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略語 

 

 

APh, aphidicolin; ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATP, adenosine 

triphosphate; ATR, ataxia telangiectasia and rad3-related protein; ATRIP, ATR 

interacting protein; bFGF, basic fibroblast growth factor; BSA, bovine serum 

albumin; CD, circular dichroism; Chk1, checkpoint kinase 1; Chk2, checkpoint 

kinase 2; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; DMEM F-12, Dulbecco's Modified 

Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12; DRB, 5,6-dichloro-1-β-D-

ribofuranosylbenzimidazole; EdU, 5-ethynyl-2'-deoxyuridine; EGF, epidermal 

growth factor; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FACS, fluorescence 

activated cell sorting; FBS, fetal bovine serum; FISH, fluorescence in situ 

hybridization; G4, g-quadruplex; GBM, glioblastoma; GSC, glioma stem cells; 

HRP, horseradish peroxidase; IC50, half maximal inhibitory concentration; IgG, 

immunoglobulin G; IHC, immunohistochemistry; MDC1, mediator of DNA 

damage checkpoint protein 1; NP-40, Nonidet P-40; NSGC, non stem glioma cells; 

PBS, phosphate buffered saline; PLL, poly-l-lysine; PNA, peptide nucleic acid; 

POD, peroxidase; POT1, protection of telomeres 1; RAP1, repressor activator 

protein 1; RIPA, radioimmunoprecipitation assay; RPA, replication protein A; 

SDS, sodium dodecyl sulfate; TBS, tris buffered saline; TERT, telomerase reverse 

transcriptase; TIN2, TRF1-interacting nuclear protein 2; TMS, telomestatin; 

TRF1, telomeric repeat binding factor 1; TRF2, telomeric repeat binding factor 2. 
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序論 

 

 

がん化学療法の原点は第一次世界大戦にまで遡る。化学兵器であるマスタードガス

から最初の抗がん剤ナイトロジェンマスタードが開発され、その後、1960 年前後に

は、活発に分裂するがん細胞に取り込ませることでがん細胞の増殖を抑制するメトト

レキサートやフルオロウラシルなどの代謝拮抗剤が用いられるようになった。1970

年代にはシスプラチンをはじめとするプラチナ製剤の開発により、固形がんにも治療

効果を示す薬剤が導入された。現在では、がん細胞の特定の分子を狙い撃ちする分子

標的薬の開発が盛んに行われている。がん化学療法の進歩により、進行がんの患者の

延命期間を延ばすだけでなく、急性白血病や悪性リンパ腫といったがんに対しては高

い治癒率が得られるようになった。しかしながら、再発がんや固形がんに対する有効

な抗がん剤が得られず、我が国では 1981 年以来、がんが死因のトップであり続けて

いる。 

神経膠芽腫（glioblastoma: GBM）は極めて予後が悪い悪性脳腫瘍である。神経膠

芽腫に対しては、外科的手術と放射線療法、化学療法を合わせた治療が行われるが、

平均生存期間は 12から 15か月程度であるのが現状である（1-3）。このように予後が

悪い原因として、神経膠芽腫が高い浸潤性を備えている点が挙げられる。脳の機能を

温存するためには浸潤した腫瘍を手術で全摘出するのが困難であり、放射線治療にお

いても正常脳組織への障害を避けるために一定線量を超えた放射線照射を行うこと

は難しい。化学療法に関しては近年、アルキル化剤であるテモゾロミド

（Temozolomide）が治療に用いられるようになり、僅かに治療成績が向上したもの

の、5年生存率は現在も 10%程度となっており（2,3）、優れた治療薬の開発が急務と

なっている。 

 1990 年代に「がん幹細胞」の存在が白血病で見つかって以来、革新的な研究が行
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われている。がん幹細胞は、腫瘍内の不均一な細胞集団の中にごく一部存在し、自己

複製能や多分化能、強い造腫瘍性、治療抵抗性を保持している。抗がん剤により腫瘍

の体積を一時的に減らすことが出来ても、腫瘍内に一部存在するがん幹細胞を排除で

きなければ、その高い造腫瘍性によりがんが再発してしまうと考えられる。神経膠芽

腫の不均一な細胞集団の中にもがん幹細胞（glioma stem cells: GSC）が存在し、放

射線療法や化学療法に対する治療抵抗性に寄与していると考えられている（4,5）。ス

フェア培養した神経膠芽腫細胞は CD133や SOX2、Nestinといったがん幹細胞・神

経幹細胞マーカーを発現し、造腫瘍性を保持している（6,7）。一方、この細胞は 10%

ウシ胎児血清含有培地では接着性を示し、幹細胞性を消失した non stem glioma cells

（NSGC）となる（8）。 

所属する研究室ではこれまでに、天然由来化合物であるテロメスタチン

（Telomestatin）が GSCに対し、同細胞が分化して生じた NSGCと比べてより強力

な細胞増殖抑制効果および DNA損傷誘発作用を示すことを明らかにしてきた（9,10,  

Fig. A）。Telomestatinは、グアニン四重鎖（G-quadruplex: G4）と呼ばれる特殊な

核酸高次構造を安定化する「G4リガンド」として知られている。G4はグアニン残基

の豊富な塩基配列において形成される（11,12, Fig. B）。G4 を形成する配列の代表的

な例として、染色体末端に存在するテロメアが挙げられる（13-15）。テロメアは

TTAGGGの繰り返し配列からなるテロメアDNAとその結合タンパク質で構成され、

染色体の末端を保護している。テロメアには 6つの因子（TRF1、TRF2、RAP1、TIN2、

TPP1、POT1）からなるシェルタリンと呼ばれるタンパク質複合体が結合している。

シェルタリンの中でも、TRF1 および TRF2 は DNA 結合ドメインである Myb ドメ

インを使って二本鎖テロメア DNAに直接結合し、POT1は G-tailと呼ばれる一本鎖

テロメア DNA に直接結合している。G-tail がテロメア DNA の二本鎖部分に侵入す

ることで、投げ縄構造である T-ループが形成され、染色体末端を保護している。T-ル

ープの形成には TRF2が必要であり、シェルタリンは DNA損傷やテロメア機能不全
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を防ぐために重要な役割を担っている（16-20）。DNA 複製は DNA ポリメラーゼ複

合体を介して行われるが、DNAの末端部分を完全には複製することができないため、

DNA鎖の両端のテロメアDNAは徐々に失われていく。これを末端複製問題と呼ぶ。

ヒト正常体細胞では、末端複製問題のためにテロメアが徐々に短縮していき、これが

限界に達すると細胞はもはや分裂することが出来なくなり、細胞老化が誘導される。

しかしながら、がん細胞の多くは、テロメア合成酵素であるテロメラーゼが活性化し

ている。テロメラーゼは、鋳型 RNA と触媒サブユニットタンパク質（TERT）で構

成され、この酵素の働きによりテロメアを維持することで細胞の不死化が支持されて

いる。テロメアの先端部のG-tailではG4が形成されることが知られており（13-15）、

Telomestatin がこの領域の G4 を安定化することで、テロメラーゼが G-tail へアク

セスできなくなり、テロメア伸長が抑制される（9, 21,22）。G4 を形成する配列は、

テロメアの他に、多くのがん関連遺伝子のプロモーター領域などにも存在することが

知られており（23-36）、がん治療における新たな分子標的として期待されている。が

ん関連遺伝子 c-Myb のプロモーター領域にも G4 形成配列が存在することが知られ

ており（37）、所属する研究室では Telomestatin が c-Myb の発現を低下させること

が、GSC に対する細胞増殖抑制効果を示す一つの理由であることを明らかとしてき

たが（10）、この化合物が GSC選択的に DNA損傷を誘導する理由は未だ明らかにさ

れていない。 

本研究は、G4 リガンドである Telomestatin が GSC 選択性を示す仕組みを明らか

にすることを目的とした。この仕組みを解明することが出来れば、神経膠芽腫の新規

治療戦略の構築に貢献できるであろう。Telomestatinの標的である G4はグアニン豊

富な塩基配列が一本鎖になると形成されることが知られており、テロメアの一本鎖領

域だけではなく、複製や転写の際にも G4 が形成されることが予測される（38,39）。

この点に着目し、本研究では Telomestatinの GSC選択性について、テロメアへの作

用とテロメア以外の領域での作用にそれぞれ焦点を当て検討した。 
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 本論文は、Telomestatinの DNA損傷メカニズム（第 1章）、および Telomestatin

の複製ストレス応答経路への影響（第 2 章）から得られた新しい知見を通じて、

Telomestatinが GSC選択性を示す仕組みを考察したものである。 
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Figure B. Structure of G-quadruplex. Figure A. Structure of Telomestatin. 
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第１章 

Telomestatinの DNA損傷メカニズム 

 

 

【要約】 

 

