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研究成果の概要（和文）：タモキシフェン誘導体RID-Fは、20Sプロテアソームの活性を強力に阻害するが、26S
のそれをほとんど阻害しない。 様々なペプチドがRID-Fに結合しているいくつかの複合体を調製した。8個のア
ルギニンからなるペプチドとの複合体は26Sを強く阻害し、薬剤耐性KMS-11骨髄腫細胞において細胞死を誘導し
た。このペプチドには２つの機能を有すると推論する：（１）細胞内への急速な浸透により細胞内薬物濃度を増
加させる、（２）26Sによるペプチド認識は触媒チャンバーへの薬物侵入を刺激する 。非ペプチド性プロテアソ
ーム阻害剤と塩基性ペプチドとの結合は、腫瘍細胞の薬物耐性を克服するための実行可能な戦略である。

研究成果の概要（英文）：Ridaifen-F (RID-F) potently inhibits proteolytic activities of the 20S 
proteasome but poorly inhibits those of the 26S proteasome. We prepared several conjugates in which 
various peptides are connected to RID-F. Conjugates with peptides consisting of seven amino acid 
residues significantly inhibited the 26S proteasome. Particularly, RID-F conjugated to an 
octaarginine peptide inhibited intracellular proteasome activities and induced cell death in 
drug-resistant KMS-11 myeloma cells.  We infer that the R8 peptide has dual functions: (1) rapid 
penetration of conjugates into the cell increases intracellular drug concentrations sufficient for 
exhibition of its effect, and (2) recognition of the conjugates by the 26S proteasome stimulates 
drug entry into the catalytic chamber. Thus, conjugation of nonpeptidic proteasome inhibitors with a
 cell-penetrating peptide a viable strategy to overcome drug-resistance of tumor cells.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： プロテアソーム阻害剤　膜透過ペプチド　薬剤耐性骨髄腫

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新規化合物リダイフェン-F (RID-F)の構造活性相関を検討した結果、阻害活性の最小構造を見出し
た。RID-Fは、ヒト培養細胞に対してユビキチン修飾タンパク質の蓄積とアポトーシス誘導を引き起こした。し
かし、その効果は比較的高容量を必要とした。そこで、RID-Fに細胞膜透過ペプチドの付加を検討した。これは
細胞膜透過のみならず26Sプロテアソームに対する阻害活性を増強し、多剤耐性を示す骨髄腫細胞株に対して細
胞死を誘導した。以上の結果から、薬効改善のための合理的な構造デザイン法を提示し、中程度の分子量を持つ
化合物による新しい創薬の戦略を提示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
既に医薬品として確立された分子量 1000 以下の低分子薬、分子量 1 万以上のバイオ医薬に

対して、ペプチドに代表される分子量 1000 から 1 万までの範囲の中分子が、再び医薬候補の
リソースとして脚光を浴びている。それは、バイオ医薬で問題となる免疫毒性が低く、低分子
薬ではなし得ないタンパク質間相互作用の制御が可能という特長に加えて、治療薬創出の可能
性を飛躍的に高めた特殊ペプチドの網羅的配列スクリーニング技術である無細胞ディスプレイ
法が確立されたためである。本研究は、そのひとつである cDNA ディスプレイ法を利用し、細
胞膜透過性、作用点への集積性、結合部位への親和性の３つの機能を獲得したアミノ酸配列に
低分子阻害剤をファーマコフォアとして連結した特殊ペプチドを作り出し、新しい中分子医薬
の開発戦略を実証する。 
本研究は、新しいクラスの分子標的抗がん剤であるプロテアソーム阻害剤をターゲットとす

る。プロテアソームは真核生物間で高度に保存されたプロテアーゼ複合体であり、ユビキチン
修飾された様々なタンパク質を特異的に分解する。特定のタンパク質を特定のタイミングで分
解することで、細胞周期、シグナル伝達、免疫応答、アポトーシス、新生タンパク質の品質管
理といった主要な生命現象の制御に関与している。プロテアソームの機能を阻害することによ
り、種々のがんに顕著な治療効果がもたらされる（図１）。最初の実用例であるボルデゾミブは、
難治性多発性骨髄腫治療薬として使用され、さらに適応拡大が検討されている。最も普遍的な
26S プロテアソームは、蓋の役割を持つ 19S 複合体と樽状の構造体で分解を担う 20S コアから
なる。20S コアにはキモトリプシン様(CT-L)、カスパーゼ様(C-L)、トリプシン様(T-L)の 3 種
のプロテアーゼが組み込まれている。現在、プロテアソーム阻害剤開発における課題は次の項
目が挙げられる。 
A) がん細胞への選択性：26S プロテアソームは、普遍的に細胞内に存在しているうえ、多様

