治療学

キーワード： グアニン四重鎖　がん　テロメア　薬物療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
個別化医療が進歩しつつある現代においては、優れた制がん活性を有する化合物が得られたとき、それが具体的
にどのような特徴をもったがんに有効であるのかを事前に予測する技術・手法が求められる。本研究では、有望
な創薬シーズであるG4リガンドの制がん作用機序を明らかにするとともに、有効性が期待できるがんの特徴の一
端を捉えることができた。これらの成果は、核酸の「かたち」を標的としたがん種横断的なプレシジョン医療に
繋がると期待される。

※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 
（１）グアニン四重鎖（四重鎖核酸）の安定化による制がん 
直鎖状染色体の末端に位置するテロメア DNAの反復配列 5′-(TTAGGG)n-3′は、生理的濃度の一
価イオン（K+もしくはNa+）の存在下において、グアニン四重鎖（G-quadruplex: G4）と呼ば
れる高次立体構造を形成する。G4 は、テロメア以外でも概ね(G2-4X1-7)4 を満たすグアニンリッ
チなゲノム塩基配列で形成され、ヘリカーゼなどの働きによって解消されると理解されている。
G4の解消不全は DNA複製や RNA転写の妨げとなり、また、ゲノム不安定性を誘起する。G4
は RNA でも形成され、タンパク質の翻訳にも影響を与えることが知られている（Wolfe et al. 
Nature, 2014; 研究代表者らの未発表データ）。一方、G4は細胞内の特異的なタンパク質によっ
て認識されることで、複製や転写をむしろ促進する例も報告されている。 
研究代表者らは、放線菌 Streptomyces anulatus 3533-SV4由来の G4安定化化合物（G4リ
ガンド）テロメスタチンおよびその合成誘導体類が、テロメアなどで複製ストレスや DNA損傷
を誘導し、神経膠芽腫の難治性の一因であるがん幹細胞を選択的に殺傷することを報告してき
た（Miyazaki et al. Clin Cancer Res, 2012; Nakamura et al. Sci Rep, 2017）。さらに、種々の
G4 リガンドが（１）様々な臓器由来のヒトがん細胞 50 株のうち、難治がんである肺がん・膵
がん・神経膠芽腫を含む約 3割のがん細胞株に対してのみ、強い増殖抑制効果を発揮すること；
（２）ヒトがん細胞株を移植した免疫不全マウスの in vivo治療モデルにおいて、大きな毒性を
与えることなく制がん効果を発揮することを見出した。これらのことから、G4リガンドに対し
て高い感受性（hyper-sensitive）を示すがん細胞では、正常細胞を含むその他の細胞と比較して
何らかのシステム変換（例として特定のシグナル経路への依存化など）をきたしており、このシ
ステムに G4の動態攪乱（＝過度な安定化）に対する脆弱性が潜んでいると推定される。しかし
ながら、その実態は不明である。 
 
