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第 1 章 要旨 

様々なシグナル経路を活性化するハブとして機能し、細胞の生存や増殖を制御する RASは、多くのがん

細胞で恒常的に活性化し、がんの悪性化を誘導する。そのため、RASの分子標的薬は有効性の高いがん治

療薬になると考えられており、世界中で研究開発が行われてきた。しかし、タンパク質の構造的な特徴な

どから開発が進まず、RAS は現在“Undruggable”なタンパク質であることが広く認知されている。そこで、

RASシグナル経路の上流や下流で作用する分子を標的とした薬剤の開発が進められてきたが、RASは多様

なシグナル経路を活性化するため、単一のシグナル経路を阻害しても、他のシグナル経路が活性化し、が

ん細胞が薬剤耐性を獲得することが喫緊の課題となっている。そのため、RASを直接標的にできる薬剤の

開発は依然として強く望まれている。一方、RASシグナルを標的とした分子標的薬などの多剤併用療法は、

がんに対して高い治療効果をもつことがわかってきており、RASシグナル経路を制御する薬剤の開発およ

び新規創薬標的分子の同定への期待も大きい。 

そこで本研究では、RASシグナル経路における新規創薬標的分子の同定を目的として、RASが惹起する

がん細胞の浸潤・転移において重要な役割を果たす細胞移動に直接的に関わるアクチン動態制御機構の解

明、また浸潤・転移の前に引き起こる上皮間葉転換に関わる TMPRSS2/ERG の発現制御機構の解明を試み

た。さらに、分子標的が困難な RASの活性を制御する新たな手法として、RASをコードする mRNAに選

択的に結合するフタロシアニン誘導体を用いた RASの発現抑制方法について検討した。 

第 3章では、RASによる浸潤・転移に関わるアクチン動態の制御機構の解明を目的として、がん抑制因

子 p53の不活性化にともないがん遺伝子 RASが誘導するアクチン線維構造の一つであるラメリポディアの

形成機構において、NF-κBが重要な分子であることを同定した。第 4章では、TMPRSS2/ERGの発現制御に

おいて、TMPRSS2遺伝子のエクソン 2で形成される四重鎖構造が、転写活性を制御するスイッチとして機

能している可能性を明らかにした。第 5章では、光増感能を有するフタロシアニン誘導体 zinc phthalocyanine 

tetrasulfonate（ZnAPC）が、光照射依存的に RAS の発現を抑制することを明らかにした。ZnAPC は、RAS 

mRNAの 5’UTR領域で形成される四重鎖構造に選択的に結合し、結合した ZnAPCは、光照射によって RAS 

mRNAを分解し、それによって RASタンパク質の発現を抑制するとともに、細胞死を誘導した。

以上のように本研究では、がんの治療に極めて重要である RASシグナル経路に関して、新たな治療標的

分子を同定し、シグナル分子の遺伝子発現機構を解明することができた。さらに、これまで困難とされて

きた RASの発現を制御できる分子標的薬候補の開発にも成功した。これらの結果は、がん治療における新

たな標的タンパク質を提示するだけでなく、タンパク質をコードする DNAや RNAの四重鎖構造を狙った

創薬も可能であることを示している。これらの知見は、創薬の標的やモダリティーを拡張することで、新

しいがん治療法の確立につながると期待される。 
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第 2 章 緒言 

日本人の死因の第一位は、1981年から現在に至るまで悪性新生物（がん）である[1]。分子生物学の研究

の発展に伴い、分子標的薬が次々と開発されている。一方で、未だにがんに起因する死亡者は増え続けて

おり、がんの根治に向けた新たな治療法の開発は急務である。がん治療の標的として特に注目されている

タンパク質に RASがある。RASは、多くのがん細胞で恒常的に活性化しており、この異常な活性化は、細

胞の無秩序な増殖を誘導するなど、がんの発生やがん細胞の悪性化に深く関与している[2-6]。これらのこと

から、RASや RASシグナル経路の阻害は極めて有望ながん治療方法になると考えられている。 

RAS は、低分子量 G タンパク質型の GTPase であり、不活性型 (GDP 結合型) と活性型 (GTP 結合型) 

の状態で存在している（Figure 2-1）[7-10]。GDP結合型の RASと GTP結合型の RASは、ヌクレオチド結合

ポケットに隣接しているリン酸結合ループ（10-17残基）、スイッチⅠ（30-38残基）、スイッチⅡ（60-76残

基）および塩基結合ループ（116-120残基）の 4つの領域のコンフォメーションが変化することが知られて

いる。GTPと結合した RASは GTPの γ-リン酸が、スイッチⅠに位置するスレオニン 35とスイッチⅡに位

置するグリシン 60 と水素結合を形成することで RAS をコンパクトな構造に保持し、RAF や PI3K などの

下流分子や RASの活性分子である SOSのアロステリック部位との相互作用を可能にするため、RASが活

性化する[11, 12]。正常細胞における RAS の GTP/GDP 結合状態は、グアニンヌクレオチド交換因子（GEF: 

Guanine nucleotide exchange factor）と GTPase活性化タンパク質（GAP: GTPase-activating protein）により制

御されている。しかしながら、RAS遺伝子の特定部位の変異は、アミノ酸置換を生じることで RASと GTP

の結合が保持されるため RASの恒常的な活性化を引き起こす。恒常的に活性化した RASはMAPKシグナ

ル経路や PI3Kシグナル経路などの細胞増殖や上皮間葉転換（EMT: epithelial mesenchymal transition）を制御

する経路にシグナルを送り続けてしまうため、無秩序な細胞増殖や EMTを引き起こし、細胞のがん化やが

ん悪性化の要因となる[13, 14]。そこで、がん細胞の悪性化に重要な分子である RASを標的とした治療薬とし

て、GTP結合部位を標的にした阻害剤の開発が試みられてきた。しかし、RASと GTPの結合親和性は非常

 
Figure 2-1 Conformational change of KRAS by binding with GNP. 
The structure of KRAS binding GDP (left, PDB ID: 5W22) and GTP (right, PDB ID: 5VQ2). 

5VQ2: 10.2210/pdb5vq2/pdb

KRAS with GTP

5W22: 10.2210/pdb5w22/pdb

KRAS with GDP
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に高く、GTPよりも高い親和性をもつ化合物の開発は困難であった[15]。一方、GTP結合部位以外を標的と

した創薬も研究が進められてきたが、RASは平滑な球状構造を形成するため、化合物の探索は困難である

[16]。長年に渡って世界中で研究が進められているにもかかわらず、このような理由から RASは標的化が困

難な”Undruggable”な分子として認知されている。2020年にようやく、RASのアイソフォームの一つである

KRASの 12番目のグリシンがシステインに変化する変異体（KRAS G12C変異体）において、変異したシ

ステイン残基との共有結合性阻害剤の開発が達成された[17]。しかし、この変異の頻度は非小細胞肺がんに

おいて 13%であるが、他のがんではそれより低い確率である[18]。さらに、この変異体以外には化合物が共

有結合できないため、汎用性の高い創薬方法とはなりがたい。このように、RASを狙った分子標的薬の開

発は多くの課題を抱えているのが現状である[19]。 

RAS を直接標的とするのではなく、RAS シグなる経路を標的とした創薬研究も進められている。RAF

やMEKといったMAPKシグナル経路に関わる分子や、p110や AKTといった PI3Kシグナル経路に関わる

分子など、RASの下流のシグナル経路に関わる分子に対する分子標的薬などがその代表である[20, 21]。前述

の通り、RASは多くのシグナル経路を活性化するハブとして機能する[22]。また、RASの恒常的な活性化に

は、RAS遺伝子の変異以外にも、がんで高頻度にみられる受容体型チロシンキナーゼ EGFRなどの RASの

上流分子の恒常的な活性化も関与する[23]。そのため、一つの経路を薬剤で阻害・抑制することに成功した

場合でも、別の経路が活性化することが頻繁に観測される[24]。別経路の活性化は、シグナル経路阻害剤に

対して耐性をもつがん細胞の出現と、それに伴うがんが再発することにつながり、大きな問題となってい

る[25]。その対処法の一つとして、分子標的薬などの多剤併用療法が高い治療効果をもつことが期待されて

おり、さらなる RASシグナル経路における創薬標的分子の同定、および新規治療薬の探索が強く望まれて

いる。以上のような理由から、RASの新しいシグナル伝達機構の解明と、RASの活性そのものを制御する

方法が、新たながん治療薬の開発において強く希求されている。さらに、がんの病態として最も大きな問

題である浸潤・転移能を促進する RASの新しいシグナル伝達機構の解明は、予後の改善につながると考え

られる。そこで本研究では、① RASが惹起するがん細胞の浸潤・転移で重要な役割を果たすアクチン動態

の制御機構の解明[26]、② RASが惹起するがん細胞の浸潤・転移で重要な EMTに関わる TMPRSS2/ERG遺

伝子の新たな発現制御機構の解明を行った[27]。これらの研究成果を第 3章と第 4章に記す。また、③ 構造

的な特徴から分子標的が困難であった RAS分子に対して、RAS mRNAを標的とした新規治療法の開発に関

する研究成果[28]を第 5章で記す（Figure 2-2）。
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Figure 2-2 Aims of this study 
The three aims of this study are indicated as ①-③ in the figure. ① Identification of a novel molecule that promotes oncogenic 
RAS-driven cell invasion by inducing the formation of lamellipodia. ②  Elucidation of the expression mechanism of the  
TMPRSS2/ERG gene encoding TMPRSS2/ERG, which is activated by oncogenic RAS and induces EMT. ③ Development of 
a novel cancer therapeutic method for targeted RAS by the inhibition of its mRNA expression. 
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第 3 章 RAS が惹起する細胞の浸潤・転移に関わる 
アクチン動態の制御機構の解明 

3−1 序論 

細胞のがん化は、複数の遺伝子が変異し、段階的に進行していくという「多段階発がんモデル」が、ワイ

ンバーグ博士らによって提唱されている[29]。大腸がんや膵臓がんなどでは、RAS 遺伝子に変異が生じた後

に、がん抑制遺伝子 p53 の変異が生じることが多く、それによって悪性度の高いがん細胞へと性質を変え

る[30]。がん細胞の悪性化の基準の一つとして、浸潤・転移能の獲得があり、これにはアクチン線維構造が

深く関与している[31]。哺乳類におけるアクチンのアイソフォームとして６つのアイソフォームがあり、そ

の中で βと γ1は、ほとんど全ての細胞で発現している[32]。アクチンは、重合と脱重合を繰り返しており、

フォルミンや Arp などのアクチン重合因子に依存してアクチン線維（F-アクチン）の構造が決定され、細

胞骨格の一員として機能する[33, 34]。当研究室では、がん遺伝子産物として機能する RASアイソフォームの

Ha-RASの恒常的活性型変異体（Ha-RASV12）によりがん化した細胞において、p53が機能していると浸潤

能が低いが、p53の機能が欠損していると、F-アクチン構造の一つである葉状仮足（ラメリポディア）の形

成が促進され、浸潤能が高いことを明らかにしてきた（Figure 3-1）[35]。この分子機構として、① Ha-RASV12

で細胞のがん化を誘導すると、ミトコンドリアの断片化が引き起こされ、それに伴い β-アクチンのプロテ

アーゼとして働く HtrA2/Omi[36]がミトコンドリアから細胞質に遊離する。② Ha-RASV12 は p53 の細胞質

局在を促進する。③ p53の活性依存的にミトコンドリアの膜電位が低下し、それに伴いミトコンドリア内

で HtrA2/Omiを活性化する p38 MAPK[37]が細胞質からミトコンドリアに移行する。④ p38 MAPKにより活

性化された HtrA2/Omiはミトコンドリアから細胞質へ移行し、β-アクチンを切断する。⑤ β-アクチンの切

断に依存して F-アクチンの量が減少し、ラメリポディアの形成に重要な RhoファミリーGTPaseである Rac

の活性化を誘導するアダプター分子 p130Cas の活性[38]が低下する。それによって、ラメリポディアの形成

が阻害され、細胞の浸潤が抑制されることを明らかにした。つまり、Ha-RASV12によって誘導される細胞

の浸潤能は、p53 の活性依存的なミトコンドリア膜電位の低下に伴う p38 MAPK のミトコンドリア移行の

促進と、それにより活性化した HtrA2/Omiが β-アクチンを切断することで低下することが示された[35]。こ

れらの結果から、RASの恒常的な活性化、および p53の機能が欠損した悪性度の高いがん細胞においても、

β-アクチンを切断することができれば、細胞の浸潤や転移を抑制できる可能性が示された。つまり、p53の

活性依存的なミトコンドリア膜電位の低下、および p38 MAPKのミトコンドリア移行に関する詳細な分子

機構を明らかにすることで、β-アクチン切断に関わる新たな標的分子を同定することができる可能性があ

る。そこで本研究では、この分子機構の解明を目的として、Ha-RASV12 を発現させた p53ノックアウトマ



 

 

 

 

6 

ウス胎児線維芽細胞（p53 -/- MEF: p53 knock out mouse embryonic fibroblast）を用いて、β-アクチンの切断に

関与する分子の同定を試みた。 

 

3−2 実験方法 

3-2-1 細胞培養とレトロウイルス感染 

p53 -/- MEFは、Taconicから購入した p53 -/- マウスと野生型 (WT) のマウス (C57BL/6J) を交配させて生

まれた p53ヘテロマウス同士を交配させ、胎生 12.5日目の胎仔から調製したものを使用した。293T細胞お

よびMEFは、カナマイシン（50 μg / ml）を含む 10% FBS を添加したダルベッコ改変イーグル培地（ニッ

スイ）中で、5% CO2存在下、37˚Cで培養した。レトロウイルス感染は、3継代後のMEFを用い、感染後

はハイグロマイシン（300 μg/ ml）とピューロマイシン（1.5 μg / ml）を含む培地で 3日間培養することで、

感染細胞のセレクションを行った。長期培養による遺伝子変異を回避するために、2週間以内に全ての実験

を行った。 

3-2-2 プラスミドおよび抗体と試薬調製 

pSuper retro p65は p65の標的配列、5’ – GAAGAAGAGTCCTTTCAAT – 3’を pSuper retro （Oligoengine）

に組み込むことで構築した。Mito-DsRedは Clontech Laboratories Inc.から購入した。Flagタグ付き p65発現

プラスミド pcDNA3-Mito-Flag-p65[39]の Flag-p65の 5’末端にヒトチトクロム cオキシダーゼのサブユニット

Ⅷのミトコンドリア移行シグナル配列を組み込むことで、pcDNA3-Mito-Flag-p65を構築した。抗 p38ウサ

ギポリクローナル抗体（C-20, Santa Cruz Biotechnology）、p38 ウサギポリクローナル抗体（Cell Signaling 

Technology）、抗 HtrA2 / Omi ヤギポリクローナル抗体（V-17, Santa Cruz Biotechnology）、抗 β-Actinマウス

モノクローナル抗体（ACTBD11B7, Santa Cruz Biotechnology）、抗 VDACウサギポリクローナル抗体（Cell 

Signaling Technology）、および抗 α-tubulinマウスモノクローナル抗体（DM1A, Sigma-Aldrich）をウェスタン

ブロッティングの解析に使用し、抗 Flagマウスモノクローナル抗体（M2, Sigma-Aldrich）をウェスタンブ

 
Figure 3-1 Molecular mechanism of p53-mediated prevention of oncogenic RAS-driven cell invasion. 
This model has been shown in our previous study (Reference No.26). The purpose of this study was to identify a/the molecule(s) 
that regulate the mitochondrial translocation of p38 MAPK promoted by p53 (the point is shown as ‘‘?’’). The explanation is 
marked ①-⑤ and indicated in the text. 
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ロッティングおよび蛍光免疫染色での解析に使用した。蛍光免疫染色には、抗 cortactin ウサギポリクロー

ナル抗体（H-191, Santa Cruz Biotechnology）を使用した。 

3-2-3 ウェスタンブロッティング 

細胞を回収し、氷冷した細胞溶解バッファー(50 mM Tris pH 8.0、150 mM NaCl、1% Triton X-100、0.5% 

SDS、10 mM EDTA、1 mM Na3VO4、10 mM NaF、protease inhibitor cocktail [PIC, Nacalai Tesque])中で、超音

波処理を行い、細胞を破壊した。その後、20,000 ×gで 15分間遠心し、得られた上清を細胞抽出物として使

用した。ミトコンドリア画分および細胞質画分を分離するために、ミトコンドリア分離キット（QIAGEN）

を付属のプロトコルに従って使用した。単離したミトコンドリア画分を氷冷した SDSを含まない細胞溶解

バッファー（50 mM Tris pH 8.0、150 mM NaCl、1% Triton X-100、10 mM EDTA、1 mM Na3VO4、10 mM NaF、

PIC）で溶解し、20,000×gで 15分間遠心後、得られた上清をミトコンドリアタンパク質として使用した。 

β-アクチンの検出では、回収した細胞を 0.5% SDSを含む細胞溶解バッファーで溶解した細胞抽出液を使用

した。これらのタンパク質抽出物を用いて、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS-PAGE）を行った。泳動後、タンパク質を PVDFメンブレンに転写し、5% スキムミルク(Sigma-Aldrich) 

/ TBS-Tもしくは 2% Brocking agent/ TBS-Tで 30分間ブロックした。2% BSA/TBS-Tもしくは 2% Brocking 

agent/ TBS-Tで希釈した一次抗体中で、4˚Cで一晩、または室温で 1 時間インキュベートした。その後、メ

ンブレンを TBS-Tで洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）結合二次抗体（Sigma-Aldrich）を添加

し、室温で 30分間インキュベートした。 その後、HRP化学発光試薬 (Perkin Elmer) を添加し、X線フィ

ルム (Fujifilm) に露光することによって検出した。 

3-2-4 蛍光免疫染色 

ガラスボトムディッシュで培養した細胞を 4% PFA で固定後、0.2% Triton X-100 を用いて細胞膜透過処

理を行い、2% BSA/PBSでブロッキングした。その後、一次抗体を反応させ、抗ウサギ IgG- Alexa Fluor 488

（Molecular Probes）および抗マウス IgG- Alexa Fluor 546を二次抗体として反応させた。F-アクチンの染色

には、ファロイジン- Alexa Fluor 594（Molecular Probes）を用いた。画像は、共焦点顕微鏡（LSM700, Zeiss）

を使用して取得し、Image J software（NIH）で解析した。 

3-2-5 ミトコンドリア膜電位の解析 

ミトコンドリア膜電位のモニタリングは、ガラスボトムディッシュで培養している細胞の培地中に、ミ

トコンドリアに蓄積するカチオン性色素である 5, 5', 6, 6'-tetrachloro-1, 1', tetraethylbenzimidazolocarbo-cyanine 

iodide（JC-1, 2 μM, Molecular Probes）を加えて 37˚Cで 15分間培養し、PBSで洗浄後、培地を加えて観察を

行なった。画像は、共焦点顕微鏡（LSM700, Zeiss）で撮影し（Ex= 488 nm / Em= <545 nm, Ex= 555 nm / Em=>575 

nm）、Image J software（NIH）を使用して蛍光強度を定量化した。 
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3−3 結果と考察 

3-3-1 がん遺伝子 RAS 発現細胞におけるラメリポディア形成および β-アクチン切断に 
対する NF-κB の役割 

 

当研究室では、p53の機能を欠損した細胞に Ha-RASV12を発現させると、F-アクチン構造の一つである

ラメリポディアの形成が促進されることを明らかにしている[35]。p53の機能欠損は、転写因子 NF-κBの恒

常的な活性化を誘導する[39-41]。NF-κB は多くのがん細胞で活性化されており、がんの悪性化を促進するこ

とが知られている[42-44]。そこで、Ha-RASV12を発現した p53 -/- MEFにおけるラメリポディアの形成には、

NF-κBの活性化が関与しているのではないかと考えた。NF-κBは、NF-κBファミリーと呼ばれる p50、p52、

p65/RelA、c-Rel、RelBの 5 種類のタンパク質のホモダイマーもしくはヘテロダイマーからなるタンパク質

複合体である。なかでも、p65/RelAと p50のヘテロダイマーは、ほとんどの種類の細胞で存在しており、

NF-κBシグナル伝達経路において最も主要な複合体であると言われている[45]。p65/RelAと p50は、どちら

も N 末端に Rel ホモロジードメインと呼ばれる DNA の結合や二量体形成に必要なドメインを有している

が、C末端の転写活性化ドメインは p65/RelAのみが有している[46, 47]。そのため、p65/RelAの発現を抑制す

ることで NF-κBによる転写を低下させることができる。そこで、ラメリポディアの形成において NF-κBの

関与を確認することを目的として、p65/RelAに対する shRNAを発現するレトロウイルスを用いて p65/RelA

のノックダウンを行った。ラメリポディアの形成は、ラメリポディアマーカーとして抗 Cortactin 抗体、お

よび抗 F-actin 抗体を用いた二重蛍光免疫染色を行うことで確認した。その結果、コントロールの Ha-

RASV12を発現した p53 -/- MEFではラメリポディアの形成が確認されたが（Figure 3-2a左、白矢尻）、p65/RelA

のノックダウンによって、ラメリポディアの形成は抑制された（Figure 3-2a 右）。次に、p65/RelAをノック

ダウンすることで、β-アクチン切断が誘導されるのかについて、ウェスタンブロッティングで確認した。β-

アクチンは、375アミノ酸からなる 42 kDaのタンパク質である。HtrA2/Omiは、β-アクチンの 106番目の

スレオニン（T）残基の前と 107番目のグルタミン酸（E）残基の前を切断するため、切断断片は 30 kDaと

12 kDaとなる[35, 36]。用いた抗体は、β-アクチンの C末認識抗体であるため、30 kDaのバンドが検出されれ

ば、HtrA2/Omiによる-アクチンの切断が誘導されたと考えられる。ウェスタンブロッティングの結果から、

p65/RelAをノックダウンした Ha-RASV12を発現している p53 -/- MEFにおいてのみ β-アクチンの切断断片

のバンドが検出された（Figure 3-2b）。以上の結果から、p53欠損細胞において、NF-κBを抑制することで、

Ha-RASV12による HtrA2/Omiを介した β-アクチンの切断を誘導できることが推察された。 
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3-3-2 がん遺伝子 RAS による β-アクチン切断に関わる p38 MAPK のミトコンドリア移行 