な生体制御に関与しているため、がん細胞にのみ効果を与えることが原理的に難しく、が
ん細胞への選択性を高めることが望まれる。また、中分子の場合は細胞膜透過性も重要で
ある。 

B) プロテアソームへの特異性：細胞には多くのプロテアーゼが含まれるので、26S プロテア
ソームにのみ作用する仕掛けが必要である。これまで、触媒活性中心の反応性に着目した
戦略が取られ、活性中心アミノ酸側鎖に選択的な化学反応を起こす阻害剤が主に開発され
ている。 

C) 3 種のプロテアーゼ活性への特異性：高等動物では、免疫プロテアソームなど亜型が存在
し、これを区別して作用させることで新たな薬効が期待できる。従来は CT-L 活性阻害に
着目されたが、免疫プロテアソームはさらに C-L 様活性が主要な働きをしており、その特
異的阻害薬は免疫抑制作用が期待できる。T-L 活性への特異的阻害も従来型との相乗効果
をもたらす。 

D) プロテアソーム内部への送達効率：申請者の検討により、26S プロテアソーム内部に阻害
剤が入り込むための構造要件が明らかとなった。これまで低分子薬はプロテアソーム内部
に受動的に拡散して作用するものと考えられていたが、その考えを見直す必要がある。 

 これらの課題を同時に満たす阻害剤のデザイン戦略は未だ存在しないが、中分子医薬は複数
の機能をアミノ酸配列としてひとつの分子内部に集積化できるので、これらの課題を同時に解
決できる可能性がある。 
これらを踏まえ研究代表者は、既知のプロテアソーム阻害剤を再検証した。その結果、既知

の阻害剤の中で 20S コア（以下 20S）に対して強い阻害作用があるにも関わらず、細胞内の
26S プロテアソーム（以下 26S）に効きにくい、あるいは結合速度が異なるものがあることに
気が付いた。例えば、ラクタシスチンのような 20S への強力な阻害剤でも、26S に対する作用
はかなり弱い。一方、MG132 などペプチド様骨格を持つ阻害剤はよく 26S に作用する。そこ
で研究代表者が見出したプロテアソーム阻害剤リダイフェン-F（以下、RID-F）にペプチドを
付加した。RID-F は構造活性相関が詳細に判明している上に、化学的に安定でペプチド付加が
容易という利点がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ プロテアソーム阻害剤の抗がん作用 



 
２．研究の目的 
本研究では項目①～④に関して以下の特長を持つ新しいプロテアソーム阻害剤を開発する。 

① がん細胞への選択性：細胞選択的・細胞膜透過性ペプチド配列を付加し、がん細胞内に特
異的に取り込まれる阻害剤を合成する。また、環状化および N-メチルアミノ酸の利用によ
りペプチドの血中安定性を高める。 

② プロテアソームへの特異性：プロテアソームに親和性を持つ新規アミノ酸配列を取得し、
これを用いて細胞内の 26S プロテアソームの存在部位に集積する阻害剤を合成する。この
新規機能ペプチド取得には cDNA ディスプレイ法での進化工学的スクリーニング法を駆
使する。 

③ 3 種のプロテアーゼ活性への特異性：低分子阻害剤へのペプチドの連結による阻害特異性
の変化の仕組みを明らかにし、CT-L・C-L・T-L それぞれに対応する特異的阻害剤を合成
する。 

④ プロテアソーム内部への送達効率： 19S 複合体とペプチド配列の相互作用をもとに、効
率良く 26S に取り込まれる阻害剤を合成する。この阻害剤は、プロテアソーム内部ではペ
プチド部分が分解され、そこから遊離した低分子阻害剤が活性中心に作用することを特徴
とする。 

