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緒緒  言言  

 
遺伝性疾患の約 20％はナンセンス変異により、病因となるタンパク質をコードする構造遺伝子上に未熟終止 

コドン（Premature Termination Codon：PTC）が遺伝的に生じることで、PTC で翻訳が停止する。そのため、

機能を持つ完全長タンパク質が産生されず、疾患を発症する［1］。このようなナンセンス変異型遺伝性疾患は約

2,000 種あると考えられており、その一つに「がん」が挙げられる。ヒトで発生するがんの 50％以上はがん抑制

遺伝子 TP53 の変異によるものであり、その内 10％がナンセンス変異に起因する［2］。 
現在、ナンセンス変異に起因する遺伝性疾患に対する新規治療法候補として、リードスルー薬が注目されてい

る。本剤は、翻訳段階で PTC を読み飛ばす作用（リードスルー作用）を有し、完全長タンパク質を発現させるこ

とができる。当該活性を有する化合物として、アミノグリコシド系抗生物質が知られており、近年 TP53 遺伝子

中にナンセンス変異を有するがん細胞に対して p53 タンパク質発現量を増大させる活性を示すことが報告され

た［3］。しかし、当該化合物は耳・腎毒性といった副作用の観点から長期投与は困難であると考えられる。 
一方で、我々は、リードスルー化合物であるネガマイシン［4］を基盤とした遺伝性疾患治療薬の開発を精力的

に行い、複数の高活性を有する誘導体の獲得に成功している［5～8］。そこで、ネガマイシン誘導体による TP53
ナンセンス変異を標的としたがん化学療法剤の創製を目指した。本研究では、TP53 ナンセンス変異に対する  

ネガマイシン誘導体のリードスルー活性を評価した。また、ネガマイシン誘導体は TP53 ナンセンス変異を有す

る小細胞肺がん細胞（DMS -114 細胞）において完全長 p53 タンパク質の発現を促した。同がん細胞において、

ネガマイシン誘導体は比較的高い細胞増殖抑制活性を示した。従って、ネガマイシン誘導体は TP53 ナンセンス

変異のリードスルー作用に基づく、がん化学療法剤となりうると考えられる。 
 

方方  法法  

 
11．．ネネガガママイイシシンン誘誘導導体体のの合合成成  
ネガマイシン誘導体は、文献［5～8］に記載の方法により合成した。 
 

22．．細細胞胞株株おおよよびび細細胞胞培培養養  
小細胞肺がん細胞 DMS-114（ATCC、Manassas、Virginia）は、TP53 遺伝子の 213 番目のコドンにホモ接合

性ナンセンス変異（CGA → TGA：R213X）を有する。DMS-114 細胞は、熱不活性化ウシ胎児血清（Nichirei 
Biosciences Inc.、Japan）を 10％添加した Waymouth’s MB 752/1 培地（Gibco、Carlsbad、CA）中で培養し

た。肺腺がん細胞 H1299（ATCC、Manassas、Virginia）は p53 null である。H1299 細胞および正常ヒト皮膚

線維芽細胞NHDF細胞は、10％の熱不活性化ウシ胎児血清を添加したRPMI-1640培地（Nakalai tesque、Kyoto、
Japan）で培養した。すべての細胞は、37℃、5％ CO２の湿潤雰囲気下にて培養した。 
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33．．TTPP5533 ナナンンセセンンスス変変異異含含有有デデュュアアルルレレポポーータターーププララススミミドド（（ppNNLL  --  lluucc  --  TTPP5533（（RR221133XX__TTGGAA））--NNlluucc））  
TP53 ナンセンス変異リードスルー活性評価用のプラスミドとして、luc および Nluc 遺伝子の間に TP53 遺伝

子を挿入したデュアルレポータープラスミドを構築した。本プラスミドに対し、Q5 Site-Directed Mutagenesis 
Kit（New England Biolabs Japan Inc.、Tokyo、Japan）を用いて、プロトコールに従い TP53 遺伝子の 213 番

目のコドンに TGA 変異（c.C637>T）を導入した。 
 

44．．デデュュアアルルレレポポーータターーププララススミミドドをを用用いいたたネネガガママイイシシンン誘誘導導体体のの iinn  vviittrroo リリーードドススルルーー活活性性評評価価  
H1299 細胞を 96 ウェルプレートに 8,000 cells/well で播種した。12 時間培養後、FuGENE® HD transfect 

reagent（Promega、USA）を用いて、プロトコールに従いプラスミド（pNL - luc - TP53 （R213X_TGA） -
Nluc）をトランスフェクションした。12 時間培養後、培地を化合物添加（200μM）もしくは未添加培地に交換

し、37℃にて 48 時間培養した。培養後、細胞を回収し、Passive Reporter Buffer（Promega、USA）で溶解し

た。NanoLuc®およびホタルルシフェラーゼの活性は、Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter Assay System
（Promega、USA）を用いて、プロトコールに従って測定した。リードスルー活性がない場合、PTC で翻訳が 

終了し、上流のホタルルシフェラーゼが主に発現する。一方、リードスルー活性がある場合、翻訳が進行するた

め下流の NanoLuc®ルシフェラーゼも発現する。リードスルー活性は、NanoLuc®ルシフェラーゼ活性とホタル

ルシフェラーゼ活性の比とした。最終的な化合物の活性は、化合物未添加群（PBS）に対する相対的な比として

算出した。 
 

55．．ウウェェススタタンンブブロロッッテティィンンググ  
DMS-114 細胞を 6 ウェルプレートに 600,000 cells/well で播種した。24 時間後、培地を化合物添加（200μ