グアニン四重鎖リガンド Telomestatin は、テロメア G4 を安定化することでテロ

メラーゼ活性を阻害する（9）。この作用が Telomestatinの GSC選択性に影響を与え

ている可能性を考えたが、TERT の触媒活性を阻害するテロメラーゼ阻害剤

BIBR1532（40）は GSC選択性を示さなかった。興味深いことに、Telomestatinは

テロメア結合タンパク質である TRF2 の蛍光フォーカス（foci）を GSC 選択的に消

失させることが明らかとなり、この活性が GSC におけるテロメア領域の DNA 損傷

を誘導する原因である可能性が示された。また、免疫 FISH 法を用いた検討から、

Telomestatinにより誘導される DNA損傷はテロメアだけではなく、約 7割はテロメ

ア以外の部位で生じることが認められた。複製阻害剤（アフィディコリン）および転

写阻害剤（5,6-dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole, DRB）を GSCに前処理

すると、Telomestatin誘導性の DNA損傷が顕著に低下したことから、Telomestatin

は GSC において TRF2 を標的としたテロメア障害だけではなく、複製や転写にも依

存して DNA損傷を誘導する可能性が示唆された。 
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1-1 GSCに対するテロメラーゼ阻害剤の影響 

 

 

【目的】 

 

Telomestatin はテロメラーゼ阻害活性を有することが知られている。この活性が

GSC選択性に影響を与えているのか検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

細胞の培養 

 神経膠芽腫細胞 GBM146、GBM157 は、米国アラバマ大学の中野伊知郎先生から

いただいた。これらの細胞は、Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture 

F-12（DMEM F-12）培地（Gibco, Grand Island, NY, USA）に、B27（Gibco）、20 

ng/mL bFGF（Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA）、50 ng/mL EGF（Peprotech）、100 

U/mL penicillin/streptomycin (Gibco)、 GlutaMAX（Gibco）、5 μg/mL heparin

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を加えた浮遊細胞用培地により、37℃、5% 

CO2、95% airの条件下で、ベントキャップ付表面処理なし浮遊培養用フラスコ（Iwaki, 

Tokyo, Japan）を用いて培養した（10）。GBM146、GBM157の GSCから NSGCへ

の分化誘導には、DMEM F-12 に 10% fetal bovine serum（FBS, Mediatech Inc, 

Manassas, VA, USA）と 100 U/mL penicillin/streptomycin (Gibco)を加えた培地を

用い、GSCを組織培養用ディッシュ（Iwaki）で培養した。FBS は 55℃、30分間の

非働化処理をした後に使用した。特に示さない試薬類については、すべて特級以上、

またはこれに準ずるものを使用した。 
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尚、本研究に用いている細胞は神経膠芽腫（glioblastoma）由来の細胞であるが、神

経膠腫幹細胞（glioma stem cells: GSC）という一般的な呼称を用いている。 

 

 

Flow cytometry 

 細胞を氷冷した PBS で 3 回洗浄した後、フィコエリスリン標識マウス抗ヒト

CD133抗体（293C3; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）を 30分間反

応させた。その後、細胞を3回洗浄してPBSに懸濁し、フィルターチューブ（FALCON, 

Corning, NY, USA）に通し、FACSCalibur flow cytometer（BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA）で解析した（41）。 

 

 

細胞溶解液の調製 

Western blotting 用細胞溶解液は以下のように調製した。細胞を PBS で 3 回洗浄

し、phosphatase inhibitor cocktailと protease inhibitor cocktail（Nacalai, Kyoto, 

Japan）を加えた RIPA buffer（50 mM Tris-HCl、pH 8.0、1.0% Nonidet P-40（NP-

40）、0.5% deoxycholic acid、150 mM  NaCl、0.1% sodium dodecyl sulfate）で細

胞を懸濁した。これを氷上で 10分間静置し、ソニケーション処理を行った後、15,000 

rpm、4℃、10分間の遠心にかけた。この上清を細胞溶解液として回収した。タンパ

ク量の定量はBradfordの方法に準じてPROTEIN ASSAY試薬（BIO-RAD, Hercules, 

CA, USA）を用いて行った。 

 

 

Western blot analysis 

 蛋白試料 10 μgに 5×SDS sample loading buffer（250 mM Tris-HCl、pH 6.5、
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50% glycerol、 10% sodium dodecyl sulfate、 10% 2-mercaptoethanol、 0.25% 

bromophenol blue）を加えた。これを 98℃で 10分間加熱し、さらに 2分間氷上で冷

却した後、SDS-PAGE用ゲル（Nacalai）を用いて、100 Vで 10分間、さらに 200 V

で 50 分間電気泳動した。サイズマーカーには Rainbow marker（GE Healthcare, 

Little Chalfont, UK）を用いた。泳動終了後、あらかじめ transfer buffer（25 mM 

Tris-HCl、pH 8.3、 190 mM glycine、20% methanol）に浸しておいたニトロセルロ

ースメンブレン（Millipore, Darmstadt, Germany）、ろ紙、およびゲルを TRANS-

BLOT（Bio Rad）にセットし、45 V、4℃で 30分間、さらに 90 V、4℃で 90分間ト

ランスファーを行った。その後、washing buffer（0.1% Tween20/TBS）に溶解した

5% スキムミルク（Morinaga, Tokyo, Japan）で 30分間ブロッキングし、メンブレ

ンをウサギ抗 SOX2抗体（Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）、ウサ

ギ抗 Nestin抗体（Millipore）、マウス抗 β-actin抗体（Sigma–Aldrich）のいずれか

に 4℃で一晩浸した後、washing bufferで 5分間（4回）洗浄した。ついで、メンブ

レンを horseradish peroxydase（HRP）標識抗ウサギ抗体、HRP標識抗マウス抗体

（GE Healthcare）のいずれかに室温で 1時間浸し、washing bufferで 5分間（4回）

洗浄した。特異的シグナルの検出は、ECL start Western Blotting Detection Reagent

（GE Healthcare）および Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate（Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA USA）を用いて行った（42）。 

 

 

細胞増殖抑制試験 

 細胞増殖抑制試験は、CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay（Promega, 

Fitchburg, WI, USA）を用いて、ATP を定量することで生存細胞数を測定した。細

胞を 96 well plate（Iwaki）に 103個/well播き込み 24時間培養した後に、Telomestatin

（産業技術総合研究所の新家一男先生より供与）、BIBR1532（Selleck Chem, 
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Houston, TX, USA）のいずれかで処理した。37℃で 6日間培養した後、室温にて 30

分間静置した 96 well plate に CellTiter-Glo試薬（Promega）を添加し、シェーカー

で 10 分間攪拌して細胞を溶解させた。その後 10 分間静置し、ピペッティングした

細胞溶解液を白色の 96 well plate（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）に移し、発

光シグナルをプレートリーダーで測定した。 

 

 

【結果】 

 

GSC の分化誘導に伴う未分化マーカーの発現変化 

まず、Flow cytometry を行い GSC の分化に伴う CD133 の発現変化を検討した

（Fig. 1-1）。その結果、GSCで発現している CD133は、血清刺激に伴い低下するこ

とが観察された。さらに、Western blot analysis を行い、SOX2や Nestinといった

未分化マーカーの発現を検討した結果、GSC で発現しているこれらの未分化マーカ

ーは血清刺激により低下することが確認できた（Fig. 1-2）。 

 

 

GSC に対する Telomestatinの細胞増殖抑制効果 

先に述べた、GSCと分化誘導して生じた NSGCについて、Telomestatinの細胞増

殖抑制効果を検討した（Fig. 1-3）。その結果、Telomestatin の 50%阻害濃度（Half 

maximal inhibitory concentration: IC50）は GBM146、GBM157 の GSCにおいて

はそれぞれ 0.23 μmol/L、0.24 μmol/Lであったのに対し、NSGCでは二種類の細胞

共に 1.0 μmol/L 以上であった。すなわち、Telomestatin は二種類の細胞において、

4倍以上の GSC選択的な細胞増殖抑制効果を示すことが確認できた。 
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GSC に対するテロメラーゼ阻害剤の細胞増殖抑制効果 

続いては、GSCとNSGCに対するテロメラーゼ阻害活性の影響を検討するために、

テロメラーゼ阻害剤（BIBR1532）を用いた細胞増殖抑制試験を行った（Fig. 1-4）。

その結果、IC50値を比較すると GBM146の GSCでは 57.8 μmol/L、NSGCでは 71.9 

μmol/L（NSGC/GSC 比は 1.24 倍）であり、GBM157 の GSC では 60.0 μmol/L、

NSGC では 71.5 μmol/L（NSGC/GSC 比は 1.19 倍）であった。これらの結果から、

BIBR1532 は Telomestatin で観察されたような GSC 選択的な細胞増殖抑制効果を

示さないことが明らかとなった。 
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Figure 1-1. Measurement of CD133 levels in GBM146 

cells by flow cytometry. Black histogram indicates 

normal immunoglobulin as negative control. 

Figure 1-2. Western blot analysis of GBM146 cell lysates 

with indicated antibodies. 
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Figure 1-3. Effect of Telomestatin on growth of GSCs and NSGCs.  

(a) GBM146 and GBM157 cells were treated with Telomestatin for 

144 h. Error bar, standard deviation.  

(b) Morphological changes in GBM146 cells following treatment 

with 1 μM Telomestatin for 72 h. 

