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研究成果の概要（和文）：本研究は、核酸の特殊構造グアニン４重鎖（G4）を安定化するG4リガンドを創製し、がん幹
細胞に対する増殖抑制効果とその分子機構を明らかにすることを目的とする。我々は、テロメスタチンとその誘導体X
などのG4リガンドが、難治性神経膠芽腫のがん幹細胞（GSC）に対して高い増殖抑制効果を示すことを見出した。複製
や転写の過程で生じる１本鎖DNAがG4形成に寄与し、これがG4リガンドの標的になると考えられた。GSCの高感受性を説
明する分子機構として、過剰な複製ストレス応答が観察された。誘導体Xはマウスに移植したGSCの腫瘍増殖を抑制した
。以上は、G4リガンドを抗がん剤として開発するための基盤的成果である。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop G4 ligands that stabilize G-quadruplex (G4), a 
specialized structure of nucleic acids, and establish their anti-proliferative effects on cancer stem 
cells and the underlying molecular mechanisms. We found that G4 ligands, such as telomestatin and its 
derivative, X, preferentially attack the cancer stem cells of intractable glioblastoma (GSC). Our 
observations suggest that single-stranded DNA formed during replication and transcription causes G4 
formation, which is targeted by G4 ligands. As a molecular mechanism that could explain the higher 
sensitivity of GSCs to G4 ligands, GSCs exhibited excessive response to the drug-induced replication 
stress. X inhibited the growth of GSC-derived tumors explanted in mice. These observations are 
fundamental achievement for development of G4 ligands as anticancer drugs.

研究分野： 腫瘍治療学
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１．研究開始当初の背景 
テロメアは染色体末端を安定に保つ構造体
であり、細胞の分裂寿命を規定する。ヒト体
細胞におけるテロメアの短縮は、細胞老化を
誘導し、発がん抑制に寄与する。がん細胞は、
テロメア合成酵素テロメラーゼを活性化さ
せることによってテロメアを維持するため、
無限増殖が可能である。我々はこれまでに
種々のテロメラーゼ阻害剤を同定・開発し、
これらががん細胞の細胞老化や細胞死を誘
導することを実証してきた（Seimiya et al. 
Cancer Cell, 2005他）。 
	 テロメラーゼ阻害剤には「テロメア短縮誘
導型」と「テロメア DNA 直接攻撃型」の２
つのタイプが存在する。後者は、テロメアを
はじめとする反復配列［(GGG-X1-7)3-GGG］
が形成する、グアニン４重鎖（G-quadruplex: 
以下、G4）という高次核酸構造を安定化する
ため、G4 リガンドと呼ばれる。我々は、G4
リガンドの代表格であるテロメスタチン
（Shin-ya et al. JACS, 2001）ががん細胞の
テロメアを即座に脱保護化し、細胞死を誘導
することを報告してきた（Tahara, Shin-ya, 
Seimiya et al. Oncogene, 2006）。さらに近年、
テロメスタチンが神経膠芽腫由来のがん幹
細胞に対して高い制がん効果を発揮するこ
とを見出した（Miyazaki, Seimiya et al. Clin 
Cancer Res, 2012）。神経膠芽腫は難治性で
あり、アルキル化剤であるテモゾロミドが治
療薬として開発されたものの、この 30 年間
で治療成績の大幅な改善には至っていない。
一方、がん幹細胞はがんの治療抵抗性や再発
を引き起こす根源の一つとされ、神経膠芽腫
の幹細胞を標的とするテロメスタチンは革
新的創薬シーズとして有望である。 
	 但し、テロメスタチンは天然化合物であり、
これを産生する放線菌株の不安定性からも、
持続的で大量な供給は困難である。全合成の
報告はあるものの、工程数や収率の面で実用
性は必ずしも高くない。そもそも、テロメス
タチンは難溶性で化学的に不安定である。こ
れらの背景から我々は、合成が容易で G4 リ
ガンドとしての特性もすぐれた新規誘導体
を創製中である（Tera, Seimiya et al. Org 
Biomol Chem, 2010; Nakamura, Seimiya et 
al. Chembiochem, 2012）。 
	 一方、G4 の生物学的意義にも注目が集ま
っている。G4 はテロメア以外のグアニンに
富むゲノム領域にも存在し、これらが G4 リ
ガンドの新たな作用点となりうることが英
国で明らかにされた（Rodriguez et al. Nat 
Chem Biol, 2012）。さらに、G4はゲノム全
体の安定性や複製・転写調節に関与すること
が明らかにされつつあり、疾病との関連およ
び治療応用への新たな可能性が本格的に議
論されるようになってきた（Bochman et al. 
Nat Rev Genet, 2012）。したがって、G4リ
ガンドの開発研究を推進するには、その根底
にある G4 の生理機能やその調節機構を詳細
に理解することも必要である。 

２．研究の目的 
(1)新規 G4リガンドを創製し、その制がん効
果を明らかにする：神経膠腫幹細胞（glioma 
stem cells: GSC）および分化誘導した非幹神
経膠腫細胞（non-stem glioma cells: NSGC）
に対する新規オキサゾール・テロメスタチン
誘導体群（oxazole telomestatin derivatives: 
OTDs）の増殖抑制効果を明らかにする。比
較対照としてテロメスタチンを解析の中心
に据え、特に有望な新規誘導体については、
さらに in vivoでの制がん効果を検証する。 
 
(2)神経膠腫幹細胞は何故 G4 リガンドに高
感受性を示すのか、その分子基盤を明らかに
する：前述の通り、少なくともテロメスタチ
ンは GSC により高い効果を示すので、同細
胞における G4 形成制御機構が、分化誘導し
た NSGC の場合と比較してどのように異な
るのか、また、その差異が G4 リガンド感受
性の違いにどのように反映されるのかを検
証する。 
 