 
３．研究の方法 
この研究計画では、プロテアソーム阻害を通じて抗がん効果を発揮する中分子薬をデザイン

する。そのために機能性ペプチド配列の網羅的探索法を利用する。研究計画の進め方として、 
26S に認識・分解されやすい数残基程度のアミノ酸配列を合成ライブラリから探索する。プロ
テアソーム複合体表面に特異的な結合親和性を持つ 10 残基程度の環状アミノ酸配列を、無細
胞ディスプレイ（cDNA ディスプレイ）法で探索する。これら新規アミノ酸配列と既知の細胞
膜透過性アミノ酸配列を、さらに低分子阻害剤 RID-F をファーマコフォアとして連結させた中
分子量化合物を合成する。そして、抗がん作用を 20S および 26S 阻害効果、アポトーシス誘導、
スフェロイド形態変化などを指標として評価する。 
 
４．研究成果 

RID-F の細胞レベルでの作用を改善させるために、RID-F と鎖長の異なる塩基性または疎水
性ペプチドを付加した RID-F 誘導体を合成した（図２）。ペプチド付加型誘導体の 20S および
26S プロテアソームの阻害活性を評価した結果、次のような効果がみられた。26S プロテアソ
ームに対する RID-F ペプチド付加誘導体の阻害活性は、ペプチドの長さおよび化学的性質に依
存して増強がみられた。まず、26S プロテアソーム阻害の増強には、少なくとも７残基のアミ
ノ酸からなるペプチドの付加が必要であった。また、この効果は配列によらず、一定の鎖長を
持つペプチドの付加により見られた。アミノ酸配列は、阻害特異性を左右し、疎水性アミノ酸
からなるペプチドはキモトリプシン様活性を、塩基性アミノ酸からなるペプチドはトリプシン
様活性を阻害した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 塩基性ペプチド（オクタアルギニン、CPP）を付加した RID-F 誘導体 
 
 
ヒト免疫不全ウイルス-1（HIV-1）由来の Tat タンパク質などに代表されるいくつかのタン

パク質には、細胞を浸透できる能力を持つことが知られている。その能力に必要な最小ドメイ
ンは、「細胞透過性ペプチド」（cell-penetrating peptide：CPP）と呼ばれる 10〜16 アミノ酸
の短いペプチド配列として定義されている。CPP は、ペプチドやタンパク質、リボ核酸、オリ
ゴヌクレオチド模倣体、ナノ粒子など本来は細胞膜を透過できない物質に付加することでこれ
らを細胞内移行させることができる。CPP は、細胞膜を透過しにくい薬物をも生細胞中に移行
させることができるので、ドラッグデリバリーシステムの薬剤輸送担体として活用されている。
例えば、抗がん剤ドキソルビシンに結合した Tat ペプチドは、薬物感受性細胞株および薬剤耐
性細胞株の両方において、薬物の細胞内濃度を有意に増加させることが報告されている。天然
の Tat ペプチドは、6 つのアルギニンと 2 つのリジン残基を含むいくつかのカチオン性アミノ
酸からなるカチオン性ペプチドである。オクタアルギニン（R8）は、Tat ペプチドよりも単純
な配列であるが、このペプチドの付加化合物も細胞内取り込みの効率が向上できることが報告



されている。RID-F への CPP の付加は、細胞レベルでの薬効増強の戦略になり得る可能性が
ある。それは、CPP に次のような 2 つの機能が期待されるからである。第 1 に、RID-F-CPP
付加誘導体は、細胞膜透過ペプチドによって細胞への浸透を促進し、それによって RID-F の細
胞内濃度をプロテアソーム阻害に十分なレベルまで増加させる。第 2 に、そのペプチド部分が
プロテアソームによって基質として認識され、それにより付加誘導体の 20S CP 内部への進入
が促進される。さらに細胞レベルの効果を検証したところ、CPP であるオクタアルギニンを付
加した RID-F は、多発性骨髄腫由来細胞 RPMI8226 に著効であり、さらには薬剤耐性を示す
KMS-11 細胞にもアポトーシス誘導を促し、さらに細胞内のプロテアソーム活性を阻害するこ
とを確認した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 膜透過性ペプチドを付加した RID-F 誘導体の多発性骨髄腫細胞株への効果 
細胞内のプロテアソーム活性は、プロメガの Cell-Based Proteasome-Glo™ Assay キットを