(a) 

(b) 
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Figure 1-4. Effect of telomerase inhibitor BIBR1532 on growth of 

GSCs and NSGCs. GBM146 and GBM157 cells were treated with 

indicated concentrations of BIBR1532 for 144 h. 
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1-2 GSCに対する Telomestatinのテロメア障害作用 

 

 

【目的】 

 

テロメア DNA のグアニンリッチな１本鎖領域は G4 構造を形成するため、

Telomestatinのターゲットとなり得る。そこで、Telomestatinがテロメア領域にDNA

損傷を誘導しているのかを明らかにする。 

 

 

【材料・方法】 

 

細胞の播き込み 

免疫蛍光染色に用いる細胞の播き込みは以下のように行った。TrypLE Express

（Gibco）処理して単離した細胞を 10% fetal bovine serum（Mediatech Inc）含有培

地（第 1 章 1-1）に懸濁し、1 枚/well ずつ Poly-L-Lysine（PLL）コートカバーガラ

ス（Matsunami Glass, Osaka, Japan）を入れた 12 well plate（Iwaki）に、105個

/wellの細胞を播き込んだ。37℃で 2時間培養した後、浮遊細胞用培地（第 1章 1-1）

で 2 回洗浄した。ついで 1 mL/well の浮遊細胞用培地で 37℃、24 時間培養した後、

浮遊細胞用培地で希釈した薬剤を処理した。 

 

 

細胞の固定 

薬剤処理した細胞を PBSで 1回洗浄した後、2% paraformaldehyde/PBSを 10分

間処理し細胞を固定した。その後、PBSで 10分間（3回）洗浄し、0.5% NP-40/PBS
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を 10 分間処理し膜透過処理をした。さらに PBS で 10 分間（3 回）洗浄し、0.02% 

アジ化ナトリウム/PBSを加え 4℃に保存した。 

 

 

免疫蛍光染色 

 細胞を固定したカバーガラスをパラフィルムに移し、1% bovine serum albumin

（BSA, Roche, Mannheim, Germany）/PBSで 30分間ブロッキングを行った。その

後、ウサギ抗 53BP1 抗体（Cell Signaling Technology）、マウス抗 TRF2抗体（Novus, 

Littleton, CO, USA）のいずれかを 120分間反応させ、これを 1% BSA/PBSで 5分

間（4回）洗浄した。ついで Alexa 488 標識抗ウサギ IgG抗体、Alexa 488 標識抗マ

ウス IgG抗体（Thermo Fisher Scientific）のいずれかを 60分間反応させた後、1% 

BSA/PBSで 5分間（4回）洗浄した。その後、4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, 

Vector, Burlingame, CA, USA）で核を対比染色し、シグナルを観察した。 

 

 

免疫 FISH法 

 先に述べたように細胞を固定したカバーガラスをパラフィルムに移し、PBSで 2分

間（1 回）洗浄した。そこに 70%エタノール（Nacalai）を 5 分間、95%エタノール

を 5 分間、100%エタノールを 5 分間処理し、その後、アスピレーターで取り除きカ

バーガラスを 10分間乾燥させた。ついで、70% formamide（Nacalai）、0.5% blocking 

reagent（Roche）、10 mM Tris-HCl pH 7.2、300 ng/mL Cy3標識 peptide nucleic 

acid（PNA）プローブ(CCCTAA)3（テロメア DNA を検出するプローブ）を含む

hybridizing solutionで処理し、80℃で 5分間加熱したのち、室温で 120分間静置し

た。その後、washing solution（70% formamide、10 mM Tris-HCl pH 7.2）で 15分

間（2回）、1% BSA/PBSで 5分間（3回）洗浄した後、1% BSA/PBSで 30分間ブロ
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ッキングを行った。そこにウサギ抗 53BP1抗体（Cell Signaling Technology）を 120

分間反応させ、1% BSA/PBSで 5分間（4回）洗浄した。さらに、Alexa 488 標識抗

ウサギ IgG抗体（Thermo Fisher Scientific）を 60分間反応させ、1% BSA/PBSで

5分間（4回）洗浄した後 DAPIで核を対比染色した（10）。 

 

 

【結果】 

 

Telomestatinによる GSC 選択的な DNA損傷 

まず、DNA 損傷マーカーである 53BP1 の抗体を用いた免疫蛍光染色を行った。

53BP1 は DNA 損傷応答に関わるタンパク質である。DNA 二本鎖切断あるいは複製

ストレスが生じると、その領域にチェックポイントプロテインキナーゼである ataxia 

telangiectasia mutated（ATM）あるいは ataxia telangiectasia and Rad3-related 

protein（ATR）がリクルートされ、H2AXのセリン 139がリン酸化（ɤH2AX）され

る。ɤH2AX にアダプタータンパク質である MDC1、さらに E3 ユビキチンリガーゼ

である RNF8 がリクルートされることで、H2AX はユビキチン化される。ユビキチ

ン化された H2AX に 53BP1 がリクルートされ、最終的に DNA 修復反応が生じる

（Fig. 1-5）。免疫蛍光染色を行い、GSC あるいは NSGC に対する Telomestatin の

53BP1 foci誘導作用を検討した結果、Telomestatinは GSC選択的に 53BP1 fociを

誘導することが確認できた（Fig. 1-6）。 

 

 

Telomestatinによるテロメア領域 DNA 損傷 

続いては、Telomestatin が GSC においてテロメア領域に DNA 損傷を誘導してい

るのかを明らかにするために、免疫 FISH法を用いてテロメアと DNA損傷マーカー
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53BP1との共局在性を検討した（Fig. 1-7）。その結果、テロメア領域 DNA損傷の割

合は、非選択的なアルキル化剤である Temozolomide では 11.5%であったのに対し、

Telomestatin では 31.4%であり、テロメアで生じる頻度が有意に高いことが確認さ

れた。しかし、Telomestatinによるテロメア DNA損傷は、全損傷部位の 3割程度で

あり、残りの約 7割はテロメア以外で生じていることも明らかとなった。 

 

 

Telomestatinによる GSC 選択的な TRF2 foci の減少 

先に述べたように、テロメラーゼ阻害剤は GSC 選択性を示さないことから、

Telomestatinはテロメラーゼ阻害活性とは異なるメカニズムでGSCにおけるテロメ

ア障害を誘導する可能性が考えられる。所属する研究室ではこれまでに、HeLa や

SiHa といった子宮頚がん由来の細胞株あるいは MCF-7 といった乳がん由来細胞株

では、Telomestatin がテロメア結合タンパク質である TRF2 をテロメアから遊離す

ることで、細胞死が誘導されることを明らかにしてきた（43）。また、この時 TRF2

と同じテロメア結合タンパク質である TRF1 には影響を与えないことも確認されて

いる（43）。そこで、続いては Telomestatin の TRF2 への影響を検討した結果、

Telomestatinは GSC選択的に TRF2 foci を減少させることが明らかとなった（Fig. 

1-8）。この現象は 5 μmol/L の Telomestatin を 24 時間処理した場合で顕著に認めら

れたが、4時間処理した場合でも弱いながら観察された。 

 

 

Temozolomideによる NSGCに対する DNA損傷 

DNA 損傷マーカーである 53BP1 を用いた免疫蛍光染色を行い、GSC あるいは

NSGCに対する Temozolomideの DNA損傷誘発作用を検討した（Fig. 1-9）。その結

果、Temozolomide は GSC と NSGC 共に 53BP1 foci を誘導することが明らかとな
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った。 
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Figure 1-5. DNA damage response by double-strand 

breaks or replication stress. 
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Figure 1-6. DNA damage foci induced by Telomestatin in GSCs. 

GBM146 cells were treated with 5 μM Telomestatin in serum-free 

medium for 24 h and subjected to immunofluorescence staining with 

anti-53BP1 antibody. 
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Figure 1-7. iFISH assay. (a) GSCs were treated with 1 μM Telomestatin in serum-free 

medium for 96 h. Representative images of telomeric and non-telomeric DNA damage 

foci are shown (arrows in upper and lower panels, respectively). Red, telomere; green, 

53BP1; blue, DAPI staining for nuclear DNA. 

(b) The rate of telomeric 53BP1 damage foci in Telomestatin- or Temozolomide-

treated GSCs. GSCs were treated with 1 μM Telomestatin or 10 μM Temozolomide in 

serum-free medium for 96 h (these drug concentrations inhibited the cell growth to 

equivalent extents). The rate of telomeric 53BP1 foci among all 53BP1 foci was 

calculated. Statistical evaluations were performed using the Welch t-test. **, P < 0.01. 

(a) (b) 
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Figure 1-8. TRF2 immunofluorescence staining. (a) GBM146 cells were 

treated with 5 μM Telomestatin in serum-free medium for 24 h. 

Representative photos are shown. 

(b) GBM146 cells were treated with 5 μM Telomestatin in serum-free 

medium for 4 or 24 h. The numbers of TRF2 foci per nucleus were counted 

and normalized against those in GSC/control cells. Statistical evaluations 

were performed using the Welch t-test. *, P < 0.05; **, P < 0.01. 

