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研究成果の概要（和文）：近年、細胞内の標的タンパク質を特異的に分解するキメラ化合物（PROTACもしくは
SNIPER）を創製する技術（プロテインノックダウン法）が確立され、新しい創薬技術として注目を浴びている。
本研究では、標的タンパク質をユビキチン化するE3リガーゼにAhRを利用した新しいプロテインノックダウン法
を開発することに成功した。AhRリガンドであるβ-naphthoflavoneやITEをE3リガンドとして導入したキメラ化
合物がAhR依存的に標的タンパク質をユビキチン化して分解することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Targeted protein degradation using chimeric small molecules (PROTACs and 
SNIPERs) is an emerging modality in drug discovery. Here, we expand the repertoire of E3 ligases 
capable of ubiquitylating target proteins using this system. By incorporating β-naphthoflavone (β
-NF) as a ligand, we developed a novel class of chimeric molecules that recruit the AhR E3 ligase 
complex. β-NF-ATRA, a chimeric degrader directed against CRABPs, induced the AhR-dependent 
degradation of CRABP-1 and CRABP-2 via the ubiquitin-proteasome pathway. A similar compound 
ITE-ATRA, in which an alternative AhR ligand was used, also degraded CRABP proteins. Finally, we 
developed a chimeric compound β-NF-JQ1 that is directed against BRD proteins. β-NF-JQ1 induced the
 interaction of AhR and BRD proteins and displayed effective anticancer activity that correlated 
with protein knockdown activity. These results demonstrate a novel class of chimeric degrader 
molecules that recruit an AhR E3 ligase to target proteins.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： PROTAC　ユビキチン　プロテアソーム　標的タンパク質分解　キメラ化合物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロテインノックダウン法は、リガンドを置換することで様々なタンパク質を標的とすることが可能な汎用性の
高い技術である。また、E3リガーゼに関しても様々なE3を利用できると考えられるが、そのために必要なリガン
ド化合物（E3リガンド）はほとんど見つかっていない。本研究では、標的タンパク質のユビキチン化に利用でき
るE3リガーゼ（およびE3リガンド）のレパートリーを増やすことに成功した。本成果により、プロテインノック
ダウン法の汎用性がさらに高まる（標的タンパク質の適応範囲が広がる）ことが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 
 病気の原因となっているタンパク質を特異的に分解することができれば、がんを中心とした
様々な疾患に対する有効な治療戦略になる。近年、ユビキチン・プロテアソーム系を利用して標
的タンパク質を特異的に分解する化合物を合理的に設計して創製する手法（プロテインノック
ダウン法）が開発され、国内外で新しい創薬技術として注目されている。プロテインノックダウ
ン法で創製される化合物は、標的タンパク質に結合するリガンドと E3 ユビキチンリガーゼに結
合するリガンドをリンカーで繋いだキメラ構造をしており、細胞内で標的タンパク質に E3 リガ
ーゼを強制的にリクルートしてユビキチン・プロテアソーム系により分解する。私達は E3 リガ
ーゼ IAP を標的タンパク質にリクルートして分解するキメラ化合物を SNIPER (Specific and Non-
genetic IAP-dependent Protein Eraser) と名付けて開発してきた。一方、海外のグループは別の E3
リガーゼである Cereblon（CRBN）や VHL を標的タンパク質にリクルートして分解するキメラ
化合物を PROTAC（Proteolysis-Targeting Chimera）と名付けて開発している。どちらも細胞レベ
ルでは数 nM 程度もしくはそれ以下の濃度で標的タンパク質を効果的に分解できること、マウス
in vivo でも効果的なノックダウン活性及び薬理活性を示すことが証明され、医薬品リードとし
ても有望な化合物を創製できることが明らかになっている。 
 
２．研究の目的 
 プロテインノックダウン法は、リガンドを置換することで様々なタンパク質を標的とするこ
とが可能な汎用性の高い技術である。また、E3 リガーゼに関しても様々な E3 を利用できると考
えられるが、そのために必要なリガンド化合物（E3 リガンド）はほとんど見つかっていない。
本研究では、プロテインノックダウン化合物の創製に利用できる新しい E3 リガーゼとそのリガ
ンドを明らかにすることで、この技術の汎用性をさらに高めることを目的とする。プロテインノ
ックダウン法により標的タンパク質を効果的にユビキチン化するためには、標的タンパク質と
E3 リガーゼによって構成される 3 者複合体がユビキチン化修飾に適した立体配置を取ることが
重要である（限られた数のリガンドでこれを達成するには、標的タンパク質と E3 リガーゼの相
性も重要である）。従って、プロテインノックダウン法に利用できる E3 リガーゼのバリエーシ
ョンを増やすことは、標的タンパク質の適応範囲を広げるために非常に重要である。 
 
