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DNA-薬剤相互作用解析の重要性



遺伝子の本質であるDNAに相互作用する分
子は薬剤として発展してきた。DNAとの相互

作用の詳細な研究によって薬の作用機構や
副作用の機構も明らかになってきた。

ここでは、相互作用の測定（分析）方法や測
定原理について学ぶことを目的とする。

Objective



抗がん薬

シスプラチン

カルボプラチン

ダウノルビシン

アンタラサイクリン

ダウニサミン

ここに現在使用されている抗がん剤の例を示しまし
た。これらはDNAをターゲットにした薬であることが
示されてきました。



DNAに結合したシスプラチン
シスプラチンはDNAにグアニン塩基とシスプラチンの塩素部分が反応すること
が明らかになっています。これによってDNA二重らせんに橋架け結合すること
によって遺伝子の働きを抑制しているようです。



DNAに結合したダウノルビシン
ダウニルビシンはインターカレーターと呼ばれる分子で二本鎖DNAに塩基対間
の平行挿入（intercalation）することによって二本鎖DNA構造を安定化します。挿
入サイトに選択性があって、CG塩基対をターゲットにします。



シスプラチン、ダウノルビシンは抗がん剤として知られていますが、これらのターゲット
は二本鎖DNAのグアニン（G)であると考えられています。

生物種の遺伝子のAとTの含量とGとCの含量は同じですが（塩基対をつくるから当然で
すよね）、GC含量（残りはATですよね）は異なります。

ヒトの場合、GC含量50％ぐらいですが、腫瘍細胞になるとGC含量が高くなることが知ら
れています。

従ってGをターゲットのにする分子は、抗腫瘍薬として利用できたわけです。

でも、正常細胞でもGC含量は５０％あります。従って副作用も生じているわけです。

分子の結合能力（Affinity）、選択性（Selectivity）が重要になってきます。

これらを定量的に評価するために分析と物理化学的な測定技術が必要なのです。

次にDNA以外をターゲットにした抗がん剤の例と最近の進歩を見てみましょう。



フィラデルフィア染色体
慢性骨髄性白血病および一部の急性リンパ性白血病に見られる染色体の異常。22番
染色体と9番染色体間での転座によって、c-ablとbcrという遺伝子が融合し、異常なタン
パク質を生じる。造血幹細胞を無制限に増殖させるようになる。



「TIME」誌の表紙を飾った
イマチニブ（グリベック）

フィラデルフィア染色体によってBcr-Abl融合蛋白（p185あるいはp190）が形成され、細胞増殖のシグナル伝達の異常によりフィ
ラデルフィア染色体陽性急性リンパ性白血病病態が形成される。イマチニブはBcr-Abl、v-abl、c-abl、PDGF受容体及びc-Kitチロ
シンキナーゼ活性を阻害する



Bcr/ablチロシン・キナーゼの作用
を妨害するイマチニブ

ターゲットのタンパク質と分子との相互作用様式は、X-線構造解析や核磁気共鳴（NMR)

スペクトル、コンピューターによる動力学や量子計算によって解析することが可能になっ
てきています。



タキソール
微小管に結合して安定化させ脱重合を阻害することで、腫瘍細胞の分裂を阻害する。



チューブリンに結合する
タキソール



エーザイ株式会社がPRISM BIOLAB 株式会社とCBP/β-カテニン
阻害剤と類縁化合物に関する共同研究開発契約を締結

Wnt シグナル伝達経路構成因子の１つであるCBP [CREB (cyclic AMP 応答配列結合蛋白
質)Binding Protein] は細胞外の刺激によって活性化される転写因子であるβ-カテニンに結合する転
写補助因子。Wnt/β-カテニンシグナル伝達経路の恒常的活性化は発がんの引き金になり、多くのが
ん細胞でこの経路の構成蛋白質に変異が見つかっている。その結果、この経路を阻害する低分子
化合物、生物学的製剤の新規抗腫瘍薬としての可能性が報告されている。
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ガン細胞から分泌される異常糖鎖
ヒト癌遺伝子HER2/neu（c-erbB-2）の遺伝子産物であるHER2蛋白は、ヒト上皮増殖因子

