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寄稿論文

ピロール - イミダゾール ポリアミド 
- 中分子医薬品のフロントランナー

京都大学　物質―細胞統合システム拠点
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1. はじめに

　COVID-19パンデミックに対するmRNAワクチンの成功に象徴されるように、中分子創薬においていくつか
の破壊的なイノベーションが起こっている。遺伝子知識を活用して核酸ベースのデザイナードラッグを開発す
る未来の精密医療アプローチは、現在の不治の疾患を治療、さらには治癒する可能性があるとされている。
最近、ノーベル賞を受賞したCRISPR-Cas9や転写活性化因子 (TALEs)など、DNAの分子レベルで遺伝子
転写を標的とするいくつかのツールが開発された。核酸の配列情報に基づくプログラマブル小分子は、自然
転写因子 (TF)の構造と機能を模倣し、DNA-タンパク質相互作用を選択的に標的化し、不治の病気に関
連する転写機構を修正できる可能性がある1)。DNA自体の塩基配列を編集することなく、転写因子を調節し
て遺伝子発現を制御するこのプロセスは、「転写療法」と呼ばれる。ここでは、ピロール-イミダゾールポリアミド 
(PIPs)が合成転写因子やアクチベーターとして、必要に応じて遺伝子を調節する転写療法薬としての可能
性について述べる。

２. ピロール - イミダゾールポリアミドの開発の経緯

　1985年、Dickersonらは、2つのN-メチルピロール (Py)基を持つ抗生物質のネトロプシンが、DNAの副溝
にA/Tと1:1の複合体を形成することをX線結晶構造解析によって示した2)。その後、DickersonとDabrowiak
は、ネトロプシンのPyをイミダゾール (Im)に変換することにより、グアニンの2-アミノ基と水素結合できるようにな
り、G/C配列を特異的に認識できることを示した3)。ネトロプシンとディスタマイシンAのImによる置換実験を詳
細に調べることによって、DNAの副溝に二分子が結合する2:1の複合体形成とG/C特異性と示した4)。これ
の結果に基づき、Dervanらは、二本鎖DNA内の4つのワトソン-クリック塩基対を選択的に認識できる新しい 
クラスの主溝結合ピロール-イミダゾールポリアミド (PIP)を提案した。1分子で結合する直鎖PIPではPyはA/T
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塩基対をImはG/C 塩基対を認識し、ヘアピンや環状PIPではI/PペアがG/Cを認識し、P/PペアはA/Tまたは
T/A塩基対を認識する (図1)5)。ヒドロキシピロールHp と Pyのペアは、T/AとA/Tを特異的に区別することも
見出されているが、化合物の不安定性などからその後ほとんど用いられていない。ヘアピンPIPsは、天然の
転写因子と同等の結合親和性と配列特異性を持っているプログラム可能な中分子といえる6)。

３. PIPs の結合方向：平行または逆平行か？ 

　開発当初、ヘアピンPIPや環状 PIPのDNAへの結合は、PIP のN末端からC末端がDNAの5'から3'方向
に揃って結合することが一般的であった (図2a)7)。しかし、その後の研究によっていくつかのPIPsがDNAに
逆方向 (PIP のN末端からC末端がDNAの3'から5'方向)の結合することが判明した8)。興味深いことに、環
状PIPのγ-ターン部分のアミノ基のキラリティーによって平行と逆平行の配向は制御できることが示された。 つ
まり(R)-α-アミノ基を持つcPIPは、平行に結合するが、(S)-α-アミノ基を持つcPIPは逆平行の結合を示した 
(図2)。そのため、γ-ターン部分のアミノ基のキラリティーでPIPの配向が制御できることになる 9)。キラルなcPIP
の逆平行の結合を、DNAとのcPIP複合体のX線結晶構造を1.5 Åの分解能で確認した10) (図2b)。結晶
構造から、塩基とcPIP間の水素結合の位置は、平行と逆平行の場合で非常に似ていることがわかった11)。 
また、γ-ターンユニット上のアミノ基間の水素結合の形成も明らかにされた。

