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研究成果の概要（和文）：新規抗がん剤であるPIP-CBIを用い、様々な変異がん原遺伝子を標的とする薬剤の探索を行
った。KRASのコドン12の変異配列を標的とする候補薬剤KR12を元に、KR12の誘導体 KR12-αの新規合成を行い、その毒
性試験を行った。また他の変異性ドライバーオンコジーンを標的とする化合物の合成を行った。その結果、ALK、PIK3C
A、MYCに対する変異遺伝子をそれぞれ有する細胞株に対する強い毒性を有する各種PIP-CBIの合成に成功し、その抗腫
瘍効果が確認された。
以上の結果から、本研究は変異がん原遺伝子ドライバー核酸配列を標的としたPIP-CBIの創薬開発に大きく寄与する結
果となった

研究成果の概要（英文）： We studied novel anticancer drug candidates using alkylating pyrrole imdazole 
polyamides (PIP) and CBI conjugates which target several mutant deliver oncogene mutations. Based on a 
candidate agent, KR12 targeting KRAS codon12 mutant DNA sequence, we synthesized a KR12-α derivative of 
KR12 which also showed antitumor activities as seen in KR12. In addition, PIP-CBIs targeting variable 
mutant driver oncogenes other than KRAS were designed and synthesized. As a result, these PIP-CBIs have 
strong toxicity to cancer lines bearing target mutant mutations, such as ALK, PIK3CA and MYCN.
 In conclusion, resulting from the study for two years, great progress of PIP-CBI chemical synthesis has 
been made and discovered multiple drug candidates which target distinct mutant deriver oncogene DNA 
mutations.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ピロール・イミダゾールポリアミド　KRAS　変異型ドライバーオンコジーン

  ７版



１．研究開始当初の背景 
KRAS 遺伝子のコドン 12 の変異は、化学療

法抵抗性の転移を有する大腸癌患者や治療
の困難なすい臓がんに多くみられる。KRAS
のコドン 13 のグリシンがアスパラギン酸に

変異を有する（G13D）患者がモノクローナル
抗体である cetuximab により有意な予後改善
が得られるようになっている中 1、KRAS 遺

伝子のコドン 12 の変異は最も治療薬剤が必
要とされるアンメットな標的がん原遺伝子
変異と考えられる。そこでこのコドン 12 の

遺伝子をコードする DNA 配列に特異的に結
合しその発現を抑制することで新たな難治
性の大腸がんやすい臓がんに対する抗がん

剤が生み出されることが期待される。 
一方、Pyrrole-Imidazole Polyamide(PIP)は天

然に存在する抗生物質であるネトロプシン

やデスタマイシンをモチーフにした人工小
分子であり、2 本鎖 DNA のマイナーグルー
ブに配列特異的に結合し、遺伝子の発現を制

御することが可能である。また、ベクターや
デリバリー試薬なしに細胞の核に取り込ま
れ、細胞や生体内で安定であり、化合物末端

を修飾して様々な小分子化合物との複合体
の形成が可能なことから新規遺伝子制御薬、
遺伝子転写調節機能研究試薬としての応用

が期待されている 2。 
また、抗生物質デュオカルマイシンや

CC-1065 は、DNA 塩基のアデニンの N3 位で

アルキル化を引き起こし強い抗がん活性を
持つことが報告されているが副作用が強く、
臨床応用に至って居ない 3。そこで KRAS の

コドン12の変異配列を標的とするPIPに上記
の ア ル キ ル 化 剤 を モ チ ー フ と し た
indole-seco-CBI を縮合することで 4KRAS コ

ドン 12 の変異配列を持つがん細胞に対する
候補薬剤 KR12 を設計し（図 1）、その抗が
ん活性についての研究を行った。 

図 1.KR12 の化学構造式 

合成した KR12 の抗癌活性を検討するため

に、KRAS のステータスが異なる種々の大腸
癌細胞株に KR12 を投与し、その生存率を測
定した。その結果、右図のように KRAS コド

ン 12 の変異配列を持つ大腸がん細胞株
SW480(▲）、SW620 (◆)、及び LS180(■)で
は、IC50 が 50nM 前後で得られたが、KRAS 
野生型の HT29、Caco-2,SW1463 では変異株
に比べて細胞増殖抑制効果が低く、変異株に 
対する選択性が確認された。