受容体ファミリーに属する増殖因子受容体であり、その細胞質側にチロシンキナーゼ
活性領域を有する分子量約185kDaの膜貫通型蛋白質である。ヒト乳癌細胞において、
HER2の高発現が認められているものもある。HER2遺伝子を導入しHER2蛋白が高発現
したヒト乳癌細胞MCF7では、親株に比べ腫瘍増殖速度の亢進が観察されている。



抗体医薬品



HER2を認識するトラスツズマブ
HER2に特異的に結合した後、NK細胞、単球を作用細胞とした抗体依存性細胞傷害
作用（ADCC）により抗腫瘍効果を発揮する。



抗体の構造

VH

VL

超可変領域

Fab領域
軽鎖

重鎖

ヒンジ

Fc領域



キメラ抗体とは

異種タンパク質としての抗原性の壁を乗り越えることができると期
待されています。



がん抑制遺伝子の新たな機能を発見
p53によるマイクロRNAプロセッシングの制御

東京大学 大学院医学系研究科 宮園浩平教授



鳥取大が発見！ガンは容易に正常な細
胞へ変えることができる
鳥取大もがん（癌は）容易に正常細胞や良性細胞へ変換できると発表した。この発
見を応用すれば、これまで治療法がなかった末期的なガンにも治療を施せる可能
性があるといい、また抗ガン薬が有効に効かなかったガンに対しても治療を行うこと
ができる可能性があるという

【概要】

鳥取大学の研究グループが、『未分化がん細胞』を正常な細胞や良性のがん細胞
に容易に変化させられることを世界で初めて発見したという

【詳細】
単一のマイクロRNAを悪性度の高い『未分化がん』に導入すると、容易に悪性度を
喪失させることができ、正常幹細胞へ形質転換できる

【まとめ】

「がん細胞は正常細胞から発生するが、その細胞に戻ることはできない」、「がんは
治らない。」そのように考えられてきた
⇒しかし今回、癌細胞を正常細胞に変える方法を見つけた

S. Tsuno et al., Scientific Reports, 4, 3852 (2014).



X-線構造解析やNMR技術の発展によってDNA構造が明らかになって期待。DNAは一

般に右巻きですが、条件のよって左巻きになることが明らかになりました。これの生体
活動に影響を与えていることが明らかになっています。

多様なDNA構造



多様なDNA構造

DNAは二本鎖だけでなく三本鎖(H-DNA)や4本鎖構造が知られてきました。これ
らは生体内での重要な働きをしていることがわかってきました。



多様なDNA構造

二本鎖DNAにおいてもAの連続配列があるとここに示したようなベンドDNAと呼ばれ
るような曲がった構造をとることが示されました。





DNAとタンパク質の相互作用

遺伝子の発現制御はDNA結合性タンパク質との相互作用が重要であることが明らか
になっています。その際に分子レベルの認識で特定のDNA配列を読み取っています。



DNAと人工タンパク質の相互作用

DNAとタンパク質の相互作用が明らかになって来るに従って人工的のそれを制御す
る試みも行われてきました。ここには二つの例を挙げました。



小分子の三つのDNA結合様式

Outside-edge binding DNA Intercalation Groove binding

Covalent binding



インターカレータと溝結合試薬（グリーブバンダ）の例



グルーブバインダは溝から塩基配列を識別する



ヘアピン型グルーブバインダは溝の配列を精密に識別できる



DNAインターカレータの塩基対間への平衡挿入（インターカレーション）の証明：X線構造解析

エチジウムブロマイド



アクリジンオレンジ



アクチノマイシンD





インターカレーションにも塩基選択制を発現する



細胞死

抗がん剤としてのテロメラーゼの阻害剤

リガンドによる4本鎖構造の安定化

テロメラーゼによる伸長を阻害

細胞死 (癌化の抑制)