図1.  a) 天然物のネトロプシンとディスタマイシンAの化学構造。 b) 直鎖PIPによる2本鎖DNAの分子認識。1H NMR構造1LEJ。    
c) 環状PIPによるdsDNAの分子認識。X-ray結晶構造3OMJ。
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４. DNA 結合分子としての PIP - 進展と展望

　PIPは任意の塩基配列に対して設計できるため転写因子と競合して、下流遺伝子の標的化抑制を引き
起こすことができる。例えばSOX2結合配列（5'-CTTTGTT）をターゲットとするへアピンPIP (Soxi)は、誘導
多能性幹細胞 (iPS)細胞を中胚葉系に分化させることができる12)。またSoxiは下流遺伝子を変化させること
によりマウスモデルで抗がん剤として利用できることも示した13)。同様に、EV1遺伝子のプロモーター配列の
REL/ELK1に結合するPIPは、乳がん細胞の転移を効果的に抑えた14)。したがって、このサイズのヘアピン
PIPでさえ、天然のTFと同様のDNA結合親和性と機能的特性を持つことができる。天然の転写因子の認識
配列は、わずか4～10塩基対程度である。このように短い認識配列でも、転写因子は正確に遺伝子発現の
制御を行うことができる。この正確さを達成するために、転写因子は協同的な二量体として働くことが多い。
哺乳類細胞では、約1000の転写因子の中で、55～70%がホモ/ヘテロ二量体を形成して認識配列を拡張
し、高い結合親和性を確保することによって協同的に遺伝子発現を調節する。2018年、我々は「PIP-HoGu 
(ホスト-ゲスト)」システム (図3A)の開発し、シクロデキストリンとアダマンタン分子に結合させて人工的に隣り
合わせに組み立てることによって、標的の塩基配列に協同的に結合する分子系を構築した15)。実際に、PIP-
HoGuシステムが細胞においても協同的に結合することを、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより示した。さ
らに包摂能を改善したククルビトウリル (CB7)をもつPIP-HoGuにブロモドメイン結合剤 (Bi)と結合させて、エ
ピジェネティックな活性をもつ協同二量体系ePIP-HoGuを作成した16)。その結果、このePIP-HoGuシステム
は標的としたヒストンのアセチル化を誘導できることが示された。また、シクロデキストリン-アダマンタン対を左
巻きγPNA対に置き換えることで、配列で調節ができる協同システム「PIP-NaCo」を作成した (図3B) 17)。相
補的なPNA鎖間の二重鎖形成が協同的な二量体形成の駆動力となり、PIPペアのプログ可能な協同的な
結合を可能にした。重要な点は、このシステムはDNAやRNAのような天然の核酸と相互作用しないので、より
正確にターゲット配列に適用できるので選択的な疾患治療につながる可能性がある。

図2.  a) cPIPのDNAへの平行の結合の構造。X-ray結晶構造PDB 3I5L11)。ターン部分の矢印はPIPのN末端からC末端の方向を 
示している。 b) cPIPの逆平行の結合の構造。X-ray結晶構造PDB 6M5B10)。
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　さらにPIPsを用いた協同二量体形成システムを、DNAの二次構造のターゲット認識に拡張した。B型二重
鎖はDNAの主要構造であるが、 配列によっては左巻きのZ型やグアニン四重鎖 (G4)構造などの局所構造
も形成されることが指摘されている。我々はG4構造に対して結合性を示すリシンとN-メチルイミダゾールを含
む環状化合物cIKPを開発した18)。PIPsと共有結合させたハイブリッド分子PIP-cIKPを合成し、二重鎖DNA
とG4構造の同時に認識できることを示した (図3C)19)。DNAの局所構造を分子認識に利用するこのアプ
ローチは、PIPsのゲノム中での特異性を高める可能性を示している。