３．研究の方法 
(1)新規 G4リガンドの制がん薬効評価： 
一連の新規テロメスタチン誘導体OTDsにつ
いては、試験管内レベルで G4 構造を安定化
し、テロメラーゼ活性も阻害することをすで
に確認済みであった。そこでまず、これらを
GSCに処理し、増殖抑制効果を調べた。GSC
については、無血清培地によるスフェア培養
により幹細胞性を維持することができる。こ
れらは通常の血清培地で接着培養後、速やか
に幹細胞性を消失する。これらの細胞につい
て、OTDsの感受性を検討した。さらに、免
疫 FISH法により、テロメアおよび非テロメ
ア部位における DNA 損傷の程度を評価した。
さらに、ヌードマウスに神経膠芽腫細胞株お
よび GSCを移植し、薬剤の in vivo制がん効
果を検討した。 
	  
(2)神経膠腫幹細胞における G4 リガンド感
受性とその分子基盤の解析：G4 は複製や転
写など、DNA が１本鎖になる過程で生じる
可能性があるので、GSC と NSGC における
細胞周期 S期の比率を調べるとともに、前者
において複製や転写を阻害したときに、G4
リガンドによって生じる DNA 損傷がどの程
度抑制されるかを調べた。複製阻害には
aphidicolin、転写阻害には 5,6-dichloro-1- 
β-D-ribofuranosylbenzimidazole を用い、
DNA損傷については γH2AXや 53BP1など
のマーカー因子を免疫蛍光染色で定量評価
した。また、抗 G4抗体 BG4で細胞内の G4
形成を観察した。GeneChip マイクロアレイ
を用いた網羅的遺伝子発現解析により、G4
リガンドの感受性に関係すると予想される
分子経路を抽出し、関連タンパク質の挙動を
ウェスタンブロット法および免疫蛍光染色
法により観察した。 
 



 

 

４．研究成果	 
(1)新規 G4リガンドによる GSCのターゲテ
ィング：GSC および NSGC に対する新規合
成テロメスタチン誘導体群OTDsの増殖抑制
効果を調べ、有望な化合物として Xを選定し
た。この化合物は強い G4 安定化活性を有す
るとともに、NSGC よりも GSC の増殖を選
択的に抑制した。これと一致し、DNA 損傷
応答は GSC でのみ顕著に誘導されることが
明らかとなった。重要なことに、誘導体 Xの
有効濃度はテロメスタチンよりも低く、化学
的に安定で大量合成が可能な、優れた G4 リ
ガンドの創製に成功したと判断した。 
	 ヒトがん細胞パネル JFCR39 を用いて誘
導体Xの感受性プロファイリングを実施した
ところ、神経膠腫細胞株が高感受性を示すこ
とが確認された（この成果の一部は、文科省
科学研究費・新学術領域研究・がん研究分野
の特性等を踏まえた支援活動「化学療法基盤
支援活動」の支援によるものである）。誘導
体 Xは GSCの細胞周期停止およびアポトー
シス、テロメア偏向性の DNA 損傷を誘導す
ることが見出された（テロメア偏向性のDNA
損傷は、G4 リガンドの選択性を評価するバ
イオマーカーである）。そこで、がん研究会
動物委員会による審査承認のもと、ヒト神経
膠芽腫細胞株および GSC を移植したヌード
マウスに対する誘導体 Xの in vivo治療効果
を検討した。その結果、誘導体 Xは忍容性用
量の範囲内において、これらの腫瘍増殖を有
意に抑制することが確認された。 
 
(2)神経膠腫幹細胞における G4 リガンド感
受性とその分子基盤：GSC と NSGC におけ
る細胞周期 S期の比率を調べたところ、前者
において若干高い傾向が認められたものの、
大きな差異は認められなかった。これと一致
し、GSC と NSGC では G4 形成を検出する
BG4 抗体の免疫蛍光染色フォーカスの個数
に差異は認められなかった。一方、GSCにお
いて複製および転写をそれぞれ aphidicolin
（APh）および 5,6-dichloro-1-β-D- ribofura 
nosylbenzimidazole（DRB）で阻害すると、
テロメスタチンによって生じる DNA 損傷が
顕著に抑制された（図 1）。この結果は、G4
が形成されるには複製や転写などによって
当該 DNA配列の 2本鎖構造が解消されるこ
とが必要であるとの推論と一致する。 
	  GSC では G4 の解消を司る各種ヘリカー

ゼ群のタンパク質発現が高く、NSGCへの分
化とともにこれらの発現が低下することが
見出された。この結果は網羅的遺伝子発現解
析および定量 RT-PCR 解析でも再現され、
G4リガンドのGSC選択性を説明する分子変
動の一つである可能性が示唆された。そこで
これらの遺伝子群のノックダウンによる検
証解析を試みたが、これらの遺伝子群につい
てはノックダウン自体の細胞毒性が強いこ
とが判明したため、結論は保留とした。一方、
GSC では NSGC と比べ、基底状態における
CHK1キナーゼの発現レベルが高く、テロメ
スタチン処理によって生じる複製ストレス
応答が強いことが明らかとなった（図 2）。 

 
CHK1 は細胞周期チェックポイントに重要
な役割を果たすが、その過度な活性化は細胞
毒性を導くことが知られており、このことが
GSCのG4リガンドに対する高感受性の根拠
の一つになると考えられた。 
 
以上の成果は、GSCを標的とする新規抗がん
剤として G4 リガンドを開発するための基盤
となり、ひいては神経膠腫の再発抑止および
予後改善に繋がるものと期待される。 
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