2本鎖DNAに結合するリガンドは
副作用を生じる

新しい抗癌剤



G-quadruplex構造の安定化はテロメラーゼやc-MYCなどの発現を
抑制できるため、有用な抗がん剤になると期待されている

テロメア領域・・・
テロメアDNAを伸長する酵素 (テロメラーゼ)が活性化
がん細胞の不死化を引き起こす

プロモーター領域・・・
c-MYCなどのがん遺伝子の発現に関与
がん細胞の増殖に影響を与える

Y. Qin, L. H. Hurley, Biochimie., 90 (8), 1149-1171 (2008).
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G-quadruplexとがんの関係

D. Yang, K. Okamoto, Future Med Chem., 2 (4), 619-649 (2010).  



４本鎖DNA結合試薬：テロメラーゼ阻害剤



これまでのテロメア4本鎖DNA結合試薬の研究

G-カルテットの平面となるべく重なりが多いように縮環系を増やす
ポルフィリン、ペリレンジイミド、テロメスタチン

G-カルテットの重なりを増やすと同時に
プロペラツイストに併せるように平面がずれる構造

PDC 360A、Phen-DC3、BMVC

縫込み型インターカレータで
4か所に置換基をもつ化合物

ナフタレンジイミド



Targeting cancer genes – a novel approach to the 
treatment of pancreatic cancer

Average Tumor Growth

Professor Stephen Neidle
https://www.ucl.ac.uk/pharmacy/research/drug-discovery/drug-
discovery-projects/pancreatic-cancer

CM0
3

https://www.ucl.ac.uk/pharmacy/people/academic-research-staff-profiles/stephen-neidle


The Relationship between Ligand Aggregation and G-
Quadruplex DNA Selectivity in a Series of 3,4,9,10-
Perylenetetracarboxylic Acid Diimides

Sean M. Kerwin et al., Biochemistry, 41, 11379-11389 (2002).

PIPER



Synthesis and Spectroscopic Studies of the Aminoglycoside
(Neomycin)-Perylene Conjugate Binding to Human Telomeric DNA

Dev P. Arya et al., Biochemistry, 50, 2838–2849 (2011).

AG3 quadruplex = 5’-d[AGGG-(TTAGGG)3], 4



Macrocyclic naphthalene diimides as G-quadruplex
binders

Andrea Milelli et al., Bioorg. & Med. Chem., 23, 3819 (2015).



Chemical structures of 1-3 and (B) concept of G-quartet 
specific ligand based on cyclic naphthalene diimide
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Interaction analysis of 1, 2 with A-core and dsDNA：
UV/Vis spectra measurement under K+

dsDNA12 vs. 1

Large 
hypochromic 
shift was only 
observed in 1 
upon addition 
of A-core!

Binding constant K/ M-1 Selectivity for 
tetraplex DNAA-core CT-DNA

3 1.4 x 106 3.0 x 105 4.6

1 1.5 x 106 1.3 x 104* 115

2 6.4 x 106 4.4 x 103* 1600

No hypochromic shift after 
addition of double 
stranded DNA

Achievement of 1600-
times selectivity for 

tetraplex DNA！

5.0 μM 1
50 mM Tris-HCl
(pH 7.4)
100 mM KCl

Scatchard plot
A-core vs. 1
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K=8.6x106 M-1

n=1.9

1 + A-core 1 + HP27

50 mM potassium or sodium 

phosphate buffer (pH7.4).

a-core: 5’-AGGG(TTAGGG)3-3’

HP27: 5’- GCG ATT CTC GGC TTT 

GCC GAG AAT CGC-3’

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) measurements 

of 1 with tetraplex DNA and double stranded DNA



TRAP activity was determined with 500 ng of an extract of a TRAPeze positive control cell line. IC50s 

were determined as follows: ligand concentration under half telomerase activity with no ligand.

Telomerease inhibition by cNDIs in a TRAP assay

2 31

IC50=0.5 μM IC50= 3.0μM IC50=3.0 μM



Chem. Commun., 50: 5967-5969 (2014).

http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2014/cc/c4cc01005a#!divAbstract