に対する NF-κB の役割 

Ha-RASV12 による p53 依存的な HtrA2/Omi の活性化には、ミトコンドリア膜電位の低下とそれに伴う

p38 MAPK のミトコンドリア移行が必要であることを示してきた[35]。そこで次に、p65/RelA のノックダウ

ンがミトコンドリア膜電位に与える影響について、カチオン性色素である JC-1（Figure 3-3a）を用いて解析

を行なった。JC-1 は、単量体状態では緑色蛍光を発するが、その濃度に応じて凝集体を形成し、凝集体状

態では赤色蛍光を発するようになる[48, 49]。JC-1がもつカチオン性の電位は、ミトコンドリア内膜の電位と

親和性が高いため、細胞内に取り込まれた JC-1はミトコンドリアの膜電位に応じてミトコンドリア内に蓄

積する。ミトコンドリア内で蓄積された JC-1 の濃度が低いと JC-1 は単量体で存在するため、緑色蛍光を

発し、濃度が高いと色素が凝集するため赤色蛍光を示すようになる。そのため、JC-1 はミトコンドリアの

膜電位が低いと緑色蛍光、高いと赤色蛍光を示す[50, 51]（Figure 3-3b）。 

 
 
Figure 3-2 Oncogenic Ras induces β-actin cleavage in p53 –/– MEFs expressing p65/RelA shRNA. 
Cells were infected with a control or Ha-RasV12-expressing retrovirus together with or without a p65/RelA shRNA-expressing 
retrovirus. (a) Confocal images of the cells stained for cortactin (green) as an indicator of lamellipodia or F-actin (red) are shown. 
Scale bars, 20 μm. Z-stack images with an interval of 1.0 μm were obtained using a confocal microscope, and projected images 
are shown. The white arrowheads point to the edge of the lamellipodia. (b) The levels of p65/RelA and the cleavage of β-actin 
were evaluated by immunoblot analysis. Black arrowheads indicate full-length β-actin, and white arrowheads indicate cleaved 
fragment. α-tubulin used as a loading control. 
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JC-1を用いて解析を行なったところ、Ha-RASV12が発現した p53 -/- MEFにおいて、p65/RelAをノックダ

ウンすることにより、緑色蛍光が赤色蛍光よりも高くなるミトコンドリア、つまり膜電位が低くなったミ

トコンドリアが部分的に増えることが示された（Figure 3-4 a）。JC-1の赤色蛍光強度を緑色蛍光強度で割っ

た値を定量的に解析したところ、p65/RelA をノックダウンすることで有意にミトコンドリアの膜電位が有

意に低下するということが明らかとなった（Figure 3-4 b）。野生型 p53を発現している不死化したマウス線

維芽細胞において、Ha-RASV12の発現によりがん化を誘導した際にみられるミトコンドリア膜電位の低下

も、部分的に引きおこる[35]。細胞内のすべてのミトコンドリアで膜電位の低下が引き起こると細胞死が誘

導されることから[52]、膜電位の低下が起こる一方で、ミトコンドリア膜電位を維持する機構が働いている

と考えられる。部分的に誘導されるミトコンドリア膜電位の低下と相関して、p38 MAPK のミトコンドリ

ア移行が引き起こされることが HtrA2/Omiの活性化に重要である[35]。そこで次に、それぞれのタンパク質

の局在を確認するために、細胞質画分とミトコンドリア画分のタンパク質を抽出し、これら抽出液を用い

てウェスタンブロッティングを行った。その結果、p65/RelA は細胞質だけでなく、ミトコンドリアにも局

在することが確認された。細胞質、ミトコンドリア両分画において、p65/RelAの発現量は p65/RelAのノッ

クダウンによって減少していた。細胞質およびミトコンドリアに局在する HtrA2/Omi の量は、p65/RelA 

shRNA の発現の有無にかかわらず一定であった。一方で、ミトコンドリアに局在する p38 MAPK の量は、

p65/RelA のノックダウンによって顕著に増加していた（Figure 3-4 c）。これらの結果から、p65/RelA のノッ

クダウンは HtrA2 / Omi の局在には影響を与えないものの、ミトコンドリア膜電位の低下を引き起こし、

p38 MAPK のミトコンドリア移行を促進させることがわかった。そのため、NF-κBはミトコンドリア膜電

位を維持することによって p38 MAPKのミトコンドリア移行を抑制し、HtrA2 / Omiを介した β-actinの切

断を抑制している可能性が考えられた。 

 
Figure 3-3 Model diagram of the potential measurement of a mitochondrial membrane using JC-1. 
(a) Chemical structure of JC-1. (b) JC-1 monomers and polymers emit green and red fluorescence, respectively. Monomeric JC-
1 accumulates mitochondria and hyperpolymerizes when the outer mitochondrial membrane potential is high. 
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Figure 3-4 p65/RelA knockdown enhances mitochondrial translocation of p38 MAPK in p53 –/–MEFs expressing Ha-
RasV12. 
Cells were infected with Ha-RasV12-expressing retrovirus together with or without a p65/RelA shRNA-expressing retrovirus. 
(a) Confocal images of cells stained with JC-1. Red fluorescence (J-aggregate) and green fluorescence (monomer) are shown. 
Scale bars, 20 μm. (b) The ratio of red fluorescence to green fluorescence, which is correlated with mitochondrial membrane 
potential, at peripheral mitochondria was quantified from images in a. (c) Following subcellular fractionation of the cytosol 
(Cyto) and mitochondria (Mito), the distribution of p65/RelA, p38 MAPK, and HtrA2/Omi was evaluated by immunoblot 
analysis. VDAC and a-tubulin were used as mitochondrial and cytosolic markers, respectively. 
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3-3-3 がん遺伝子 RAS が制御する β-アクチン切断に対するミトコンドリアに局在する 

NF-κB の役割 

ミトコンドリアに局在する NF-κB は、ミトコンドリアのダイナミクス、アポトーシス、呼吸制御など、

その機能は多岐にわたる[53, 54]。NF-κBのミトコンドリア移行には、ミトコンドリア分子シャペロンとして

働くモルタリンとの結合が重要であるが、p53は NF-κBとモルタリンの結合を阻害することによって、NF-

κB のミトコンドリア移行を抑制することが報告されている[41, 55]。このことから、p53 が欠損することで、

NF-κBのミトコンドリア移行が促進され、ミトコンドリアに局在する NF-κBが p38 MAPKのミトコンドリ

ア移行ならびに β-actinの切断を抑制しているのではないかと考えた。このことを確認するために、ミトコ

ンドリア移行シグナルを付加し、なおかつ shRNAの標的配列に変異を有する p65（Mito-Flag-p65）の発現

プラスミドを構築した。レトロウイルス感染によって、Ha-RASV12 および p65/RelA shRNA を発現させた

p53 -/- MEFに、構築した Mito-Flag-p65発現プラスミドとミトコンドリアマーカーとして Mito-DsRed発現

プラスミドをコトランスフェクションした後、細胞を固定し、抗 Flag 抗体を用いて免疫染色を行うことで

Mito-Flag-p65の局在を確認した。その結果、抗 Flag 抗体で検出されたMito-Flag-p65は、Mito-DsRedと共

局在していたことから、Mito-Flag-p65はミトコンドリアに局在することが確認できた（Figure 3-5 a）。次に、

p65/RelA のノックダウンで促進する p38 MAPK のミトコンドリア移行、ならびに β-actin の切断が、Mito-

Flag-p65 により抑制されるのかどうかを検証するため、ミトコンドリア分画および全細胞抽出液を用いた

ウェスタンブロッティングを行った。ミトコンドリア分画を抗 p65 抗体を用いて検出したところ、p65/RelA 

shRNAの発現だけでは内在性の p65/RelAの発現を完全には抑制できないため、内在性の p65/RelAバンド

（Figure 3-5 b 白矢尻 endo）とMito-Flag-p65のバンド（Figure 3-5 b 黒矢尻 exo）が検出された。しかし、

Mito-Flag-p65を発現させた細胞ではコントロールの細胞と比較して、ミトコンドリアに局在する p65の量

が顕著に増加していた。一方で、ミトコンドリアに局在する p38 MAPKの量は、予想に反して、Mito-Flag-

p65を発現させても、コントロールと比較して差がなかった（Figure 3-5 b）。一方で、切断された β-actinの

量は Mito-Flag-p65 を発現させることにより減少することが明らかになった（Figure 3-5 c）。以上の結果を

まとめると、ミトコンドリアに局在している NF-κBは、p38 MAPKのミトコンドリア移行を制御するので

はなく、p38 MAPKの活性化、または別の分子を介して HtrA2/Omiの活性を低下させることで、β-actinの

切断を抑制していることが考えられた。 
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3−4 結論と展望 

本章では、p53 -/- MEFにがん遺伝子 Ha-RASV12と p65/RelA shRNAを発現させることで、p38 MAPKの

細胞質からミトコンドリアへの移行が亢進し、β-actin の切断が誘導されることを明らかにした。さらに、

ミトコンドリアでの p65/RelAの過剰発現は、p38 MAPKのミトコンドリア移行を阻害することなく、β-actin

の切断を抑制した。これらのことから、NF-κBは細胞の浸潤や移動に対して抑制的に働く β-actinの切断を、

2 つ以上の分子機構で抑制している可能性が考えられた。1 つは、ミトコンドリアに局在している NF-κB

が、p38 MAPK または HtrA2/Omi の活性化を阻害することで β-actin の切断を抑制している可能性である。

 
Figure 3-5 Expression of p65/RelA, localized in the mitochondria, attenuates β-actin cleavage in p65/RelA-knockdown 
p53 –/– MEFs expressing Ha-RasV12. 
Cells were infected with Ha-RasV12-expressing retrovirus together with a p65/RelA shRNA-expressing retrovirus. (a) The cells 
were transfected with Mito-Flag-p65 expression vector together with Mito-DsRed expression vector to visualize mitochondria. 
Confocal images of cells stained with anti-Flag antibody for Mito-Flag-p65 (green) and Mito-DsRed (red) are shown. Z-stack 
images with an interval of 1.0 μm were obtained using a confocal microscope, and projected images are shown. Scale bars, 20 
μm. (b) and (c) The cells were transfected with control or Mito-Flag-p65 expression vector. (B) Following subcellular 
fractionation of the mitochondria (Mito), the distribution of p38 MAPK was evaluated by immunoblot analysis. VDAC was used 
as a mitochondrial marker. Black arrows indicate exogenous p65/RelA, and white arrow indicates endogenous p65/RelA. (c) The 
cleavage of β-actin was evaluated by immunoblot analysis. Black arrowheads indicate full-length β-actin, and white arrowheads 
indicate the cleaved fragment. 
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また、それ以外の分子機構として、核内の NF-κBが標的遺伝子の発現を介して、p38 MAPKのミトコンド

リア移行を阻害し、β-actinの切断を抑制している可能性である。その他にも、細胞質の NF-κBが p38 MAPK

のミトコンドリア移行に関与している可能性も否定できない。β-actin の切断によるラメリポディア形成の

阻害は、がん細胞の浸潤や転移の抑制につながる[35]。そのため、この分子機構に関してより詳細な解析を

行うことで、新たながん治療の標的分子が同定できるかもしれない。また、当研究室の先行研究では、野

生型 p53を発現しているヒト乳がん由来 MCF-7細胞において、p53のノックダウンを行うと NF-κBの恒常

的な活性化が誘導され、その結果 NF-κB の標的遺伝子である細胞接着分子インテグリン β3 の発現が上昇

し、ラメリポディアの形成が促進されることも明らかにしている[56]。Ha-RASV12が発現した p53 -/- MEFに

おいても MCF-7と同様に、NF-κBがインテグリン β3の発現上昇を誘導することでラメリポディアの形成

を促進している可能性もある。 

Ha-RASV12による p53 -/- MEFのがん化には NF-κBが必要である[39]。そのため、p65/RelA shRNAと Ha-

RASV12を発現した p53 -/- MEFはがん化抑制された状態の細胞であり、このときに、β-actinの切断がみら

れるということになる。野生型 p53 を発現する不死化した MEF やマウス線維芽細胞 NIH3T3 では、Ha-

RASV12の発現によってがん化するが、これら細胞でも β-actinの切断が誘導される[35]。したがって、β-actin

の切断は、がん化のプロセスには関与せずに、がん細胞の浸潤を抑制する要因となると考えられる。 

本研究の成果から、p53の機能欠損および RASの恒常的な活性化によりがん化している悪性度の高いが

んにおいても、NF-κB 阻害剤が奏功する可能性を示すことができた。NF-κB は、がん細胞で恒常的に発現

しており、腫瘍の形成や悪性化に関わるため、これまでにもがん治療の治療標的分子として治療薬の開発

が進められてきた分子である。NF-κB が、発現を制御する可能性のある遺伝子は 200 以上あり、細胞の生

存と死のバランスを調節している分子とも言われている[57]。そのため、NF-κB を標的とするような治療薬

は標的外の薬効や毒性について注意深く検討する必要があるものの、臨床応用が期待されている薬剤も多

い[46, 58]。今回明らかにした、NF-κBが制御する β-アクチンの切断において、NF-κBは標的遺伝子の発現を

介して β-アクチンの切断を制御している可能性がある。そのため、NF-κBの発現依存的に活性が変化し、

β-アクチンの切断に関与する分子を同定することで、がん遺伝子 RASが惹起する細胞の浸潤や転移を抑制

できる新たながん治療薬が開発できるかもしれない。 
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第 4 章 RAS が惹起する細胞の浸潤・転移に関わる 
TMPRSS2/ERGの新たな遺伝子発現制御機構の解明 

4−1 序論 

日本人男性において、罹患数が最も多いがん種は前立腺がんである[59]。前立腺がんでは、その発生や進

行において、男性ホルモンのアンドロゲンが寄与していることが知られている[60]。アンドロゲンは、細胞

質でアンドロゲン受容体（AR: Androgen receptor）と結合し、核内に移行する。その後、AR 転写補助因子

などとともに、標的遺伝子のプロモーターやエンハンサー領域に存在するアンドロゲン受容体結合配列

（ARE: AR responsive elements）に結合することで標的遺伝子の発現を調節する[61]。前立腺細胞のほとんど

で AR が活性化しており、治療前の前立腺がんの約 90%では、アンドロゲン依存的な増殖能を有すること

が報告されている[62-64]。セリンプロテアーゼである TMPRSS2をコードする TMPRSS2遺伝子は、代表的な

アンドロゲン応答性の遺伝子である。TMPRSS2 遺伝子は、転座によって ERG 遺伝子と融合して

TMPRSS2/ERG遺伝子となることが知られている。TMPRSS2/ERGへの転座は、前立腺がん患者の約 50%で

観測されている[65-73]。転写因子である ERGは、ALK1や FZD4などの標的遺伝子の発現を介してがん細胞

の浸潤・転移などに寄与する[74, 75]。TMPRSS2/ERG遺伝子産物である TMPRSS2/ERGは、ERGの転写因子

としての機能を保持しているため、ERGと同様に ALK1や FZD4などの標的遺伝子の発現を介して、がん

細胞の浸潤・転移において重要な EMTを促進することが報告されている（Figure 4-1）[76-78]。TMPRSS2/ERG

遺伝子の発現は、アンドロゲンに応答する TMPRSS2のプロモーター活性と相関するため、アンドロゲンに

応答して上昇し、標的遺伝子の発現を介して EMTを促進させる。TMPRSS2/ERGの活性化には、がん遺伝

子 RAS の活性化が寄与しているため、前立腺がんの治療において、TMPRSS2/ERG は RAS シグナル経路

 
Figure 4-1 Mechanism of RAS-promoted EMT by TMPRSS2/ERG activation in prostate cancer cells. 
Fusion of the TMPRSS2 and ERG genes was induced by DNA break and ligation. Binding of androgen induces a conformational 
change in the androgen receptor (AR), resulting in the translocation of AR to the nucleus. AR binds to androgen response 
elements (AREs) in the promoter or enhancer regions of androgen-regulated genes, including TMPRSS2 and TMPRSS2/ERG. 
Oncogenic RAS induces activation of the MAPK/ERK signaling pathway, resulting in the activation of TMPRSS2/ERG. 
Activated TMPRSS2/ERG promotes cellular EMT through targeted gene expression. 
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における治療標的分子として期待されている[79-81]。現在、前立腺がんの治療では、ARシグナル阻害薬の使

用や前立腺の摘出が行われているが[82]、これらの治療が奏功しない際の治療法は確立されていない。その

ため、ARシグナル阻害とは異なる機序によって TMPRSS2/ERG遺伝子の発現を抑制する治療法の開発が求

められているが、成功例はない。そこで本研究では、TMPRSS2/ERGの新たな発現制御機構を明らかにする

ことを目的として、TMPRSS2の遺伝子配列で形成される DNAの高次構造に注目して研究を行なった。 

4−2 実験方法 

4-2-1  試薬調製 

DNAオリゴヌクレオチドは、ホスホロアミダイト法により固相合成し、逆相カートリッジカラムで精製、

凍結乾燥したものをユーロフィンジェノミクス株式会社、およびサーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク株式会社より購入した。実験に用いた DNAオリゴヌクレオチドの配列は Table 4-1にまとめた。濃度は、

オリゴヌクレオチドを蒸留水で溶解し、UV-1800 分光光度計（Shimadzu）を用いて 260 nmにおける 90˚C

での吸光度を測定し、各オリゴヌクレオチドのモル吸光係数 ε（L•mol-1•cm-1）から算出した。 

 

Table 4-1 DNA sequences used in this study 

 

Oligonucleotide Sequence (5' → 3')

WT CCTCCGGGCGGGGCAGGGGGCATCGGCGGGTCCCAGGCGCCCAGGTTCCCCTCCCCAGC
CCGGACCCCGAGCCGGGACCC

MT1 CCTCCGGGCGGGGCAGGGGGCATCGGCGGGTCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCT
CGGACTCTGAGCCGGGACTC

MT2 CCTCCGAGCGGAGCAGAAGGCATCGGCGAGTCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCT
CGGACTCTGAGCCGGGACTC

MT3 CCTCCAGACGCGCCAGCGCGCATCAGCGGGTCCCAGGCGCTCAGGTTGCGCTGCGCAGTC
TGGACCCCGAGCCGGGACCC

MT4 CCTCGGCGCGCGCCAGCGCGCATCGCGCGGTCCCAGGGCGCCAGGTTGCGCTGCGCAGC
GCCGACCCCGAGCCGGGACCC

Temp-WT
(template)

CCTCCGGGCGGGGCAGGGGGCATCGGCGGGTCCCAGGCGCCCAGGTTCCCCTCCCCAGC
CCGGACCCCGAGCCGGGACCCCAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAG
TGAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

Temp-MT1
(template)

CCTCCGGGCGGGGCAGGGGGCATCGGCGGGTCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCT
CGGACTCTGAGCCGGGACTCCAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGT
GAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

Temp-MT2
(template)

CCTCCGAGCGGAGCAGAAGGCATCGGCGAGTCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCT
CGGACTCTGAGCCGGGACTCCAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGT
GAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

Temp-MT3
(template)

CCTCCAGACGCGCCAGCGCGCATCAGCGGGTCCCAGGCGCTCAGGTTGCGCTGCGCAGTC
TGGACCCCGAGCCGGGACCCCAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGT
GAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

Temp-MT4
(template)

CCTCGGCGCGCGCCAGCGCGCATCGCGCGGTCCCAGGGCGCCAGGTTGCGCTGCGCAGC
GCCGACCCCGAGCCGGGACCCCAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAG
TGAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

85WT
(template)

TCCCAGGCGCCCAGGTTCCCCTCCCCAGCCCGGACCCCGAGCCGGGACCCCAGAGAGAGC
ACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGTGAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

85MT
(template)

TCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCTCGGACTCTGAGCCGGGACTCCAGAGAGAGCA
CCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGTGAGTCGTATTATATAGTGAGTCGTATTAGTG

95WT
(template)

CATCGGCGGGTCCCAGGCGCCCAGGTTCCCCTCCCCAGCCCGGACCCCGAGCCGGGACCC
CAGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGTGAGTCGTATTATATAGTGA-
GTCGTATTAGTG

95MT
(template)

CATCGGCGAGTCTCAGGCGCTCAGGTTCTCCTCTCCAGCTCGGACTCTGAGCCGGGACTCC
AGAGAGAGCACCGAGCCTAGTTCGTGTCATCTCCTATAGTGAGTCGTATTATATAGTGA-
GTCGTATTAGTG

T7 promoter
(non-template) CACTAATACGACTCACTATATAATACGACTCACTATAGG
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4-2-2  蛍光スペクトル測定 

Thioflavin T (ThT)および N-Methyl mesoporphyrin (NMM)の蛍光スペクトル測定は、0.3 cm × 0.3 cmの石英

セルと FP-8200 分光蛍光光度計 (JASCO) を用いて行った。40 mM Tris-HCl  (pH 7.2 at 37˚C)、150 mM KCl

および 8 mM MgCl2からなる緩衝液中で、0、1.0、2.5、3.0、10、30 μM DNAオリゴヌクレオチド（Table 4-

1）存在下における 1 μM ThT (Ex = 450 nm, Em = 470-600 nm)もしくは 1 μM NMM (Ex = 399 nm, Em = 550-

