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研究成果の概要（和文）：がんは既存の抗がん剤で治療を行った場合、再発や転移を繰り返す。これは、がん腫瘍組織
中のがん幹細胞 (Cancer Stem Cell : 以下CSC) の存在に起因する。CSCは既存の抗がん剤に対し高い薬剤耐性を示す
。従って現在のがん化学療法では、CSCだけは生存し、がんが再発や転移することになる。そこで現在のがん化学療法
において、CSCに対する創薬標的の発見、およびCSCに高い増殖抑制活性を示す薬剤の創製が強く望まれている。本研究
では、テロメスタチンをリードとするG4リガンドを用い、CSC増殖抑制活性を検証した。その結果、当該化合物は高い
抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Cancer stem cells (CSCs) are thought to contribute to tumor recurrence and 
metastasis in many cancers. Although chemotherapy kills most cells in a tumour, it is believed to leave 
tumour CSCs behind, which might be an important mechanism of resistance. Therefore, effective drug 
against CSCs are important for cancer therapy. Recently, stabilization of G-quadruplex, non-nanonical DNA 
structure, is considered to exerts an antitumor activity.
 In this project, we described effect of G-quadruplex stabilizing small molecules (G4 ligands) for CSCs. 
With G4 ligands, we found a growth inhibitory activity against CSCs through DNA damage responce in vitro. 
And antitumor activities were also abserved in vivo.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 がんは既存の抗がん剤で治療を行った場
合、再発や転移を繰り返す。これは、がん腫
瘍組織中のがん幹細胞 (Cancer Stem Cell : 
以下 CSC) の存在に起因する。CSC は既存
の抗がん剤に対し高い薬剤耐性を示す。従っ
て現在のがん化学療法では、CSCだけは生存
し、がんが再発や転移することになる。そこ
で現在のがん化学療法において、CSCに対す
る創薬標的の発見、および CSC に高い増殖
抑制活性を示す薬剤の創製が強く望まれて
いる。 
 ごく最近、天然物テロメスタチン (以下
TMS) が、CSCをアポトーシスへ導くこと、
また CSC モデルマウスにおいて抗がん活
性を示すことが初めて報告された。また
TMSは CSC中の DNAに作用し、がん遺伝
子の一つである c-mybの発現を抑制してい
ることが明らかとなった。この c-mybの発
現抑制は、c-myb で形成されるグアニン四
重鎖（以下 G4）と呼ばれる特殊な DNAの
高次構造が TMS により安定化されること
に起因することが示唆されている。 
 G4構造はグアニン豊富な一本鎖DNAで
形成される高次構造であり、二本鎖 DNA
との平衡にある。これまで G4 は多数のが
ん遺伝子においてその形成が報告されてお
り、c-mybもその一つである。最近、G4構
造が形成されると、近傍の遺伝子の発現が
抑制されることがわかってきた。従って、
低分子化合物を用いてがん関連遺伝子の
G4を選択的に安定化することができれば、
G4 を標的とする新たながん化学療法のア
プローチとなる。TMSは当初、テロメア領
域で形成される G4 を強力に安定化する天
然物として発見された。TMSは現在、種々
の G4 を安定化することで、様々ながん細
胞に対し増殖抑制効果を示すことがわかっ
ている。 
 したがって現在、G4リガンドは CSCを
標的とし、高い抗腫瘍効果を示す化合物と
して期待されている。 
 
２．研究の目的 
 これまで申請者は、TMSをリードとした
G4 リガンド創製研究を行ってきており、
種々のポリオキサゾール系大環状化合物
6OTD (Oxazoles Telomestatin Derivatives) 類
を報告してきた。本研究では特定の G4 を
安定化するため、6OTD の G4 間トポロジ
ー選択性向上と、CSC増殖抑制活性の検証
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 6OTDの G4間トポロジー選択性向上 
 6OTD骨格中（Figure 1）の R1~R3の中か
ら１カ所（あるいは２カ所）に、末端に新
たな側鎖を導入したリガンドを系統的に合
成する。 
 