（２）テロメア DNAは何故、TTAGGGの繰り返しなのか？ 
テロメアには染色体末端を保護する役割があり、DNA複製に伴うテロメアの短縮は細胞老化を
誘導する。およそ 80〜90％のがん細胞はテロメア合成酵素テロメラーゼを活性化しており、テ
ロメアを伸長維持することで無限に分裂増殖することが可能である。研究代表者らは、これまで
に種々のテロメラーゼ阻害剤を同定・開発し、その制がん効果を非臨床レベルで実証してきた
（Seimiya et al. Cancer Cell, 2005; Fujiwara et al. Sci Rep, 2018など）。上述の G4リガンド
はテロメラーゼ阻害剤の一種であり、とりわけ神経膠芽腫幹細胞の増殖を強く抑制し、in vivo
でも制がん効果を発揮した。最近さらに、膵がん等に対する制がん効果も見出したが、これらの
がん選択的作用の詳しい分子機序は不明である。 
 テロメア配列はヌクレオソーム形成に要するエネルギーが高く、その一部は G4を形成すると
推定される。上述の通り、G4は複製や転写の障壁となるが、テロメア配列は進化の過程で淘汰
されず高度に保存されていることから、G4は何らかの合目的的意義を持つと推定される。事実、
研究代表者らは、テロメアから転写された TERRAと呼ばれる非コード RNAもしくはこれを模
倣する合成オリゴ核酸が G4を形成し、自然免疫系・インターフェロン標的遺伝子群の発現を抑
制することを見出している（Hirashima et al. Mol Cell Biol, 2013; Hirashima & Seimiya, 
Nucleic Acid Res, 2015; reviewed in Okamoto & Seimiya, Cells, 2019）。さらに、G4はテロメ
アの長さに依存した遺伝子発現調節にも関与することが、研究代表者らを含む国内外のグルー
プにより報告されている（reviewed in Okamoto & Seimiya, J Biol Chem, 2019）。以上の背景
と経緯から研究代表者らは、G4は生物学的に重要な機能を持ち、ある種のがん細胞ではこの構
造の安定化に伴って増殖・生存システムの脆弱性が露呈すると推定した。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的・達成目標 
上記の背景を踏まえ、本研究ではテロメスタチンなどの G4リガンドに超感受性を示すがん細胞
株の生存・増殖システムに刻み込まれた、「G4の動態攪乱（安定化）に伴って露呈する細胞脆弱
性」の本質に迫る。具体的な達成目標は、以下の２点である。第１に、G4リガンド超感受性の
がん細胞は、ゲノムの維持継承（複製・修復）および機能発現（転写・翻訳）の作動様態にどの
ような特徴をもつのか、を明らかにする。第２に、上記で明らかにした特徴のうち、G4リガン
ド、すなわち G4 の安定化によって細胞の生存・増殖システムを破綻に導く脆弱点を突き止め、
その具体的な分子作用メカニズムを明らかにする。 
本研究によって得られる成果は、従来のゲノム・エピゲノム研究の主軸である核酸の「塩基配
列」や「化学修飾」でなく、核酸の『形態（かたち）』によるゲノム機能制御を提唱するばかり
でなく、革新的がん創薬シーズとしての G4リガンドの作用機序の理解ならびに効果予測診断へ
の応用につながるものと期待される。 
 



 

 

（２）挑戦的研究としての意義 
これまでのゲノム・エピゲノム研究は、核酸の「塩基配列」と「化学修飾」に基づく生命・疾患
原理を紐解いてきた。一方、核酸の「形態」については、G4形成配列の増幅が神経変性疾患に
繋がること（Haeusler et al. Nature, 2014）などが報告されているが、核酸形態の恒常性を維
持する仕組みや、その破綻による疾患発症の詳細原理は十分理解されていない。G4形成配列は
ヒトゲノムに約 37 万ヶ所存在するとされ、G4は DNAおよび RNAの双方で形成されることか
ら、セントラルドグマの全般に影響を及ぼすと推定される。では、G4安定化に対して特定のが
ん細胞のみが脆弱性を示すのは何故か。この問いに答え、その根底をなす G4 本来の生物学的意
義を読み解くには、ゲノム全体を構造的・機能的システムとして捉え直すアプローチが必要であ
る。これらの背景に基づく本研究構想は、がんのアキレス腱を捉えるための腫瘍生物学・治療学
の方向を、（１）核酸の「配列・化学修飾」のみならずその「形態」の意義の理解へ；（２）遺伝
子からタンパク質のいずれかの各論でなくそれら全ての連動的理解へ、と大きく転換させる潜
在性を有する。本研究はこれらのコンセプトから、挑戦的研究として従来の枠組みとは全く異な
る生命作動原理を紐解き、がんの本態に隠された未踏の脆弱性に迫る。上述の通り、がん細胞の
G4リガンド超感受性は臓器横断的に観察されているが、類似の現象として、ミスマッチ除去修
復機能欠損がんはその由来臓器を問わず、免疫チェックポイント阻害薬が有効である（Le et al. 
Science, 2017）。がん薬物療法は「適応がん種（もしくは癌腫）」という概念を離れ、分子異常に
基づく「プレシジョン医療」へと変貌しつつある。G4リガンドに超感受性を示すがん細胞の分
子基盤を詳らかにすることで、核酸の「かたち」を標的としたプレシジョン医療への道が拓かれ
ると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）薬剤感受性試験 
96 ウェルマイクロプレートにヒト培養がん細胞株を播種し、種々の濃度の G4 リガンド（テロ
メスタチン、Phen-DC3、オキサゾールテロメスタチン誘導体など）を２〜６日間曝露させた。
テロメスタチンは産業技術総合研究所の新家一男博士、オキサゾールテロメスタチン誘導体は
東京農工大学の長澤和夫教授より分与いただいた。MTT（3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide）もしくは CellTiter-Glo 試薬を用いて細胞数を定量するととも
に、50%増殖阻害濃度（GI50値）を算出した。 
 