750 nm)の蛍光スペクトルを、測定前に各試料を 93˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やかに冷

却した後、25°Cで測定した。 

4-2-3 円二色性スペクトル測定 

円二色性 (CD: Circular Dichroism)スペクトルの測定は、0.1 cmの光路長を有する石英セルを用いて J-820

分光光度計 (JASCO) で行った。40 mM Tris-HCl (pH 7.2 at 37˚C)、150 mM KClおよび 8 mM MgCl2からなる

緩衝液中での、20 µMオリゴヌクレオチド各試料を 93˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やか

に冷却した後、CDスペクトルを測定した。265 nmと 290 nm における CD 融解曲線測定は、の 20˚Cから

90˚Cまで 0.5˚C / minで加熱し、0.5˚Cおきに測定を行った。 

4-2-4 T7 ポリメラーゼを用いた in vitro 転写反応 

転写反応は、40 mM Tris-HCl  (pH 7.2 at 37˚C)、150 mM KClおよび 8 mM MgCl2（添加する場合は 10% 

PEG）からなる緩衝液中で、2.5 µMの鋳型 DNA 各試料を 93 ˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25 ˚Cまで

穏やかに冷却した後、1 mM NTP、5 mM DTT、および 100 unitの T7ポリメラーゼ（Takara Bio）を加え、

37˚Cで 0、10、30、60、90、120分間インキュベートした。その後、10 unitの DNaseⅠを加えて、20分間 37˚C

で反応し、10 倍量の転写停止溶液（80 wt% ホルムアミド、10 mM Na2EDTA、0.01% ブルーデキストラン）

を加えて 93˚Cで 5分間加熱した後、急速に氷冷することで転写反応を停止した。転写反応後の試料は、7M 

尿素を含む 12%ポリアクリルアミドゲルを用いて、70˚Cで電気泳動を行なった後、SYBR Gold（PerkinElmer 

Life Sciences）で染色した。蛍光の検出には、FLA-5100（GE Healthcare）を用い、蛍光強度の測定および定

量解析は ImageJ（NIH: National Institutes of Health）で行った。 

4−3 結果と考察 

4-3-1  TMPRSS2 遺伝子のエクソン 2 領域で形成される核酸の二次構造 

TMPRSS2/ERGの新たな発現制御機構を探索すべく、融合後にも含まれる TMPRSS2遺伝子の配列を解析

した。その結果、エクソン 2領域の鋳型鎖に核酸の非標準型構造である四重鎖構造（G4: G-quadruplex）形

成推定配列が存在していることを見出した（Figure 4-2 a）。G4 は、グアニンリッチな配列が形成する核酸

の非標準型の二次構造である。4 つの平面的に並んだグアニン塩基がフーグスティーン塩基対によって G-
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quartetと呼ばれる構造を形成し（Figure 4-2 b）、G-quartet間の π-πスタッキング相互作用と中心部へのカチ

オンの配位により、熱的に安定な G4が形成される（Figure 4-2 c）[83]。そのため G4の熱安定性は、配位す

るカチオンに依存し、K +> Na + >> Li +の順となることが知られている[84]。この共存カチオン種依存的な構

造安定性は、他の核酸構造では見られない特徴であることから、G4形成の一つの実験的確認方法としても

利用されている。スタッキング相互作用による熱安定性は、G-quartetが 3 枚以上積層することで高くなる

ため、グアニンが 3 つ並んだ配列が 4 回繰り返される配列において G4 が形成される[85]。そのため、一般

的には [G3+N1-7 G3+N1-7 G3+N1-7 G3+（ここでは Nは任意のヌクレオチドであり、Gの連続部分を連結するル

ープとして機能する）]を満たす配列が G4 形成推定配列として考えられている。このような配列は、ヒト

だけではなく酵母[86, 87]や細菌[88]、ウイルス[89]などの様々な生物種のゲノムで見られる。さらに興味深いこ

とに、ヒトゲノムにおける G4形成推定配列は、テロメアやがん関連遺伝子のプロモーターや 5’UTRなど

といった生物学的に重要な領域で数多く同定されており[83]、G4の生理学的意義について精力的な研究が進

められている[90]。これまでの生物学的解析によって、G4が DNAの複製や転写、エピジェネティクス、RNA

の代謝といった、生物の生命現象にとって非常に重要な役割をもつことが示されている[91, 92]。TMPRSS2遺

伝子内において、遺伝子発現制御に関与する G4形成配列が見出されたことから、TMPRSS2遺伝子の転写

においても G4が重要な役割を果たす可能性があると考えられる。さらに興味深いことに、TMPRSS2遺伝

 
Figure 4-2 GC-rich region within exon 2 of TMPRSS2 gene has a putative G4-forming sequence. 
(a) Schematic showing the location of the GC-rich region in the TMPRSS2 gene. The guanine and cytosine stretches are 
highlighted in blue and green, respectively. (b) Four guanine bases can form a G-quartet with Hoogsteen base pairs. (c) Two or 
three G-quartets were stacked to form a stable G-quadruplex structure. (d) The GC-rich region within exon 2 of the TMPRSS2 
gene may form hairpin and G-quadruplex structures. The guanine and cytosine stretches are highlighted in blue and green, 
respectively. 
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子においては、G4形成配列（Figure 4-2 a 青色部分）に隣接して、シトシンリッチな配列（Figure 4-2 a 緑

色部分）が存在することを見出した。このシトシンリッチな配列は、グアニンリッチな G4 形成配列と G-

C塩基対を介した分子内ヘアピン構造を形成できる。すなわち、TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域は、環

境などに応じて G4とヘアピン構造間で構造スイッチが生じている可能性がある（Figure 4-2 d）。このよう

な G4とヘアピン構造間の構造スイッチは、これまでに報告例がなく、G4が関与する遺伝子発現制御にお

ける新機構となる可能性がある。さらに、この G4とヘアピン構造間の構造スイッチが、TMPRSS2の発現

を制御している可能性があるため、TMPRSS2遺伝子で形成されるG4や構造スイッチを標的とすることで、

AR シグナル以外による TMPRSS2/ERG 遺伝子の発現制御が可能になると期待される。そこで本研究では、

TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域で見いだされたグアニンとシトシンリッチな配列で形成される二次構造

を検討し、その形成が転写に与える影響について解明することを試みた。 

まず、シトシンとグアニンリッチな配列の二次構造を解明することを試みた。本配列は、比較的長い鎖

長（80塩基）を有するため、NMRや結晶構造解析などで、直接的に構造を決定することは困難である。そ

こで、G4と分子内ヘアピン構造のどちらも形成しうる TMPRSS2遺伝子由来の配列（+98~+177）をWTと

して、G4および分子内ヘアピン構造のそれぞれの構造のみを形成する変異配列と、どちらの構造も形成し

ない変異配列を、m-fold[93]の構造予測によって得られる二次構造の熱安定性（ΔGº 25）をもとに設計した。

分子内ヘアピン構造を形成せず G4のみを形成する配列をMT1、G4ならびに分子内ヘアピンどちらも形成

しない配列をMT2、G4は形成せずWTと同程度の安定性の分子内ヘアピン構造のみを形成する配列をMT3、

G4は形成せずWTよりも安定性の高い分子内ヘアピン構造のみを形成する配列を MT4として、各々のオ

リゴ DNAを設計した（Figure 4-3 a, b：赤文字が変異箇所）。MT2、MT3およびMT4は、G4の形成に関与

するグアニンの連続配列に変異を導入することで G4を形成できないように設計した。m-fold[93]による構造

予測からは、WT、MT3およびMT4では分子内ヘアピン構造を形成する可能性が示唆され、算出されたΔ

Gº 25は、WTが-24.8 kcal / mol、MT1が-12.8 kcal / mol、MT2が-13.1 kcal /mol、MT3が-24.3 kcal / mol、MT4

が-29.0 kcal / molと予測された（Figure 4-3 c）。 
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これらのオリゴ DNAの構造を検討するために、20 μMのオリゴ DNAを 150 mM LiCl存在下、および G4

が安定化する 150 mM KCl存在下で CDスペクトルを測定した。その結果、WTおよびMT1においては、

150 mM LiCl存在下では 240 nm付近に負のピーク、260 nm付近に正のピーク、および 290 nm付近にショ

ルダー型のピークが確認できた。150 mM KCl存在下では、290 nmのピークが減少するとともに 260 nmの

ピークが増強された。上述したように G4 の構造安定性は、共存カチオン種に依存することから、W T と

MT1 は、カリウムイオン依存的にスペクトルの変化が確認されたため、G4 を形成していることが示唆さ

れた。一方、MT2、MT3およびMT4では、150 mM LiCl存在下と 150 mM KCl存在下どちらにおいても、

 
 

Figure 4-3 Schematic diagram showing the location of the GC-rich region in the TMPRSS2 gene.  
The guanine and cytosine stretches are highlighted in blue and green, respectively. WT is a wild-type sequence. MT1 has C-to-
T mutations. MT2 has C-to-T and the G-to-A mutations. MT3 has the same secondary structure and thermodynamic stability 
(ΔG˚25) as the WT. MT4 is designed as MT3 but has a higher thermodynamic stability than the WT. Note that MT3 and MT4 do 
not have any guanine stretch and thus cannot form G4. The mutation sites are indicated by the red letters. The Sequences of WT, 
MT1 and MT2 are shown for comparison. (b) Possible WT, MT1, MT2, MT3 and MT4 structures. (c) Possible WT, MT1, MT2, 
MT3 and MT4 structures and their thermodynamic stability at 25˚C. These structures were predicted using m-fold. The mutation 
sites are indicated by the red letters. 
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240 nm付近に負のピーク、280 nm付近に正のピークを示した。また、MT2、MT3およびMT4は、共存イ

オンに依存した CDスペクトルの変化が観察されなかったため、本実験条件では G4を形成していないこと

が示唆された（Figure 4-4）。 

 
そこで、WT、MT1~4が G4構造を形成しているのかどうか確認することを目的として、G4に結合するこ

とで蛍光が増強することが報告されている ThT[94]、および NMM[95]（Figure 4-5）とオリゴヌクレオチドの

結合解析を行った。ThTとの結合実験においては、WTとMT1では ThTが発する波長 488 nm 蛍光が DNA

の濃度依存的に顕著に増大した。一方、MT2、MT3およびMT4では蛍光の増大が観察されなかった（Figure 

4-6 a）。同様に NMMとの結合実験においても、WTとMT1においては DNAの濃度依存的に波長 610 nm

の蛍光が顕著に増大したのに対し、MT2、MT3 および MT4 では蛍光の増大が観測されなかった。ThT と

NMMの蛍光挙動は一致しており、WTとMT1が G4を形成するのに対して、MT2、MT3およびMT4にお

 
Figure 4-4 TMPRSS2 WT and MT1 changed conformation in the presence of potassium ion. 
CD spectra of 20 μM WT, MT1, MT2, MT3 or MT4 in buffers containing 150 mM KCl (black line) or 150 mM LiCl (gray line), 
40 mM Tris-HCl (pH 7.2), and 8 mM MgCl2 at 25˚C. 
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Figure 4-5 Chemical structure of thioflavin T (ThT) and N-Methyl mesoporphyrin (NMM).  
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いては G4を形成しないことが確認された（Figure 4-6 b）。また、ThTと NMMのいずれにおいても、WTよ

りも MT1の蛍光強度の増大が大きいことも示された。これは、WTでは G4とヘアピン構造の二つの構造

が競合するのに対して、MT1では当初の設計通りにヘアピン構造が形成されず、G4の形成が促進されたこ

とを示している。これらのことから WT は、実験条件によって G4 とヘアピン構造の二つの構造がスイッ

チしている可能性が示された。 

 

 
Figure 4-6 TMPRSS2 WT and MT1 increase fluorescence of ThT and NMM in the presence of potassium ion. 
Fluorescence spectra for 1 μM ThT (a, b), or 1 μM NMM (b, c) in the presence of 0-30 μM WT, MT1, MT2, MT3, MT4 DNA 
oligonucleotides in buffer containing 150 mM KCl, 40 mM Tris-HCl (pH 7.2), and 8 mM MgCl2 at 25˚C (ThT: Ex = 450 nm, 
Em = 470-600 nm, NMM: Ex = 399 nm, Em = 550-750 nm). Fluorescence intensity of ThT at 488 nm (b) or NMM at 609 nm 
(d) in the presence of various concentrations of WT (black), MT1 (red), MT2 (blue), MT3 (green), MT4 (yellow). 
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4-3-2  TMPRSS2 遺伝子のエクソン 2 領域で形成される G4 が転写に与える影響 

TMPRSS2 遺伝子のエクソン 2 領域で確認された二次構造スイッチが転写に与える影響について検討し

た。転写活性の検討のため、T7ポリメラーゼを用いた in vitro転写システムで鋳型となる DNA鎖を設計し

た[96]（Figure 4-7）。鋳型鎖には、T7ポリメラーゼが結合して転写を開始するために必要な T7プロモーター

と TMPRSS2 遺伝子由来の配列を導入した。また、標的配列の二次構造の形成を阻害しないために、T7 プ

ロモーターと標的配列の間には 35 ntのスペーサー配列を組み込んだ。 

 

分子内ヘアピンと G4のどちらの構造も形成しうる Temp-WTを用いて、G4を安定化しない 150 mM LiCl

存在下、および G4を安定化する 150 mM KCl存在下で転写反応を行なった。反応後に、転写産物を変性ゲ

ル電気泳動で分離し、定量化することで、鋳型鎖の構造が転写に及ぼす影響を検討した。その結果、150 mM 

LiCl存在下で、Temp-WTからは、100 ntのマーカーよりも産物の鎖長が長く、全長が転写された転写産物

に由来するバンドが一つ検出された（Figure 4-8 a）。一方、150 mM KCl存在下では、全長が転写された転

写産物由来のバンドと共に、100 nt よりも短く転写が途中で停止した転写産物に由来するバンドが二つ検

出された。これらのバンドの蛍光強度を定量的に解析したところ、150 mM KCl存在下では 150 mM LiCl存

在下と比較して、全長の転写産物量は 0.54 倍に減少しており、転写が途中で停止した短い転写産物につい

て、鎖長が長いものと短いものがそれぞれ 7.5 倍と 4.4 倍に増加した（Figure 4-8 b）。150 mM KCl存在化に

おいてのみ、転写反応が途中で停止していることから、Temp-WT を用いた転写反応では、G4 の形成によ

って転写が停止している可能性が示唆された。 

 
 

Figure 4-7 Design of the template strand for the T7 transcription experiments.  
Temp-WT, Temp-MT1, Temp-MT2, Temp-MT3 and Temp-MT4 contain WT, MT1, MT2, MT3 and MT4, respectively. The T7 
RNA polymerase-binding site is separated from the GC-rich region by a linker sequence with a length of 35 nucleotides. The 
cytosine- and guanine-stretches are shown in green and blue, respectively. The 85th, 95th, and 115th nucleotides from 
transcription start site are highlighted by red arrows. The total length of all templates is 152 nucleotides.  
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この転写反応の停止が、G4の形成によるものであることを確認するために、核酸の二次構造の安定性に影

響を及ぼすことが知られている PEG200存在下での転写反応を行った。PEG200によって誘起される分子ク

ラウディング環境は、希薄溶液環境と比較して、Watson-Crick型の二重鎖構造を不安定化するのに対して、

G4を安定化することが知られている[97]。そこで 10% PEG200存在下で Temp-WTを用いて転写反応を行っ

たところ、150 mM KCl存在下で転写を行った時と同様に、完全長の転写産物の他に、転写が途中で停止す

ることで産生される二つの短い転写産物が確認された（Figure 4-9 a）。各バンドの蛍光強度を定量的に解析

したところ、PEG200 の存在下では非存在下と比較して、全長の転写産物量は 0.28 倍に減少しており、転

写が途中で停止した短い転写産物について、鎖長が長いものと短いものがそれぞれ 1.08 倍と 1.64 倍に増加

した（Figure 4-9 b）。このように、PEG200による分子クラウディングによって、完全長の転写産物量がさ

らに減少するのに対し、不完全長の転写産物量は増大した。PEG200 存在下では、G4 の直前で転写が停止

したと考えられる、鎖長が短い転写停止産物の割合がより顕著に増加したことからも、これは PEG200 が

G4 を安定化し、ヘアピン構造を不安定化した事に起因すると考えることができる。これらのことから、

TMPRSS2 遺伝子のエクソン 2 領域で形成される G4 が転写を抑制することが確認された。さらに、G4 と

ヘアピン間の構造スイッチが転写活性を制御していることも示された。 

 

 
Figure 4-8 Transcription of TMPRSS2 is arrested by the formation of G-quadruplex 
(a) Transcripts from Temp-WT in the presence of Li+ or K+. (b) Relative amounts of full and arrested transcripts observed in 
panel (a), respectively.  
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Figure 4-9 Stabilization of G-quadruplex by PEG200 more arrests transcription. 
(a) Transcripts from Temp-WT in the presence of K+ at 0 and 10 wt% PEG200. (b) Relative amounts of full and arrested 
transcripts observed in panel (a), respectively.  
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4-3-3  TMPRSS2 遺伝子の鋳型鎖が形成する二次構造の分子内競合とその役割 

TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域で形成される G4は転写を阻害することが示された。興味深いことに、

この領域は G4 だけでなくヘアピン構造も形成しうるため、分子内で二つの構造が競合している状態にあ

ることが G4の蛍光プローブを用いた検討と CDスペクトルによる検討により示された。そこで、これらの

二次構造が転写に与える影響について検討するため、WTの配列に変異を導入したMT1、MT2、MT3およ

び MT4（Figure 4-3）の配列を鋳型鎖に組み込んだ Temp-MT1、Temp-MT2、Temp-MT3 および Temp-MT4

（Figure 4-7）を設計した。前述の Temp-WTと同様に、G4を安定化する 150 mM KCl存在下で in vitro転写

反応を行った。その結果、G4のみを形成する Temp-MT1では、不完全長の転写産物が確認された。一方、

G4 とヘアピン構造のどちらも形成しない Temp-MT2、ヘアピン構造のみを形成する Temp-MT3 と Temp-

MT4では、全長の転写産物のみが確認された（Figure 4-10 a）。Temp-WTと Temp-MT1の比較から、短い転

写産物が G4の形成により誘起されることが確認された。また、Temp-MT3と Temp-MT4の結果からは、ヘ

アピン構造が鋳型際に形成された場合でも、転写反応が停止しないことも示された。さらに、Temp-MT1は

Temp-WTと比較して全長の転写産物量が 0.31 倍に減少した（Figure 4-10 b）。一方、転写が途中で停止した

不完全長転写産物は、鎖長が長いものと短いものがそれぞれ 1.30 倍と 2.79 倍に増加した。転写停止産物に

おいて、鎖長の短いものは G4の直前、鎖長の長いものは G4構造の途中で転写が停止しており、より安定

な G4 を形成している場合において、G4 の直前で停止する割合が増加することが考えられる。Temp-MT1

は、Temp-WTと比較して G4の直前で停止する転写産物量が顕著に増加した。これは、Temp-WTはヘアピ

ン構造と G4が競合してどちらの構造も形成されている可能性があるが、Temp-MT1はシトシンリッチ領域

に変異をもちヘアピン構造を形成せず、G4のみをより安定的に形成していることに起因していると考えら

れる。またこのことは、G4 を形成する配列近傍に存在するシトシンリッチな配列領域は、G4 を形成しう

るグアニンリッチな配列領域とヘアピン構造を形成することによって、G4形成による転写阻害効果を抑制

する機能をもつ可能性があることを示している。Temp-MT2、Temp-MT3、Temp-MT4においては、Temp-WT

 
Figure 4-10 Transcription is not arrested in the formation of hairpin structures. 
(a) Transcript production from Temp-WT, Temp-MT1, Temp-MT2, Temp-MT3 and Temp-MT4. Reaction mixtures contains 100 
units T7 polymerase, 2.5 μM DNA template in the buffer of 150 mM KCl, 40 mM Tris-HCl (pH 7.2), 8 mM MgCl2. Denaturing 
gel electrophoresis were carried out at 70˚C of transcription reaction products after 120 min at 37˚C. (b) Relative amounts of full 
and arrested transcripts observed in panel (a), respectively.  
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と比較して全長の転写産物量が 2.07 倍、1.92 倍、3.01 倍といずれも増加した。一方、不完全長の転写産物

は、鎖長が長いものが 0.22 倍、0.21 倍、0.38 倍、鎖長が短いものが 0.18 倍、0.07 倍、0.08 倍といずれも顕

著に減少していた。これらのことから、Temp-MT2、Temp-MT3、Temp-MT4 は、Temp-WT と比較すると、

転写が途中で停止した短い転写産物が顕著に減少しており、全長の転写産物がより多く産生された。Temp-

MT2、Temp-MT3、Temp-MT4が形成するヘアピン構造は異なる熱力学的安定性となるように配列が設計さ

れている。これらのことから、G4を形成しない鋳型鎖において形成される二次構造がヘアピンである場合、

その熱力学的な安定性に関わらず、転写は阻害されないことが確認された。これは G4が形成されている場

合とは対照的であり、シトシンリッチな配列はグアニンリッチな配列が形成する G4 の転写阻害効果を周

辺環境に応じて制御していることを示唆している。 

大変興味深いことに、TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域で形成される G4の近傍に存在するシトシンリ

ッチ領域は、G4 形成配列とヘアピン構造を形成することで、G4 の形成、ならびにそれによる転写の阻害

効果を制御する機能が示された。これまで行われてきた G4に関する研究の多くは、G4の形成配列のみに

注目して行われているものが多い。しかしながら、今回得られた結果を踏まえると、G4を形成する配列の

前後にシトシンリッチな領域が存在する場合は、ヘアピン構造を形成することによって G4 の形成が抑制

されている可能性がある。そこで、TMPRSS2 以外のプロテアーゼをコードする遺伝子において、G4 を形

成推定配列[G3N1-7G3N1-7 G3N1-7 G3]を有する遺伝子の G4形成推定配列と、G4形成配列の前後 50 bpにおけ

る、シトシンの含有数を網羅的に解析した。さらに同定されたグアニンリッチとシトシンリッチ領域で形

成可能なヘアピン構造の熱力学的安定性（ΔG˚25）を m-fold[93]を用いて算出したものを Table 4-2に記した。

すべてではないものの、多くのプロテアーゼには G4形成推定配列が同定された。さらに、すべてではない

ものの同定された遺伝子には、G4形成推定配列に隣接する上流と下流領域にシトシンが多く含まれている

ことがわかった。さらに、その配列が形成するヘアピン構造の ΔG˚25からは、熱力学的に安定なヘアピン

構造を形成可能であることが示された。 
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Table 4-2 Putative quadruplex sequences (PQS) and number of cytosines at upstream or downstream 50 bases from 
PQS in some proteases. 
 