５. DNA アルキル化 PIP の合成と生物学的評価 

　DNAアルキル化剤は、主にプリン塩基と反応しDNAと共有結合することにより複製阻害や転写阻害をも
たらす。そのため古くから抗がん剤として使われているが、その選択性の低さから副作用が問題となってい
る。DNAアルキル化剤を配列特異的なPIPと結合させ、がん細胞に特有の変異配列を選択的にアルキル
化するようにすることで、DNAアルキル化剤の副作用を軽減できる可能性がある20)。KRASの変異は多くの
がんで見られるためその発現抑制は抗がん剤のターゲットとして注目されている。そこで我々はこの変異した
配列に選択的に反応するアルキル化PIPであるKR12を設計し合成した。KR12はこの配列で選択的に反
応することが、DNA塩基配列決定用のゲル電気泳動で確かめられた。実際、ヒトのがん細胞株を用いた実
験においてKRASの発現が効率よく抑制された。さらにヒトの大腸がんをもつ担がんマウスの実験において
がんの増殖が落とされた21)。次世代シーケンシング解析により、KR12が野生型GGT配列よりも遥かに高い

図3.  a) 天然転写因子ペアの協同的な調節能力を模倣するために構築されたPIP-HoGuシステムの進展15,16)。 b) バイオオルソゴナ
ルな左巻きのγPNAストランドを持つPIP-NaCoの構造と二量体形成領域17)。 c) G4構造と隣接する二本鎖DNA配列を同時に認
識するPIP-cIKP結合体の構造43)。
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親和性でGTT変異を標的とできることが確認されている22)。我々は市販のアルキル化剤であるクロランブシ
ル (Chb)をPIPに結合させその抗がん性を検討している。ラント関連転写因子 (RUNX) 1～3は血液がんで
その増悪に関わっていることが知られている。そこでRUNX1-3のコンセンサス配列 (5'-TGTGGT-3'および
5'-TGCGGT-3')を認識しアルキル化するChb-M'を合成した。Chb-M'は多くのがん細胞株において効果的
にRUNX標的を抑制することが示され、モデルマウスを用いた実験で急性骨髄性白血病、急性リンパ性白
血病、非細胞肺がん、胃がんで顕著な効果が示された (図4)23)。

６. トリプレットリピート病の治療の可能性

　トリプレットリピート病はゲノム中の3塩基繰り返し配列の異常伸長により引き起こされる。CAGおよびCTGの
拡大は、脆弱X症候群や筋緊張性ジストロフィーなど多くの神経疾患を引き起こすことが知られている。拡大さ
れたCAGリピートが疾患を引き起こすメカニズムは、ポリグルタミン (polyQ)毒性を介して説明できる。拡大され
たCAGリピートが中断されないグルタミン残基に翻訳され、拡大されたpolyQトラクトを形成し、アミロイドコアと
なってタンパク質のミスフォールディングと凝集を引き起こし、神経変性を引き起こす。またDMPKの3'-非翻訳
領域 (3'-UTR)のCTGリピート拡張によって誘発されるDM1は、最も一般的な神経筋性障害である (図5A)。
このように、CWGリピート疾患は高度に複雑な細胞内メカニズムによって引き起こされると考えられており、 
有効な治療法はまだ開発されていない。そこで我々は様々なリピートに結合するPIPを合成してきた24)。

図4.  a) KRASの変異を狙ったKR12の化学構造とDNA塩基配列選択的アルキル化の配列決定用ゲル電気泳動による評価。 
標的としたアデニンN3位でのアルキル化はその後の加熱処理により切断されバンドを与える。　b) RUNX1-3の結合を阻害
するChb-M'の化学構造。急性骨髄性白血病のモデルマウスでの結果。モデルマウスは通常20日で全匹死ぬが、尾静脈から
Chb-M'を打ち込んだマウスは20日間の延命が見られた。この効果は現在臨床で用いられているAraCよりも強く、また異なる塩
基配列でアルキル化するChb-Sには効果が全くない23)。
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　Ansar iらはGAAリピートに結合するPIPに転写伸長因子であるBrD4に結合するJQ1を結合させた
synTEF1をフリードライヒ運動失調症の治療の可能性について検討した。synTEF1はヘテロクロマチン化し
て発現が低下しているフラタキシン (FXN)の発現レベルをほぼ正常値に戻すことを示した25)。現在スタート
アップ企業であるDesign Therapeuticsは、フリードライヒ運動失調症の治療の臨床試験を昨年の3月から
行っており、良好な中間結果を報告している26)。