 6OTD 大環状骨格のサイズを維持したま
ま、側鎖の位置を変化させた化合物を合成
する。 
 合成した化合物に対し FRET 融解実験、
CDスペクトル解析を用い、G4のアンチパ
ラレル、パラレル、ハイブリッドの三つの
トポロジー間での安定化能を比較する（ト
ポロジー間の選択性評価）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.  6OTDの構造 
 
(2) CSC増殖抑制活性の検証 
 6OTD の増殖抑制活性を、CSC を含む
種々のがん細胞に対して評価する。 
 6OTDの増殖抑制が観察される場合、IC50
値付近で CSC中の DNA損傷について調べ
る。（DNAへの作用の検証） 
 CSCを移植したマウスへ 6OTDを投与す
る。腫瘍の縮小、体重が減少しないこと（毒
性がない）を指標に、当該リガンドの抗が
ん作用を評価する。 
 モデルマウスのがんを含む組織切片に対
し、CSCマーカーで染色する。リガンド未
処理の場合と比較することで、CSC増殖抑
制を確認する（CSC増殖抑制の確認） 
 
４．研究成果 
 G4間の選択性向上のために、G4の溝を認
識する素子としてディスタマイシンを導入
した。G4 間の選択性を評価するため、合成
した化合物の G4 安定化能を FRET 融解実験
により評価した。その結果、リードとした化
合物はいずれの配列も 20℃以上の G4安定化
能で G4 を安定化したのに対し、ディスタマ
イシン側鎖の導入により、c-myc G4は安定化
を受けないことが見出された (Figure 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.  6OTDへの新規側鎖の導入 
 

∆Tm  values (℃) 
telo21 c-myc c-kit K-ras dsDNA 

16.6 ± 0.1 0.3 ± 0.3 12.6 ± 0.7 12.2 ± 0.1 0.0 ± 0.0 

新規導入側鎖 



 G4 間の選択性向上のためのもう一つのア
プローチとして、6OTD大環状骨格のサイズ
を維持したまま、側鎖の位置を変化させた
化合物を合成した (Figure 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.  側鎖の位置が異なる 6OTD 
 
 これらの化合物の、ランダム一本鎖からの
G4 トポロジー誘起能を CD を用いて調査す
ると、側鎖の位置に応じて誘起されるトポロ
ジーが変化することが見出された。 
 
 一方6OTDのCSCへの作用を評価するため
に、グリオーマ CSC (GSC) と、グリオーマ
の非 CSC (NSGC) に対し、増殖抑制試験を行
った。その結果、6OTD の一つの誘導体はリ
ードとした TMSよりも、10倍以上高い感受
性を GSCへ示すことが明らかとなった。更に、
OTD の作用は GSC に選択的なものであり、
NSGC とは明らかに異なる感受性を示した 
(Figure 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.  6OTDの CSCに対する増殖抑制 
 
 このとき、CSC中で 6OTDが DNAに対し
て作用していることを確かめるために、DNA
損傷応答因子のひとつ γH2AX を用いた免疫
染色を行った。その結果、6OTD 処理により
顕著に γH2AXの fociが確認された。これは、
明らかに CSC中で 6OTDがDNAに対して作
用していることを示している（Figure 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.  6OTDによる DNA損傷 
 
 さらに、in vivoでの 6OTDの作用を検証す
るため、まず脳腫瘍細胞株 U251 での皮下移
植により、抗がん作用を評価した。その結果、
体重減少を伴うことなく、腫瘍の増殖が抑え
られることが見出された (Figure 6)。 

Figure 6.  6OTDの抗腫瘍効果 
 
 最後に、CSCに対する 6OTDの作用を検証
するため、同所移植系による評価を行った。
その結果、幹細胞マーカーvimentin, nestinの
抑制が認められた。これは、同所移植系にお
いて CSC の増殖が抑制されたことを示唆し
ている。 
 
 このように、6OTD の構造展開により G4
間の選択性が見出された。今後の更なる構造
展開により、特定の G4 の安定化へ発展する
可能性がある。また、6OTD は G4 を安定化
し、細胞レベル、ならびに個体レベルで抗腫
瘍効果が認められた。以上より、G4 リガン
ドは抗がん戦略として有効なことが示唆さ
れた。 
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