(a) (b) 
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Figure 1-9. Temozolomide-induced DNA damage response in both GSCs and 

NSGCs. GBM146 cells were treated with 10 μM Temozolomide for 96 h.  
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1-3 複製・転写に依存した Telomestatin誘導性の DNA損傷 

 

 

【目的】 

 

G4 の形成には DNA 二重らせんの解消が必要であり、テロメア DNA の一本鎖領

域だけでなく複製や転写の際にも G4 が形成されると予想される。そこで、

Telomestatinの DNA損傷誘発作用が複製や転写に依存しているのかを検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

細胞の固定と免疫蛍光染色 

S 期の細胞を染色するために、Click-iT EdU Imaging Kits（Thermo Fisher 

Scientific）を用いた 5-ethynyl-2'-deoxyuridine（EdU）染色を行った。細胞を固定す

る前に、10 μmol/L の EdU 濃度になるように、10 mmol/L の EdU stock solution

（Thermo Fisher Scientific）を培地に加え 37℃で 10分間培養し、EdUを S期の細

胞に取り込ませラベルした。その後の細胞の固定は、第 1章 1-2で述べたように行っ

た。固定した細胞を、3% BSA/PBSで 2分間（3回）洗浄し、Click-iT EdU reaction 

cocktail（Thermo Fisher Scientific）を 30分間反応させた。その後、Rinse Buffer

（Thermo Fisher Scientific）で 10分間洗浄し、さらに 3% BSA/PBSで 15分間洗浄

した。その後の免疫蛍光染色は第 1章 1-2に準じて行った。細胞周期の分類には、IN 

Cell Analyzer 6000/Workstation（GE Healthcare）を使用し、EdU の強度、あるい

は DAPI の強度と面積を測定することで細胞周期を G1 期、S 期、G2/M 期に区分し

た。EdU で染色された細胞を S 期とし、EdU で染色されなかった細胞は、DAPI の
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強度と面積が低い細胞を G1期、高い細胞を G2/M期と分類し、それぞれの細胞周期

の DNA損傷を定量化した。 

 

 

【結果】 

 

Telomestatin誘導性 DNA損傷の細胞周期特異性の検討 

まず、GSC に Telomestatin を処理した際に誘導される DNA 損傷が細胞周期に依

存しているのかを検討するため免疫蛍光染色を行った（Fig. 1-10）。その結果、

Telomestatinは G1期、S期、G2/M期の細胞それぞれに 53BP1 fociを形成すること

が明らかとなり、細胞周期特異性は認められなかった。 

 

 

複製・転写阻害による Telomestatin誘導性 DNA 損傷の減弱 

 

続いては、Telomestatinの DNA損傷誘発作用が複製や転写に依存しているのかを

明らかにするため、複製阻害剤（アフィディコリン）あるいは転写阻害剤（5,6-dichloro-

1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole, DRB）を処理した GSCの免疫蛍光染色を行った

（Fig. 1-11）。その結果、DRB あるいはアフィディコリンの前処理により

Telomestatin誘導性の DNA損傷が顕著に低下することが確認された。この時、DRB

は細胞周期の分布に影響を与えなかったが、アフィディコリンは EdU-positive であ

る S期の細胞を完全に消失させた。 
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Figure 1-10. Cell cycle analysis of DNA damage foci in Telomestatin-treated GSCs. 

Cells were treated with 5 μM Telomestatin for 4 h and subjected to anti-53BP1 

immunofluorescence staining. Cells in S phase were detected by EdU labeling. 

Colored dotted lines indicate the nuclei boundaries and the cell-cycle phase. A 

representative image depicting Telomestatin-induced DNA damage in G1-, S-, and 

G2/M-phase cells is shown. Blue, G1; red, S; green, G2/M. 
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Figure 1-11. Effects of replication/transcription inhibition on Telomestatin-

induced DNA damage foci in GSCs. (a) Cells were pretreated with 0.5 μM 

Aphidicolin (APh, an inhibitor of DNA replication) for 2 h and/or 50 μM 5,6-

dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB, an inhibitor of transcription) 

for 1 h before treatment with 5 μM Telomestatin for 4 h. Cells were classified 

as focus-positive or -negative according to the numbers of punctate nuclear 

53BP1 foci (n > 2). (b) Cell cycle distribution as in a. 

(a) (b) 
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【考察】 

 

 

テロメア DNA のグアニンリッチな１本鎖領域は G4 構造を形成することが知られ

ている（13,14）。G4リガンド Telomestatinは、この領域の G4を安定化することで

テロメラーゼの反応を阻害する（9,21,22）。この活性が Telomestatinの GSC選択性

に影響を与えている可能性を考えたが、G4 安定化作用を持たないテロメラーゼ阻害

剤（BIBR1532）は GSC選択性を示さなかった（Fig. 1-4）。すなわち、テロメア短縮

によるキャップ構造の崩壊は Telomestatin の GSC 選択性を決定づける要因ではな

いと考えられる。しかしながら、Telomestatinは GSC選択的にテロメア結合タンパ

ク質である TRF2 の foci を減少させることが明らかとなった（Fig. 1-8）。GSC に対

する Telomestatin の TRF2 foci 減少作用は、Telomestatin を 24 時間処理した際に

顕著に認められたが、4 時間処理した場合でも弱いながら観察された。テロメアを

DNA 損傷から保護している TRF2 がテロメアから遊離することによって引き起こさ

れるテロメアの障害は、テロメラーゼ阻害により生じるキャップ構造の崩壊と比較し

て、すみやかに引き起こされることが予想される。ある種のがん細胞では、

Telomestatin が TRF2 をすみやかにテロメアから遊離することで、細胞死が誘導さ

れることが知られている（43）。Telomestatin がなぜ GSC 選択的にテロメアから

TRF2を遊離するのかという詳細な機序は未だ不明ではあるが、Telomestatinのこの

ような作用により、GSCにおいてすみやかなテロメア領域 DNA損傷が誘導されるこ

とが予想される。Telomestatin が GSC 選択的に DNA 損傷を誘導する一方で、アル

キル化剤である TemozolomideはGSCだけではなくNSGCに対してもDNA損傷を

誘導した（Fig. 1-9）。すなわち、NSGCでは DNA損傷応答の機能障害が生じている

ために Telomestatin 誘導性の DNA 損傷に対して耐性を示すという可能性は低いと

考えられる。  
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免疫 FISH 法を用いた検討から、Telomestatin によるテロメア領域 DNA 損傷は、

全損傷部位の約 3割であり、残りの約 7割はテロメア以外で生じていることが明らか

となった（Fig. 1-7）。G4 の形成には DNA 二重らせんの解消が必要であり、テロメ

ア DNA の一本鎖領域だけでなく複製や転写の際にも G4 が形成されると予想される

（23,38,39）。事実、複製阻害剤（アフィディコリン）および転写阻害剤（DRB）を

GSC に前処理すると、Telomestatin 誘導性の DNA 損傷が顕著に低下した（Fig. 1-

11）。DRB を前処理した場合では Telomestatin 誘導性の DNA 損傷が一部抑制され

たのに対して、アフィディコリンを前処理すると Telomestatin 誘導性の DNA 損傷

がほぼ完全に抑制された。この時、S 期だけではなく、G1 期や G2/M 期の DNA 損

傷も抑制されたことから、アフィディコリンは複製を阻害するだけではなく S期以外

の細胞にも何らかの影響を与えていることが予想される。これらの結果から、

Telomestatin は GSC において、複製および転写に依存して DNA 損傷を誘導する可

能性が示唆された。EdU 陽性細胞の割合は、GSC では 14.0%であったのに対して、

NSGC では 6.3%であった。すなわち、NSGC では EdU 陽性細胞が少ないことが、

Telomestatin による DNA 損傷が引き起こされにくい理由のひとつであると考えら

れる。 

 Telomestatin による細胞増殖抑制試験では、Telomestatin を 144 時間と長時間処

理したのに対して、免疫蛍光染色で DNA損傷や TRF2 fociを観察する場合は、高濃

度の Telomestatinを 24時間程度の短時間処理して検討した。このような条件で免疫

蛍光染色を行った理由は、GSCの分化による影響を最小限に抑えるためである。免疫

蛍光染色では、浮遊細胞である GSC に一時的に血清刺激を与えて細胞をカバースリ

ップに接着させ、その後薬剤処理を行う。そのため、薬剤を細胞増殖抑制試験と同じ

ように長期間処理すると GSC の分化が懸念される。そこで、高濃度短時間という薬

剤処理条件で免疫蛍光染色を行った。このような条件でも Telomestatinによる GSC

選択的な DNA 損傷は観察され、誘導された DNA 損傷はテロメアだけではなく複製
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および転写にも依存していることが明らかとなった。本章では GSC における

Telomestatinの DNA損傷メカニズムを検討してきたが、それでは何故 Telomestatin

が GSC 選択的に DNA 損傷を誘導するのかという問題を解明すべく、次なる検討を

行った。 
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第 2章 

Telomestatinの複製ストレス応答経路への影響 

 

 

【要約】 

 