７. テロメア - PIP 技術の魅力的なターゲット？ 

　染色体のテロメア末端におけるd(TTAGGG)/d(CCCTAA)配列のタンデムリピートは、染色体の安定性に
必須である27)。細胞分裂の際、染色体の末端はDNAポリメラーゼが複製できないため、テロメア長は短くな
る。そのため正常細胞では分裂回数は30～60回の限界があり細胞死であるアポトーシスがおこる。しかし幹
細胞や生殖細胞で発現しているテロメラーゼは、テロメア長を回復・維持することができる。がん細胞ではテロ
メアの短縮によるアポトーシスが起こらないため無限に増殖ができる。約85%のがん細胞ではテロメラーゼが
発現することによって、残りの15%は組み換えによってテロメアの短縮を回避している28)。したがって、がん細
胞のテロメアリピート配列を標的にすることは、抗腫瘍効果が期待できる29)。
　そこで我々は12塩基認識能を持つタンデム型ヘアピンPIPモチーフを用いたDNAアルキル化剤を開発し、
5'-d(AACCCT)n-3'配列を標的とし、アポトーシスが誘導できることを示した30)。さらに前島らと共同でTH59
など様々なタンデム型の蛍光PIPを合成し、蛍光部位とヒンジ領域を最適化することによって、ライブ細胞内の
テロメアを選択的に標的とする方法も開発した31)。HeLaS3、HeLa1.3、およびU2OS ALT細胞のテロメアの
長さは、蛍光ラベル化されたTH59を用いて測定した。これにより腫瘍細胞のテロメアが正常組織よりも比較
的短いことを示した。マウス組織切片にテロメア結合タンパク質TRF1の抗体を同時に染色した場合、TH59
システムによる脳および肺組織で強い信号が低いバックグラウンドノイズで観察された。一方、TRF1は高い
バックグラウンドノイズで弱い信号を与え、TH59システムの染色能力が従来の免疫染色手法よりも優れて
いることを示した。さらに18塩基のヒトテロメア繰り返し配列TTAGGGを標的とできるタンデムトリマーである
TT59 (3つのヘアピンと2つのヒンジ)を合成し、さらに低いバックグランドでテロメアが染色できることが示され
た (図6AおよびB)32)。さらにヒトテロメア5'-(TTAGGG)n-3'繰り返し配列の24 bpをターゲットとするテトラマー
PIPsであるTTet59 (4つのヘアピンユニットと3つのヒンジを持つ)を設計・合成した33)。TAMRA TTet59-Bは
以前に報告されたトリマーおよび二量体プローブよりも低いバックグラウンド信号でより高い特異性を有するこ
とが示された。近赤外線領域 (NIR)の励起波長と放出波長を持つプローブは、光毒性が低く優れた蛍光性

図5.  a) synTEF1の化学構造と結合様式。 b) synTEF1の投与によって抑制されていたFXNの量がほぼ正常に戻っている25)。
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を示すため、ライブ細胞イメージングに適している。特に、近赤外シリコンローダミン (SiR)は、優れた蛍光性を
持つ蛍光基としてライブ細胞で広く使用されている。そこでTTet59BをSiR (SiR-TTet59B)で修飾し、優れた
テロメアの可視化が示された34)。U2OS細胞を用いた研究では、SiR-TTet59Bを利用して、有糸分裂期と間
期細胞におけるテロメアの長さとダイナミクスを観察することができた (図6C)。