 

図 2. KR12 の in vitro における抗癌活性 
 

 更にIn vivo における腫瘍増殖抑制能につ
いて検討した。ヌードマウスにKRAS 野生型
であるHT29、KRAS 変異株であるLS180 及び

SW480 のXenograft モデルを作成し、KR12を
投与したところ、野生型のHT29では腫瘍増殖
抑制能は観測されなかった。しかし、変異株

であるLS180及びSW480では劇的な腫瘍抑制
能が観測された(図3)。 
以上の結果から、KR12は変異性がん原遺伝

子であるKRASのコドン12の変異に対する強

力な抗癌活性を有することが示された１。 
 

 
図 3. KR12 の in vivo における抗癌活性 

 
２．研究の目的 
本研究では上記の研究成果で得られた新規
候補薬剤KR12の更なる改良を行い、ドライバ

ーがん原遺伝子であるKRASのコドン12の変
異遺伝子に対する特異的アルキル化剤を開発
する。即ち、KR12のγターンにアミノアセチ

ル基を導入し肝毒性を軽減させた化合物を合
成しその抗癌作用を検討する。また大腸がん



以外のがん遺伝子ドライバー変異を標的とす

るPIP-CBIを合成し、同様の変異部位特異的な
アルキル化を誘導できるかを検証する。 

 
３．研究の方法 
（１）KR12 の合成法の改良 
従来の活性化剤 HCTU を使用し PIP に対

し 1.2 当量の CBI を加える合成法では収率
20％以下と非常に収率が悪い。そこで KR12
を効率よく合成する為に試薬の比率を変え
た新規の合成法の検討を行った。 
 
（２）KR12-の合成及び抗腫瘍活性

PIP のターン部位である-アミノ酪酸のα
位にアミノアセチル基を導入することでマ

ウスに対する肝毒性が軽減することが報告
されており 5、KR12 に対してもこのアミノア
セチル基を導入することで副作用が軽減さ

れることを期待し、KR12-の合成を行った。
さらに合成した KR12-の抗腫瘍活性を検討
するため、KRAS コドン 12 の変異配列を持

つ大腸がん細胞株 SW480 及び KRAS 野生型
の HT29 細胞を用いて毒性試験を行った。
 
（３）ALK を標的とした PIP-CBI の合成及び
抗腫瘍活性の検討 

KR12 が変異ドライバーオンコジーン

KRAS に対する抗腫瘍を示したことから、変
異ドライバーオンコジーンである AKL を標
的とした PIP-CBI の設計及び合成を行った。

ＡＬＫ遺伝子は、肺癌の原因となる融合遺伝
子を形成し、神経芽腫を活性化し、癌化を促
進するドライバーオンコジーン遺伝子であ

る。神経芽腫における ALK 遺伝子変異
F1174L(3522C>A)は、神経芽腫細胞 sk-N-SH, 
SMS-SAN, KELLYにおいて認められている

ため、この変異 DNA 配列を認識する PIP-CBI
である PIP-AKL(図 4)を合成し、その抗腫瘍
活性を検討した。 

図 4. PIP-ALK の分子構造 
  

（４）PIK3CA を標的とした PIP-CBI の合成

及び抗腫瘍活性の検討 
PIK3CA 遺伝子の E545K(1633G＞A)変異は、

乳がん細胞株ＭＣＦ7 で認められているドラ

イバーオンコジーンである。そこで、この変
異配列を特異的に認識する PIP-CBI 化合物
PIP-PIK3CA を合成し(図 5)、その抗腫瘍活性

を検討した。 

図 5. PIP-PIK3CA の分子構造 
 

（５）MYCN を標的とした PIP-CBI の合成及

び抗腫瘍活性の検討 
癌細胞特異的な変異として、遺伝子配列の

変化を伴わない、遺伝子の増幅がある。小児

の神経芽腫などで増幅し、予後不良因子とな
る MYCN を標的とした PIP-MYCN を合成し
(図 6)その抗腫瘍活性を検討した。 

 
図 6. PIP-MYCN の分子構造 

 
これら実験では一部の細胞や試薬は次世

代がん研究シーズ戦略育成プログラムで購
入した細胞及び試薬の一部を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）KR12 の合成法の改良 
ペプチド合成機 PSSM-8 を用いて合成し