前章では GSC における Telomestatin の DNA 損傷メカニズムを検討してきたが、

何故この化合物が GSC 選択的に DNA 損傷を誘導するのかという問題を解明すべく

次なる検討を行った。そもそも Telomestatinの標的である G4の数が GSCと NSGC

で異なるのではないのかと考え、まずは G4 の可視化を試みた。近年、G4 構造特異

的抗体であるBG4抗体が開発されたことで、細胞内G4の可視化が可能となった（44）。

そこで、BG4抗体のプラスミド（英国・Shankar Balasubramanian 博士より供与）

から大腸菌を用いて抗体を調製し、免疫蛍光染色を行った結果、Telomestatinのター

ゲットである G4 は GSC と NSGC で同程度に存在することが明らかとなった。

Replication protein A（RPA）は一本鎖 DNA結合タンパク質である。複製ストレス

が生じ RPA にコートされた一本鎖 DNA が蓄積すると、チェックポイントプロテイ

ンキナーゼである ataxia telangiectasia and Rad3-related protein （ATR）が活性化

され、RPA2 のリン酸化が引き起こされる（45）。そこで、Telomestatin が複製スト

レスを誘導しているのかを明らかにするために RPA2 のリン酸化状態を検討した結

果、Telomestatin 処理した GSC と NSGC 共に RPA2 のリン酸化が認められた。し

かしながら、この時の Telomestatin誘導性 DNA損傷は GSCでのみ生じたため、複

製ストレス応答経路に Telomestatin の GSC 選択性を説明しうる分子作用点がある

と考えた。複製ストレスが生じると、ATRの活性化に伴い、細胞周期の進行を抑制す

る Chk1 のリン酸化（活性化）が生じる（46）。Telomestatin を処理した際の Chk1
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のリン酸化状態を検討した結果、GSCでは NSGCと比較して強力な Chk1のリン酸

化が誘導されることが見出された。DNA損傷応答の上流に位置する H2AXのセリン

139のリン酸化（ɤH2AX）も Chk1と同様に ATRキナーゼに依存しており、ATRキ

ナーゼによってリン酸化されることで DNA 損傷応答が引き起こされる（47）。以上

の結果から、Telomestatin が GSC 選択的に ATR-Chk1 経路を活性化することで、

GSC 選択的な細胞増殖抑制効果および DNA 損傷応答が引き起こされることが示唆

された。 
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2-1 BG4抗体の調製と G4特異性の確認 

 

 

【目的】 

 

抗 G4抗体（BG4抗体）のプラスミド（英国・Shankar Balasubramanian 博士よ

り供与）から調製した抗体の G4特異性を検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

G4構造の形成 

ELISAに用いるG4構造を形成するために、3種類のビオチン化DNAを使用した。 

KIT2 (G4 motif) 5’-CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGG-3’; hTELO (G4 motif) 5’-

GG(TTAGGG)4TTAG-3’; control DNA (Non-G4) 5’-GGCATAGTGCGTGGGCG-3’. 

これらのビオチン化 DNAを 100 mM KClあるいは 100 mM NaClに希釈し、95℃

で 10 分間加熱した後、－1℃/30 秒のペースで徐々に冷やし、G4 の立体構造を形成

させた（48）。G4構造の形成を確認するために、circular dichroism（CD）スペクト

ル法を行った。CDスペクトルの測定には J-820 分光光度計（Jasco, Tokyo, Japan）

を用い（2 nm bandwidth、100 nm/min scan speed、0.1 nm step resolution）、窒素

環境下 200～320 nmの範囲で G4構造特異的な CDスペクトルを測定した（48）。 

 

 

ELISA 

 先に述べたようにアニーリングして G4 を形成させたビオチン化 DNA を、
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binding/wash buffer（0.05% Tween20 /0.1% BSA/TBS）で 3回洗浄した 96 well ア

ビジンプレート（Sumitomo Bakelite）に添加し、1時間反応させた。binding/wash 

bufferで 5回洗浄した後、調製した BG4抗体を 1時間反応させ、binding/wash buffer

で 5回洗浄した。さらに、anti-FLAG-HRP（Abcam, Cambridge, UK）を 1時間反

応させ、binding/wash bufferで 5回洗浄した後、peroxidase（POD）substrate solution

（Roche）を 10分間処理した後、stop solution（1 mol/L H2SO4）で反応を停止させ、

プレートリーダーで測定した。 

 

 

細胞の固定 

免疫蛍光染色に用いる細胞の播き込みは、第 1章 1-2の方法に準じて行った。細胞

の固定は以下のように行った。化合物を処理した細胞を PBS で 1 回洗浄した後、－

20℃に冷却した 100%メタノール（Nacalai）を処理し、－20℃で 10 分間静置した。

次いで、アスピレーターでメタノールを取り除き、室温で 5分間乾燥させた。その後、

PBS で 10 分間（3 回）洗浄し、0.02% アジ化ナトリウム/PBS を加え 4℃に保存し

た。 

 

 

免疫蛍光染色 

 細胞を固定したカバーガラスをパラフィルムに移し、PBSで 1回洗浄した後、120 

ユニット/カバーガラスの Turbo DNase I（Thermo Fisher Scientific）、1% BSA/PBS

のいずれかを 37℃で 60分間処理した。ついで 1% BSA/PBSで 30分間ブロッキング

を行い、調製した BG4抗体を 120分間反応させ、これを 1% BSA/PBSで 5分間（4

回）洗浄した。ついでウサギ抗 FLAG抗体（Cell Signaling Technology）あるいはマ

ウス抗 TRF2抗体（Novus）を 60分間反応させ、これを 1% BSA/PBSで 5分間（4
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回）洗浄した。さらに、Alexa 488 標識抗ウサギ IgG抗体、Alexa 488 標識抗マウス

IgG 抗体（Thermo Fisher Scientific）のいずれかを 30 分間反応させた後、1% 

BSA/PBSで 5分間（4回）洗浄した。その後、DAPIで核を対比染色し、シグナルを

観察した。 

 

 

【結果】 

 

CD スペクトル法による G4 形成の確認 

ELISA を行うにあたって、まずは、G4 形成配列をもつ DNA が G4 の立体構造を

形成できているのかを CDスペクトル法で確認した。G4構造は、G4形成配列をもつ

DNA を一価カチオン存在下、アニーリングすることで形成できることが知られてい

る。また、G4構造は G4を形成する 4本の DNAストランドの方向から、全てが同じ

方向を向いた Parallel propeller G4、2本が逆平行である Anti-parallel propeller G4、

1本が逆平行であるMixed parallel and anti-parallel propeller G4の 3種類に分類

され、これらの構造は CD スペクトル法により確認することができる。CD スペクト

ル法の結果から、KIT2 を KCl に希釈しアニーリングすることで Parallel propeller 

G4を形成し、また hTELO + NaCl では Anti-parallel propeller G4、hTELO + KCl

ではMixed parallel and anti-parallel propeller G4を形成することが確認できた（Fig. 

2-1）。G4形成配列を持たないオリゴ（Non-G4）の場合は一価カチオン存在下でアニ

ーリングをしても、G4特異的なスペクトルは観察されなかった。 

 

 

ELISA 法による BG4抗体の G4特異性の検証 

先に述べた、3種類の異なる配向性をもった G4 DNAと G4を形成しないコントロ
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ール DNA（Non-G4）を用いて ELISAを行い、調製した BG4抗体の G4特異性を検

討した（Fig. 2-2）。その結果、BG4抗体はコントロール DNAと比較して、配向性の

異なる 3種類の G4 DNAに対して同等に高い親和性を示した。 

 

 

BG4抗体を用いた細胞内 G4の可視化 

ELISA法により BG4抗体が試験管レベルで G4選択性を示すことが確認できたた

め、続いては免疫蛍光染色を行い細胞内での G4の可視化を試みた（Fig. 2-3）。まず、

固定した GSC に BG4抗体、ウサギ抗 FLAG 抗体、Alexa 488 標識抗ウサギ IgG 抗

体と反応させることで、核内に多数の fociが確認できた。さらに、DNase Iを前処理

した後に免疫蛍光染色を行うことで、核内の fociが消失することが確認できた。続い

ては、BG4 fociとテロメアの共局在性を検討した。免疫 FISH法（第 1章 1-2）によ

るテロメアと BG4 の二重染色を試みたが、変性操作で G4 の立体構造が崩れるのが

原因なのか、この方法では BG4 foci の検出ができなかった。そこで、TRF2 抗体と

BG4 抗体の二重染色を行った（Fig. 2-4）。BG4 抗体で免疫蛍光染色を行う場合は細

胞をメタノール固定する必要があり、この条件では TRF2のシグナルは減弱したもの

の、全ての BG4 foci のうち約 2割が TRF2と一致することが確認できた。 
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Figure 2-1. G4 formed in guanine-rich oligos. 

Circular dichroism spectra of control (Non-G4), KIT2, and 

telomeric (hTELO) oligos. Control, oligos were not dissolved in 

KCl or NaCl and not annealed. 99°C, oligos were heat-denatured 

at 99°C without KCl or NaCl and rapidly cooled down. KCl and 

NaCl, oligos were annealed in KCl and NaCl, respectively, by 

heating to 95°C for 10 min, then cooled slowly to room 

temperature. 
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Figure 2-2. ELISA verification of the affinity of the anti-

G4 antibody BG4 for G4-forming oligos in Fig. 2-1. 