　一般的にPIPの分子量が増えると核内へのとりこみは容易ではなくなる35)。Dervanらは、C末端にイソフタ
ル酸またはターン構造にアリール基を導入することで、PIPの細胞への取り込みと核内への取り込みを向上さ
せることができることを示した36)。また我々は、トリアルギニン基を6塩基認識PIPに導入し、フローサイトメトリー
および共焦点顕微鏡を用いて、細胞への取り込みと核内局在化が向上することを示した37)。

８. PIP のミトコンドリアへの送達 

　PIPは核DNAをターゲットとしているが、16.6 kbpの環状mtDNAを持つミトコンドリアをターゲットすることも可
能である。我々はミトコンドリアに局在化する新しいタイプのMITO-PIPを合成した。MITO-PIPは、優先的にミ
トコンドリア内に局在し、ミトコンドリアゲノム上のND-6遺伝子の選択的な転写抑制を引き起こした (図7)38)。
酸化的リン酸化によりATPを産生するミトコンドリアではスーパーオキサイドなどの活性酸素種が生成し、
mtDNAの変異が起こる。このような変異が原因のミトコンドリア病が知られている。我々はMITO-PIPにアル

図6.  a) テロメア染色PIP TH59およびTT59の化学構造。 b) HeLa 1.3細胞内のテロメアの染色画像。個々の染色体末端において濃 
い蛍光がみられ、高い選択性が示されている。 c) TAMRA® TTet59-BおよびSiR-TTet59Bをターゲットとする24 bp配列の化学構 
造と、ライブU2OS細胞の間期段階でのテロメア可視化34)。  
* TAMRAはApplied Biosystems, Inc.の商標です。
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キル化剤のクロラムブシル (Chb)を導入したMITO-PIP-Chbを開発し、変異アデニンをアルキル化すること
によって修復できるか調べた39)。MITO-PIP-Chbはm.8950G>Aの変異配列のアデニンで選択的なアルキ
ル化が確認された。さらに、m.8950G>Aの変異配列をもつ細胞を用いると、MITO-PIP-Chbが確かに変異
配列の割合を低下させた。難治性のミトコンドリア病にはまだ良い治療法がないので今後の展開が期待され
る。

９. PIP はエピジェネティック修飾剤として機能する

　遺伝子の発現はDNAの塩基配列の他にエピジェネティクス的に制御されている。エピジェネティックによる
遺伝子制御は、ライター、リーダー、イレーザーの機能を持つタンパク質複合体によって協同的に管理されて
いる。例えば、ヒストンのアセチル化においては、ヒストンタンパク質からアセチル基を除去するイレーザーであ
るヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC)と、ヒストンアセチル化酵素 (HAT)がアセチル基を書き込むライターとし
て機能する。またそれぞれの状態を読むリーダータンパク質が存在する。我々はPIPに様々なエピジェネティッ
ク修飾剤を結合させ、ヒストンのアセチル化や遺伝子の発現を引き起こした40)。

図7.  a) MITO-PIP-LSPの化学構造と作用機序38)。  b) MITO-PIP-LSPは軽鎖プロモータ(LSP)に結合することによりND6の発現を濃度
依存的に抑制した。一方、PIP-LSPにはその作用はほとんどない。  c) 変異したアデニンを狙ったMITO-PIP-Chbの構造と変異を
減らす概念図39)。MITO-PIP-Chbの処理によって変異型の8950Aは減少し8950Gが増加した。
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-

　我々は、32種類の異なるPIPにHDAC阻害剤として知られるSAHAを結合させ、ヒトの皮膚線維芽細胞 
(HDF)に作用させ、2日後に遺伝子発現を調べた。その結果100種から200種の遺伝子で10倍以上発現
上昇が見られた。興味深いことはほとんど全てのSAHA-PIPが異なる遺伝子群を活性化した点である41)。
SAHA-PIPによる典型的な遺伝子群の活性化を図8にまとめた。またPIPにHAT活性化剤を結合させ遺伝子
の発現の亢進を検討し、SAHA-PIPと同様の活性があることを確認した42)。
　さらにHATに存在するブロモドメインに結合する分子であるBiをPIP と結合させることにより、遺伝子発現