 

Name Mathced sequence (anti-sence: 5'→3') up ΔG ˚25 down ΔG ˚25
CAPN2 GGGCCGAGGGGATGGCCGGGAAGGACGGG 20 -17.1 17 -14.8
CAPN9 GGGTGATCCGGGCGTCCTTGGGAACCGGG 14 -13.7 16 -14.2
CAPN10 GGGAGGGATCCTGGGAAGCTCTGGGATCCTGGGG 20 -15.0 14 -16.3
CTSA GGGATGTACAGGGCTCTGGGAAGGGGG 14 -9.6 16 -14.9
CTSD GGGTGTGTGTGGGAGGGGCCGCTGGGCCAGGGG 19 -16.8 14 -15.8
Furin_1 GGGGGCATGGGGCCGAGACGGGCAGGGCTCGGGAGGG 6 -11.4 19 -18.5
Furin_2 GGGACTTGGGCCCTGACGGGAGAGGCGGG 10 -11.9 17 -12.5
Furin_3 GGGCCAGGGCAGCCAGGGAGGAGCAGGG 12 -10.4 23 -13.0
Furin_4 GGGCAGGGGGATGGGAGAGGAGGGGGCACCCCTGGG 7 -13.0 19 -17.4
MMP3 GGGTACCAGGGGGGTCTCAGGGGAGTCAGGGGG 7 -9.3 12 -14.6
MMP19 _1 GGGCTGCCCGGGCTGTGTGGGGTGGAAGGGTGGAGGG 12 -9.6 12 -11.6
MMP19 _2 GGGGCCATGAGGGCCTGGGAATATCGGG 17 -18.4 14 -12.4
MMP19 _3 GGGACTGGGTTCTGTGGGCACTGGGGGCACAGTGGG 19 -6.0 17 -15.8
TPSB2 _1 GGGACGGGGGGACCGGGGTGGG 14 -16.6 8 -7.9
TPSB2 _2 GGGCCTGGCCGGGCCTCACAGGGCAGGGCTGGGGG 6 -16.1 12 -16.5
TPSB2 _3 GGGAGTGGGGGTTGGGGGGCGGGGGGCGGGGGACAGGCGGGG 20 -14.5 16 -12.4
TPSB2 _4 GGGCAGGGGAGGGCCGGAGGG 10 -8.9 16 -10.2
ADAM12 GGGCGCGGGCGGGGGACACGGGCAGCGGG 21 -25.1 17 -19.3
MMP15 _1 GGGGGTTGAAGGGCGGCCGGGCCACGTCGGGCCATCGGGGG 18 -25.0 27 -22.1
MMP15 _2 GGGCGGGGCAGACAGGGTGTGTGAGGGCTGAGAGGGG 18 -17.9 9 -7.9
MMP15 _3 GGGCCCAAGGGGAGGTGGGAGCTGGGGG 13 -15.2 12 -12.8
MMP17 GGGGGCTCTGGGCGGGGTAGCCGGGG 14 -9.0 19 -18.0
MMP25 _1 GGGCCTGGGCAGGGTGGGG 12 -8.1 16 -7.1
MMP25 _2 GGGGGTCGCTTTGGGGGGCCTGGGGGCGCGGGG 15 -15.1 16 -11.4
MMP25 _3 GGGAAGGGGTTCTTGGGGATAGAAGGG 12 -12.1 11 -6.9
TMPRSS2 _1 GGGCGGGGCAGGGGGCATCGGCGGG 27 -19.0 27 -17.0
TMPRSS2 _2 GGGGCGTACTGGGGCACGGGGGACGGG 12 -11.0 13 -13.8
TMPRSS5 GGGGCAGGGAGGGGAGAGGGCAGAAGGG 21 -16.3 18 -12.3
TMPRSS6 _1 GGGCAGAGGGGGCGGGATCGGGG 11 -10.5 9 -8.9
TMPRSS6 _2 GGGGAAGGGGAGAGGCTGGGTAGGG 12 -12.0 7 -4.0
TMPRSS6 _3 GGGAATCAGGGCATGGGACGGG 5 -4.2 9 -6.1
TMPRSS6 _4 GGGCCCCCAGGGGAGGGGGTATATGGGGAGGG 16 -18.1 17 -18.8
TMPRSS6 _5 GGGCTGGGCAGGGGAGCCGGGTGGGG 20 -13.0 16 -17.8
TMPRSS6 _6 GGGCTGGGGTCTGGGAGGGGAGTGGCAGGGAGGG 9 -9.3 15 -13.2
TMPRSS6 _7 GGGTGCCAAGGGGAGAGGGCAGGGAGGGGGTGAGGGGCAGAGGGGAGGGG9 -9.0 18 -12.8
TMPRSS6 _8 GGGCAGGTGGGCAGGCAGGGTGGGG 9 -9.6 18 -9.3
TMPRSS6 _9 GGGCACCTGGGAGGGAGGAGCGGG 16 -19.8 15 -9.4
TMPRSS6 _10 GGGAAGAGAGGGAGGGGGAGGG 7 -8.6 9 -4.1
TMPRSS6 _11 GGGATGGGCAGGGAGAGGAGGGATGCGCGGGCGGG 18 -13.0 8 -9.7
TMPRSS6 _12 GGGTGGATGGGTGGGTGGGTAGATGGGTGGG 5 -2.4 2 0.3
TMPRSS6 _13 GGGACAGAGGGGATGGGGGCAGGG 13 -10.2 19 -12.0
TMPRSS6 _14 GGGTCCTAGTGGGGAGCGGGTGGG 9 -11.7 14 -9.7
TMPRSS6 _15 GGGGTGGGGTGGGGTGGGGTGGGGTGGGG 14 -12.6 19 -14.5
TMPRSS6 _16 GGGCTGGGTGTGGGCCTGGGTCCTCAGGGG 22 -12.2 4 -5.7
TMPRSS9 GGGGGGAGACATGGGAAGGGGCTGGG 14 -9.5 13 -13.1
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そこで、G4形成推定配列の上流および下流 50 bp内に含まれるシトシンの数を横軸、頻出度を縦軸にし

たグラフを作成した（Figure 4-11）。G4 形成配列前後 50 bp 以内に含まれるシトシンの数の平均は上流が

13.8±5.2、下流が 14.6±5.1であり、有意にその数が多いことが示された。この結果は、今回明らかにした

G4形成配列近傍のシトシンリッチ配列が TMPRSS2に限らず、多くのプロテアーゼをコードする遺伝子に

おいて、G4の形成と転写の調節により遺伝子発現を制御している可能性を示している。ヘアピン構造は熱

力学的に安定な構造を形成していても転写には影響を与えないため[98]、G4を形成する配列を有する遺伝子

の近傍に C リッチな配列領域がある場合は、ヘアピンと G4 の安定性を化合物などで制御することができ

れば、遺伝子の発現をオンにもオフにもすることができる、新しい遺伝子発現制御方法を確立できる可能

性が示された[27]。 

 

 

  

 
Figure 4-11 Frequency graphs of the number of cytosine bases 50 bases upstream or downstream from the putative 
quadruplex sequences. 
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4−4 結論と展望 

本研究では、TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域にグアニンリッチ領域がシトシンリッチ領域と隣接して

存在することを見出した。この領域では、G4 とヘアピン間で構造がスイッチしており、G4 が形成される

ことで転写が阻害されることを明らかにした。このことから、この G4に結合し、構造を安定化できる薬剤

を見つけ出すことによって、RASシグナルの下流でがんの悪性化に寄与する TMPRSS/ERGの発現を抑制で

きる可能性がある。TMPRSS2/ERGは、ARの結合によって TMPRSS2遺伝子と ERG遺伝子の共通配列部分

が切断され、再結合の際に転座が生じる[99]。TMPRSS2 遺伝子に存在する転座に重要な共通配列は、G4 形

成配列よりも下流に存在しているため、G4の形成は転座後の TMPRSS2/ERGの遺伝子発現にも同様に寄与

していると考えられる。TMPRSS2遺伝子の G4を安定化する薬剤を開発し、TMPRSS2の発現を抑制するこ

とができれば、ARシグナル阻害剤とは異なる経路でのがん治療に期待ができる。 

さらに本研究では、TMPRSS2遺伝子の G4形成配列の近傍に存在するシトシンリッチ領域が、G4を形成

するグアニンリッチな領域との間で G-C 塩基対を形成し、G4 とヘアピン構造の分子内競合をすることに

よって、G4形成による転写抑制効果を低下させている可能性について示すことができた。同時に、TMPRSS2

遺伝子以外にも G4 形成配列の近傍にシトシンリッチな領域をもつ遺伝子が多く存在することも明らかに

した。そのため、G4形成配列近傍に存在するシトシンリッチな領域は、TMPRSS2遺伝子だけでなく様々な

遺伝子上で G4の形成に影響を与え、転写制御に関与している可能性がある。これまで行われてきた G4の

研究は、G4形成配列のみに注目しているものがほとんどであった。しかしながら、本研究結果が示すよう

に、G4形成配列だけでなくその近傍に存在する配列の転写活性制御における重要性は極めて高い。本研究

によって、G4に関する研究では近傍の配列に関して改めて考慮する必要性があることを提示することがで

きた。 
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第 5 章 フタロシアニン誘導体を用いた 
RASの遺伝子発現制御法の確立 

5−1 序論 

RASの上流や下流の分子を標的としたがんの治療薬は、一つの分子を標的としてその活性を抑制できて

も、その他の経路が活性化し、薬剤耐性を獲得することが多々報告されており、様々な薬剤の掛け合わせ

などにより治療効果を高めているのが現状である。そのため、それらの経路のハブとして機能する RAS分

子を直接標的とした治療薬の開発が求められている[100]。RASにはアミノ酸配列が類似した三つのアイソフ

ォーム KRAS、HRAS、NRASが存在する。中でも KRASと NRASは、多くのがん種において、その悪性化

に関与することが知られている[101]。本章では、NRASをコードする NRAS mRNAを標的分子とすることで、

NRASの発現を抑制することを試みた。NRAS mRNAは、G4を形成する配列を 5’UTRに有している[102]。

G4を標的とした化合物は、がんなどの治療薬として研究されており[85, 103]、第 4章では、TMPRSS2/ERGの

発現制御において G4結合分子（リガンド）の探索が有効なアプローチであることを示した。そこで、NRAS 

mRNAが形成する G4に選択的に結合する G4リガンドの探索を行った。さらに本研究では、光増感能をも

った光感受性 G4リガンドを探索した。光感受性物質が G4リガンドとしても機能するのであれば、低侵襲

ながん治療方法である光線力学療法 (PDT: Photodynamic therapy) を分子標的型へと応用することが可能に

なる。PDT は、光増感剤を腫瘍部位に取り込ませたのちに、光を腫瘍部位に照射することで活性酸素種 

(ROS: Reactive oxygen species) を発生させることで、がん細胞を死滅する治療方法である[104, 105]。本研究で

開発を試みる分子標的型 PDT が達成できれば、既存の PDT における作用機序が不明であること、術後の

長期間にわたる暗所での滞在、正常細胞への副作用などの問題としてあげられる点について回避できる可

能性が期待される。 

5−2 実験方法 

5-2-1  試薬調製 

DNA 及び RNA オリゴヌクレオチドは、ホスホロアミダイト法により固相合成し、逆相カートリッジカ

ラムで精製、凍結乾燥したものをシグマアルドリッチ株式会社（Sigma-Aldrich）および北海道システムサイ

エンス株式会社 (Hokkaido System Science）より購入した。これらの分子の濃度は、オリゴヌクレオチドを

蒸留水で溶解し、UV-1800 分光光度計 (Shimadzu) を用いて 260 nmにおける 90˚Cでの吸光度を測定し、

各 DNAまたは RNAオリゴヌクレオチドのモル吸光係数 ε（L•mol-1•cm-1）から算出した（Table5-1）。ZnAPC 

[Zinc (II) phthalocyanine 3,4’,4’’,4’’’-tetrasulfonic acid, tetrasodium salt]は Frontier Scientificより購入した。FeAPC 

[Iron (III) phthalocyanine-4,4’,4’’,4’’’-tetrasulfonic acid, monosodium salt, compound with oxygen, hydrate]、 NiAPC 
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[Nickel (II) phthalocyanine-tetrasulfonic acid tetrasodium salt]、CuAPC [Copper (II) phthalocyanine-3,4’,4’’,4’’’-

tetrasulfonic acid, tetrasodium salt] は Sigma-Aldrichより購入した。濃度は、99 w/w% ジメチルホルムアミド 

(DMF) / H2Oで溶解後、波長 680 nmにおける 25˚Cでの吸光度を測定し、波長 680 nmにおけるモル吸光係

数 (ε=2.7×105 M-1 cm-1) [106]から算出した。緩衝溶液には 50 mM 2-モルホリノエタンスルホン酸 (MES) (富

士フイルム和光純薬) を用いた。塩化カリウム (富士フイルム和光純薬) を添加後、塩酸 (富士フイルム和

光純薬) または水酸化リチウム (富士フイルム和光純薬) を用いて pH 7.0 に調製した。アクチノマイシン

Dおよび N - アセチルシステイン (NAC: N - acetyl cysteine) は、富士フイルム和光純薬から購入した。ヒ

ドロキシフェニルフルオレセイン (HPF) は、五稜化薬株式会社から購入した。抗 N-Rasマウスモノクロー

ナル抗体 (sc-31, Santa Cruz Biotechnology) および抗 β-アクチンマウスモノクローナル抗体 (A1978, Sigma-

Aldrich) を一次抗体として用いた。  西洋ワサビペルオキシダーゼ  (HRP) 結合抗マウス IgG 抗体 

(NXA931V, Amersham Pharmacia) を二次抗体として用いた。 

 

5-2-2 円二色性スペクトルの測定 

円二色性 (Circular Dichroism: CD)スペクトルの測定は、0.1 cmの光路長の石英セルを用いて J-820分光光

度計 (JASCO) で行った。50 mM MES-LiOH (pH7.0) および 100 mM KClからなる緩衝液中での、20 µMオ

リゴヌクレオチド各試料を 90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やかに冷却した後、25˚Cでス

ペクトルを測定した。 

5-2-3 吸収スペクトル測定 

吸収スペクトルの測定は、光路長が1 cmの石英セルを用いてUV-1800 分光光度計(Shimadzu) で行った。

50 mM MES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KClからなる緩衝溶液中で 0 - 20 μMの RNA存在下での 2 μMの

Table 5-1 Sequences of oligonucleotides in this study 

 

Oligonucleotide Sequence (5' → 3')
NRAS RNA GGGAGGGGCGGGUCUGGG

dsRNA AGUUCAAGGCGCCUUGAACU

VEGF RNA GGAGGAGGGGAGGAGGA

BCL2 RNA GGGGGCGGUGGGGUGGGAGCUGGGG

NRAS MT1 RNA GGGAGGAGGGGGAGGGAGGG

NRAS MT2 RNA GGGCGGUGGGGUGGGAGCUGGG

NRAS MT3 RNA GGAGGGCGGUCUGG

NRAS MT4 RNA GGGGAGGGGCGGGUCUGGGG

NRAS MT5 RNA UGGGAGGGGCGGGUCUGGGU

NRAS DNA GGGAGGGGCGGGTCTGGG
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フタロシアニンの吸収スペクトルを、測定前に各試料を 90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏

やかに冷却した後、測定間隔を 0.5 nmとし、25˚C で 550 nmから 750 nmまで測定した。 

5-2-4 解離定数の算出 

50 mM MES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KClからなる緩衝液中で、2 μM ZnAPC, FeAPC, NiAPC, CuAPC

に対して 0 - 20 µM RNAまたは DNAを滴下した際の吸収スペクトルを、25˚C で 550-750 nmで測定した。

測定は、各試料を 90˚Cで 5分間加熱後、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やかに冷却し、1 cmの光路長を有する

石英セルと温度コントローラーTMSPC-8 (Shimadzu) に接続した分光光度計 UV-1800 (Shimadzu) を用いて

行った。得られた吸収スペクトルの 680 nmの吸光度 (Abs 680)を RNAおよび DNAのモル濃度に対してプ

ロットし、Kaleida Graph (Synergy software) を用いて、25˚Cにおける、各フタロシアニン誘導体 (APC) と 

RNA または DNA オリゴヌクレオチドとの解離定数 (Kd) を算出した。オリゴヌクレオチドとフタロシア

ニン誘導体の結合比率が 1:1であると仮定すると、複合体形成は以下のように表すことができる。 

Oligonucleotide + 	APC	 ⇄  Oligonucleotide − APC	complex        (1) 

(1)式の反応において、任意のオリゴヌクレオチド濃度における のときの波長 680 nm における吸光度

Abs は、(2) 式で示される。 

Abs	 = 	ΔAbs	 × [Oligonucleotide]	/	(𝐾! 	+	 [Oligonucleotide]) 	+	Abs"    (2)  

(2) 式において、ΔAbs は吸光度の最大変化量、Abs0 はオリゴヌクレオチド非存在下での吸光度である。

(2) 式を用いて得られたデータをカーブフィッティングすることで、25˚Cにおける解離定数 (Kd) を算出し

た。 

5-2-5 細胞培養 

American Type Culture Collection (ATCC) から購入した MCF-7 ヒト乳癌由来細胞を、10%ウシ胎児血清 

(FBS, Sigma-Aldrich) および 1%のペニシリン/ストレプトマイシン溶液 (富士フイルム和光純薬) を添加し

た Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 日水製薬) 中で 37˚C、5% CO2存在下で培養した。 

5-2-6 光照射実験 

試験管内での光照射では、50 mMのMES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KClからなる緩衝液中で、ZnAPC、

FeAPC、NiAPCまたは CuAPCに対して、ピーク発光波長が 615 nmの LED光 (PFBR-150RD-MN, 141.1 J 

cm-2, CCS) を照射した。 

細胞を用いた実験系における光照射では、細胞を 5×104 cm-2で播種し、一晩培養後、培地を 10% FBS 及

び 1% ペニシリン/ストレプトマイシン溶液を添加した CO2-independent medium (Gibco) と交換し、ZnAPC
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または FeAPCで前処理し (37˚C, 30分もしくは 1 時間) 、630 nmのピーク発光波長を有する LED光 (TH-

160×120RD, 5.5 J cm-2, CCS) を照射した。 

5-2-7 ROS の検出 

試験管での実験においては、50 mM MES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KClからなる緩衝液中で 2 µM 

ZnAPC、FeAPC、NiAPCまたは CuAPCに対して光照射を行った際に産生される ROSを 10 µM HPFを用い

て検出した。各試料を 90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やかに冷却した後、0.3 cm × 0.3 cm

の石英セルと温度コントローラーに接続された FP-8200 分光蛍光光度計 (JASCO) を用いて、HPF の蛍光

を測定した (25˚C, Ex= 490 nm, Em= 500-700 nm)。細胞内での ROSの産生の検出は、35 mm ガラスボトムデ

ィッシュ (Matsunami) 上で培養した細胞に 30分間 ZnAPC または FeAPCを添加して、30分間 10 µM HPF

を添加し、60分間光照射を行い、その後細胞を PBSで洗浄し、共焦点顕微鏡 (LSM700, Zeiss) を用いて 488 

nmのレーザーを照射すること画像を得た。得られた画像から HPFの平均蛍光強度を ImageJ (NIH) で定量

した。 

5-2-8 蛍光顕微鏡 

細胞を 35 mmのガラスボトムディッシュ (Matsunami) 上で培養し、終濃度が 10 µMになるよう ZnAPC

を添加した、ZnAPCの細胞内での蛍光を共焦点顕微鏡 (LSM700, Zeiss) を用いて検出し (Ex= 488 nm, Em= 

> 630 nm)、撮影した画像は ImageJを用いて解析した。 

5-2-9 蛍光スペクトル測定 

蛍光スペクトルの測定は、0.3 cm × 0.3 cmの石英セルを用いて、FP-8200 分光蛍光光度計(JASCO) で行

った。50 mM MES-LiOH (pH 7.0)および 100 mM KClからなる緩衝液中で 0 - 20 μM RNA存在下における 2 

μM ZnAPCの蛍光スペクトルを、測定前に各試料を 90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やか

に冷却した後、測定した (Ex = 620 nm, Em = 650-750 nm)。 

5-2-10 ZnAPC によるオリゴヌクレオチドの分解 

50 mM MES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KClからなる緩衝液中の 2 µM ZnAPCまたは FeAPCと 0.1 µM 

RNAまたは DNAの混合物を 90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏やかに冷却した。混合物を