Figure 2-3. Immunofluorescence staining of GSCs 

with BG4. Blue, DAPI staining of nuclear DNA. 

Dotted lines indicate nuclear boundaries. Right 

panel indicates disappearance of nuclear BG4 foci 

after DNase I treatment. 
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Figure 2-4. Immunofluorescence staining of GSCs with BG4 and TRF2 

antibody. (a) Representative photos are shown. Red, TRF2; green, BG4; 

blue, DAPI staining for nuclear DNA. 

(b) The rate of telomeric BG4 foci among all BG4 foci was calculated.  

TRF2/ 
BG4/DAPI 

(a) (b) 
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2-2 GSCと NSGCにおける G4構造の比較 

 

 

【目的】 

 

調製した抗 G4抗体（BG4抗体）を用いて、Telomestatinのターゲットである G4

の数が GSCと NSGCとの間で異なるのかを検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

免疫蛍光染色 

 細胞の播き込みと固定は、第 2章 2-1で述べた通りに行った。免疫蛍光染色は第 2

章 2-1のブロッキング操作以降の方法に準じて行った。BG4 foci のカウント、蛍光強

度、蛍光面積の測定には IN Cell Analyzer 6000/Workstation（GE Healthcare）を使

用した。 

 

 

ELISA 

 ELISA は第 2 章 2-1 の方法に準じて行った。但し、アビジンプレートにビオチン

化 DNAを結合させた後、0.1 μM Telomestatinを 4℃で一晩処理し、次いで BG4抗

体を反応させた。 
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【結果】 

 

BG4抗体を用いた GSC と NSGCの免疫蛍光染色 

調製した BG4 抗体を用いた免疫蛍光染色を行い、GSC と NSGC における G4 構

造の数に違いがあるのか検討した（Fig. 2-5）。その結果、G4 の数は GSC と NSGC

で同程度に存在することが明らかとなった。また、GBM146 の GSC と NSGC にお

ける 1つの細胞当たりの BG4 fociの蛍光強度（Mean intensity of BG4 foci）および

蛍光面積（Mean area of BG4 foci）についても検討したが、同程度であることが確認

された（Fig. 2-6）。 

 

 

Telomestatinを処理した GSC を用いた BG4抗体の免疫蛍光染色 

G4を Telomestatinが安定化することで、BG4 fociが増加することが予想される。

そこで、Telomestatin を処理した GSC を BG4 抗体で免疫蛍光染色したが、

Telomestatinによる BG4 fociの変化は観察されなかった（Fig. 2-7）。Telomestatin

が G4 を安定化することで BG4 抗体の G4 への親和性を低下させる可能性を考え、

続いては ELISAでその点を検討した（Fig. 2-8）。その結果、コントロール DNA（Non-

G4）と比較して、TELO + K、TELO + Na といった G4 DNA（Fig. 2-1）の場合で

は、Telomestatin を処理すると BG4 抗体の DNA への親和性が低下することが明ら

かとなった。 

 

  



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-5. BG4 foci in GSCs and NSGCs. Representative 

photos (left) and quantification of BG4 foci numbers per 

nucleus (right) are shown. 

Figure 2-6. Mean intensity and mean area of BG4 foci in 

GSCs and NSGCs.  
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Figure 2-7. Immunofluorescence staining of Telomestatin-

treated GSCs with BG4. Cells were treated with 1 or 5 μM 

Telomestatin in serum-free medium for 24 h.  
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Figure 2-8. ELISA verification of the affinity of the BG4 

antibody for 0.1 μM Telomestatin treated G4-forming oligos. 
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2-3 Telomestatinによる複製ストレスの誘導 

 

 

【目的】 

 

Replication protein A（RPA）は一本鎖 DNA結合タンパク質で、複製ストレスが

生じると RPA2のリン酸化が引き起こされる。RPA2のリン酸化抗体を用いた免疫蛍

光染色を行い、Telomestatin が GSC や NSGC において複製ストレスを引き起こす

か検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

免疫蛍光染色 

 細胞の播き込みおよび固定は、第 1章 1-2で述べた通り行った。但し、一次抗体に

はウサギ抗 Ser33-リン酸化-RPA2抗体 (Novus)あるいはウサギ抗 53BP1抗体（Cell 

Signaling Technology）を使用し、二次抗体には Alexa 488 標識抗ウサギ IgG 抗体

（Thermo Fisher Scientific）を使用し、蛍光シグナルを観察した。 

 

 

【結果】 

 

まずは、RPA2のリン酸化抗体を用いた免疫蛍光染色を行い、Telomestatinが GSC

や NSGCにおいて複製ストレスを引き起こすか検討した（Fig. 2-9）。その結果、GSC

と NSGC 共に Telomestatin により RPA2 のリン酸化が引き起こされることを見出
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した。Telomestatinを 24時間処理した場合では RPA2のリン酸化が濃度依存的に認

められたが、4時間処理した場合では観察されなかった。 

続いて、同じ薬剤処理条件での DNA 損傷の誘導を 53BP1 抗体の免疫蛍光染色で

検討した結果、Telomestatin誘導性の DNA損傷は GSCのみで認められた（Fig. 2-

10）。Telomestatinを 24時間処理した場合では GSC選択的な DNA損傷が顕著に観

察されたが、4時間処理した場合でも弱いながら DNA損傷が誘導された。 
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Figure 2-9. Immunofluorescence staining of Telomestatin-treated GSCs and NSGCs 

with anti-p-RPA2-Ser33 antibody. GBM146 cells were treated with 1 or 5 μM 

Telomestatin in serum-free medium for 4 or 24 h. (a) Representative photos are 

shown. (b) Cells were classified as focus-positive or -negative according to numbers of 

punctate nuclear foci of p-RPA2-Ser33 staining (n > 3). Error bar, standard deviation. 

(a) (b) 
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Figure 2-10. Immunofluorescence of Telomestatin-induced 53BP1 foci in GSCs 

and NSGCs. GBM146 cells were treated as in Fig. 2-9. (a) Representative photos 

are shown. (b) Cells were classified according to the numbers of punctate nuclear 

53BP1 foci (n > 4). Statistical evaluations were performed using the Welch t-test. 

*, P < 0.05; **, P < 0.01. 

 

(a) (b) 
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2-4 Telomestatinによる GSC選択的な Chk1のリン酸化 

 

 

【目的】 

 

複製ストレスが生じると、ataxia telangiectasia and Rad3-related protein（ATR）

の活性化に伴い、細胞周期の進行を抑制する Chk1 のリン酸化（活性化）が生じる。

また、Chk1 と同様に細胞周期を制御する Chk2 は、DNA 損傷により活性化される

ataxia telangiectasia mutated（ATM）によってリン酸化（活性化）される。続いて

は、Western blot analysis を行い Telomestatin の Chk1、Chk2 への影響を検討す

る。 

 

 

【材料・方法】 

 

Western blot analysis 

 細胞溶解液の調製および Western blot analysis は、第 1 章 1-1に示した通りに行

った。但し、一次抗体としてマウス抗 Chk1抗体（Cell Signaling Technology）、ウサ

ギ抗 Ser317-リン酸化-Chk1 抗体（Cell Signaling Technology）、マウス抗 Chk2 抗

体（Millopore）、ウサギ抗 Thr68-リン酸化-Chk2抗体（Cell Signaling Technology）、

マウス抗 β-actin 抗体（Sigma-Aldrich）のいずれかを 4℃で一晩反応させ、二次抗体

には HRP標識抗ウサギ抗体、HRP標識抗マウス抗体（GE Healthcare）のいずれか

を用いて、シグナルを検出した。 
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【結果】 

 

Chk1 と Chk1 のリン酸化抗体を用いた Western blot analysis を行い、

Telomestatinの複製ストレス応答経路に対する影響を検討した（Fig. 2-11）。その結

果、まず Telomestatinを処理していない状態での Chk1のタンパク質発現量は、GSC

の方が NSGC と比較して高いことが確認された。さらに、Telomestatin を処理する

と GSC 選択的に Chk1 のリン酸化が引き起こされることが明らかとなった。また、

Chk1 と同様に細胞周期を制御する Chk2 についてもタンパク質発現量は GSC の方

が高く、Telomestatinを処理することで、弱いながらも GSC選択的なリン酸化が認

められた。 
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Figure 2-11. Western blot analysis. GBM146 cells were treated 

with 1 or 5 μM Telomestatin for 24 h. Cell lysates were prepared 

and subjected to western blot analysis. CPT, GSCs were treated 

with 2 μM Camptothecin for 1 h as positive control of p-Chk1 and 

p-Chk2. 
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2-5 ATRキナーゼ阻害剤の GSC選択性 

 

 

【目的】 

 

Telomestatinが GSC選択的に Chk1のリン酸化を引き起こしたことから、複製ス

トレス応答経路である ATR-Chk1 経路が Telomestatin の GSC 選択性を説明しうる

作用点である可能性が示唆される。この経路が GSC の生存に重要な役割を果たし、

治療標的となり得ると考えられるため、続いてはこの経路を阻害した場合の細胞への

影響を検討する。 

 

 

【材料・方法】 

 