３．研究の方法 
（1）AhR リガンドを E3 リガンドに利用したキメラ化合物の合成と標的タンパク質分解活性の
検証 
 リガンド依存的に活性化する転写因子である Aryl hydrocarbon receptor（AhR）には、リガンド
依存的に活性化する E3 リガーゼとしての機能も知られている。そこで、AhR を標的タンパク質
分解の E3 リガーゼとして利用したキメラ化合物を開発するために、AhR リガンドを標的リガン
ドに繋いだキメラ化合物を各種合成した。具体的には、AhR リガンドとして、β-Naphthoflavone
（β-NF）、α-Naphthoflavone（α-NF）、2-(1H-Indol-3-ylcarbonyl)-4-thiazolecarboxylic acid methyl ester 
（ITE）を、標的リガンドとして、cellular retinoic acid binding protein-1（CRABP-1）や CRABP-2
に結合する All-trans retinoic acid（ATRA）、BRD ファミリーに結合する JQ1 を導入したキメラ化
合物をそれぞれ合成した（AhR リガンドと標的リガンドはポリエチレングリコール（PEG）リン
カーで接合した）。 
 合成したキメラ化合物を培養細胞に処理し、ウエスタンブロットにより標的タンパク質に対
する分解活性を評価した。 
 
（2）活性キメラ化合物による標的タンパク質分解誘導機構の解析 
 活性の見られたキメラ化合物に関して、分解誘導メカニズムの解析を行った。具体的には、ユ
ビキチン・プロテアソーム系を介しているか、阻害剤を用いた回復実験及びユビキチン化アッセ
イにより検証した。また、siRNA を用いたノックダウン実験により、想定した E3 リガーゼ（AhR）
によるユビキチン化を介した分解であるか解析した。さらに、免疫沈降法により、標的タンパク
質-キメラ化合物-E3 リガーゼ（AhR）で構成される 3 者複合体形成能を検証した。 
  
（3）生物学的アウトプット（抗がん活性）の検証 
 AhR を発現しているヒトがん細胞株を用いて、活性キメラ化合物を処理したときの増殖抑制
活性、細胞障害性、細胞死（アポトーシス）誘導について、各リガンドの混合処理（リンカーで
接合していないコントロール）と比較した。また、siRNA を用いたノックダウン実験により、
AhR 依存的な活性であるか検証した。 
 
４．研究成果 
（1）AhR リガンドを E3 リガンドに利用したキメラ化合物の合成と標的タンパク質分解活性の
検証 
 AhR リガンドの一つである β-NF を ATRA に繋いだキメラ化合物（β-NF-ATRA）を合成した。
AhR を発現しているヒト培養細胞株に β-NF-ATRA を処理すると、ATRA 結合タンパク質である
CRABP-1 や CRABP-2 の発現量が低下した（図 1A）。β-NF-ATRA の β-NF 部位を別の AhR リガ



ンドである α-NF や ITE に置き換えたキメラ化合物においても CRABP 分解活性が確認された
が、AhR リガンドを繋がない化合物では CRABP 分解活性が見られなかったことから、E3 リガ
ンドの AhR 結合活性が CRABP 分解に重要であることが示唆された（図 1B, 図 1C）。 
 AhR リガンドを利用した分解誘導剤の開発における β-NF の有用性を調べるために、β-NF-
ATRA の標的リガンド（ATRA）を別の標的（BRD ファミリー）リガンドである JQ1 に置き換え
たキメラ化合物（β-NF-JQ1）を新たに合成した。β-NF-JQ1 を培養細胞に処理すると、BRD ファ
ミリーの発現量が低下したことから、この分解系における β-NF リガンドの汎用性が明らかにな
った（図 1D）。 
 
（2）活性キメラ化合物による標的タンパク質分解誘導機構の解析 
 β-NF-ATRA の各リガンド（β-NF および ATRA）を混ぜて処理しても CRABP-1 や CRABP-2 の
発現低下は見られなかったことから、両リガンドをリンカーで繋いだキメラ構造が重要である
ことが示唆された（図 2A）。また、ユビキチン化修飾の E1 阻害剤（MLN7243）もしくはプロテ
アソーム阻害剤（MG132）処理およびユビキチン化アッセイにより、β-NF-ATRA による CRABP
タンパク質の発現低下はユビキチン・プロテアソーム系を介した分解により起こることが明ら
かになった（図 2A, 図 2B）。 
 AhR に対する siRNA を用いた解析により、β-NF-ATRA による CRABP の分解および β-NF-JQ1
による BRD ファミリーの分解は AhR 依存的に起こっていることがわかった（図 2C）。また、免
疫沈降法により、AhR-β-NF-JQ1-BRD ファミリーで構成される 3 者複合体が細胞内で形成される
ことが明らかになった（図 2D）。 
 
（3）生物学的アウトプット（抗がん活性）の検証 
 AhR を発現しているヒトがん細胞株において、β-NF-JQ1 を処理したときの細胞増殖抑制活性
と細胞障害性を調べたところ、β-NF-JQ1 は各リガンドの混合処理（リンカーで接合していない
コントロール）よりも効果的な細胞増殖抑制活性と細胞障害性を示すことが明らかになった（図
3A）。また β-NF-JQ1 によるがん細胞死は、caspase の活性化から、一部はアポトーシスであるこ
とが示された（図 3B）。さらに、AhR を siRNA でノックダウンし BRD ファミリーの分解を抑
制すると、β-NF-JQ1 によるがん細胞死も抑制されることから、BRD ファミリーの分解依存的な
抗がん活性であることが示唆された（図 3C）。 
 
 
  



 

 
 

図 1. 開発したキメラ化合物による標的タンパク質の発現量の低下 
 
 
 
 

 
 

図 2. 開発したキメラ化合物による標的タンパク質分解のメカニズム解析 
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図 3. 開発したキメラ化合物による抗がん活性とその作用機序 
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