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１ まえがき  
	 PI(Pyrrole-Imidazole)ポリアミドとは、Ｎ－
メチルピロール単位(Ｐｙ)、Ｎ－メチルイミダ

ゾール単位(Ｉｍ)及びγ－アミノ酪酸単位を

含むピロールイミダゾールポリアミドである。

このPIポリアミドは、	 低分子化合物(分子量

2000程度)なので優れた細胞膜浸透性を有して

おり、DNA二重らせん領域の副溝内に結合する

ことが知られている。γ－アミノ酪酸単位の部

位で折りたたまれてＵ字型のコンフォメーシ

ョンをとり、Ｃ－Ｇ塩基対に対してはＰｙ／Ｉ

ｍ対が、Ｇ－Ｃ塩基対に対してはＩｍ／Ｐｙ対

が、Ａ－Ｔ塩基対及びＴ－Ａ塩基対に対しては

いずれもＰｙ／Ｐｙ対がそれぞれ対応し、塩基

配列特異的にDNAに結合することができる。遺

伝子発現制御部位に対して設計すれば、転写因

子・酵素の結合を阻害し、その結果遺伝子発現

を抑制することができる。またDNAへの結合親

和性は転写因子に匹敵していることも報告さ

れている。	 

	 本研究では、細胞間で細胞間接着構造を形

成し、多細胞動物の体の形成と秩序維持に重

要な役割を果たしているカドヘリンの発現制

御部位に対して設計した 6 種の PI ポリアミ
ドを、全能性をもつマウス ES細胞 D3株培
養時に添加し、カドヘリン発現抑制による幹

細胞分化に及ぼす影響を検討した。 
	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

２ 実験方法および測定方法 
	 E-カドヘリン遺伝子発現制御部位に対して
設計した6種のPIポリアミドCAAT 配列に対
する  A, CAAT 配列の一部を改変した  A 
mismatch, E-box 配列に対する B, E-pal に
対するC,	 CAAT 配列の一部を含んでいる部
位に対するF,ネガティブコントロールとして
G mismatch) それぞれ 10µMを Dimethyl 
sulfoxide(DMSO)に溶かし、全能性をもつマウ
スES細胞 D3株播種時に培養液(10%牛胎児血
清 FBS, 1%抗生物質 PS 添加, DMEM)中に
添加した細胞、そしてコントロールとして、培

養液にDMSOのみを添加した細胞、培養液の
みの細胞、これら8種類の細胞を3日間培養及
び細胞形態の観察を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.	 2	 PI ポリアミド添加による細胞形態の変化	 Fig.	 1	 PI ポリアミドの構造の例	 
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	 また培養1日目から 3 日目の細胞からそれ
ぞれRNAを抽出し、RT-PCRによりカドヘリ
ンおよび分化の指標となる遺伝子群について

の解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３	 実験結果および検討 

72時間後の細胞形態変化の比較では、
Controlの細胞とPIポリアミドを加えた細胞と
で、細胞形態に変化がみられた。具体的には、

PIポリアミド Aを添加した細胞では、細胞が
やや平たく広がる傾向かがあり、PIポリアミド 
BまたC,Fを添加した細胞では細胞間の間隙が
広がり細胞が丸くなる傾向が認められた。また

PI ポ リ ア ミ ド  G mismatch そ し て A 
mismatchは、ネガティブコントロールとして
用いたが、G mismatchを添加した細胞では
Controlの細胞と変化がほとんどみられなかっ
たのに対して、A mismatchを添加した細胞で
は、Aと同様に細胞が平たく広がる傾向がみら
れ、さらに培養皿に対しての接着力の低下もみ

られた。 
RT-PCR による遺伝子発現群の解析結果で
は、PIポリアミド添加によりE-カドヘリン遺
伝子の発現抑制は各PIポリアミドを添加した
細胞とControlの細胞に変化はみられなかった。

またEMT 関連遺伝子 Snailについては、PI
ポリアミド F, A mismatchを添加した細胞は、
Controlの細胞よりも遺伝子発現が亢進してい
た。以上の結果より、PI ポリアミド Fそして
A mismatch以外を添加した細胞は、効果はみ
られなかった。またPI ポリアミドの効果がみ
られるFそしてA mismatchではES 細胞分化
は促進されているが、E-カドヘリンの遺伝子発
現を完全に抑制することはできなかった。今後

は効果がみられなかったPIポリアミドの添加
条件および方法を改良し、E-カドヘリン遺伝子
発現抑制と細胞分化遺伝子発現のタイムコー

スについて検討したい。 
 
４ まとめ 
	 カドヘリン遺伝子発現抑制するように設計

したPIポリアミドを培養時にES細胞D3株に
添加し、カドヘリン遺伝子発現抑制を行った。 
	 結果としては、細胞の形態変化は確認するこ

とができた。しかし遺伝子発現解析では、数種

のPIポリアミド添加細胞で分化の傾向がみら
れたものの、いずれの細胞も完全にカドヘリン

を抑制することはできていなかった。今後、

PIポリアミドの添加条件の検討、そしてE-カド
ヘリン遺伝子発現抑制と細胞分化のタイムコ

ースについて検討をおこなっていく。 
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Fig.	 3	 遺伝子発現解析結果	 
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