細胞増殖抑制試験 

 細胞増殖抑制試験は第 1 章 1-1 の方法に準じて行った。薬剤は ATR キナーゼ阻害

剤 VE-821（Selleck Chem）あるいは ATMキナーゼ阻害剤KU-55933（Selleck Chem）

のいずれかを使用し、37℃で 6日間培養した後に生存細胞数を測定した。 

 

 

免疫蛍光染色 

 細胞の播き込み、固定および免疫蛍光染色は、第 1章 1-2で述べた通り行った。 
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【結果】 

 

まず、ATRキナーゼ阻害剤（VE-821）あるいは ATMキナーゼ阻害剤（KU-55933）

に対する GSC あるいは NSGC の感受性を、細胞増殖抑制試験により比較検討した

（Fig. 2-12）。その結果、VE-821の IC50値は、GBM146、GBM157 の GSCにおい

てはそれぞれ 6.87 μmol/L、6.33 μmol/Lであったのに対し、NSGCでは二種類の細

胞共に 10 μmol/L以上であった。VE-821の析出が懸念されるため 10 μmol/Lを超え

た濃度での検討は困難であったが、これらの結果から、VE-821 は二種類の細胞にお

いて、GSC 選択的な細胞増殖抑制効果を示す傾向が観察された。これに対して KU-

55933の IC50値は、GBM146においては GSCで 28.11 μmol/L、NSGCでは 31.66 

μmol/L（NSGC/GSC 比は 1.13 倍）、GBM157 については GSC で 31.05 μmol/L、

NSGCでは 38.38 μmol/L（NSGC/GSC比は 1.24倍）と僅かながらに GSC選択性を

示したが、VE-821ほどの GSC選択的な細胞増殖抑制効果は確認できなかった。 

次に、VE-821の DNA損傷誘導作用を明らかにするために、53BP1 抗体を用いた

免疫蛍光染色を行った（Fig. 2-13）。その結果、VE-821は GSC選択的に DNA損傷

を誘発することが確認でき、細胞増殖抑制試験と一致した結果が得られた。  
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Figure 2-12. Effect of an ATR inhibitor VE-821 or ATM inhibitor KU-55933 

on growth of GSCs and NSGCs. GBM146 and GBM157 cells were treated 

with VE-821 or KU-55933 for 144 h. Error bar, standard deviation. 
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Figure 2-13. Immunofluorescence of VE-821-induced DNA damage foci in 

GSCs and NSGCs. GBM146 cells were treated with 5 μM VE-821 in serum-

free medium for 24 h. Representative photos (left) and quantitation of 53BP1 

focus-positive cells (right) are shown. Cells with more than four punctate 

nuclear 53BP1 foci were classified as the focus-positive cells. Error bar, 

standard deviation. Statistical evaluations were performed using the Welch t-

test. *, P < 0.05. 
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【考察】 

 

 

第 1 章では GSC における Telomestatin の DNA 損傷メカニズムを検討してきた

が、Telomestatin が GSC 選択的に DNA 損傷を誘導する理由として、ターゲットで

ある G4の数が GSCと NSGCの間で異なる可能性を考えた。そこで、まずは細胞内

G4 の可視化を試みた。これまでは、G4 構造を細胞内で観察することは困難であり、

多くが試験管レベルでの検討であった。しかし、2013 年に G4 特異的抗体（BG4 抗

体）が開発されたことで、細胞内 G4 の可視化が可能となった（44）。BG4 抗体のプ

ラスミドから抗体を調製し、調製した抗体の G4 特異性を ELISA で検証した結果、

BG4抗体は 3種類の異なる配向性の G4構造（Parallel propeller G4、Anti-parallel 

propeller G4、Mixed parallel and anti-parallel propeller G4）に対して同等に高い

親和性を示すことが確認できた（Fig. 2-2）。また、BG4抗体を用いた免疫蛍光染色を

行うと核内に多数の fociが確認でき、DNase Iを前処理した後に免疫蛍光染色を行う

ことでこれらの foci が消失した（Fig. 2-3）。ELISA と免疫蛍光染色の結果から、調

製した BG4 抗体は細胞内でも DNA を認識し、DNA の中でも特に G4 DNA を認識

する可能性が示された。次に、BG4抗体を用いた免疫蛍光染色を行い GSCと NSGC

における G4 の数を比較したところ、G4 の数に大きな違いは無かった（Fig. 2-5）。

ゲノム中には多数の G4形成配列が存在することが知られており、BG4抗体はいくつ

かの G4の集合体を蛍光シグナルとして可視化していることが予想される。一つの細

胞内にも蛍光の強度やサイズが異なる fociが存在しているため、GSCと NSGCにお

ける BG4 foci の蛍光強度あるいは面積についても検討したが、両者の間で大きな違

いは観察されなかった（Fig. 2-6）。従って、Telomestatinのターゲットである G4は、

GSCと NSGCで同程度に存在する可能性が示唆された。GSCと NSGCとの間で G4

の数には大きな違いが無いにも関わらず、何故 Telomestatinが GSC選択性を示すの
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かという疑問を解決すべく更なる検討を行った。 

先に述べたように、Telomestatinはテロメアだけではなく、複製にも依存して DNA

損傷を誘導することが明らかとなった（第 1 章）。さらに、Telomestatin は GSC と

NSGC において複製ストレスを誘導したことから（Fig. 2-9）、複製時に形成される

G4を Telomestatinが安定化することで、複製の進行が妨げられ、複製ストレスが引

き起こされる可能性が示唆される。GSCと NSGCで同程度に複製ストレスが誘導さ

れたのは、Telomestatinの標的である G4が GSCと NSGCで同程度に存在している

からであると推測することができる。複製ストレスが生じると、ATR の活性化に伴

い、細胞周期の進行を抑制する Chk1 のリン酸化（活性化）が生じる（46）。本検討

から、Telomestatinは Chk1のリン酸化を GSC選択的に誘導することが見出された

（Fig. 2-11）。GSCにおける Chk1のリン酸化は、Telomestatinを 5 μM処理した場

合では亢進した一方で、1 μM処理すると僅かに減少した（Fig. 2-11）。G4リガンド

の一つである Pyridostatinは、低濃度と高濃度で誘導する DNA損傷の頻度は変わら

ないが、高濃度の方がテロメア領域 DNA損傷を高い頻度で誘導するという報告があ

る（23）。Telomestatinを 1 μM処理することで Chk1のリン酸化が抑制される原因

は不明であるが、Pyridostatin と同様に Telomestatin も、濃度により作用点が異な

る可能性が考えられる。DNA 損傷が生じると ATM キナーゼの活性化に伴い、細胞

周期の進行を抑制するChk2のリン酸化（活性化）が生じる。本検討から、Telomestatin

を 5 μM処理することで Chk2のリン酸化が GSC選択的に認められたことから（Fig. 

2-11）、GSC 選択的に Chk1 のリン酸化を引き起こす条件では、DNA 損傷も誘導さ

れることが確認できた。GSC では、ATR や Chk1 といった DNA 損傷応答に関わる

タンパク質の発現が高いことが知られている（49）。本検討からも、Chk1のタンパク

質発現量は GSC の方が NSGC と比較して高いことが確認された（Fig. 2-11）。した

がって、GSCにおいては複製ストレスが生じた際に、ATRキナーゼの活性化や Chk1

のリン酸化が引き起こされやすい状態にあると予測される。DNA 損傷応答の上流に
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位置するH2AXのリン酸化（ɤH2AX）も Chk1と同様に ATRキナーゼに依存してお

り、ATR キナーゼによってリン酸化されることで DNA 損傷応答が引き起こされる

（47）。以上より、Telomestatinが GSC選択的に ATR-Chk1経路を活性化すること

で、Chk1 のリン酸化による GSC 選択的な細胞増殖抑制効果、あるいは H2AX のリ

ン酸化による GSC選択的な DNA損傷応答が引き起こされる可能性が示唆された。 

GSCで発現が高い ATRや Chk1といったタンパク質の活性化は、細胞周期の停止

による DNA 修復を促し、放射線等の治療抵抗性に寄与していると考えられている

（49）。しかしながら、強力な ATR-Chk1 経路の活性化は、持続的な細胞周期の停止

を引き起こし、細胞死を誘導することが予想される。実際、ATR-Chk1経路の活性化

による細胞周期の停止を引き起こすことで細胞死を誘導する化合物も知られており

（50）、G4リガンドである NSC746364も肺がん細胞株において、このような仕組み

で細胞死を誘導すると考えられている（51）。このように、ATR-Chk1 経路は細胞の

生存に重要な役割を担っており、特に GSC ではこの経路が重要な役割を果たしてい

ることが予測される。本検討から、ATM キナーゼ阻害剤（KU-55933）と比較して、

ATR キナーゼ阻害剤（VE-821）は GSC 選択的な細胞増殖抑制効果を示すことが明

らかとなった（Fig. 2-12）。ATR-Chk1経路を活性化すると考えられる Telomestatin

だけではなく、ATRキナーゼの阻害剤もGSC選択性を示したことから、GSCは ATR-

Chk1 経路の不均衡状態に対する脆弱性が高い可能性が示唆される。GSC において

は、薬剤未処理の状態でも弱いながらに Chk1のリン酸化が確認された（Fig. 2-11）。

すなわち、薬剤を処理していない状態でもこの経路が細胞の維持に寄与していること

が予想され、この経路を過剰に活性化するだけでなく、阻害することでも細胞に致命

的な毒性を与えることが考えられる。以上より、この経路は GSC に対する新たな治

療標的となり得る可能性が示唆される。 

Telomestatinを 24時間処理した場合では、RPA2のリン酸化と 53BP1 fociの形成

が共に顕著に確認されたため（Fig. 2-9、Fig.2-10）、この条件での DNA 損傷は主に
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複製ストレスの誘導に起因していることが推測される。しかしながら、Telomestatin

