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研究成果の概要（和文）：タンパク質分解誘導医薬品の中でもPROTAC、SNIPERは、標的タンパク質のユビキチン
化およびプロテアソームによる分解を導く創薬モダリティとして期待される。しかし、分解活性がユビキチン化
に依存する。そこで本研究ではユビキチン非依存的な分解誘導剤の開発を目指した研究を行なった。まず、標的
タンパク質の検討として、エストロゲン受容体α(ERα)やプロスタグランジンD合成酵素(H-PGDS)に着目し、ER
αやH-PGDSに対する分解誘導剤の開発に成功した。得られた標的タンパク質リガンドを基に、複数種のプロテア
ソームサブユニットリガンドを結合したキメラ化合物を設計、合成し、その分解活性を検討した。

研究成果の概要（英文）：Among targeted protein degradation, proteolysis targeting chimera (PROTAC) 
and specific and nongenetic IAP-dependent protein erasers (SNIPER) are expected to be a new drug 
modality that leads to ubiquitination of target proteins and their degradation by the proteasome. 
However, the degradation activity can change in a ubiquitin-dependent manner. In this study, we 
aimed to develop ubiquitin-independent degradation inducers. In this study, the development of 
SNIPER and PROTACs was performed against target proteins such as estrogen receptor α (ERα) and 
prostaglandin D synthase (H-PGDS) respectively and degraders were successfully developed. Based on 
the developed degraders, we designed and synthesized chimeric compounds that bind proteasome subunit
 ligands, and investigated their degradation activity.

研究分野：創薬化学

キーワード： タンパク質分解剤　PROTAC　ユビキチン　キメラ分子　プロテアソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により得られた知見は、タンパク質分解医薬品の分子設計や多様化に有用となり、開発効率化に資するた
めの品質、有効性、安全性の確保に基づくレギュラトリーサイエンス研究の推進にも貢献しうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

Proteolysis targeting chimeras（PROTACs）や Specific and nongenetic IAP-dependent 
protein eraser（SNIPER）は標的タンパク質リガンドとユビキチンリガーゼ（E3）リガンドを
リンカーを介して結合したキメラ分子であり、E3を標的タンパク質へ近づけてユビキチン化お
よびプロテアソームによる分解を導く。これらのタンパク質分解誘導剤は新たな創薬手法とし
て期待されている。しかし、分解機構がユビキチン化に依存するため、生体内のユビキチン化や
関連する細胞内環境により分解活性が変化しうる。そこで本研究では、こうした機能変化を抑制
した分解誘導剤の開発を目指し、ユビキチン非依存的な分解誘導剤の開発を試みた。特に、標的
タンパク質のリガンドとプロテアソーム結合部位をリンカーでつなぎ、ユビキチン化を介さず
に標的タンパク質をプロテアソームに直接近づけて分解を誘導することを考えた。まずモデル
標的タンパク質の検討として、エストロゲン受容体（ER）や造血器型プロスタグランジン D
合成酵素（H-PGDS）を標的としたタンパク質分解誘導剤の開発を行なった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①モデル標的タンパク質の開発、②プロテアソームサブユニットに着目した開発を
行った。 
 
３．研究の方法 
①モデル標的タンパク質の検討 
転写因子とコアクチベータの結合が転写活性化に重要となる。こうしたタンパク質間相互作
用を阻害するため、コアクチベータのヘリカルモチーフを基にした核内受容体へ結合する阻害
ペプチドが開発されてきた。筆者はこれまでに、標的タンパク質のリガンドとして核内受容体結
合モチーフを有する PERM（Peptidomimetic estrogen receptor modulators）ペプチドを基に
した PROTACsや SNIPER を開発し、ERやアンドロゲン受容体（AR）などの核内受容体を
分解することを明らかにしている。PROTACsへ適用可能なリガンドの探索のため、非天然アミ
ノ酸の導入および細胞内における安定性向上が可能なステープル架橋の導入を検討した。設計
したペプチドは固相法により合成し、逆相 HPLC を用いて精製した。得られた化合物は MCF-
7 細胞を用いて、ウエスタンブロッドにより分解活性を評価した。さらに H-PGDS を標的とし
た PROTACsの開発に取り組んだ。H-PGDSはデュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）患者
の損傷骨格筋に発現し、過剰な PGD2 の産生や PGD受容体を介した炎症を引き起こす。そこ
で、H-PGDS をモデル標的として設計した。その際、PROTACs が形成する三者複合体の化学
計算を基に化合物を設計した。化合物は液相法により合成し、得られた化合物は KU812細胞を
用いて、ウエスタンブロッドにより分解活性を評価した。 
 