光路長 0.1 cmの石英セルに移し、光照射を行った。光照射後の溶液に、1.5 倍量の Stop solution (80 wt% ホ

ルムアミド, 10 mM Na2 EDTA, 0.01% ブルーデキストラン) を添加し変性させたのちに変性ゲル電気泳動で

全長を保持している割合を算出した。0.6 pmolの RNAまたは DNAを含む試料を、10%もしくは 15% 変性

ポリアクリルアミドゲル (7 M 尿素) を用いて、70˚C で電気泳動を行った。その後、ゲルを SYBRⓇGold 

(Invitrogen) で染色し、蛍光シグナルを Typhoon FLA-9500 (GE Healthcare) を用いて検出した。 
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好気的および嫌気的条件下での RNA光分解の効率を比較する実験では、2 µMの ZnAPCおよび 0.1 µM

の RNAの混合物を緩衝液に溶解する前に凍結乾燥した。その後、好気的条件下で反応を行う試料を緩衝溶

液で溶解し、光路長 0.1 cmの石英セルに移した。嫌気的条件下で反応を行うものは、緩衝溶液をアルゴン

ガスで 5 分間パージし、液体窒素で凍結後、減圧を行うという操作を 3 回繰り返すことで溶液中の酸素を

アルゴンに置換した緩衝溶液を用いて、アルゴンで充満させたグローブボックス中で凍結乾燥した試料を

溶解し、光路長 0.1 cmの石英セルに移した。その後、90˚Cで 5分間加熱し、0.5˚C / minで 25˚Cまで穏や

かに冷却し、光照射を行った試料を（5-2-6）の方法で検出を行った。 

5-2-11 ZnAPC による DIG 修飾 RNA の分解 

T7プロモーターの下流にNRAS mRNAの 5'UTR全長をコードする配列（NRAS F-RNA）をもたせた pUC57 

NRAS F-RNAベクタープラスミドを構築した (GenScript)。プラスミドを制限酵素 EcoR Vで切断し、得ら

れた DNA 断片を 1% アガロースゲルを用いて電気泳動により分離後、NRAS mRNA の 5'UTR をコードす

る DNAを含む断片を GenElute™ Agarose Spin Columns (Sigma-Aldrich) を用いてアガロースゲルから抽出し

た後、エタノール沈殿によって精製した。この精製した DNA を鋳型として DIG RNA 標識キット (Roche 

Biochemicals) を用いて、DIG-11-UTGおよび RNase阻害剤を含む反応混合溶液中で T7 RNAポリメラーゼ

により 42˚C、1 時間の転写反応を行った。その後、37˚C、15分間の DNase I処理を行い、フェノール/クロ

ロホルム処理とエタノール沈殿により RNAを精製した。精製した RNAに 1.5 倍量の Stop solution (80 wt% 

ホルムアミド, 10 mM Na2 EDTA, 0.01% ブルーデキストラン) を添加し、混合物を 7 M 尿素を含む 5% ポ

リアクリルアミドゲルを用いて、70˚Cで電気泳動を行った。泳動後、NRAS F-RNAに対応する約 260塩基

のバンドを切り出し、Tris-EDTA（TE）緩衝溶液中にゲルを浸漬し、4˚Cで 2 時間振とうさせることにより

目的 RNAを抽出した後、エタノール沈殿により精製した。50 mM MES-LiOH (pH 7.0) および 100 mM KCl

からなる緩衝溶液中に 2 µM ZnAPC および 0.1 µM NRAS F-RNA を混合し、90˚C で 5 分間加熱後、0.5˚C 

min-1で 25˚Cまで穏やかに冷却した。その後、光路長 0.1 cmの石英セルに移し、光照射した後、1.5 倍量の

Stop solutionを加えた。その後、0.6 pmolの RNAを含有する試料を、7 M 尿素を含む 15% ポリアクリルア

ミドゲルを用いて 70˚Cで電気泳動を行い、ゲル中の RNAを 4˚C、100 mAで 1 時間、Hybond N+ membrane 

(Amersham Biosciences) に転写した。その後、0.5×TBE (Tris-Borate-EDTA) に浸漬し、3分間 UV照射を行

うことで RNAをメンブレン上に固定した。メンブレンをWashing Bufferで洗浄し、Blocking Bufferで 30分

間ブロッキングを行い、抗 DIG-AP (12039672910, Roche Biochemicals) を加えて、室温で 30分間インキュ

ベートした。その後、メンブレンを再度Washing Bufferで洗浄し、Detection Buffer中で 30分間インキュベ

ートした後、化学発光基質である CDP-Star (Roche Biochemicals) を滴下し、X線フィルム (Fujifilm) に暴露

し、検出を行った。 

 



 

 

 

 

35 

5-2-12 蛍光寿命の算出 

10 µM NRAS RNAまたは NRAS DNAの存在下、非存在下における 2 µM ZnAPCまたは FeAPCの蛍光減

衰曲線を photon counting unit (TDC unit, M12977-01, Hamamatsu Photonics) を搭載した蛍光寿命分光計 

(Quantaurus-Tau, C11567, Hamamatsu Photonics) で測定した。蛍光寿命の測定は、室温で 30 wt%の DMF含

有、不含の 50 mMのMES-LiOH (pH 7) および 100 mM KClからなる緩衝液中で行い、 (3)式を使って curve-

fitting system (U11487-01, Hamamatsu Photonics) により解析した。 

𝐹($) = 𝐹"	exp	(
&$
'
)                           (3) 

ここで、F0は t = 0における蛍光強度、τが蛍光寿命である。 

5-2-13 定量的逆転写 PCR 

NucleoSpin RNA Plus kit (Takara Bio) を用いて細胞から Total RNAを回収し、Prime ScriptTM 1st strand cDNA 

Synthesis Kit (Takara Bio) を用いて、プロトコルに従って cDNAを合成した。得られた cDNAを、Thunderbird 

SYBR qPCR mix (Toyobo) と Step One PlusTM PCR system (Applied Biosystems) を用いて、定量的逆転写 PCR

（RT-qPCR: Quantitative real time-PCR) を行うことで遺伝子の発現量を解析した。PCR は最初に 95˚C で 1

分間、その後 95˚Cで 15秒、55˚Cで 1分間の反応を 40 サイクル行った。それぞれの遺伝子の発現は、以下

の配列のプライマーを使用して解析を行った。human NRAS forward 5’- CAGAGGCAGTGGAGCTTGA -3’、

reverse 5’- GCTTTTCCCAACACCACCT -3’、human B2M forward 5’- GCATTCCTGAAGCTGACA -3’、reverse 

5’- CGTGAGTAAACCTGAATCTTT -3’。 

5-2-14 ウェスタンブロッティング 

60 mm ディッシュで培養した細胞を細胞溶解バッファー (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% 

TritonX-100, 1%SDS, 10 mM EDTA, 1 mM Na3O4, 10 mM NaF, protease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque]) を用

いて溶解させた。その後、超音波処理を行い 15000 rpmで遠心し、上清を細胞タンパク抽出物とした。これ

をドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) で泳動後、タンパク質を PVDF

メンブレンに転写し、5% スキムミルク / TBS-T (Sigma-Aldrich) で 30分間ブロックした。4˚Cで一晩、ま

たは室温で 1 時間インキュベートした後、メンブレンを TBS-Tで洗浄し、HRP結合二次抗体を添加し、30

分間インキュベートした。 その後、HRP化学発光試薬 (Perkin Elmer) を添加し、X線フィルム (Fujifilm) 

に暴露することによって検出した。  

  



 

 

 

 

36 

 

5−3 結果と考察 

5-3-1 G-quadruplex を標的としたフタロシアニン誘導体の結合選択性 

NRAS mRNAの 5’UTRで G4を形成することが知られているオ

リゴヌクレオチド（NRAS RNA: GGGAGGGGCGGGUCUGGG）

[102]と結合する化合物として、強い π-πスタッキング相互作用が

期待でき、なおかつ非特異的な結合を減弱させる効果が期待さ

れる負電荷をもつ化合物として、四つのスルホ基を有するフタ

ロシアニン誘導体［アニオニックフタロシアニン (APC) ］を検

討した (Figure 5-1)。APC は水溶液中では多量体の状態で存在

し、DMFなどの有機溶媒中では単量体状態で存在する。APCは、

多量体 (最大吸収波長 = 640 nm) と単量体 (680 nm) で異なる

吸収ピークをもつことが知られている[107-109]。多量体状態の

APCは G4との結合によって、個々の分子が G4と結合することによって単量体化が誘導され、吸収スペク

トルがシフトすることが期待される。そこで、APCの吸収スペクトルを測定することにより、APCとヌク

レオチドの結合親和性について検討した。 

APC として、中心に亜鉛が配位した ZnAPC、鉄が配位した FeAPC、ニッケルが配位した NiAPC、銅が

配位した CuAPCの四つの化合物を検討した。50 mM MES-LiOH (pH 7.0)および 100 mM KCl 条件下で、2 

µMのAPCに対して 0-20 µMのNRAS RNAを添加した際の吸収スペクトルを測定した。その結果、ZnAPC、

NiAPC、CuAPCの吸収スペクトルは RNAの濃度依存的に 640 nm付近の多量体由来のピークが減少し、680 

nm付近の単量体由来のピークが増加した(Figure 5-2a)。このことから、これらの APCは NRAS RNAとの

結合により単量体化することが示された。一方で、FeAPC は RNA を添加しても吸収スペクトルが変化し

なかったため、RNAと結合しないことが示された。FeAPCでは、配位した鉄イオンが垂直方向に配位子と

結合する状態で存在することから[110, 111]、FeAPCと G-quartet間の π-π相互作用が阻害されたことによるも

のだと考えられる。それぞれの APCと NRAS RNAの結合親和性を定量化するために、NRAS RNAの濃度

増大に伴う 680 nmにおける吸光度の変化を RNAの濃度に対してプロットし、25˚Cにおける解離定数 (Kd) 

を算出した。(Figure 5-2 b, c) その結果、ZnAPC、NiAPC、CuAPCの各 APCと NRAS RNAの 25ºCにおけ

る Kd値は、ZnAPCが 3.1 μM、NiAPCが 3.9 μM、CuAPCが 2.4 μMと同程度であることが示された。FeAPC

は算出不可能であった。このことから、ZnAPC、NiAPC、CuAPC は NRAS RNAと同程度の結合親和性を

有することが示唆された。細胞内には二本鎖 RNA（dsRNA）が豊富にあることを考えると、dsRNAと APC

 
Figure 5-1 Chemical structure of anionic 
phthalocyanine (APC).  
The M at the center indicates a metal ion. 

M
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の結合を確認する必要がある。そこで、それぞれの APCと dsRNA（AGUUCAAGGCGCCUUGAACU）の結

合を確認したところ、いずれの APCにおいても吸光度の変化はほとんど観察されず、全ての APCが dsRNA

と結合しないことが示された(Fig.5-2c)。さらに、ZnAPCは過剰量（100 uM）の dsRNA存在下でも NRAS 

RNAとの 25˚Cにおける Kdが 4.3 μMと算出された。この値は、dsRNA非存在下と同等であり、細胞内の

ように dsRNA が多く存在するよう分子環境においても、G4 に対する結合親和性を保持できることが示さ

れた。これらのことから、ZnAPCは NRAS RNAに対して高い選択性を有する可能性が示された。 

 

NRAS RNAと結合し、ROSの産生効率が高いと考えられる ZnAPCに関して、結合選択性をさらに検討

した。NRASと同様に、G4を形成することが知られている VEGFと BCL2の mRNA由来で G4を形成する

ことが知られている配列を用いた [112, 113]。NRAS RNA を用いた実験と同様に、VEGF RNA

（GGAGGAGGGGAGGAGGA）あるいは、BCL2 RNA（GGGGGCGGUGGGGUGGGAGCUGGGG）を滴下し

た際の ZnAPC の吸収スペクトルの変化を測定した。滴下した RNA の濃度に対して 680 nm の吸光度をプ

 
 

Figure 5-2 ZnAPC, NiAPC and CuAPC bind to the NRAS RNA G-quadruplex.  
(a) VIS absorbance spectra of 2 μM ZnAPC, FeAPC, NiAPC or CuAPC with 0, 0.5, 1, 2, 5, 10 or 20 μM NRAS RNA at 25˚C. 
The spectra with 0 and 20 μM NRAS RNA are highlighted in black and red, respectively. (b) Plots of ΔAbsorbance at 680 nm 
(ΔAbs680 =absorbance with NRAS RNA minus absorbance without NRAS RNA) of ZnAPC, FeAPC, NiAPC or CuAPC vs. the 
concentration of NRAS RNA (red) or dsRNA (grey). The plots of ΔAbsorbance in the presence of 100 μM dsRNA are also given 
with blue color for the ZnAPC (the left column, panel b). Error bars represent mean ± SD; n = 3. (c) Kd values of the APCs with 
NRAS RNA at 25 ˚C. 
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ロットすることで 25˚Cにおける Kdを算出した (Figure 5-3 a, b, e)。 ZnAPCは VEGF RNAと BCL2 RNAの

どちらの RNAを添加した場合においても、わずかに吸収スペクトルがシフトしており、単量体化が誘導さ

れていたため、どちらの RNAともわずかながら結合することが示唆された。しかしながら 25˚Cにおける

Kd値を比較すると、NRAS RNAに対する Kdが 3.1 μMに対して VEGF RNAが 48.3 μM、BCL2 RNAが 35.6 

 
 
Figure 5-3 ZnAPC does not bind VEGF RNA and BCL2 RNA. 
(a) VIS absorbance spectra of 2 μM ZnAPC with 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, or 20 μM VEGF RNA or BCL2 RNA at 25˚C. The spectra 
with 0 and 20 μM RNA are highlighted in black and red, respectively. (b) Plots of Δabsorbance at 680 nm (ΔAbs680 = absorbance 
with RNA minus absorbance without RNA) of ZnAPC in comparison with the concentration of NRAS RNA (red), VEGF RNA 
(blue), or BCL2 RNA (green). NRAS RNA data were duplicated from Figure 5-2 for comparison. Continuous curves are the 
results of curve-fitting to a theoretical equation, and the estimated Kd values are also shown. (c) Fluorescence spectra of 2 μM 
ZnAPC with 0, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, or 20 μM NRAS RNA, VEGF RNA, or BCL2 RNA at 25˚C. The spectra 
with 0 and 20 μM are highlighted in black and red, respectively. (d) Plots of Δfluorescence intensity at 690 nm (ΔF690 = 
fluorescence intensity with RNA minus fluorescence intensity without RNA) of ZnAPC vs. the concentration of NRAS RNA, 
VEGF RNA, or BCL2 RNA. Data on Δabsorbance at 680 nm shown as the Y2 axis are also illustrated to compare these data 
with the changes in the Δfluorescence intensity at 690 nm. Continuous curves denote results of curve-fitting to a theoretical 
equation. (e) Kd values of ZnAPC with the RNAs evaluated from the titration results traced by Δabsorbance at 680 nm (Kd・Abs) 
and Δfluorescence intensity at 590 nm (Kd・F). 
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μMとなり、ZnAPCの結合親和性が NRAS RNAと比較して、10分の 1以下になることが明らかとなった。

ZnAPCと RNAとの結合親和性を ZnAPCの蛍光特性を利用することでさらに確認することも試みた。水溶

液中で、多量体状態で存在する ZnAPCは蛍光が自己消光により顕著に減弱するが、有機溶媒中や RNAと

の結合によって単量体化した Zn APCは、波長 690 nm付近に蛍光を発することが知られている[114, 115] 。そ

のため、RNA を添加した際の ZnAPC が発する蛍光スペクトルを測定することで、ZnAPC と RNA との結

合親和性を評価できる。NRAS RNA、VEGF RNA、BCL2 RNAをそれぞれ添加した際の ZnAPCの蛍光スペ

クトルを測定し、添加した RNAの濃度と蛍光強度のプロットから 25˚Cにおける Kdを算出した (Figure 5-

3 c, d, e)。いずれの RNAを添加した場合でも蛍光強度は増大したが、その値は RNAによって大きく変化し

た。20 μMの RNAを添加したときの 690 nmにおける蛍光強度は、NRASが 1687、VEGFが 818 、BCL2

が 762 であり、NRAS RNA を添加した場合の蛍光強度の増大が最も顕著であった。算出した 25˚C におけ

る Kd値も、NRASが 4.0 μM、VEGFが 31.2 μM、BCL2が 28.6 μMであることから、蛍光スペクトルの変化

を用いた結合親和性の評価においても、ZnAPC は選択的に NRAS RNA と結合することが確認された。ま

た、蛍光スペクトルの変化から算出した 25˚C における Kd 値 (4.0 μM) は吸光度の変化から算出した 25˚C

における Kd値 (3.1 μM) と比較してほとんど差異がないことから、ZnAPCの単量体化と蛍光増強が互いに

相関していることが示された。 

ZnAPCが、NRAS RNAに選択的に結合することが示唆されたため、その結合選択性に関わる因子につ

いてさらに検討した。G4は鎖の配向性によって、パラレル型、アンチパラレル型、ミックス型の三つに分

類することができる[116-118]。この配向性の違いが、ZnAPC との結合親和性に影響を与えている可能性があ

る。そこで、各オリゴヌクレオチドが形成する G4の配向性について CDスペクトルを測定することで確認

した。パラレル型 G4の CDスペクトルは、260 nmに正のピーク、240 nmに負のピークを示す。アンチパ

ラレル型 G4の CDスペクトルは、295 nmに正のピーク、260 nmに負のピークを示す。ミックス型 G4の

 
Figure 5-4 CD spectra of RNA oligonucleotides 
CD spectra of 20 μM NRAS RNA, VEGF RNA, BCL2 RNA at 25˚C. All the CD spectra show positive and negative peaks 
around 260 nm and 240 nm, respectively, which are a signature of a parallel G-quadruplex. CD spectra of oligonucleotides were 
measured for 20 uM oligonucleotide in the buffer consisting of 50 mM MES-LiOH (pH 7.0) and 100 mM KCl with a quartz cell 
with 0.1 cm path length at 25˚C. Before measurement, each sample was heated to 90 °C for 5 min and gently cooled to 25˚C at 
0.5˚C min–1. 
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CDスペクトルは、295 nmと 260 nmに正のピークを示す。このような CDスペクトルの違いから、G4構

造内の鎖の配向性を決定できる[119-122]。NRAS RNA、VEGF RNA、BCL2 RNAをそれぞれ 50 mM MES-LiOH 

(pH 7.0)および 100 mM KCl 条件下で CDスペクトルを測定した。その結果、全てのオリゴヌクレオチドに

おいて 260 nm に正のピーク、240 nm に負のピークを示した（Figure 5-4）。このことから、NRAS RNA、

VEGF RNA、BCL2 RNAは、いずれもパラレル型の G4を形成することが示された。そのため、ZnAPCの

結合選択性には G4の鎖配向以外の要素が重要である可能性が考えられた。 

そこで次に、NRAS RNA、VEGF RNA、BCL2 RNAの配列をもとにして、変異を導入した 5 種類の RNA

配列を用いて検討を行った（Figure 5-5 a）。一つ目は、NRAS RNAの連続したグアニン領域を連結するルー

プ部位を VEGF RNAの配列由来のものに変えた配列 (NRAS MT1 RNA)である。二つ目は、NRAS RNAの

配列のループ部位を BCL2 RNAの配列由来のものに変えた配列 (NRAS MT2 RNA)である。三つ目は、NRAS 

RNA の G4 の形成に必要なグアニンの数を一つずつ減らし、G-quartet が二枚になるように変えた配列 

(NRAS MT3 RNA)である。四つ目は、NRAS RNAの配列の両末端にグアニンを付加した配列 (NRAS MT4 

RNA)である。五つ目は、NRAS RNAの配列の両末端に NRASの配列由来である Uを付加した配列 (NRAS 

MT5 RNA) である。まず、各 RNAヌクレオチドの G4の配向性を確認するため、CDスペクトルを測定し

た。その結果、NRAS MT1、NRAS MT2、NRAS MT3、NRAS MT4、NRAS MT5のいずれの RNAオリゴヌ

クレオチドも、260 nmに正のピーク、240 nmに負のピークを示し、パラレル型の G4を形成していること

が示された（Figure 5-5 b）。 

 

 
Figure 5-5 CD spectra of NRAS MT RNA oligonucleotides 
(a) Sequences of NRAS MT1~5 RNAs, as well as NRAS RNA. The mutation sites are indicated by the red letter. The guanine 
stretches are highlighted in blue. See the main text for details of the sequence design.  (b) CD spectra of NRAS MT1~5 RNA 
oligonucleotides were measured for 20 uM oligonucleotide in the buffer consisting of 50 mM MES-LiOH (pH 7.0) and 100 mM 
KCl with a quartz cell with 0.1 cm path length at 25˚C. Before measurement, each sample was heated to 90 °C for 5 min and 
gently cooled to 25˚C at 0.5˚C min–1.  
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すべての RNA オリゴヌクレオチドがパラレル型 G4 を形成することが確認できたことから、これらの