を 4時間処理した場合では、RPA2のリン酸化は生じていないにも関わらず、弱いな

がらも DNA損傷が誘導された（Fig. 2-10）。すなわち、この条件では複製ストレスの

誘導とは異なる仕組みで DNA損傷が誘導されていることが予測される。先に述べた

ように、Telomestatin誘導性の DNA損傷は複製だけではなく、テロメアや転写にも

依存していることが明らかとなっている（第 1 章）。TRF2 がテロメアから遊離する

ことにより生じるテロメアの障害は、テロメラーゼ阻害によるテロメア短小化と比較

してすみやかに生じることが予想され、この作用は Telomestatinの GSCに対する即

効的な効果として期待される。このように、Telomestatinはテロメアや複製、転写な

ど幅広い標的を持つことで、短期間で誘導される細胞周期への依存が低い DNA損傷

や、薬剤処理時間に依存して誘導される複製ストレスに起因した DNA損傷を引き起

こす可能性が示唆された。 
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第 3章 総括 

 

 

神経膠芽腫は予後不良の悪性脳腫瘍である。手術による全摘出が困難な為、手術と

併せて、放射線療法や化学療法を行っている。しかしながら、このような治療を行っ

ても神経膠芽腫患者の平均生存期間は 1年程度であり、優れた治療戦略の開発が急務

となっている（1-3）。神経膠芽腫の不均一な細胞集団の中にはがん幹細胞（glioma 

stem cells: GSC）が存在し、治療抵抗性に寄与していると考えられている（4,5）。所

属する研究室ではこれまでに、天然由来化合物であるテロメスタチン（Telomestatin）

が GSCに対し、同細胞が分化して生じた non stem glioma cells（NSGC）と比べて

より強力な細胞増殖抑制効果および DNA損傷誘発作用を示すことを明らかにしてき

たが（10）、なぜこの化合物が GSC 選択性を示すのかは未だ明らかにされていない。 

このような背景から本論文第 1章では、Telomestatinにより誘導される GSC選択

的な DNA損傷のメカニズムを検討した。Telomestatinはテロメラーゼ阻害活性を有

することで知られている（9）。この活性が Telomestatinの GSC選択性に影響を与え

ている可能性を考えたが、G4安定化能を持たないテロメラーゼ阻害剤（BIBR1532）

は GSC 選択性を示さなかった。すなわち、テロメア短縮によるキャップ構造の崩壊

は Telomestatinの GSC選択性を決定づける要因ではないと考えられる。しかしなが

ら、Telomestatinがテロメア結合タンパク質である TRF2 foci を GSC選択的に消失

させることが明らかになり、この活性が GSC におけるテロメア領域 DNA 損傷を誘

導する原因である可能性が示唆された。また、免疫 FISH 法を用いた検討から、

Telomestatinによるテロメア DNA損傷は、全損傷部位の約 3割であり、残りの約 7

割はテロメア以外の領域で生じることが明らかとなった。G4 の形成には DNA 二重

らせんの解消が必要であり、テロメア DNAの一本鎖領域だけでなく複製や転写の際

にも G4が形成されると予想される。事実、複製阻害剤（アフィディコリン）および
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転写阻害剤（DRB）を GSCに前処理することで、Telomestatin誘導性の DNA損傷

が顕著に低下した。以上の結果から、G4 リガンド Telomestatin は GSC において、

TRF2をテロメアから遊離することでテロメア障害を引き起こすだけではなく、複製

や転写にも依存して DNA損傷を誘導する可能性が示唆された。 

 第 2章では、まず Telomestatinのターゲットである G4の可視化を試みた。抗 G4

抗体（BG4抗体）のプラスミドから抗体を調製し、調製した抗体の G4特異性を検証

した。ELISA の結果から、調製した BG4 抗体は G4 を形成させた DNA に対して高

い親和性を示すことが確認でき、さらに DNase I を前処理した後に免疫蛍光染色を

行うことで核内の foci が消失することが確認できた。これら ELISA と免疫蛍光染色

の結果から、調製した BG4抗体は細胞内でも DNAを認識し、DNAの中でも特に G4 

DNAを認識している可能性が示された。調製した BG4抗体を用いた免疫蛍光染色か

ら、Telomestatinのターゲットである G4は GSCと NSGCで同程度に存在すること

が明らかとなった。これまでの G4に関する研究は主に試験管レベルで行われてきた

が、2013年に BG4抗体が開発されたことで、細胞内での G4の可視化が可能となっ

た（44）。BG4 抗体は核内では DNA による G4 を認識するのに対し、細胞質側では

RNA に由来する G4 を可視化できるという報告もあり（52）、G4 リガンドのターゲ

ットを可視化できる有用なツールとなり得る。また、BG4 抗体による免疫組織染色

（IHC）も行われており、胃がんや肝がんの腫瘍組織では、正常組織と比較して BG4

抗体による染色が強いという報告もある（53）。腫瘍組織と正常組織の G4 の数に何

故違いがあるのかは不明であるが、一つの可能性として、G4 の形成や解消に関わる

タンパク質の関与が予想される。近年、G4 を解消する働きをもつヘリカーゼの存在

が注目されており、その中の一つ PIF1ヘリカーゼは細胞内において、蛍光標識した

G4 リガンド Pyridostatin と共局在することが明らかとなっている（23）。ヘリカー

ゼとは逆に G4 を形成するタンパク質の存在も知られており、このような G4 ダイナ

ミクスに影響を与えるタンパク質の存在が、細胞内の G4 の数や G4 リガンドの感受
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性に影響を与えている可能性が考えられる。BG4抗体による検討から、Telomestatin

の標的である G4 は GSC と NSGC で同程度に存在していることが明らかとなった

が、複製時に形成されるこのような G4 を Telomestatin が安定化することで、複製

の進行が妨げられ、複製ストレスが引き起こされると予想した。複製ストレスを表す

RPA2のリン酸化抗体を用いた免疫蛍光染色を行った結果、Telomestatinを処理した

GSCと NSGCでは、共に複製ストレスが誘導されることが明らかとなった。しかし

ながら、この時の Telomestatin誘導性 DNA損傷は GSCでのみ生じており、複製ス

トレス応答経路に Telomestatin の GSC 選択性を説明しうる分子作用点があると考

えた。複製ストレスが生じると、ATR の活性化に伴い、細胞周期の進行を抑制する

Chk1のリン酸化（活性化）が引き起こされる（46）。興味深いことに、Telomestatin

は Chk1 のリン酸化を GSC 選択的に誘導することが見出された。GSC では ATR や

Chk1 といった DNA 損傷応答に関わるタンパク質の発現が高いことが報告されてお

り（49）、本検討からも GSC では Chk1 のタンパク質発現が高いことが確認された。

以上の結果から、GSC においては複製ストレスが生じた際に、ATR-Chk1 経路の活

性化が引き起こされやすい状態にあると予想される。DNA 損傷応答の上流に位置す

る H2AX のリン酸化（ɤH2AX）も Chk1 と同様に ATR キナーゼに依存しており、

ATRキナーゼによってリン酸化されることで DNA損傷応答が引き起こされる（47）。

すなわち、Telomestatinが GSC選択的に ATR-Chk1経路を活性化することで、Chk1

のリン酸化による GSC選択的な細胞増殖抑制効果、あるいは H2AXのリン酸化によ

る GSC 選択的な DNA 損傷応答が引き起こされると予想される（Fig. 3）。また、

Telomestatinだけではなく ATRキナーゼ阻害剤（VE-821）も GSC選択性を示した

ことから、GSC では ATR-Chk1 経路が生存のために重要な役割を果たしており、こ

の経路の不均衡状態に対する脆弱性が高いことが推測される。以上より、この経路は

GSCにおける新たな治療標的となる可能性が示唆された。 

 以上のように本研究では、Telomestatinはテロメアだけではなく、複製や転写に依
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存して DNA 損傷を誘導することを明らかにした。特に、TRF2 を標的としたテロメ

ア障害や、複製ストレスの誘導に伴う ATR-Chk1経路の活性化を GSC選択的に引き

起こすことで、GSC選択的な細胞増殖抑制効果および DNA損傷誘発作用を示す可能

性が示唆された。このような新しい知見は、GSCを標的とした新規治療戦略の構築の

ために、重要な情報を提供し得るものと考えられる。 
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Figure 3. Telomestatin impairs GSC growth through potent activation 

of the replication stress response pathway. 
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