（２）免疫蛍光染色 
カバースリップ上に播種したがん細胞株を G4 リガンド存在下で培養し、2％のパラホルムアル
デヒド溶液で固定後、0.5% Nonidet P-40溶液で透過処理を行った。一次抗体および蛍光標識二
次抗体を順次反応させたのち、4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）含有 Vectashieldマウン
ティングメディウムを添加した染色細胞を CCDカメラ付き蛍光顕微鏡で観察した。 
 
（３）ウェスタンブロット解析 
Whole cell extract溶解緩衝液を用いて全細胞抽出液を調製し、タンパク質量を定量した。一定
量のタンパク質を SDS-ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し、泳動後のゲルを Immobilon-
Pメンブレンに転写した。同メンブレンについて目的のタンパク質を認識する抗体を用いてウェ
スタンブロットを行い、当該タンパク質の特異的シグナルを検出した。 
 
（４）試験管内翻訳アッセイ 
5’非翻訳領域もしくは open reading frame領域に G4形成配列もしくは G4 非形成配列を配置
した遺伝子コンストラクトを構築した。これらの試験管内翻訳は、TNT T7 coupled reticulocyte 
lysate systemを用いて実施し、反応産物をウェスタンブロットもしくは Dual-Gloルシフェラ
ーゼアッセイにて解析した。 
 
（５）小分子干渉 RNA（siRNA）による遺伝子ノックダウン 
6 ウェルプレートに播種したがん細胞株に対し、Lipofectamine RNAiMAX トランスフェクシ
ョン試薬を用いて標的遺伝子に対する siRNAもしくは陰性対照 siRNAを導入した。72時間の
培養後、タンパク質もしくは RNA を抽出し、それぞれウェスタンブロットもしくは逆転写−定
量 PCR解析によりノックダウン効率を確認した。 
 
（６）逆転写−定量 PCR解析 
Fast Gene RNA Basic Kitを用いて細胞から RNAを抽出し、ReverTra Ace qPCR RT Master 
Mixを用いて cDNAを合成した。このサンプルについて、LightCycler 96 システムを用いて定
量 PCR解析を行い、標的遺伝子の転写産物を定量した。 
 
（７）iTRAQ プロテオーム相対定量解析 
G4 リガンドを 48 時間処理したがん細胞株のペレットを回収し、液体窒素で急速凍結したサン
プルについて iTRAQ（isobaric tag for relative and absolute quantitation）プロテオーム相対



 

 

定量解析を行った。タンパク質抽出およびトリプシン消化されたサンプルを iTRAQ試薬で標識
したのち、液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析によりタンパク質の同定および相対定量
解析を実施した。 
 