RNAオリゴヌクレオチドに対する ZnAPCの結合親和性を検討した。結合親和性の評価は、RNAオリゴヌ

クレオチドと ZnAPCを混合した際の、ZnAPCの吸収スペクトルを測定することにより行った。その結果、

スペーサー部位に変異を入れた NRAS MT1 RNA、NRAS MT2 RNAはいずれも RNAの濃度増加に伴って、

ZnAPCの単量体の吸収ピークが増加したため、ZnAPCと結合することが示唆された（Figure 5-6 a, b）。し

かしながら、25˚Cにおける Kdは NRAS MT2 RNA（4.2 μM）は、NRAS RNA（3.1 μM）と同程度であった

が、NRAS MT1 RNA（9.2 μM）は 3 倍近く増加した（Figure 5-6 c）。このことから、G4のループ部位の配

列は、ZnAPCとの結合に関与していることが考えられた。さらに、G-quartetが二枚になるように変異導入

した NRAS MT3 RNA（48.0 μM）では、NRAS RNAと比べると 25˚Cにおける Kdが 10 倍以上大きく、その

結合親和性が著しく低下することが明らかとなった。このことから、ZnAPCと RNAとの結合において G-

quartet の枚数が非常に重要であることが示唆された。次に、末端にウラシルを付加した NRAS MT5 RNA

（4.0 μM）と ZnAPCの 25˚Cにおける Kdは NRAS RNAと同程度であったが、グアニンを付加した NRAS 

MT4 RNA（95.4 μM）は 30 倍以上に増大した。このことから、ZnAPCとの結合において G4形成配列に隣

 
Figure 5-6 The binding affinity of ZnAPC for NRAS RNA mutants. 
(a) VIS absorbance spectra of 2 μM ZnAPC with 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, or 20 μM NRAS MT1 RNA, NRAS MT2 RNA, NRAS MT3 
RNA, NRAS MT4 RNA, or NRAS MT5 RNA at 25˚C. The spectra with 0 and 20 μM RNA are highlighted in black and red, 
respectively. (b) Plots of Δabsorbance at 680 nm (ΔAbs680 = absorbance with NRAS RNA minus absorbance without NRAS 
RNA) of ZnAPC vs. the concentration of the RNAs. Error bars represent mean ± SD; n = 3. Continuous curves are results of 
curve-fitting to a theoretical equation to evaluate the Kd values of ZnAPC with the RNAs. (c) The calculated values in panel b at 
25˚C. 
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接する配列が非常に重要であるとともに、G4 形成に関わるグアニンの連続配列の両末端がウラシル (U) 

である NRAS RNAにおいて、より長い RNAでも ZnAPCと結合することが可能であることが示された。こ

れらのことをまとめると、ZnAPCと RNAの結合には G-quartetの枚数が非常に重要であり、スペーサー部

位の配列においても、わずかながら配列選択性があることが明らかとなった。また、G4形成部位の配列の

5’と 3’の両末端の付加配列が無い、もしくはウラシル (U) である必要があり、これらの条件をすべて満た

さなければ ZnAPC との結合親和性が著しく低下することが明らかとなった。このような配列の効果によ

り、ZnAPCは非常に高い配列選択性によって NRAS RNAと結合している可能性が示された。 

 

5-3-2  ZnAPC を用いた NRAS RNA の光分解とタンパク質発現制御 

フタロシアニンは光感受性を有し、特定の波長の光を照射することで活性酸素種 (ROS) を産生する。

ROSの産生が光線力学的治療において重要であるため、APCを光照射した際の ROSの産生について、ROS

検出試薬である HPFを用いて検討した。HPFは ROSとの反応によって構造が変化し、波長 515 nmの蛍光

を発するようになるため、蛍光強度を測定することで ROSの産生量を評価することができる[123]。 

2 µMの APCに 10 µMの HPFを加え、光を照射した後 (0, 10, 30, 60, 90, 120分) 、HPFの蛍光を測定し

た(25˚C, Ex= 490 nm, Em= 500-700 nm) （Figure 5-7 a）。光照射時間に対して波長 515 nmの HPFの蛍光強度

をプロットした (Figure 5-7 b)。その結果、ZnAPCと CuAPCは光照射に伴って HPFの蛍光スペクトルが増

大したため、ROSを産生することが示された。なかでも ZnAPCの蛍光スペクトルは顕著に増大したため、

ROS の産生効率が他の APC と比較して最も良いことがわかった。一方で、FeAPC と NiAPC に関しては

HPFの蛍光スペクトルに変化がなく、ROSを産生しないことが示された。 

次に、この ZnAPCが細胞内においても、試験管での実験と同様に光照射によって ROSを産生すること

ができるのかどうか検討を行った。まず初めに、ZnAPC の細胞内への移行性を確認した。NRAS の発現量

 
Figure 5-7 ZnAPC induces ROS production in test tubes. 
(a) Fluorescence spectra of 10 μM HPF as a ROS indicator in the presence of 2 μM ZnAPC, FeAPC, NiAPC or CuAPC at 25˚C. 
Excitation wavelength was 490 nm. The spectra at irradiation time points 0 and 120 min are highlighted in black and red, 
respectively. (b) The fluorescence intensity of 10 μM HPF at 515 nm during the photo-irradiation for 2 μM ZnAPC, FeAPC, 
NiAPC or CuAPC at 25˚C.  
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が高いことが知られている、乳がん由来の MCF-7 細胞[124]に ZnAPC を添加し、ZnAPC のもつ蛍光特性を

利用して、細胞内に取り込まれた ZnAPC を共焦点顕微鏡によって観察した。その結果、ZnAPC は培地中

に添加するだけで細胞内に取り込まれ、細胞質内に局在することが明らかとなった (Figure 5-8)。 

 

ZnAPCが細胞内に取り込まれることが確認できたため、細胞内での ROS産生能について HPFを用いて

確認した。その結果、試験管での実験においてほとんど ROS が産生されなかった FeAPC は、細胞内にお

いても光照射の有無にかかわらず、ほとんど HPFの蛍光が検出されず、ROSが産生されていないことがわ

かった。一方、ZnAPCを添加した細胞においては、光照射によって HPFの蛍光強度が顕著に増大し、ROS

を産生することが確認された (Figure 5-9 a)。HPFの蛍光強度を定量的に解析したところ、APCを添加せず

光照射のみを行った細胞と比較すると、HPFの蛍光強度は FeAPCを添加した細胞では 1.1 倍とほとんど変

化が見られなかったのに対し、ZnAPC を添加した細胞では、4.3 倍と顕著に増加していることがわかった

（Figure 5-9 b）。これらのことから、試験管内での ROSの産生と同様に、ZnAPCはMCF-7細胞内において

も、光照射時のみに ROSを産生できることが示された。 

 

 
Figure 5-8 ZnAPC diffuses throughout the cytosol in the cells. 
Distribution of ZnAPC in cells was evaluated by its autofluorescence (Ex.= 488 nm, Em= >630 nm). Cells were treated with 
10 µM ZnAPC for 3 h. DIC image and fluorescence image of ZnAPC are shown. Scale bar, 20 µm 

DIC ZnAPC

 
Figure 5-9 ZnAPC induces ROS production in cells. 
(a) Evaluation of ROS levels by means of 10 μM HPF in MCF-7 cells treated with 10 μM ZnAPC or 10 μM FeAPC after photo-
irradiation for 1 h. DIC images of cells and fluorescent images of HPF are presented. Scale bar, 20 µm. (b) The mean fluorescence 
intensity of HPF was quantified. Relative fluorescence intensities are shown, and each bar represents mean ± SD for 10 images.  
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細胞内での ROS の産生は、細胞死を誘導することが知られているため、ZnAPC の添加と光照射が細胞の

生存率に与える影響について確認した。細胞生存率は、トリパンブルー色素排除法を用いて測定を行った

[125]。FeAPCを添加した細胞は、添加や光照射を行ってもとりパンブルーの取り込みは見られず、ほとんど

変化がなかった。一方、ZnAPCを添加した場合には、添加だけでは変化がなかったが、添加と光照射によ

って、細胞のほとんどがトリパンブルーを取り込んでおり、細胞が死滅していることが確認された（Figure 

5-10）。生細胞数の割合を算出したところ、コントロールの細胞の生細胞数を 100%としたとき、APC 非添

加の細胞に光照射を行ったものは 123%、FeAPCを添加した細胞に光照射を行ったものは 115%であり、光

照射も FeAPCも細胞の増殖を抑制することはなかった。一方で、ZnAPCを添加した細胞においては、光照

射を行うことで生存率が 3%まで減少しており、ほとんど全ての細胞が死滅していることが示された。これ

らの結果は、ZnAPCが光照射時に ROSを産生するのと同時に、細胞死を強く誘導することを示している。 

DNAやタンパク質と同様に、RNAは ROSによって分解されることが広く知られている[126, 127]。そこで

次に、ZnAPCと光照射による NRAS RNAの光分解について検討した。APCと RNAを混合させたものに光

照射を行い、ゲル電気泳動によって RNAの全長の残存量を確認した。その結果、ZnAPCと混合した NRAS 

RNAは、光照射時間依存的に有意に減少していた（Figure 5-11 a）。ゲル電気泳動後のバンド強度から、RNA

の残存量を定量的に解析したところ、ZnAPCは光照射 120分後に約 60%の NRAS RNAを分解することが

示された（Figure 5-11 b）。重要なことに、ZnAPCと結合しない dsRNA、VEGF RNA、BCL2 RNAにおいて

は、RNAの残存量にほとんど変化が見られず、分解されないことが示された（Figure 5-11 a）。また、ROS

を産生しない FeAPC、NiAPC、ならびにわずかに産生する CuAPCにおいても、NRAS RNAの残存量に変

化がなく、RNAを分解しないことが示された（Figure 5-11 b）。これらのことから ZnAPCは、直接結合した

RNAのみを光分解することが示された。 

 
Figure 5-10 ZnAPC induces celldeath 
(a) Cells pre-treated with 10 μM ZnAPC or 10 μM FeAPC for 1 h were incubated for 24 h after photo-irradiation for 2 h. Phase 
contrast images of cells stained with Trypan Blue to identify dead cells are presented. Scale bar, 50 µm. (b) The number of viable 
cells was determined by Trypan Blue exclusion–based cell staining. The number of treated cells was normalized to that of 
untreated cells. Each bar represents mean ± SD; n = 3. 
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NRASの G4形成配列において、両末端がウラシル (U) である NRAS RNAにおいても ZnAPCとの結合

が確認できており、ZnAPC はより長い RNA においても結合ならびに光分解されることが期待される。そ

こで、NRAS 5’UTRの全長（NRAS F-RNA）をプラスミド DNAに組み込み（Figure 5-12 a）、制限酵素で切

断したものを鋳型として、DIG 修飾された UTP を含む反応溶液中で転写反応を行い、DIG 修飾 NRAS F-

RNAを合成した。DIG修飾した RNAを用いて ZnAPCの光分解実験を行うことで、ZnAPCによる RNA分

解が決まった部位で生じるのであれば、反応後に電気泳動を行うと特定の長さの RNAがバンドとして現れ

る。DIG修飾した NRAS F-RNAを用いて、ZnAPCの分解反応を行ったところ、全長である 250 base付近

のバンドは光照射を行うことで減少していた（Figure 5-12 b）。また、ZnAPCの光分解によって NRAS F-RNA

の短い断片が確認されたため、ZnAPC は特定の箇所で RNA を切断する可能性も考えられた（Figure 5-12 

c）。この結果から、ZnAPCは NRAS RNAの 5’UTRの全長を光分解できることが確認され、NRAS mRNA全

長に対しても効果が発揮される可能性が示された。 

 

 
Figure 5-11 ZnAPC decreases the amount of NRAS RNA.  
(a) Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (10% gel) of 0.1 µM NRAS RNA, dsRNA, VEGF RNA or BCL2 RNA in the 
presence of 2 µM ZnAPC, FeAPC, NiAPC or CuAPC after photo-irradiation for the indicated periods at 25˚C. (b) Residual intact 
RNA after photo-irradiation of NRAS RNA and dsRNA in the presence of APCs. Error bars represent mean ± SD; n = 3. 
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そこで、細胞内に存在する NRAS mRNAに対する ZnAPCの効果を検討した。HPFを用いた活性酸素の

産生量を確認した実験と同様に、NRASの発現量の多い乳がん由来 MCF-7細胞を用いて、ZnAPCを培地に

添加し、光照射を行った後、RNAを回収し、RT-qPCRによって NRAS mRNAの発現量を解析した。その結

果、ZnAPCの添加のみを行ったものが 0.85 倍、FeAPC添加のみを行ったものが 0.96 倍と、ZnAPC を添加

するだけでは NRAS mRNAの発現量にほとんど影響を与えなかった。光照射を行ったものに関しては、APC

無添加のものは 1.0 倍、FeAPCを添加したものは 0.96 倍と、これも NRAS mRNAの発現にはほとんど影響

を与えなかった。一方で、ZnAPCを添加したものにおいては、光照射を行うことで NRAS mRNAの量が約

35%減少していた（Figure 5-13 a）。このことから、ZnAPCは NRAS F-RNAと同様に NRAS mRNAも分解す

ることが示された。次に、この NRAS mRNAの発現量の低下が NRASのタンパク質量に及ぼす影響につい

て検討した。タンパク質の発現量は、光照射後 5 時間培養した細胞から全抽出液を回収してウェスタンブ

ロッティングによって解析を行った。その結果、mRNA と同様に APC 添加のみを行ったものは ZnAPC、

FeAPCそれぞれ 0.91 倍、1.02 倍と NRASの発現量にほとんど変化はなかった。また、光照射を行ったもの

に関しても、APC無添加のものは 0.92 倍、FeAPCを添加したものは 0.83 倍と、NRAS の発現にはほとん

ど影響を与えなかった。対照的に、ZnAPC の添加と光照射により、NRAS の量が約 62%減少した（Figure 

 
Figure 5-12 ZnAPC decreases the amount of NRAS F-RNA labelled with DIG.  
(a) The plasmid map of the pUC57 NRAS F-RNA vector containing sequence encoding the 5’ UTR of NRAS mRNA following 
the T7-promoter. The sequence of 5’ UTR in NRAS mRNA. The underlining indicates a G-quadruplex–forming sequence. (b) 
0.1 µM NRAS F-RNA labelled with DIG in the presence of 2 µM ZnAPC before and after photo-irradiation for 120 min were 
analyzed by electrophoresis in a 15% denaturing polyacrylamide gel. The RNA was detected with antibody against DIG. (c) A 
long-exposure full image of the membrane shown in (b) for NRAS F-RNA. Black and white arrow heads indicate the full-length 
and cleaved fragment of NRAS F-RNA, respectively. 
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5-13 b）。この結果は、同じ条件下での mRNA発現量の変化と一致しており、ZnAPCは細胞内においても、

光照射によって NRAS mRNA が形成する G4 を分解し、それに伴ってタンパク質の発現を抑制できること

が示された。NRASは、細胞の生存や増殖を制御する重要な遺伝子であるため、NRASのタンパク質発現量

の低下は、細胞の増殖を抑制し、ZnAPC から産生される ROS と共同的に細胞を死滅させているというこ

とが考えられる。 

5-3-3  ZnAPC の RNA 光分解メカニズムの解明とその応用 

DNA の G4 を標的とした薬剤は、DNA 損傷や染色体異常を引き起こすことが懸念されている[128-130]。

そこで、ZnAPCが NRAS mRNA だけでなく、NRAS遺伝子（NRAS DNA）に対してどのような影響を与え

るのか検討した。初めに、NRAS DNAが形成する G4の鎖配向について、CDスペクトル測定で確認した。

その結果、NRAS DNAは、260 nmに正のピーク、240 nmに負のピークを示した（Figure 5-14 a）。このこと

から、NRAS RNAと同様にパラレル型の G4を形成することが示された。次に、ZnAPCと NRAS DNAの

結合親和性を検討するために、NRAS DNAを滴下した際の ZnAPCの吸光度を測定した。その結果、NRAS 

DNAの濃度依存的に ZnAPCの 680 nmにおける吸光度が増大し、ZnAPCが NRAS DNAとの結合によって

単量体化することがわかった（Figure 5-14 b）。添加した DNA 濃度と ZnAPCの波長 680 nmにおける吸光

度のプロットから 25˚Cにおける Kdは 6.9 μMと算出された(Figure 5-14 c)。この値は、NRAS RNAとの 25˚C

における Kd（3.1 μM）と同程度である。興味深いことに NRAS DNA存在下で ZnAPCに光照射を行なって

も、ZnAPC は NRAS DNAを 30%程度しか分解しなかった（Figure 5-14 d, e）。NRAS RNAが 60%程度分解

 
Figure 5-13 ZnAPC decreases the amount of NRAS mRNA in MCF-7 cells.  
Cells pre-treated with 10 µM ZnAPC or FeAPC together with 1 µg ml-1 actinomycin D, which inhibits de novo mRNA synthesis, 
for 1 h were photo-irradiated for 2 h. (a) The amount of NRAS mRNA was evaluated by real-time PCR. Each bar represents 
mean ± SD; n = 3. For statistical significance, an unpaired t-test was performed. ***p < 0.0001. (b) The cells were incubated for 
5 h after photo-irradiation. The cell extracts were subjected to immunoblot analysis with antibodies against NRAS; β-actin served 
as a loading control. Blots of NRAS and β-actin were quantified, and the relative values of NRAS are shown. 

20

β-actin

NRAS

Irradiation -

vehicle

- ++-

ZnAPC FeAPC

50

kDa

0.92 0.91 0.38 1.02 0.831.00Ratio

+

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2 ***

ZnAPC FeAPCvehicle

R
el

at
iv

e 
am

ou
nt

 o
f N
R
A
S

m
R

N
A

- + - +- +Irradiation

ba



 

 

 

 

48 

されたことを考えると（Figure 5-11）、ZnAPCは NRAS DNAを RNAの半分程度しか分解しなかった事にな

る。加えて、ZnAPCが細胞内で、細胞質に局在することも踏まえると、ZnAPCは遺伝子毒性が低い可能性

が示された。 

ZnAPCは、結合する NRAS RNAは分解したものの、結合しない dsRNAや VEGF RNA、BCL2 RNAに対

しては、光照射を行っても分解しなかった（Figure 5-11）。さらに、NRAS DNAは NRAS RNAと同程度に

ZnAPCと結合するものの、光照射による分解量は RNAと比較して減少していた。このことは、ZnAPCに

よるヌクレオチドの分解には、ヌクレオチドとの高い結合親和性だけでなく、2’ 位のヒドロキシ基が必要

であると推察される。つまり、ZnAPC は結合している RNA のみを光分解する可能性があることが示され

た。結合した RNA G4のみを光分解するのであれば、PDTにおける薬効の向上や副作用の低減が期待され

る。そこで、次に ZnAPCの RNA光分解機構について検討を行った。 

これまでに、ラジカルによる RNAの光分解は、DNAよりも効率が高く、その理由が 2’ 位のヒドロキシ

基にあることが報告されている[131]。そのため ZnAPCは、光照射によって得たエネルギーを 2’ 位のヒドロ

 
Figure 5-14 ZnAPC slightly decreases the amount of NRAS DNA. 
(a) CD spectra of NRAS DNA were measured for 20 uM oligonucleotide in the buffer consisting of 50 mM MES-LiOH (pH 7.0) 
and 100 mM KCl with a quartz cell with 0.1 cm path length at 25˚C. Before measurement, each sample was heated to 90 °C for 
5 min and gently cooled to 25˚C at 0.5˚C min–1. (b) VIS absorbance spectra of 2 μM ZnAPC with 0, 0.5, 1, 2, 5, 10 or 20 μM 
NRAS DNA in the buffer consisting of 50 mM MES-LiOH (pH 7.0) and 100 mM KCl at 25˚C. The spectra with 0 and 20 μM 
NRAS DNA are highlighted in black and red, respectively. (c) Plots of ΔAbsorbance at 680 nm (ΔAbs680 = absorbance with 
NRAS DNA minus absorbance without NRAS DNA) of 2 μM ZnAPC with 0, 0.5, 1, 2, 5, 10 or 20 μM NRAS DNA at 25˚C. 
Continuous lines are curve-fitting results with a theoretical equation, and the estimated Kd of ZnAPC with NRAS DNA is also 
indicated. (d) Electrophoresis of 0.1 µM NRAS DNA (in a 10% denaturing polyacrylamide gel) in the presence of 2 µM ZnAPC 
after photo-irradiation for the indicated periods. (e) Residual intact DNA after the photo-cleavage. Error bars represent 
mean ± SD; n = 3 
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キシ基を介して直接的に RNAに遷移させることで RNAを分解している可能性が考えられた。ZnAPCは蛍

光を有しているため、NRAS RNAの存在下と非存在下における蛍光寿命を測定することで、光照射を行っ

た際のエネルギー遷移について確認することができる。ZnAPC は単量体状態でしか蛍光を発しないため、

まず、ZnAPCの単量体化を誘導できる条件の検討を行った。非プロトン性極性溶媒であるジメチルホルム

アミド (DMF) を 30%混合した緩衝溶液で ZnAPCを溶解した際の ZnAPCの吸収スペクトルを測定したと

ころ、この溶液環境で ZnAPCは単量体として存在することが示された（Figure 5-15 a）。次に、緩衝溶液の

み、30% DMF存在下、NRAS RNA存在下、30% DMF＋NRAS RNA存在下、NRAS DNA存在下、30% DMF

＋NRAS DNA 存在下における ZnAPC の蛍光スペクトルを測定した。その結果、緩衝溶液のみの実験条件

を除く全ての条件で蛍光が観測された（Figure 5-15 b）。次に、これらの条件下における、蛍光寿命を測定す

ることで、ZnAPCのエネルギー遷移について確認した（Figure 5-15 c）。その結果、反応溶液中に NRAS RNA

を含まない 30% DMF存在下、NRAS RNAと 30% DMF存在下、NRAS DNAと 30% DMF存在下における

ZnAPCの蛍光寿命（τ）は、単一の指数関数的減衰を表す理論式によってそれぞれ 2.97 ns、2.94 ns、2.94 ns

と算出された。一方で、NRAS RNA存在下および NRAS DNA存在下における ZnAPCの蛍光寿命は、単一

 
Figure 5-15 Energy transfer from ZnAPC to NRAS RNA is greater than that to NRAS DNA.  
(a) VIS absorbance spectra of 2 μM ZnAPC in the buffer consisting of 50 mM MES-LiOH (pH 7.0) and 100 mM KCl at 25˚C 
in the absence or presence of 30 wt% DMF. The addition of 30 wt% DMF monomerises ZnAPC. (b) Fluorescence spectra of 
2 μM ZnAPC under the following experimental conditions: in the absence of NRAS RNA in the buffer (right blue) and in the 
buffer containing 30 wt% DMF (dark blue), in the presence of NRAS RNA in the buffer (red) and in a buffer containing 30 wt% 
DMF (brown), in the presence of NRAS DNA in the buffer (light green), and in the buffer containing 30 wt% DMF (dark 
green). (c) Fluorescence decay of ZnAPC under the experimental conditions listed in b. Fluorescence decay in the buffer is not 
shown because of the insufficient fluorescence intensity. All the experiments were conducted with 2 µM ZnAPC, 10 µM NRAS 
RNA, and 10 µM NRAS DNA. (d) Fluorescence lifetime, τ, was evaluated with a theoretical equation of single or double 
exponential decay for the fluorescence decay obtained in c. 
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指数関数的減衰には当てはまらず、二重指数関数的減衰の理論式からそれぞれ τ1（0.35 ns）と τ2（1.23 ns）、