M）もしくは未添加培地に交換し、37℃にて 72 時間培養した。回収した細胞にRIPA バッファー（150 mM NaCl、
0.1 w/v% SDS、0.5 w/v% デオキシコール酸ナトリウム、1 w/v% NP-40）およびプロテアーゼインヒビターカク

テル（EDTA フリー；Nakalai tesque、Kyoto、Japan）を加えて超音波処理し、細胞を破砕した。全タンパク質

を PierceTM BCA protein assay（Thermo ScientificTM、Stockholm、Sweden）でプロトコールに従い定量し、

上清を Laemmli SDS サンプルバッファーで 95℃、5 分間加熱して変性させた。8〜12μg のタンパク質を 12.5％ 
e-PAGEL HR（ATTO、Tokyo、Japan）にローディングし、SDS ランニングバッファー（25 mM Tris、250 mM 
Glycine、0.1％ SDS）で泳動した。TransBlot Turbo（Bio-Rad Laboratories、CA、USA）を用いて、タンパク

質を PVDF 膜に転写した。膜は、0.3％のスキムミルクを含む TBS-T にてブロッキングした。1 時間後、PVDF
膜を抗 p53 抗体（DO-1；Santa Cruz、CA、USA）シグナル増強剤 HIKARI（Nakalai tesque、Kyoto、Japan）
の A 液中にて 1 時間インキュベートした。TBS-T で 3 回洗浄後、HRP 標識二次抗体（#7076；Cell Signaling 
Technology、MA、USA）を含むシグナル増強剤 HIKARI の B 液中にて 1 時間インキュベートした。ローディ

ングコントロールとしてβ-アクチン（HRP-60008；Proteintech、IL、USA）を使用した。洗浄を 3 回行い、

Chemi-lumi One Ultra（p53 検出用）および L（β-actin 検出用）を用い、CCD イメージャー（ImagQuantTM 
LAS 4000；Cytiva、Tokyo、Japan）にて化学発光を検出した。また、シグナルは ImageJ で定量化し、完全長

p53 タンパク質のバンドの強度をβ-アクチンのバンドの強度で除した値を、完全長 p53 タンパク質の発現量と

した。 
 

66．．ネネガガママイイシシンン誘誘導導体体のの細細胞胞増増殖殖抑抑制制活活性性評評価価  
DMS-114 細胞、および NHDF 細胞を 96 ウェルプレートにそれぞれ 10,000 cell/well、および 3,000 cell/well

で播種した。24 時間後、培地を化合物添加（200μM）もしくは未添加培地に交換し、37℃にて 72 時間培養し

た。その後、細胞増殖試薬 WST-1（Roche Diagnostics K.K.、Switzerland）を添加し、37℃にて 1 時間      

インキュベートした。生存細胞により生成された培地中のホルマザン色素の 450 nm における吸光度（Reference：
620 nm）を MultiskanTM FC（Thermo Fisher Scientific Inc.、Japan）により測定した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．TTPP5533 ププララススミミドドをを用用いいたたネネガガママイイシシンン誘誘導導体体のの iinn  vviittrroo リリーードドススルルーー活活性性評評価価  
これまでに獲得しているネガマイシン誘導体のスクリーニングを実施した。TP53 遺伝子が欠損している非小

細胞肺がん H1299 細胞に対して、TP53 遺伝子に R213X（TGA）変異を挿入したデュアルレポータープラスミ

ドを導入し、化合物のリードスルー活性値を評価した。その結果、陽性対照群であるアミノグリコシド系抗生物

質 G418 のリードスルー活性 5.20 には及ばないものの、ネガマイシン誘導体 5 種に 1.37〜2.62 の活性が認めら

れた（表 1）。なお、ゲンタマイシン、ネガマイシン、TCP-107 および-126 のリードスルー活性は化合物未処理

群（陰性対照群）と同等の値であった。 
 
表 1．TP53 ナンセンス変異に対する in vitro リードスルー活性 

 
a）化合物未処理群（PBS 添加）に対する化合物（200μM）のリードスルー活性比。細胞：H1299。N＝3。 

data mean±SD。 
 

22．．DDMMSS--111144 細細胞胞ににおおけけるる完完全全長長 pp5533 タタンンパパクク質質発発現現評評価価  
表 1 に示した化合物 6 種を TP53 R213 TGA 変異を有した小細胞肺がん DMS-114 細胞に処理し、ウェスタン    

ブロッティングにより完全長 p53 タンパク質の発現を解析した。化合物を処理すると 50 kDa 付近に完全長 p53
タンパク質のバンドが確認された。これは化合物による p53 ナンセンス変異のリードスルーにより当該タンパク

質の産生が促進されたと考えられる。4 種のネガマイシン誘導体 TCP-169、-182、-199 および-1109 は、完全長

p53 タンパク質を発現させた。中でも TCP-199 は、化合物未処理群と比較し、約 9.5 倍完全長 p53 タンパク質

を増加させることがわかった。 
 

33．．ネネガガママイイシシンン誘誘導導体体ののががんん細細胞胞増増殖殖抑抑制制活活性性評評価価  
続いて、ネガマイシン誘導体が DMS-114 細胞の増殖を抑制するかを評価した。TCP-199 処理群では、比較的

高い細胞増殖抑制活性を示した（細胞生存率：60％）。同様の手法にて、正常細胞であるヒト皮膚繊維芽 NHDF
細胞での毒性を評価した。その結果、同濃度における TCP-199 の細胞毒性は比較的低いことが確認された（細胞

生存率：96％）。一方で、アミノグリコシド系抗生物質 G418 は DMS-114 細胞のみならず、NHDF 細胞におい

ても細胞毒性が確認された。これらの結果から、TCP-199 はがん細胞の増殖を抑制させ、正常細胞の増殖に影響

を与えないことが示された。 
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