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研究成果の概要（和文）：本研究では、p53 阻害に有効な亜鉛キレート化剤に、p53 結合性モジ

ュールを付加し、p53 への特異性を高めた放射線防護剤の開発を目指した。5 種の候補亜鉛キ

レート化剤の活性評価を行い、p53 依存性アポトーシス抑制効果が最も高いキレート化剤とし

て Bispicen を見出した。さらに、この Bispicen に p53 特異的結合ペプチドを付加したハイブ

リッド化合物を合成し、Bispicen 単体よりも毒性の少ない p53 阻害剤の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We evaluated some zinc chelators for inhibition of p53-dependent 
apoptosis. As a result, two out of five zinc chelators suppressed the apoptosis. Our findings 
indicate that using zinc chelation would be a new approach to inhibition of the apoptotic 
pathways. 
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１．研究開始当初の背景 
 p53 阻害剤は、がんの放射線療法や化学療
法において治療を妨げる副作用の原因とな
る正常組織障害を軽減する防護剤としての
応用が期待されている。研究代表者らは、チ
ロシンホスファターゼ阻害剤として広く用
いられているオルトバナジン酸ナトリウム
（バナデート）が、p53 転写依存性・非依存
性の両経路を抑制する優れたp53阻害剤であ
ることを見出していた。さらに、他の代表的
なp53阻害剤には認められないバナデートの
作用機作として、研究代表者らはバナデート
が有する p53 変性作用に注目した。この p53

変性作用は、p53 分子内に存在する金属イオ
ン結合部位に配位する亜鉛イオンの解離に
よって生じることが報告されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、p53 阻害に有効な亜鉛イオン
キレーターに、p53 結合性モジュールを付加
し、p53 への特異性を高めた放射線防護剤の
開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 p53 依存性の放射線誘発アポトーシスを引
き起こすヒトT細胞性白血病細胞株MOLT-4
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の放射線細胞死をモデル細胞死として、候補
亜鉛キレート化剤のp53阻害剤としての活性
評価を以下の方法で行った。 
 
(1) アポトーシス抑制効果は、色素排除試験

と MitoTracker 染色法によるミトコンド
リア膜電位の測定で検討した。 

(2) p53 抑制効果は、p53 の標的遺伝子産物で
あるPUMA、p21の転写活性化をRT-PCR
法、ウェスタンブロット法で検討した。  

(3) p53 変性効果は、変性した p53 に特異的
なモノクローナル抗体 PAb240 を用い、
免疫沈降法で検討した。 

(4) 転写非依存性経路に対する阻害効果は、 
この経路の起点となる p53とBcl-2ファ
ミリー分子との結合について、キレート
化剤処理による両分子の結合抑制効果を
免疫共沈降法で検討した。  

(5) (1) 〜(4)の阻害活性評価を経て、最も優れ
た p53 抑制効果を示した亜鉛キレート化
剤をキレートモジュールとし、さらに p53
特異的結合ペプチド CDB3（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 99, 937-942, 2002）を付
加して p53 への特異性を高めたハイブリ
ッド化合物を合成し、その阻害活性を検
討した。 

 
４．研究成果 
 2009 年度は、亜鉛キレート化剤の p53 阻
害剤としての有効性評価を行った。その結果、
検討した 5 種のキレート化剤の内、Bispicen
と TPA の 2 種がアポトーシス抑制効果を示
した（図 1）。 
 

図 1 候補亜鉛キレート化剤 
 

アポトーシス抑制効果が最も高かった
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Bispicen は、p53 変性作用を示し、転写依存
性・非依存性両経路のアポトーシス過程を抑
制した。さらに、p53 ノックダウン細胞株で
は、Bispicen の細胞死抑制効果が認められな
かったことから、Bispicen が細胞死抑制効果
を発揮するためには、p53 が必須であること
も明らかとなった（図 2）。 
 

照
別した。 

Bispicen は、照射直後に 200 μM で処理し
た。 
MOLT-4 : 親株 
Nega 
p53KD-1 : p53 sh
p53KD  : p53 shRNA 発現細胞株 2 
   
 また、亜鉛キレート化剤選出の過程
検討した化合物群中に、p53
ポトーシス誘導経路に特異的に作用する化
合物も見出した。 
 2010 年度は、Bispicen をキレートモジュ
ールとし、さらに
CDB3を付加したハイブリッド化合物を実際
に合成し、その有効性の評価を進めた（図 3）。 
 

 
図 3 ハイブリッド化合物による p53 阻害の

 
 合成した試作品のp53依存性アポトーシス

が、試作品は細
性
ポトーシス抑制効果は得られなかった。そこ
で、CDB3 が酸性ペプチドであることを考慮
し、リポポリアミン系の細胞導入試薬を用い
たところ、導入が可能となった。導入された
細胞は、Bispicen 単体を処理した細胞よりも
アポトーシスが抑制され、このハイブリッド
化合物のp53特異性が高まっていることが明
らかとなった。 
 現在、このハイブリッド化合物の改良版と
して CDB3 ペプチドの N 末端に細胞導入効
率を高める官能基
ろである。 
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平成２２年２月２６日付『科学新聞 第
3281 号』 
の３誌において、Cancer Research 誌発
研究内容であるバナデートの強力な放
防護効果について掲載、報道された。 
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