τ1（0.53 ns）と τ2（1.94 ns）と算出された（Figure 5-15 d）。フタロシアニン誘導体において、1 ns以上の τ

は励起状態（S1）から基底状態（S0）への変換に対応することが報告されている[132-135]。そのため、DMF中

の ZnAPCの τ（2.97 ns) と、NRAS RNAと結合している ZnAPCの τ2（1.23 ns）は、励起状態から基底状態

への変換に対応していると考えられる。一方で、NRAS RNAと結合している ZnAPCの蛍光寿命の τ1（0.35 

ns） という 1 nsよりも速い成分は、ZnAPCから NRAS RNAへ直接進行する光誘起電子移動を反映してい

る可能性が示された。 

これらの結果から、ZnAPCによる RNAに対する光分解は、直接的なエネルギー移動によるもので、ROS

非依存的な反応である可能性が示された。そこで、反応溶液中の酸素ならびに光照射反応中の空気をアル

ゴンで置換し、活性酸素の産生を完全に抑制した環境下でNRAS RNAの光分解反応を検討した。その結果、

ZnAPCは活性酸素が産生されない条件下においても、酸素存在下と同程度の約 60%の NRAS RNAを分解

した（Figure 5-16）。このことは、ZnAPCの RNAに対する光分解が、ROS非依存的に進行する反応である

ことをより強く示唆している。 

 

これまでに、ヒドロキシルラジカルによる RNAからのプロトンの引き抜きは、還元剤との反応よりもは

るかに速いことが報告されており、還元剤は RNAからのプロトン引き抜きを阻害できないといわれている

[136]。つまり、ZnAPCの RNAに対する光分解反応は、還元剤では抑制されない可能性がある。そこで、還

元剤である N−アセチルシステイン (NAC) 存在下で光照射実験を行い、ZnAPCの RNAに対する分解反応

への影響を確認した。NACの存在下では、ROSが産生されたとしても NACにより還元されて酸化力を保

 
Figure 5-16 ZnAPC cleaves NRAS RNA under both aerobic and anaerobic conditions upon photo-irradiation. 
(a) Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis of 0.1 μM NRAS RNA in a 10% gel in the presence of 2 μM ZnAPC with or 
without photo-irradiation for 2 h under aerobic or anaerobic conditions. (b) Residual intact RNA after the photo-cleavage of 
NRAS RNA. Each bar represents mean ± SD; n = 3. For statistical significance, an unpaired t-test was performed. *p < 0.01; **p 
<0.001. 
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持できない。ZnAPC の RNA に対する光分解反応が ROS による酸化反応により進行している場合には、

NACの添加によって分解反応が抑制されると考えられる。まず、HPFを用いて NACの存在下と非存在下

における ROSの産生量を検出した。その結果、NAC存在下において HPFの蛍光は顕著に減少し、NACは

ROSによる酸化反応を強く抑制することが分かった (Figure 5-17 a)。次に、NAC存在下における、ZnAPC

の RNAに対する光分解反応を確認した。その結果、NACの存在下においても NRAS RNAは顕著に減少し

ていた(Figure 5-17 b)。残存全長 RNAのバンド強度を定量したところ、ZnAPCは還元剤の有無にかかわら

ず RNA を 50%程度分解することが示された(Figure 5-17 c)。これは ROS が産生されない条件下での RNA

分解反応実験の結果と一致しており、ZnAPCが、ROS非依存的に RNAを分解することがより確認された。 

この試験管内の結果は、還元剤 NACの添加を行なった細胞内においても ZnAPCは NRAS mRNAを分解

できる可能性を示している。この可能性を検討するために、NAC 存在下、非存在下における ZnAPC 添加

ならびに光照射を行なった際の細胞内の ROS産生量を比較した。その結果、NAC非存在下では ZnAPC添

加と光照射によって細胞内での HPFの蛍光強度の顕著な増大が確認されたが、NAC存在下では HPFの蛍

光強度の増大が顕著に抑制された（Figure 5-17 d）。定量解析を行なったところ、NAC非存在下では HPFの

蛍光強度が 3.0 倍に増加していたが、NAC存在下では 1.8 倍まで抑えられていた（Figure5-17 e）。NAC存

在下において、細胞内での ROSの産生が抑制されることが確認できたことから、NAC存在下で ZnAPCの

添加ならびに光照射を行った細胞の NRAS mRNA と NRAS のタンパク質の発現量を RT-qPCR とウェスタ

ンブロッティングによって解析した。その結果、ZnAPC は光照射によって NAC 添加の有無に関わらず、

NRAS mRNAの発現量を 20%程度減少させ、NRASタンパク質の発現量を 50%程度減少させた（Figure 5-17 

f, g）。さらに重要なことに、光照射から 24 時間後の細胞の生存率を測定したところ、NACの有無に関わら

ず生存率が 10%以下まで低下した（Figure 5-17 h）。悪性度の高いがん細胞などでは、還元剤として機能す

るグルタチオンの産生を誘導することで活性酸素への抵抗性を獲得している細胞も存在する[137, 138]。さら

に、グルタチオン産生による ROS抵抗性だけでなく、がん細胞は腫瘍組織の深部など、ROSが産生されな

いような低酸素条件下においても生育が可能であることが知られている[139]。現在、がん治療に使用される

光増感剤では、ROSの産生によってがん細胞を死滅させるため、ROSが産生されないような環境下では高

い効果が期待できない[140]。これは、PDTの適用範囲を外科的手術後に残存した腫瘍などに限定する要因と

なっている。一方で、本研究で用いた ZnAPCは試験管での実験において、酸素が完全に排除された条件下

でも NRAS RNA を分解することを確認しており、NAC の添加により還元状態が維持された細胞において

も、ROSの産生非依存的に NRASの発現を抑制し、細胞の増殖を抑制することが明らかとなった。これら

の結果から、ZnAPC は ROS 抵抗性を獲得したがん細胞や腫瘍深部のがん細胞に対しても高い効果を発揮

する新しい光感受性物質として利用できる可能性が示された。 
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Figure 5-17 NAC does not inhibit downregulation of NRAS expression by ZnAPC.  
(a) Fluorescence spectra of 10 μM HPF in the presence of 10 mM NAC with 2 μM ZnAPC after photo-irradiation were acquired 
at 25˚C. Fluorescence intensities of HPF at 515 nm after photo-irradiation (0-120 min) are shown. (b, c) Cells pre-treated with 
10 μM HPF together with 10 mM NAC for 30 min were treated with 10 µM ZnAPC for 30 min and subsequently photo-irradiated 
for 1 h. (b) DIC images of cells and fluorescent images of HPF. Scale bar, 20 µm. The mean fluorescence intensity of HPF was 
quantified. (c) Relative fluorescence intensities are shown, and each bar represents mean ± SD of 10 images. (d) Electrophoresis 
(in a 10% denaturing polyacrylamide gel) of 0.1 µM NRAS RNA in the presence of 2 µM ZnAPC with or without 10 mM NAC, 
followed by photo-irradiation for 2 h. (e) Residual intact RNA after the photo-cleavage of NRAS RNA. Each bar represents 
mean ± SD; n = 3. (f, g) Cells pre-treated with 10 µM ZnAPC together with 1 µg ml−1 actinomycin D and 10 mM NAC for 1 h 
were photo-irradiated for 2 h. (f) The amount of NRAS mRNA was evaluated by real-time PCR. Each bar represents 
mean ± SD; n = 3. (g) The cells were incubated for 5 h after photo-irradiation. The cell extracts were subjected to immunoblot 
analysis with antibodies against NRAS; β-actin served as a loading control. Blots of NRAS and β-actin were quantified, and the 
relative values of NRAS are shown. (h) Cells pre-treated with 10 µM ZnAPC together with 10 mM NAC for 1 h were incubated 
for 24 h after photo-irradiation for 2 h. The number of viable cells was determined by Trypan Blue exclusion-based cell staining. 
The number of treated cells was normalized to that of untreated cells. Each bar represents mean ± SD; n = 3. For statistical 
significance, an unpaired t-test was performed. *p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.0001; ****p < 0.00001; NS not 
significant, p > 0.05 
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5−4 結論と展望 

NRAS mRNAを標的とした分子標的型 PDTを可能とする光増感剤として、ZnAPCを同定した。ZnAPCに

よる NRAS mRNAの分解には酸素が必要なく（Figure 5-16,17）、化学療法や放射線治療に対して抵抗性を獲

得したがん細胞は、酸化ストレス耐性のものが多いことを鑑みると、ZnAPCを用いた光線力学療法は従来

の治療法とは一線を画す治療効果が期待できる。通常、フタロシアニン化合物は、がん細胞に高発現して

いる低密度リポタンパク質レセプターと親和性が高いため、腫瘍集積性が高い[141]。しかしながら、担癌マ

ウスを用いた実験結果から、マウスの尾静脈に注射した ZnAPC は、接種部位に凝集してしまうことが分

かっている（データ未掲載）。これは、ZnAPCが有するアニオン性のスルホ基が、カチオニックなタンパク

質と凝集しやすいためであると考えている。フタロシアニン誘導体を用いた光線力学療法では、近年、ケ

イ素が中心金属に配位した水溶性のフタロシアニン誘導体に抗体を結合させた IR700 という光増感剤（抗

体-IR700結合体）の開発が進められている。IR700は、がん細胞で高発現・高活性な細胞膜上のタンパク質

に対する抗体を付加することで、腫瘍集積性を向上させることに成功している[142-144]。一方で、ZnAPC は

NRAS mRNA G4を標的としているため、細胞内への導入ならびに核酸への結合能を維持しなければならな

いため、サイズの大きいタンパク質などを付加することは適していないと考えられる。したがって、ZnAPC

の応用にはアニオン性を維持することで G4 との結合親和性を高く維持した上で、腫瘍集積性を向上させ

ることのできるキャリアやデリバリーシステムの開発が必要である。フタロシアニン誘導体を用いた、ナ

ノキャリアとして、フタロシアニンの自己組織化をうまく利用して腫瘍集積性を向上させている研究もあ

る[145]。今後、このような技術も参考にしながら、ZnAPCが NRAS mRNAを標的とできる点を活かしつつ、

腫瘍組織集積性を向上させることのできるキャリアを開発することで、RASを標的とした分子標的型の光

線力学療法という新しいがん治療法の確立が可能になると期待される（ Figure 5-18） [146]。

  

 
Figure 5-18 Schematic illustration of molecular targeted photodynamic therapy for cancer using ZnAPC. 
① ZnAPC is administered to the body by intravenously injection. ② ZnAPC accumulates in cancer cells and then it is 
selectively binds to G-quadruplex in NRAS mRNA. ③ Irradiating the cancer tissue with near-infrared light. ④ ZnAPC directly 
degrades NRAS mRNA and generates ROS. ⑤ ZnAPC induces cancer cell death even under hypoxic condition. 
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第 6 章 結言 

6−1 総括 

RASシグナル経路は、多くのがん細胞で恒常的に活性化しており、がんの発生や悪性化に深く関与して

いることから、RASシグナル経路を標的としたがん治療は極めて有望であると考えられている。なかでも、

RAS シグナルにおいてハブとして機能する RAS 分子に対する分子標的薬は高い効果が期待されてきた。

しかし、RASタンパク質は、創薬が非常に困難な“Undruggable”なタンパク質であり、未だに有効な分子標

的薬はほとんど開発されていない。RASシグナル経路に関わるその他の分子を標的とした分子標的薬も多

く開発されてきたが、シグナル経路の煩雑さが要因となり、一つの分子を標的としても、別の経路の活性

化によって薬剤耐性を獲得するなど、再発が問題となっている。近年では、さまざまな抗がん剤や分子標

的薬を組み合わせた、多剤併用療法が行われており、がん種によっては高い効果を示すことがわかってき

ている。そのため、がんを治療するためには、RAS分子および RASシグナル経路における新たな治療標的

となる分子の同定と分子標的薬の開発が急務である。そこで本研究では、RASシグナル経路の新たな治療

標的候補分子の同定と RAS分子を標的とした新規分子標的薬の開発を目的として研究を行い、以下のよう

な知見が得られた。 

 

1. がん遺伝子 RASが活性化し、p53の欠損した細胞の浸潤・転移に関わるラメリポディアの形成には、NF-

κBが寄与していることを明らかにした。ミトコンドリアに局在している NF-κBは、p38 MAPKの活性

および局在の制御に関わっており、それにより HtrA2/Omi の活性を抑制することで β-actin の切断を抑

制している可能性が示された。また、活性化により核内に移行した NF-κBは、他の遺伝子の発現を介し

て、β-actinの切断抑制に寄与している可能性が示された。二つの可能性が示唆されたが、いずれにおい

ても RAS シグナル経路の活性化に伴う細胞のがん悪性化において、NF-κB およびその標的遺伝子が新

たながん治療標的分子となる可能性について示すことができた。 

 
2. TMPRSS2遺伝子のエクソン 2領域で形成される G4は、転写を阻害することを明らかにした。この G4

を標的とした G4リガンドは、TMPRSS2の転写を阻害することができるだけでなく、RASシグナルの下

流で前立腺がんの悪性化に寄与する融合タンパク質 TMPRSS2/ERGにおいても同様に転写を阻害するこ

とが期待される。TMPRSS2 遺伝子で形成される G4 を標的とした G4 リガンドは、AR シグナル阻害剤

とは異なる経路で TMPRSS2/ERG の発現を抑制できる可能性があるため、AR シグナル阻害剤抵抗性を

獲得したがんにおいても治療効果が期待できる。また、G4 の近傍に存在するシトシンリッチ領域は、

G4形成配列とヘアピン構造を形成することで、G4の形成、ならびにそれによる転写の阻害効果を抑制

することを明らかにした。TMPRSS2遺伝子以外にも、多くの遺伝子の G4形成配列の前後に、シトシン
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リッチな領域が存在することも明らかにしており、ヘアピン構造と G4 の安定性を薬剤などで制御する

ことができれば、新しい遺伝子発現制御方法の確立に繋がるかもしれない結果が得られた。 

 

3. 光増感剤である ZnAPCが NRAS mRNAで形成される G4に選択的に結合し、光照射によって NRASの

発現抑制、ならびに細胞死を誘導することを明らかにした。ZnAPCの NRAS mRNAの切断反応には酸素

が必要ないため、低酸素環境となっているサイズの大きな腫瘍や、グルタチオンの発現によって還元状

態となっている悪性度の高いがんなど、これまで行われている治療に対する抵抗性を獲得したがん細胞

に対しても高い効果を発揮する可能性がある。ZnAPC の腫瘍集積性を改善し、ZnAPC を治療に用いる

ことができれば、RAS分子を標的とした分子標的型の光線力学療法という新しいがん治療法の確立につ

ながるかもしれない（Figure 6-1）。 

 

以上のように本研究では、がんの治療に極めて重要な RAS シグナル経路に関して新たな治療標的分子

を同定と、シグナル分子の遺伝子発現機構の解明に成功した。さらに、これまで困難とされてきた RASの

発現を制御できる分子標的薬の候補となる化合物の探索にも成功した。本研究の結果は、がん治療におけ

る新規標的タンパク質の提示だけでなく、タンパク質をコードする DNAや RNAの G4を狙った創薬も可

能であることを示している。これにより得られた新たな知見を活用し、創薬の標的やモダリティーを拡張

することで、新しいがん治療法の確立につながると期待される（Figure 6-1）。 

 
Figure 6-1 Proposal of novel mechanism of RAS-driven cell invasion and its control methods. 
① NF-κB suppresses p53-induced inhibition of lamellipodia formation. ② Expression of the TMPRSS2 gene regulated by a 
switch between G-quadruplex and hairpin structure formation. ③	ZnAPC, a phthalocyanine derivative, may be a novel drug 
for treating cancer suppressing the expression of NRAS by targeting its mRNA G-quadruplex. 
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6−2 本研究の意義 

RASシグナルの新たな制御方法の構築を目指した本研究では、新しい遺伝子発現制御機構や、核酸を狙

った新規創薬モダリティーなどを提唱することができた。そこで本節では、RASシグナルの制御よりも広

範な観点から本研究で得られた知見について議論する。 

はじめに、第 4章に記したG4とヘアピン構造間の構造スイッチによる遺伝子発現制御について述べる。

DNA や RNA のグアニンリッチ領域が G4 を形成することで転写や翻訳を制御することは広く知られてい

る（Figure 6-2 a）。本研究ではそれに加えて、G4形成配列の近傍に存在するシトシンリッチ領域が、G4を

形成するグアニンリッチ領域との間

で G-C 塩基対を形成し、G4 とヘアピ

ン構造の分子内競合によって、G4形成

による転写抑制効果を低減させるこ

とを示した（Figure 6-2 b）。 

G4形成推定配列は、ヒトゲノムにおいて 150万ヶ所以上あると言われており、プロモーター、5’-UTR、

ファーストエキソン、複製起点などの位置と相関していることが報告されている[147-151]。G4 形成推定配列

近傍に存在するシトシンリッチな領域は、TMPRSS2 遺伝子のみならず、G4 形成推定配列を有する種々の

プロテアーゼ遺伝子上でも見出された。そのため、プロテアーゼをコードする遺伝子に限らず、より広範

な遺伝子の G4 形成推定配列の近傍において、シトシンリッチな領域が存在している可能性が高い。実際

に、その他の遺伝子の一例として、真核細胞で普遍的に発現しており、「ハウスキーピング遺伝子」として

も知られる GAPDH遺伝子には、エクソン 1とエクソン 2の間のイントロン領域の鋳型鎖に G4形成推定配

列が存在しており、その上流 50 bp中には 20個のシトシンが含まれていた（Figure 6-3 a）。さらに、m-fold[93]

による構造予測から、G4 だけでなくヘアピン構造も形成する可能性があることが確認できた（Figure 6-3 

b）。この結果から、GAPDH の遺伝子発現において、G4 とヘアピン構造の形成が遺伝子発現の制御等を行

 
Figure 6-2 Model of transcriptional control of the cytosine-rich region 
near the G4 formation region. 
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Figure 6-3 Schematic diagram showing the location of the GC-rich region in the GAPDH gene.  
(a) The guanine and cytosine stretches are highlighted in blue and green, respectively. (b) Possible structures and its 
thermodynamic stability at 25˚C. These structures were predicted using m-fold. 