②プロテアソームサブユニットに着目した開発 
プロテアソームのサブユニットの中でもプロテアソームの活性を阻害しない結合部位として
活性中心と離れたサブユニットに着目した。具体的には、ユビキチン受容体として働くサブユニ
ットや恒常的にプロテアソームに組み込まれているサブユニットを用いてプロテアソームを標
的タンパク質へ直接リクルートする分解誘導剤を検討した。まず、各サブユニットの小分子リガ
ンドやペプチドリガンドを標的タンパク質リガンドへ結合したキメラ分子を設計、合成した。標
的タンパク質は PROTACsによる分解が報告されている ERを選択した。化合物は液相法、固
相法により合成し、得られた化合物は MCF-7 細胞を用いて、ウエスタンブロッドにより ER
の分解活性を評価した。また、Halo タグを融合したプロテアソームサブユニットを発現させた
細胞を用いて、Halo タグリガンドと標的タンパク質リガンドとのキメラ化合物の分解活性を検
討した。 
 
４．研究成果 
①モデル標的タンパク質の検討 
核内受容体結合モチーフを有する PERML へ非天然アミノ酸である(S)-2-(4-pentenyl)-

alanine（S5）を i、i + 4の位置に導入し、Grubbs触媒を用いて側鎖を架橋することでステープ
ル構造を導入した stPERMLを開発した。得られた化合物の ERに対する結合親和性を蛍光偏
光法により検討したところ、stPERML は基にした PERML と同等の結合親和性を示すことを
明らかとした。また、膜透過性を向上するヘプタアルギニン（R7）を導入した PERML-R9およ
び stPERML-R9を設計、合成し、ステープル化された stPERML-R7は PERML-R7と比べて、
-ヘリックス構造が安定化することを明らかとした。そこで E3 である Inhibitor of apoptosis
（IAP）へ結合する LCL161を、N末端リシンの-アミノ基へ導入した種々の SNIPERを設計、
合成した（図１）。そこで、分解活性をMCF-7細胞を用いて検討したところ、LCL-stPERML-
R7が濃度依存的に ERを分解し、ユビキチンプロテアソームシステム（UPS）を用いて分解し
ていることを明らかとした。さらに、ステープル構造を有する化合物は、化合物添加後 72時間
後においても ER量を減少させることからステープル化により分解活性が持続化すること明ら



かとした。また、得られた PROTACsは ERの転写を阻害することを確認した。 
H-PGDSを標的とした PROTACsの開発では、TFC-007（H-PGDSリガンド）とポマリドミ
ド（セレブロン（CRBN）リガンド）を基にリンカー長が異なる PROTACsを設計した。分子設
計では、H-PGDS、PROTAC、CRBNの三者複合体の安定構造の計算および分子動力学シミュ
レーションを、化学計算ソフトウェアMOEを用いて行った。その結果、リンカーが短いほど三
者複合体中の相互作用が安定することが示唆され、リンカーを除去した PROTAC(H-PGDS)-7
においても妥当な三者複合体が得られた（図２）。そこで設計した PROTACsを液相法により合
成し、H-PGDS の分解活性を KU812 細胞を用いてウエスタンブロットにより評価した。その
結果、PROTAC(H-PGDS)s の添加により H-PGDS が減少し、リンカーが短くなるにつれて活
性が上昇した。中でもリンカーを除去した PROTAC(H-PGDS)-7は最も高い分解活性を示した
（DC50 = 17.3 pM（24時間処理））。また、プロテアソーム阻害剤、ユビキチン活性化酵素（E1）
阻害剤を用いて、UPSを介して H-PGDS が分解されることを確認した。H-PGDSに対する選
択性を検討するため、タンデムマスタグを用いたプロテオーム解析を行った結果、検出された
8184 個のタンパク質の中で H-PGDS のみ優位に減少していたことから、高い選択性を示すこ
とが明らかとなった。得られた PROTACは、in vitroで PGD2 産生抑制効果、DMD のモデル
マウスにおいて炎症性サイトカインの抑制効果を示した。これらの結果より、H-PGDS をモデ
ル標的タンパク質とした in vitroおよび in vivo評価が可能なことを示した。H-PGDS分解誘導
剤は阻害剤はとは異なる新たな作用機序を有する治療薬として期待される。 

図 1 ER をモデル標的とした SNIPERの開発
 

図２ H-PGDSをモデル標的とした PROTACsの開発
 
②プロテアソームサブユニットに着目した開発 
プロテアソームサブユニットリガンドと標的タンパク質リガンドとのキメラ化合物や、Halo
タグ融合サブユニットを用いて、Halo タグリガンドを有するキメラ化合物を検討したものの、
所望の分解を示す化合物は得られていない。一方、研究期間中に、プロテアソームサブユニット
である Rpn1（PSMD2）に対するリガンドを有するキメラ化合物が、標的タンパク質へプロテ
アソームを直接リクルートし、分解できることが報告された１）。本研究により得られた知見は、
Rpn1とは異なるプロテアソームサブユニットを用いた分解誘導剤開発に有用となりうる。 
＜引用文献＞ 1) C. Bashore et al. Nat Chem Biol. 2023, 19, 55-63. 
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