た PIP-COOH を 100l の NMP に溶解し、
HCTU の代わりに 5 倍量の PyBOP 及び 10
倍量 DIEA 0.77l を加え 2 時間反応させた。

2 時 間 後 、 HPLC 及 び LCMS に て
KR12-COOH が全て KR12-COO-HOBt の活
性エステル体に変換されているを確認した

後、Indole- seco-CBI を 5 当量加え一晩撹
拌を続けた。反応後、目的化合物 KR12 を



HPLC 及び LCMS で精製及び同定を行い、

エバポレーターにより濃縮、凍結乾燥により
粉体として収率 47%で得られた。以上の結果
から、PIP1 当量に対し CBI 及び PyBOP を

５当量、DIEA を 10 当量加えることで KR12
の収率を大幅に向上させることに成功した。 
 
（２）KR12-の合成及び抗腫瘍活性
標的配列を持つ SW480 では KR12 の IC50

＝57nM に対し,新たに合成した KR12-では
IC50=15nM と KR12 よりも高い抗腫瘍活性を

示した(図7)。以上の結果から、KR12-は
と同等以上の抗腫瘍活性が期待出来るため、
現在マウスを用いた in vivo での抗腫瘍活性

を行っている。


図 7. KR12-の in vitro における抗腫瘍活性 
 
（３）ALK を標的とした PIP-CBI の合成及び
抗腫瘍活性の検討 

PIP-ALK を投与すると、F1174L 変異を有
する神経芽腫乳がん細胞で高い細胞増殖抑
制効果を示した。この実験は医薬基盤で購入

した細胞及び試薬の一部を使用した。Kelly
細胞株では IC50=0.09 nM, SK-N-SH 細胞では
IC50=0.13 nＭと極めて高い抗腫瘍活性を示

したのに対し、野生型の神経芽腫である
IMR32 細胞株では IC50=0.46 nM, SK-N-AS 細
胞株では IC50=2.6 nM、F1174L 変異を有さな

い乳癌細胞ALMDA-MB-231細胞株の IC50＝
7.5 nM であった（図 8）。以上のことから、
PIP-ALK は、F1174L 変異を持つ癌細胞株に

対して特異的に増殖抑制を示した。 

 
図 8. PIP-ALK の抗腫瘍活性 

（４）PIK3CA を標的とした PIP-CBI の合成
及び抗腫瘍活性の検討 

PIK3CA 遺伝子の E545K(1633G>A)の変異

は有する乳がん細胞株であるMCF7に対して、
PIP-PIK3CA は IC50=53.8nM であった。一方
PIK3CA 遺伝子が野生型である乳がん細胞株

である MDA-MB-231 に対して、 IC50 が
>100nM と顕著な差を示した(図 9)。以上の結
果から、PIK3CA 遺伝子の E545K 変異癌細胞

株に対して作成された、PIP-PIK3CA は腫瘍
増殖抑制効果を示すことが明らかになった。 

 
図 9. PIP-PIK3CA の抗腫瘍活性 
 

（５）MYCN を標的とした PIP-CBI の合成及
び抗腫瘍活性の検討 

IMR32 細胞で IC50＝14.2 nM, TGW 細胞で
29.7 nM, MB69 細胞で 77.0 nM, MCF7 細胞で
958.9 nM, HT29 細胞で 159.3 nM, HDF 細胞で
116.2nM と特に MYCN 増幅を伴う神経芽腫
細胞で増殖抑制が見られる結果であった。(図
10)  

図 10. PIP-MYCN の抗腫瘍活性 
 

以上の結果から、PIP-MYCN は MYCN 増幅
を伴う神経芽腫細胞で特に高い抗腫瘍活性
を示し、他の癌種や正常組織由来の細胞株で
は効果が低いことが明らかとなった。 
 
上記の各研究により、本研究では、KR12

を元に肝毒性の低下が期待される誘導体
KR12-a の合成及びその抗腫瘍活性を確認し
た。さらに KRAS 以外の変異ドライバーオン
コジーン AIK、PIK3CA、MYCN に対する
PIP-CBI を新規に合成しその抗腫瘍活性を確
認し、本研究課題は変異がん原遺伝子ドライ



バー核酸配列を標的とした PIP-CBI の創薬開
発に大きく寄与する結果となった。 
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