DGº25= -17.7 kcal/mol

T

G
GG

G
G

G
A

G
G
G
G
G

C

A
T

C
G

G

C

G G G
TC C C A

G
G

C

G
C

C

C

A

G

G

T

T

C
G
G

G

A

C
C
C
C

T
C

C

C

C

C

C

A

G

G

A

G
G
G

A

5’

3’

G

AA
A
A

A

A

T

T
T

A

T

T

a b

GGGAGGGACTCCCAAGAAACACGACTCGCCCCGGGACGTCCCCTCTTTCCGGGTAGGGAGTGGGGAAGTTACGGGGG

5’

+1

Exon1 Exon2
+81 +263 +446

+90 +166
3’

GAPDH



 

 

 

 

57 

っている可能性が考えられた。また、GAPDH遺伝子だけでなく、ACTB遺伝子などにおいても G4形成推

定配列が多く存在することが確認できた。そのため、G4形成推定配列近傍に存在するシトシンリッチな領

域は、GAPDHや ACTBといったハウスキーピング遺伝子と呼ばれるような、高発現を維持している遺伝子

において、G4の形成を阻害することで遺伝子発現の制御に関与している可能性が考えられた。 

G4は、DNAの複製や転写、エピジェネティクス、RNAの代謝といった、生物の生命現象にとって重要

な役割をもつことが示唆されているが、その形成は G4 形成配列の近傍に存在しているシトシンリッチ領

域によって制御されている可能性がある。これまで行われてきた G4の研究は、G4形成配列のみに注目し

ているものがほとんどであった。しかし、本研究によって G4に関する研究では、G4形成配列だけでなく

近傍の配列に関しても考慮する必要性があることを提示することができた。このことは、G4を狙った化合

物のみならず、ヘアピン構造を狙った化合物によっても、種々の遺伝子発現の制御が可能であることを示

唆しており、新たな創薬標的としても有用な知見であるといえる。 

次に、第 4章で提案した TMPRSS2遺伝子で形成される G4を標的とした G4リガンドが、前立腺がんの

治療のみならず、新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の感染抑制や治療につながる可能性があることを述

べる。TMPRSS2は RASが惹起する EMTへの関与だけでなくインフルエンザウイルスや SARS-CoV-2の感

染に重要なタンパク質であることが知られている（Figure 6-3 a）[152-156]。 

TMPRSS2遺伝子は、エクソンだけでなくプロモーター領域でも G4を形成する。この TMPRSS2のプロ

モーター領域で形成される G4に結合する化合物は、TMPRSS2の発現を抑制し、インフルエンザ Aウイル

スの感染を抑制することが明らかにされている[157]。さらに、カモスタットやナファモスタットなどのプロ

 
Figure 6-3 Model of a novel therapeutic method for COVID-19 using a G4 ligand. 
(a) COVID-19 is caused by the SARS-CoV-2 virus. In the process of infection of infecting human cells with the virus, 
TMPRSS2 is required to activate the viral spike protein following its binding to the ACE2 receptor in human cells. (b) The G4 
ligand, which selectively stabilizes G4 in the TMPRSS2 gene, inhibits TMPRSS2 expression. Therefore, the G4 ligand has 
potential as a therapeutic agent for COVID-19. 
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テアーゼ阻害剤を用いて TMPRSS2の活性を抑制した細胞では、SARS-CoV-2の感染が有意に抑制されるこ

とが報告されている[158, 159]。そのため、TMPRSS2遺伝子で形成される G4を標的とした G4リガンドを用い

て、TMPRSS2の発現を抑制することができれば、SARS-CoV-2の感染を抑制できる可能性がある。mRNA

ワクチンは、SARS-CoV-2のスパイクタンパク質の mRNAを体内に取り込み、体内で SARS-CoV-2のスパ

イクタンパク質を発現させることで抗体や T 細胞を介した免疫を誘導し、SARS-CoV-2 に対する免疫を獲

得する。しかしながら、SARS-CoV-2はデルタ株やオミクロン株といった、遺伝情報に変異が入った様々な

変異株が出現しており、現在は mRNAワクチン接種による予防効果が低下することが大きな問題となって

いる。一方で、TMPRSS2 遺伝子で形成される G4 を標的とした G4 リガンドは、宿主のヒトのタンパク質

である TMPRSS2の発現を抑制するため、mRNAワクチンとは別の経路・機序によって変異株を含む SARS-

CoV-2の感染を防ぐ可能性がある（Figure 6-3 b）。そのため、TMPRSS2遺伝子で形成される G4を標的とし

た G4リガンドの開発が、SARS-CoV-2の脅威からの解放につながるかもしれない（Figure 6-4）[27, 160]。 

 

 
Figure 6-4 Illustration showing the relationship between regulation of TMPRSS2-expression and SARS-CoV-2 infection. [26] 
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product, mediates hypoxia-induced mitophagy in cancer cells, Commun. Biol., 2, 3. (2019) 
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Substrate Stiffness Influences Doxorubicin-Induced p53 Activation via ROCK2 Expression, Biomed. Res. Int., 2017, 5158961. 
(2017) 

総説リスト 
1. 鶴田充生、取井猛流、杉本渉、川内敬子、三好大輔 

核酸の化学修飾と構造や相分離能の相関 
月刊「細胞」〜エピトランスクリプトミクス〜, 53(14), 42(910)-45(913). (2021) 

 
2. 杉本渉、橋本佳樹、川内敬子、三好大輔 
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BIO Clinica〜疾患ゲノム研究の最前線〜, 36(5), 65(457)-67(458). (2021) 

 
3. 杉本渉、川内敬子、三好大輔 
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学会発表リスト 

1. G-quadruplex on ribosomal DNA form the aggregation in nucleolus 
○ 取井 猛流、杉本 渉、建石 寿枝、鶴田 充生、月生 雅也、村嶋 貴之、西方 敬人、杉本 直己、三好 大輔、川

内 敬子 
第 44 回 日本分子生物学会年会、神奈川、2021 年 12 月 

 
2. リボソーム DNA に由来する G-quadruplex は核小体で LLPS を誘起する 

○ 取井 猛流、杉本 渉、建石 寿枝、村嶋 貴之、西方 敬人、杉本 直己、三好 大輔、川内 敬子 
若手支援技術講習会、Zoom オンライン、2021 年 9 月 

 
3. The novel mechanism of TMPRSS2 gene expression by formation of non-canonical structure 

○ 杉本 渉 
International Cooperation Meeting for Biology (ICMB)、Zoom オンライン、2021 年 9 月（口頭発表） 

 
4. The role of ribosomal DNA in formation for nucleolar caps 

○ 取井 猛流、杉本 渉、建石 寿枝、村嶋 貴之、西方 敬人、杉本 直己、三好 大輔、川内 敬子 
International Cooperation Meeting for Biology (ICMB)、Zoom オンライン、2021 年 9 月 

 
5. Establishment of cancer cell line with constitutive cell fusion 

○ 浦野 諒人、取井 猛流、杉本 渉、荒木 啓吾、川内 敬子 
International Cooperation Meeting for Biology (ICMB)、Zoom オンライン、2021 年 9 月 

 
6. The role of G-quadruplex derived from ribosomal DNA in Liquid Liquid Phase Separation 

○ 取井 猛流、杉本 渉、建石 寿枝、西方 敬人、村嶋 貴之、杉本 直己、三好 大輔、川内 敬子 
FIBER 日本核酸化学会若手フォーラム、Zoom オンライン、2021 年 7 月 

 
7. Novel Mechanism of Cell Fusion in Cancer Cells 

○ 浦野 諒人、取井 猛流、杉本 渉、荒木 啓吾、川内 敬子 
FIBER 日本核酸化学会若手フォーラム、Zoom オンライン、2021 年 7 月 

 
8. 細胞融合により多核化した HeLa 細胞の特性解析 

○ 浦野 諒人、取井 猛流、杉本 渉、荒木 啓吾、川内 敬子 
超異分野学会 大阪大会 2021、Zoom オンライン、2021 年 4 月 

 
9. DNA 高次構造による TMPRESS2 遺伝子の発現制御 

○ 木下 菜月、中田 実紀、杉本 渉、建石 寿枝、杉本 直己、川内 敬子、三好 大輔 
超異分野学会 大阪大会 2021、Zoom オンライン、2021 年 4 月 

 
10. 核小体ストレスにより形成する rDNA G-quadruplex 集合体とその機能 

○ 杉本 渉、桑本 慎、建石 寿枝、岩根 敦子、高橋 宏隆、三好 大輔、川内 敬子 
日本薬学会第 141 年会、広島（Zoom オンライン）、2021 年 3 月（口頭発表） 

 
11. 核小体ストレスにより形成する rDNA G-quadruplex 凝集体とその機能 

○ 杉本 渉 
International joint meeting for biosystems-連携大学国際合同ミーティング、Zoom オンライン、2020 年 12 月（口頭発

表） 
※最優秀発表賞受賞 

12. 恒常的に融合するがん細胞の特性の解析 
○ 浦野 諒人、 取井 猛流、杉本 渉、荒木 啓吾、川内 敬子 
第 43 回 日本分子生物学会年会、Zoom オンライン、2020 年 12 月 
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13. 静水圧における細胞移動の分子機構の解明 
○ 谷口 慎也、 木下 菜月、取井 猛流、杉本 渉、西方 敬人、平田 宏聡、吉野 大輔、川内 敬子 
第 43 回 日本分子生物学会年会、Zoom オンライン、2020 年 12 月 

 
14. DMPK の新たな発現機構の解明 

○ 取井 猛流、江畑 貴弘、伊藤 功彦、平田 宏聡、杉本 渉、小野寺 恵吾、中嶋 亘、上原 郁野、奥崎 大介、山

内 翔太、Yemima Budirahardja、西方 敬人、三好 大輔、田中 信之、川内 敬子 
第 43 回 日本分子生物学会年会、Zoom オンライン、2020 年 12 月 

 
15. カチオン性ペプチドと G4 形成 RNA との相互作用によって誘起される液液相分離現象 

○ 鶴田 充生、小畠 一起、取井 猛流、杉本 渉、川内 敬子、三好 大輔 
第 10 回 CSJ 化学フェスタ 2020、オンライン、2020 年 10 月 
 

16. The molecular mechanism of hydrostatic pressure-induced cell migration 
○Shinya Taniguchi, Natsuki Kinoshita, Takeru Torii, Wataru Sugimoto, Yemima Budirahardja, TakahitoNishikata, Hiroaki 
Hirata, Daisuke Yoshino, Keiko Kawauchi 
From Molecules to Organs: The Mechanobiology of Morphogenesis、Zoom オンライン、2020 年 10 月 

 
17. RNA とタンパク質が誘起する液液相分離現象の最小モデルシステムの構築 

○ 鶴田 充生、小畠 一起、取井 猛流、杉本 渉、川内 敬子、三好 大輔 
第 14 回 バイオ関連化学シンポジウム 2020、福岡（オンライン）、2020 年 9 月 
 

18. rRNA転写阻害による核小体崩壊メカニズムの解明 
○ 杉本 渉、豊田 駿、建石 寿枝、杉本 直己、岩根 敦子、三好 大輔、川内 敬子 
日本薬学会第 140 年会国立京都国際会館、京都、2020 年 3 月（口頭発表） 

 
19. 短鎖 G４ RNA と RGG ペプチドの相互作用による液-液相分離現象 

○ 小畠 一起、杉本 渉、川内 敬子、杉本 直己、三好 大輔 
日本化学会第 100春季年会 2020、千葉、2020 年 3 月 

 
20. Liquid – Liquid Phase Separation Induced by RNA G-Quadruplexes and Cationic Peptides 

○ Kazuki Kohata, Wataru Sugimoto, Keiko Kawauchi, Naoki Sugimoto, Daisuke Miyoshi 
ISNM2019 13th International Symposium on Nanomedicine、兵庫、2019 年 12 月 
 

21. リボソーマル RNA転写阻害による核小体崩壊メカニズムの解明 
○ 杉本 渉 
甲南大学リサーチフェスタ 2019、兵庫、2019 年 12 月（ポスター発表） 
※ ビッグデータ賞受賞 
 

22. 核小体における熱刺激応答性の新規アクチン構造体形成機構の解明 
○ 豊田 駿、杉本 渉、川内 敬子 
甲南大学リサーチフェスタ 2019、兵庫、2019 年 12 月 

 
23. p53 によるアクトミオシンの制御を介したアポトーシス誘導機構の解明 

○ 取井 猛流、伊藤 功彦、杉本 渉、田中 信之、平田 宏聡、三好 大輔、川内 敬子 
甲南大学リサーチフェスタ 2019、兵庫、2019 年 12 月 

 
 
24. ストレス応答における核酸四重鎖構造形成意義の解明 

○ 杉本 渉、建石 寿枝、杉本 直己、三好 大輔、川内 敬子 
第 3 回ナノバイオ交流会、兵庫、2019 年 9 月（ポスター発表） 
※ 優秀講演賞受賞 
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25. p53 による核内アクチン動態の制御とその意義の解明 
○ 伊藤 功彦、平田 宏聡、杉本 渉、島本 勇太、岩根 敦子、川内 敬子 
第 3 回ナノバイオ交流会、兵庫、2019 年 9 月 
 

26. 細胞死を誘導する p73 新規標的遺伝子の同定 
○ 取井 猛流、伊藤 功彦、江畑 貴弘、平田 宏聡、杉本 渉、小野寺 恵吾、中嶋 亘、上原 郁野、奥崎 大介、

山内 翔太、Yemima Budirahardja、西方 敬人、田中 信之、川内 敬子 
第 3 回 ナノバイオ交流会、兵庫、2019 年 9 月 
 

27. ストレス応答における核酸四重鎖構造形成の意義の解明 
○ 杉本 渉、川内 敬子 
第 5 回 幹細胞・細胞分化に関する合同リトリート、兵庫、2019 年 8 月（ポスター発表） 
 

28. p53 によるアクチン細胞骨格の制御を介した細胞死誘導機構 
○ 取井 猛流、伊藤 功彦、江畑 貴弘、平田 宏聡、杉本 渉、小野寺 恵吾、中嶋 亘、上原 郁野、奥崎 大介、

山内 翔太、Yemima Budirahardja、西方 敬人、田中 信之、川内 敬子 
第 5 回 幹細胞・細胞分化に関する合同リトリート、兵庫、2019 年 8 月 
 

29. p53 機能欠損細胞における DNA損傷刺激誘導性のアクチン構造の変化とその意義 
○ 取井 猛流、伊藤 功彦、江畑 貴弘、杉本 渉、平田 宏聡、田中 信之、川内 敬子 
第 3 回合同プログレスミーティング、大阪、2019 年 3 月 
 

30. Development of a novel cancer therapy based on targeting NRAS mRNA G-quadruplex 
○ Wataru Sugimoto, Keiko Kawauchi, Takatoshi Yasui, Kohei Murata, Katsuhiko Itoh, Kazuki Takagi, Takaaki Tsuruoka, 
Kensuke Akamatsu, Hisae Tateishi - Karimata, Naoki Sugimoto, Daisuke Miyoshi 
KONAN Research Summit、兵庫、2018 年 12 月（Poster presentation） 
※ KRS Poster Presentation Awaard 受賞 
 

31. The role of actin in DNA-damage response mediated by tumor suppressors 
○ Katsuhiko Itoh, Takeru Torii, Wataru Sugimoto, Takahiro Ebata, Keiko Kawauch 
KONAN Research Summit、兵庫、2018 年 12 月 
 

32. DNA損傷応答におけるアクチンの役割 
○ 川内 敬子、杉本 渉、伊藤 功彦 
第 41 回 日本分子生物学会年会、神奈川、2018 年 11 月 
 

33. An anionic phthalocyanine downregulates NRAS expression by cleavage of its RNA G-quadruplex 
○ Wataru Sugimoto, Keiko Kawauchi, Takatoshi Yasui, Kohei Murata, Katsuhiko Itoh, Kazuki Takagi, Takaaki Tsuruoka, 
Kensuke Akamatsu, Hisae Tateishi - Karimata, Naoki Sugimoto, Daisuke Miyoshi 
第 41 回 日本分子生物学会年会、神奈川、2018 年 11 月（Oral Presentation） 
 

34. p53 による p73 制御機構の解明 
○ 伊藤 功彦、江畑 貴弘、杉本 渉、取井 猛流、平田 宏聡、田中 信之、川内 敬子 
第 41 回 日本分子生物学会年会、神奈川、2018 年 11 月 
 

35. 細胞外の足場の硬さに応答して変化する MMP 遺伝子発現機構の解明 
○ 取井 猛流、杉本 渉、伊藤 功彦、江畑 貴弘、三井 靖雅、平田 宏聡、川内 敬子 
第 41 回 日本分子生物学会年会、神奈川、2018 年 11 月 
 

36. The regulate of nuclear actin filaments by p53 
○ Katsuhiko Itoh, Takeru Torii, Wataru Sugimoto, Alvin Kunyao Guo, Hiroaki Hirata, Keiko Kawauch 
Fiber International Summit for Nucleic Acid (FISNA2018)、兵庫、2018 年 7 月 
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37. 脱ワトソン・クリックの核酸化学 (47): RNA四重らせん構造リガンドを用いた分子標的型光線力学療法の構築 
○ 高木 一樹, 安井 貴俊, 伊藤 功彦, 杉本 渉, 川内 敬子, 杉本 直己, 三好 大輔 
日本化学会第 98 回春季年会、千葉、2018 年 3 月 
 

38. YAP-ROCK2 の発現を介した物理的環境の変化による抗がん剤感受性への影響 
○ 杉本 渉、江畑 貴弘、三井 靖雅、前田 美穂、伊藤 功彦、平田 宏聡、川内 敬子 
生命科学系学会合同年次大会(第 40 回 日本分子生物学会年会)、兵庫、2017 年 12 月（ポスター発表） 
 

39. Ras 誘導性細胞老化における ROCK2 の重要性 
○ 前田 美穂、伊藤 功彦、杉本 渉、江畑 貴弘、平田 宏聡、川内 敬子 
生命科学系学会合同年次大会(第 40 回 日本分子生物学会年会)、兵庫、2017 年 12 月 
 

40. がん遺伝子 RAS 発現細胞のラメリポディア形成における NF-κB の役割 
○ 伊藤 功彦、杉本 渉、神足 俊也、Alvin Kunyao Guo、江畑 貴弘、平田 宏聡、川内 敬子 
生命科学系学会合同年次大会(第 40 回 日本分子生物学会年会)、兵庫、2017 年 12 月 
 

41. グアニン四重鎖の形成にプロリンが与える影響 
○ 安井 貴俊、杉本 渉、三好 大輔、川内 敬子 
生命科学系学会合同年次大会(第 40 回 日本分子生物学会年会)、兵庫、2017 年 12 月 
 

42. The role of the extracellular matrix stiffness in p53-mediated tumor suppression 
○ Wataru Sugimoto, Takahiro Ebata, Yasumasa Mitsui, Miho Maeda, Katsuhiko ito, Hiroaki Hirata, Keiko Kawauchi 
The 17th International p53 workshop、Biopolis, Singapore、2017 年 7 月（Poster presentation） 
 

43. A novel photosensitizer targeting NRAS RNA G-quadruplex 
○ Wataru Sugimoto, Kohei Murata, Kazuki Takagi, Hitoshi Matsuno, Daisuke Miyoshi, Keiko Kawauchi 
Fiber International Summit for Nucleic Acid (FISNA2017)、兵庫、2017 年 7 月（Poster presentation） 
 

44. A novel mechanism of p53-dependent apoptosis 
○ Takahiro Ebata, Itoh Katsuhiko, Yasumasa Mitsui, Wataru Sugimoto, Miho Maeda, Daisuke Okuzaki, Keigo Onodera, Ikuno 
Uehara, Wataru Nakajima, Nobuyuki Tanaka, Hiroaki Hirata, Keiko Kawauchi 
Fiber International Summit for Nucleic Acid (FISNA2017)、兵庫、2017 年 7 月 
 

45. Effects of ECM stiffness on anticancer drug sensitivity in human breast cancer cells 
○ Miho Maeda, Takahiro Ebata, Wataru Sugimoto, Katsuhiko Itoh, Yasumasa Mitsui,Hideaki Fujita, Hiroaki Hirata, Keiko 
Kawauchi 
Fiber International Summit for Nucleic Acid (FISNA2017)、兵庫、2017 年 7 月 
 

46. The molecular mechanism of oncogene Ras-induced invasion in p53 deficient cells 
○ Katsuhiko Itoh, Wataru Sugimoto, Toshiya Kotari, Alvin Kunyao Guo, Takahiro Ebata, Hiroaki Hirata, Keiko Kawauchi 
Fiber International Summit for Nucleic Acid (FISNA2017)、兵庫、2017 年 7 月 
 

47. 脱ワトソン・クリックの核酸化学 (33): mRNA の形成する四重らせん構造を標的とした亜鉛フタロシアニンによる

光切断 
○ 村田 耕平, 杉本 渉, 高木 一樹, 杉本 直己, 川内 敬子, 三好 大輔 
日本化学会第 97 回春季年会、神奈川、2017 年 3 月 

 
48. アニオン性亜鉛フタロシアニンを用いた RNA四重らせん構造標的型光増感剤の開発 

○ 村田 耕平、杉本 渉、川内 敬子、三好 大輔 
ナノメディシンセミナー2017、兵庫、2017 年 2 月 
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49. RNA四重鎖構造を標的とする低分子化合物の抗がん作用 
○ 杉本 渉、村田 耕平、松野 仁志、安井 貴俊、三好 大輔、川内 敬子 
第 39 回 分子生物学会年会、兵庫、2016 年 11 月（ポスター発表） 
 

50. 亜鉛フタロシアニンによるがん関連 mRNA の光切断 
○ 村田 耕平、杉本 渉、高木 一樹、松野 仁志、杉本 直己、川内 敬子、三好 大輔 
第 10 回バイオ関連化学シンポジウム、石川、2016 年 9 月 
 

51. 核酸の四重鎖構造を標的としたがん光線力学的治療法の開発 
○ 杉本 渉、村田 耕平、松野 仁志、安井 貴俊、三好 大輔、川内 敬子 
第 7 回 生命機能研究会、京都、2016 年 8 月（ポスター発表） 
 

52. Targeting mRNA G-quadruplex with the metal phthalocyaninederivative for treatment of cancer 
○ Wataru Sugimoto, Kohei Murata, Hitoshi Matsuno, Daisuke Miyoshi, Keiko Kawauchi 
FISNA2016、兵庫、2016 年 7 月（Poster presentation） 
 

53. mRNA が形成する四重らせん構造を狙った分子標的型光線力学療法 
○ 村田 耕平、松野 仁志、杉本 渉、川内 敬子、杉本 直己、三好 大輔 
日本ケミカルバイオロジー学会 第 11 回年会、京都、2016 年 6 月 
 

54. 核酸の四重鎖構造形成による遺伝子発現調節 
○ 杉本 渉、江畑 貴弘、三好 大輔、川内 敬子 
『幹細胞・癌・エピゲノム』に関する合同リトリート、滋賀、2016 年 3 月（ポスター発表） 
 

55. 非標準構造を有する核酸を用いた光線力学的治療法の開発 
○ 杉本 渉 
ナノメディシンセミナー2017、兵庫、2016 年２月（口頭発表） 

 

その他 
 
1. 2015年 7月   甲南 90 周年記念栄誉特待生 平生拾芳奨励金 

2. 2017年 6月〜 甲南大学フロンティアサイエンス研究科岡田奨学金特待生（2019年 3月まで） 

3. 2018年 12月   KONAN Research Summit KRS Poster Award受賞 

4. 2019年 4月〜 日本学術振興会 特別研究員【DC1】（2022年 3月まで） 

5. 2019年 4月〜 特別研究員奨励費（2022年 3月まで） 

6. 2019年 5月   日本学生支援機構 特に優れた業績による大学院第一種奨学金免除認定【全額免除】 

7. 2019年 7月    甲南大学フロンティアサイエンス研究科教育振興募金特待生 

8. 2019年 9月   ナノバイオ交流会 優秀講演賞受賞 

9. 2019年 12月   甲南リサーチフェスタ 2019 ビッグデータ賞受賞 

10. 2020年 7月    甲南大学フロンティアサイエンス研究科教育振興募金特待生 

11. 2021年 7月    甲南大学フロンティアサイエンス研究科教育振興募金特待生 

 

 


