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研究成果の概要（和文）：近接ビオチン化酵素AirIDをE3ユビキチンリガーゼに融合することで、分子糊型のタ
ンパク質分解誘導剤依存的な相互作用解析系を構築した。サリドマイド誘導体の標的E3ユビキチンリガーゼであ
るCRBNへAirIDを融合することで、サリドマイドやサリドマイド誘導体依存的にネオ基質がビオチン標識可能で
あることを示した。さらに、質量分析を組み合わせることで網羅的に相互作用解析が評価可能であることを示
し、サリドマイド誘導体のネオ基質選択性が可能であることを示した。本評価系を用いることで、サリドマイド
誘導体の新たなネオ基質を見出した。

研究成果の概要（英文）：We established analysis method for analysing molecular glue 
degrader-dependent interaction by fusing AirID, proximity-dependent biotinylation enzyme, to E3 
ubiquitin ligase. We also showed that AirID-CRBN thalidomide- or thalidomide derivatives-dependently
 biotinylated neosubstrates. Furthermore, we showed that combination AirID and mass spectrometry 
enable us to comprehensive analysis, and that this method reflected well-known neo-substrate 
selectivity of thalidomide derivatives. Importantly, we identified novel neosubstrates involved in 
haematological cancer using this method.

研究分野：医歯薬学 / 薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サリドマイド誘導体であるレナリドミドやポマリドミドは、血液がんの治療薬として年間約2兆円の規模で使用
される代表的な低分子薬剤である。過去10年の研究から、サリドマイド誘導体はネオ基質のタンパク質分解を誘
導するタンパク質分解薬であることが明らかとなった。タンパク質分解薬は強力かつ新規な薬剤の作用機序であ
ることから、世界中のメガファーマが研究を行っている。さらに、サリドマイド誘導体の臨床的な成功から新た
なサリドマイド誘導体の開発が進められている。したがって、本研究で開発された解析技術は将来のタンパク質
分解薬の開発・利用において極めて重要な技術となることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
1. サリドマイドは半世紀以上前に世界規模の薬害を引き起こしたが、サリドマイド誘導体
/IMiDs は多発性骨髄腫などの血液がん対して年間 1兆円規模で広く利用されている。過去
10 年 間の研究から、IMiDs は E3 リガーゼへネオ基質タンパク質を近接させ分解誘導する
“分子のり”の様な働きにより、その薬効および副作用を発揮することが報告されている。
現在、新たな疾患を標的にした新規なサリドマイド誘導体の開発が行われており、いつく
かの誘導体は既に臨床段階にある。しかしながら、IMiDs に起因する薬効および副作用にお
ける作用機序に関しては未解明な点が多く残されている。そのため、IMiDs の薬効解明には、
新たなネオ基質の探索・同定とその機能解析は喫緊の重要な研究課題である。実際に、これ
らの IMiDs 応答に関する研究は、現在、大手製薬企業も巻き込んだ世界中で精力的に研究
されている非常に競争が激しい分野である。 

2. 研究代表者らはこれまでに、IMiDs 依存的な CRBN–ネオ基質間の相互作用を検出可能な生化
学的な評価系を構築し、サリドマイド催奇性に関与する新規ネオ基質として PLZF を見出し
た。また、近接ビオチン化酵素を改良することによって相互作用タンパク質をビオチン化
ラベルすることが可能な酵素 AirID を開発した。これまでの研究から、ストレプトアビジ
ンビーズを用いた Pull-down アッセイによって、既報のネオ基質である Ikaros や SALL4 の
ビオチン化が可能であることを確認している。 
 

2．研究の目的 
1. 2020 年に研究代表者らが開発した新規近位依存性ビオチン化酵素 AirID を用いることで、
サリドマイドやその誘導体のネオ基質探索に有用な新たな評価系の構築を目的とする。 

2. 構築した評価系を用いた網羅的な解析を行い、サリドマイド誘導体の作用メカニズムに関
与する新たなネオ基質を見出すことを目的とする。 
 

３．研究の方法 
1. 質量分析を用いた IMiD 依存性 CRBN 相互作用タンパク質の探索 

近接ビオチン化酵素 AirID をサリドマイド標的タンパク質である CRBN へ融合し、サリドマ

イド依存的にビオチン化されるタンパク質を質量分析によって網羅的に解析した。次に、本

評価系がサリドマイド誘導体のネオ基質選択性の評価に利用可能であるかを質量分析およ

びストレプトアビジンプルダウン法により評価した。 

2. 組み換えタンパク質・培養細胞を用いたネオ基質候補タンパク質の解析 

1.の解析によって見出された相互作用タンパク質候補を対象に、組み換えタンパク質を    

用いた生化学的な解析を行った。最後に、見出された相互作用タンパク質を対象に、サリド

マイド依存的なタンパク質分解や IMiDs 応答における関与を解析した。 

3. マウス個体内におけるサリドマイド依存的な相互作用解析 

CRBN-AirID を全身に発現するマウス個体へビオチン飲料水を与え、サリドマイドおよびサリ

ドマイド誘導体を腹腔内投与した。投与 6時間後に脾臓および胸腺をサンプリングし、スト

レプトアビジンビーズを用いたプルダウンを行い、ネオ基質のビオチン化を解析した。 

 
４．研究成果 
1. AirID-CRBN を安定発現する培養細胞を用いて、サリドマイドやサリドマイド誘導体依存的
にビオチン化されるタンパク質の網羅的な探索系を構築した。 
 

2. 様々なビオチン化タンパク質およびペプチドの濃縮法を検討し、Tamavidin 2-REV を用いた
濃縮法がサリドマイド依存的な相互作用タンパク質のビオチン化解析に適していることを
明らかにした(図 1)。 



 
3. サリドマイド誘導体はその化学構
造に依存して全く異なるネオ基質
選択性を示すことが報告されてい
る。重要なことに、本アプローチを
用いることでサリドマイド誘導体
のネオ基質選択性を評価すること
が可能であることが明らかとなっ
た(図 2)。 
 

4. 様々な培養細胞を用いた質量分析
の結果から、サリドマイド誘導体の
ネオ基質候補を複数見出した。見出したネオ基質候補を対象にした生化学的な相互作用解
析の結果、これまでに報告のないサリドマイド誘導体依存的な CRBN 相互作用タンパク質を
見出した。 
 

5. 培養細胞を用いた詳細な解析から、ポマリドミド依存的に分解誘導されるネオ基質として
ZMYM2 を見出した(図 3)。さらに、血液がんに関与する融合タンパク質である ZMYM2-FGFR1
もまたポマリドミドのネオ基質であることを見出した(図 4)。これらの成果は、本評価系が
サリドマイド誘導体の相互作用解析に有用であることを強く示唆している。 

 
6. マウス個体サンプルを用いた解析から、サリドマイド誘導体依存的なネオ基質 IKZF1 およ
び IKZF3 のビオチン化を確認した。さらに、ビオチン化強度を比較した結果、サリドマイ
ド誘導体のネオ基質選択性を反映していた。これらの結果は、本評価系がマウス個体へと
応用可能であることを示している。 

 

図 1. サリドマイド依存的な相互作用解析におけるビオチン化タンパク質・ペプチドの濃縮法の比較 

図 2. サリドマイド誘導体の化学構造(左)および特異性の評価(右) 

図 3. ポマリドミドによる ZMYM2 の分解解析 図 4. ZMYM2-FGFR1 の分解解析 
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