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はじめに

　ピロールイミダゾールポリアミド（PIP）は 2
本鎖DNAの副溝へ配列特異的に結合することが
知られ，標的遺伝子の発現制御薬剤として多く
研究が行われている。当研究室ではPIPにDNA
のアデニンのN3位にアルキル化を引き起こす
indole-seco-CBIを縮合することでPIPのDNA配
列認識能とCBIによるDNAのアルキル化を協働
的に行うPIP-CBIを開発している。例えば変異性
がん原遺伝子であるKRASのコドン12のGAT，
GTT変異配列を認識し，特異的に結合するよう
設計した新規アルキル化剤PIP-CBIはKRASコ
ドン12の変異配列を持つ大腸がん細胞株では，
IC50が50nM前後という強力な殺細胞能を有する
が，KRAS野生型の細胞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
認されている。さらに In vivoにおける腫瘍増殖
抑制能について検討したところ，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，
PIP-CBIを投与すると野生型の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では有意な腫瘍抑制能が
観測された。以上の結果から，PIP-CBIは変異性
がん原遺伝子に対する強力な発現抑制能を有する
ことが示された［1］。
　上記の研究を元に，本研究ではドライバーオン
コジーンを標的とするPIP-CBIに対してγター
ンにNHAc基を導入したものを導入し細胞毒性
の向上を目指すとともに，PIP-CBIにビオチン標

識を導入した誘導体を合成しChemi-seq法による
細胞内でのPIP-CBI結合配列認識の検出法の開発
を行った。

方　　法

PIP-CBI-NHAcの合成
　 5塩基認識のPIPのγ -アミノ酪酸ターンのα

位に -NHAc基を導入するとDNAへの結合力が向
上し，特異性が上昇することが報告されている
［2］。そこでPIP-CBIにアセトアミド基を導入し，
DNAへの結合力の向上を狙ったPIP-CBI-NHAc
の合成及び細胞障害活性を検討しまたマウスに対
する毒性試験を行った。PIP-CBI-NHAcの合成は
Boc-γアミノ酪酸を用い通常の固相合成により
PIP-CBIを合成したのちに20％ TFA/DCMでγ
ターン部位のBOC基を除去し，フリーとなった
NH2基に無水酢酸を室温で15分間処理することで
アセトアミド基を導入した目的化合物PIP-CBI-
NHAcを合成した。

細胞培養
　ヒト大腸がん由来の細胞株，SW480 （12V/12V）
はDulbecco’s modified Eagle’s培地に不活化10％
の子牛血清，100U/㎖のペニシリンと100㎎/㎖の
ストレプトマイシンを加え維持した。

PIP-CBI-NHAcの細胞毒性試験
　合成したPIP-CBI-NHAcの抗腫瘍効果を検討
するために，SW480細胞を96穴培養プレート上
で培養し，細胞が 1×105個に達した時点でPIP-
CBI及びPIP-CBI-NHAcをそれぞれ0.1nM，1nM，
10mM，100nM，1000nM投与し，投与後48時間
後にWSTアッセイにより IC50を測定した。

マウスに対する毒性試験
　合成したPIP-CBI-NHAcのマウスに対する毒性
を調べるために，ICRマウスに対し，PIP-CBI及
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びPIP-CBI-NHAcをそれぞれ 3㎎/㎏ずつ投与し
投与後24時間後に剖検し肝機能の影響，栄養マー
カーである総タンパク質量，尿素量，トリグリセ
ロイド量を測定した。

PIP-CBI-biotinの合成
　Biotin修飾がなされたPIP-CBI-biotinの合成を
行うために，通常の固相合成によりPIP-CBIを
合成したのちにN末端にbiotinとPyBOP及び
DIEAを加え 2時間反応させることで目的化合物
PIP-CBI-biotinを合成した。

PIP-CBI-biotinを用いたChem-seq法
　1.0×10－5個のLS180細胞にPIP-CBI-biotinを
100nM投与し，24時間後に細胞を破砕しQIAamp 
DNA Mini KitでDNAを1.5mLチューブに回収す
る。次にアビジンコーティングされた磁気ビーズ
に100µLの10mMTris-HCl（pH7.5），0.5mMEDTA，
1M NaCl，0.05％ Tween20を加え10秒間撹拌する。
撹拌後，磁気スタンドに設置し 1分間静置後，ピ
ペットで上清を除き，DNAサンプルを加え撹拌
した。撹拌後，チューブを60分間転倒混和し，上
清を除去し，100µLの10mMTris-HCl（pH7.5），
0.5mMEDTA，1M NaCl，0.05％ Tween20を加
えピペッティングで撹拌した。撹拌後，上清を除
去しTE緩衝液を20µL加え撹拌しDNA溶液を作
成する。作成後，90℃ 5分間加熱しDNAとPIP-
CBI-biotinを分離させ，PCRにてDNA断片を増幅
し，DNAシークエンサーで配列を決定した。

結　　果

PIP-CBI-NHAcの抗腫瘍活性及びマウスに対す
る毒性試験
　PIP-CBI-NHAcとPIP-CBIの細胞毒性の比較の
為にSW480に対する IC50を求めたところ，それ
ぞれ15nM及び57nMと，PIP-CBI-NHAcの方が
高い細胞毒性を得られた。次にPIP-CBI-NHAc及
びPIP-CBIのマウスに対する毒性を検討するため
に， 3㎎/㎏のPIP-CBI-NHAcとPIP-CBIをそれ
ぞれ尾静脈投与し，24時間後剖検したところ，ど
ちらの化合物を投与したマウスにおいて肝機能
障害及び腎機能障害は検出されなかったが，PIP-
CBI-NHAcを投与したマウスにおいて栄養マー

カーである総タンパク質量及びトリグリセロイド
が有意に減少し摂餌障害を起こしていた。

PIP-CBI-biotinを用いたChem-seq法
　合成したPIP-CBI-biotinをLS180細胞に投与し，
24時間後に細胞を回収し，ライセートからDNAを
精製したものに磁気ビーズを加えたところ，PIP-
CBI-biotinが結合したDNA断片が回収された。こ
のDNA断片を次世代シークエンサーにて配列を
決定したところ，目的のPIP-CBI-biotinの結合配
列が検出された。

考　　察

　今回合成したPIP-CBI-NHAcは従来のPIP-CBI
に比べ高い細胞障害性を示したが，残念ながらマ
ウスに対し栄養障害が観測された。そのため，今
後はPIP-CBI-NHAcの持つ高い細胞障害性を保ち
つつ，動物への毒性を下げるような誘導体を模索
する必要がある。
　また，同時に合成したPIP-CBI-biotinを用いる
ことで細胞内でのDNAの標的配列を検出するこ
とが可能になった。今後はマイクロアレイ解析と
バイオインフォマティクスにより結合配列と遺伝
子発現の相関性を検討する。
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