（８）その他 
その他の各種実験は、標準的な分子細胞生物学的手法および材料を用いて実施した。統計解析は
Prism ソフトウェアを用いて実施した。 
 
４．研究成果 
（１）G4リガンド超感受性がん細胞株における DNA損傷応答 
様々なヒト臓器由来のがん細胞 50 株のうち、テロメスタチン、Phen-DC3、オキサゾールテロ
メスタチン誘導体などの G4リガンド処理によっていずれも増殖が強く抑制される 14種類のが
ん細胞株を選別し、DNA損傷応答を観察するために免疫蛍光染色を行った。その結果、これら
の G4 リガンド処理によって 53BP1 や γH2AXなどの DNA損傷応答因子の核内フォーカスが
顕著に誘導されるがん細胞株が 6種類同定された。これらのがん細胞株の薬剤応答性は、G4リ
ガンドがゲノム DNA 上の G4を安定化して複製ストレスや DNA損傷を誘導するというこれま
での知見（Miyazaki et al. Clin Cancer Res, 2012; Hasegawa et al. BBRC, 2016; Nakamura 
et al. Sci Rep, 2017）と一致すると判断された。一方、G4リガンドを処理しても DNA損傷応
答が生じない残りのがん細胞株 8 種類においては、陽性対照として DNA トポイソメラーゼ II
阻害剤エトポシドを処理した場合には、顕著な DNA損傷応答が観察された。したがって、これ
ら後者のがん細胞株は、DNA損傷応答機構を保持しつつも、G4の安定化による DNA損傷に対
しては耐性であり、G4リガンドは別の作用機序を介してこれらの細胞株の増殖を抑制している
ものと考えられた。 
 
（２）がん細胞株における G4形成量、遺伝子変異と G4リガンド感受性の相関解析 
抗 G4抗体 BG4を用いた免疫蛍光染色により、39種類のヒトがん細胞株（＝G4リガンド感受
性細胞株および耐性細胞株を含む）の核内における G4形成量を定量した。その結果、G4の形
成量と発現が逆相関する遺伝子として、複数のテロメア関連因子および DNA複製関連因子が同
定された。一方、G4の形成量と G4リガンドに対する感受性（GI50値）、および G4の形成量
と DNA損傷応答性（上述の核内フォーカス形成）との間には、明確な相関は認められなかった。
先行知見としては、G4の解消に寄与するヘリカーゼのひとつである FANCJタンパク質の機能
低下が、細胞の G4 リガンド感受性を高めることが報告されている（Wu et al. Mol Cell Biol, 
2008）。したがって、G4 リガンドの細胞増殖抑制効果は、標的細胞内の G4 の形成量そのもの
よりも、G4の形成と解消の動態によって規定される可能性が考えられた。次に、43種類のヒト
がん細胞株のエクソームデータと G4リガンド感受性の相関解析を実施した。その結果、G4リ
ガンド感受性と正の相関を示す遺伝子変異を複数同定した。これらの遺伝子変異は、DNAもし
くは RNA 上における G4の安定化に対して合成致死的（synthetic lethal）に働くことで細胞脆
弱性をもたらす可能性が示唆された。 
 
（３）G4リガンドの DNA損傷非依存的な作用機序 
上述の（１）で同定されたDNA損傷非依存的なG4リガンド高感受性がん細胞株において、（２）
で同定した合成致死候補因子群の遺伝子発現を siRNAによりノックダウンした。その結果、ノ
ックダウンにより上述の種々の G4リガンドに対する細胞の感受性を増大させる、新規合成致死
因子 Xを見出した。対照として、因子 Xのノックダウンは、G4リガンド以外の細胞傷害性抗が
ん剤、ゲムシタビンおよびパクリタキセルの細胞増殖抑制効果は増強しなかった。さらに、G4
リガンドの DNA 損傷非依存的な制がん効果の分子メカニズムとして、G4 形成配列を有する
mRNA からタンパク質への翻訳が抑制されることが明らかとなった。Phen-DC3やテロメスタ
チンを処理したがん細胞のプロテオーム解析を行ったところ、これらの G4リガンドで減少する
タンパク質は、遺伝子のコード鎖（センス鎖）における G4形成配列の密度が有意に高いことが
明らかとなった。以上より、G4リガンドは DNA損傷を誘導するのみならず、特定のタンパク
質の生合成を抑制することで制がん効果を発揮している可能性が示唆された。 
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