図8.  a) SAHA-PIPの化学構造とSAHA-PIPライブラリー。 b) SAHA-PIPライブラリーにより処理したHDFのマイクロアレーによる遺伝子
発現解析の結果。 c) 典型的な遺伝子群の活性化。 d) PIPHAT活性化剤の化学構造42)。
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の上昇を試みた43)。HATに存在するブロモドメインはリシンのアセチル基を認識し近傍のリシンをさらにアセ
チル化しユークロマチンを拡大する働きを持っている。実際Bi-PIPはPIPの結合する配列でアセチル基を誘
導し、遺伝子発現を亢進させた。本庶教授によって開発されたオプジーボに代表されるPD-1を基盤としたが
ん免疫療法は、その有効性から注目されている44)。しかし半数のがんでは有効性が示されず、そこではT細
胞の疲弊が原因と考えられている。そこで我々はT細胞の活性化を目指しミトコンドリアの生合成をつかさどる
PGC-1の活性化を試みた。その結果、Biを有し、さらにトリアルギニンで核局在能を増強させたEnPGC-1が
マウスレベルで免疫療法を増強させることを示した45)。EnPGC-1 は、インビトロ条件下でミトコンドリアの活性
化、エネルギー代謝、および CD8+ T 細胞の増殖を誘導した。

10. まとめと展望

　2020 年の CRISPR-Cas9 に対するノーベル賞以来、遺伝情報に基づく核酸治療法の開発に関心が集
まっている。特に、遺伝子転写の中分子モジュレーターは、病気の細胞の機能不全の転写機構をリセットす
る可能性がある。  核酸ベースの小分子レギュレーターの中で、Peter Dervan 教授によって発明された PIP 
技術は、トリヌクレオチド疾患の治療における第I相臨床試験入り治療の可能性を示している。 デザイナー 
PIP は、ゲノム DNAの塩基配列を変えることなく標的遺伝子の転写を調節できるため、標的転写治療薬と

図9.  アセチルリジン模倣物 EnPGC1 と結合した PIP の模式図は、PGC1 ファミリー遺伝子の標的化されたエピジェネティックな誘導
と、T 細胞におけるミトコンドリア生合成を誘導し、相乗的な併用療法を提供した。
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して注目されている。 PIP は、がん遺伝子、細胞の再プログラミング遺伝子、およびミトコンドリア遺伝子のプロ 
モーター特異的な転写調節を誘導する顕著な能力を示している。 アルキル化 PIPは、KRAS や RUNX1  
などのがん関連遺伝子の点変異を標的とすることに成功している。 特に、RUNX1 を標的とする PIP は、動物 
モデル レベルで広範囲のがん細胞を治療する上で、その生物学的有効性が実証されている。 多機能 PIP 
アルキル化剤は、変異ミトコンドリア DNA の標的除去に成功し、オンデマンドでパーソナライズできる有望な
転写治療薬としての PIP の可能性をさらに実証している。また、抗がん免疫療法に相乗効果をもたらすことも
実証された。 この画期的な研究は、この技術をスタンドアロンの治療法として、また治療法をすでに利用可能
な従来の治療法と組み合わせて使用する可能性を開く。 PIP 技術は有望ではあるが、水溶性、認識と浸透
のバランス、多機能性を達成するための制限など、いくつかの改善すべき点がある。 さらに、低コストでの製
造、持続的な生物有効性、オフターゲット毒性の最小化、社会経済的問題など、治療アプローチの典型的な
課題もある。技術開発が進むことにより、ユニークな中分子である PIP は、現在治療の選択肢が限られてい
る疾患の治療にパラダイムシフト与える態勢が整っていると考えられる。
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