使用して評価した。50%生存阻害濃度（Cyt50）は ATP 定量により求めた。 
 
 
26S プロテアソームには、19S 複合体が基質の取り込みを制御している。ATP 加水分解は、

分解前に大きなタンパク質のアンフォールディングのために必要であり、26S プロテアソーム
の低温電子顕微鏡分析から ATP 結合および加水分解と共役した構造の変化が明らかにされて
いる。それらの報告によると、ATP の非水解性アナログである ATPγS を作用させると、19S 
RP から 20S CP までの基質取り込みゲートが開口したままの活性コンフォメーションで保持
することができ、基質取り込みをするゲートが長時間開いた状態で保持される。CPP を付加し
た RID-F は、ATPγS の存在下で 26S プロテアソームをより低濃度で阻害した。この現象は
CPP を付加してない RID-F では観察されなかった。この現象はペプチドを目印のように 19S
複合体が認識し、20S CP 内部へ取り込むメカニズムがあり、これは元来、基質を 20SCP 内部
に能動的に取り込むメカニズムであると推定される。 
この検証から、この誘導体に以下の作用プロファイルが観察された。まず、RID-F のみの場

合、程度の差があれ 3 種いずれの活性にも阻害作用を示すが、これにペプチドを付加すると、
阻害特異性が強化される。すなわち、疎水性アミノ酸を付加すれば CT-L 様活性のみを阻害、
塩基性アミノ酸を付加すると T-L 様活性を阻害するといった挙動を示した。次に、RID-F は
20S の活性を強く阻害するが 26S に対する阻害作用が弱い。そこで、RID-F にペプチドを付加
したところ、興味深いことに 26S への阻害作用が大きく増強することが判明した。さらに、ペ
プチドは親水性なので、細胞に対する作用を失ってしまう。そこで塩基性アミノ酸の繰返しを
含む膜透過性配列を付加した RID-F は、強い細胞増殖抑制作用を示すようになった。以上の結
果から、ペプチドをプロテアソーム阻害剤にコンジュゲイトすることで、26S プロテアソーム
への作用を増強できる上に、細胞膜透過などの機能を付与できる可能性が示された。 
以上の結果から予想されるメカニズムを示す。 RID-F は、薬剤感受性細胞に対してであれ

ばアポトーシス誘導することから、疎水的な基本骨格と親水的な側鎖を持つことで細胞膜を充
分に透過できる。しかし、RID-F は 26S プロテアソームに対して作用しにくいため、20S CP
形態のプロテアソームに対して作用するものと考えられる。一方、薬剤耐性株 KMS-11 細胞に
対して薬効を発揮しないことから、RID-F は薬剤排出ポンプの働きにより容易に排除されてし
まうことが示唆される。RID-F に CPP を付加することにより細胞膜の透過性が向上する。ま
た、ペプチド付加による全体サイズの増大が薬剤排出ポンプによる排除への抵抗となることが
報告されている。その結果、RID-F-CPP 付加誘導体の細胞内濃度は高く維持される。さらに、
付加された CPP の構造が、19S RP の通過を容易にするため、効率的に 26S プロテアソーム
に作用する。そして、取り込まれた RID-F-CPP 付加誘導体は、20S CP 内部でペプチドが切断



され、1 つまたは 2 つのアミノ酸に結合した RID-F は、主としてキモトリプシン様活性を阻害
してアポトーシス誘導活性を発揮する（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 膜透過性ペプチドを付加した RID-F 誘導体の作用モデル 
 
 
さらに、cDNA ディスプレイ法で 20S コアに結合する親和性ペプチドを得た。これらの数種

のペプチド配列に関して確認したところ非拮抗型的に阻害を示した。そのうちの一つについて
短鎖ペプチドおよびアラニン置換ペプチドを作製して阻害作用の強弱を比較した。その結果、
8 残基の配列中の疎水性アミノ酸にプロテアソーム阻害作用があることが分かった。また、20S 
コアへの相互作用部位の解析を光親和性標識法により検討した。その結果、このペプチドがα
サブユニットのひとつに結合し、ゲートの開口制御に関わっている可能性を見出した。この結
果については、現在論文投稿準備中である。 
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