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研究成果の概要（和文）：これまでの我々の研究結果からtopotecanおよびSN-38はRPL15に結合することが判明
しているため、E3ユビキチンリガーゼに結合する低分子であるPomalidomideとSN-38をリンカーにより結合させ
ることでRPL15をユビキチン化依存的に分解するSN38-PROTACを作成した。SN38-PROTACはSN-38よりも100倍以上
細胞毒性が低いが、がん細胞からのDAMP放出を介して樹状細胞のcGAS-STINGシグナルを活性化する機能をSN-38
と同様に保持している。また担がんマウスモデルにおいてSN38-PROTACは抗PD-1抗体の抗腫瘍効果を増強させる
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Damage-associated molecular patterns (DAMPs) are secreted from the damaged 
or dying cells and activate innate immune siginaling via pattern-recognition receptors such as 
Toll-like receptors and cGAS. Our previous studies showed that topotecan and SN-38, a topoisomerase 
I (TOP1) inhibitor, binds to ribosomal protein RPL15 and induces the secretion of immunostimulatory 
DNA as DAMP from cancer cells which activate cGAS-STING signaling in dendritic cells. Here, we 
syhthesized SN-38-comjugated pomalidomide (SN38-PROTAC) and showed that SN38-PROTAC selectively 
degraded RPL15 protein dependent on ubiquitin-proteasome pathway but not TOP1. SN38-PROTAC treatment
 induced DAMP secretion from cancer cells which activated cGAS-STING signaling in denderitic cells, 
but cytotoxicity of SN38-PROTAC was 100-fold lower than SN-38 in MCF7 cells. SN38-PROTAC acts as an 
enhancer for anti-PD-1 therapy in tumor-bearing mouse model.  

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はRPL15に対する特異的な阻害剤であるSN38-PROTACを初めて開発したことと、SN38-PROTACが抗PD-1抗体
などの免疫チェックポイント阻害剤の治療効果を改善できる可能性があることを示したという2点において、学
術的および社会的な意義があると考えられる。

※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 
 自然免疫応答は細菌由来リポ多糖やウイルス由来 DNA など病原体固有の分子パターンを認識
することで活性化することが知られているが、近年の報告から宿主細胞由来の内在性分子によ
っても活性化され、自己免疫疾患やがんに対する免疫を誘導することが明らかになっている。が
ん免疫はがん細胞の排除を促進するが、その活性化にはがん細胞由来の抗原による獲得免疫の
誘導だけではなく、細胞傷害に伴う内在性分子(DAMPs)の放出による自然免疫の誘導が重要であ
ることが示唆されている。特にがん細胞由来の DNA は STING を介した自然免疫シグナルを活性
化させ、がん免疫を促進することが知られている。 
 申請者はこれまでの研究から抗がん剤である topotecan が STING 依存的ながん免疫を活性化
させる DAMPs のがん細胞からの放出を誘導することを明らかにした（Kitai et al., J Immunol., 
2017）。さらに topotecan による DAMPs の放出は既知の標的である Topoisomerase I (TOP1)には
依存せず、新規標的タンパクである RPL15 の阻害によって誘導されること、RNAi による RPL15
の阻害は抗 PD-1 抗体の抗腫瘍効果を増強させることを担がんマウスモデルにおいて明らかにし
た（Yamada & Kitai et al., J Immunol., 2022）。これらの結果から TOP1 を阻害しない RPL15
特異的な阻害剤は免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍効果を改善し、さらに topotecan より
も正常細胞に対して低い毒性を持つと推測されるが、RPL15 特異的な阻害剤は開発されていない。
そこで我々は Proteolysis Targeting Chimera (PROTAC)と呼ばれる手法を用いて RPL15 特異的
な阻害剤が開発できるのではないかと考えた。 

 PROTACはユビキチンリガーゼと結合するPomalidomideなどの化合物と標的タンパクと結合す
る化合物をリンカーで結合させた化合物を用いて標的タンパクをユビキチンリガーゼへリクル
ートして分解させる手法である。従来の低分子薬とは異なり、転写因子やアダプタータンパク質
などの酵素活性を持たないタンパク質でも分解を介して阻害できるという特長を持つ。
（Nalawansha & Crews, Cell Chem Biol., 2020）そのため我々は topotecan の類自体である SN-
38 と Pomalidomide を結合させることにより、RPL15 の分解とがん免疫の活性化を誘導する新規
PROTAC を創出し、その評価を行うことを研究目的とした。 
 
２．研究の目的 
PROTAC により RPL15 を特異的に分解する薬剤の開発を行い、RPL15 の分解誘導を in vitro 実験
により検証し、さらにそのがん免疫の活性化能を担がんマウスモデルを用いた in vivo 実験で
検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)Pomalidomide と SN-38 をリンカーを介して結合させた SN38-PROTAC を作成し、セレブロン依
存的な RPL15 の分解を誘導できるかをウェスタンブロット法にて検証する。この際に siRNA を
用いたセレブロンのノックダウンを組み合わせることにより、セレブロン依存的に RPL15 の分
解が誘導されるかを検証する。さらに RPL15 を過剰発現させた HEK293T 細胞に SN38-PROTAC 処
理後、免疫沈降を行うことで RPL15 に対するユビキチン化が SN38-PROTAC により誘導されるか
を検証する。 
 
(2)がん細胞における RPL15 の分解が DAMP 産生を誘導するかを検証するため、SN38-PROTAC で処
理したがん細胞の培養上清とマウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）を共培養後、BMDC からの炎症性
サイトカインの産生を ELISA 法で定量する。また Cell Titer glo 法により、SN38-PROTAC と SN-
38 の細胞毒性を評価する。 
 
(3) in vivo における SN38-PROTAC のがん抑制効果を検証するため、C57BL/6 マウスにマウスの
メラノーマ由来の B16-F10 細胞を同系移植し、SN38-PROTAC 投与後の腫瘍体積を測定するととも
に、腫瘍に浸潤した活性化 CTL (CD3+/CD8+/IFNg+)と制御性 T細胞(CD3+/CD4+/Foxp3+)をフロー
サイトメトリーにより定量することで SN38-PROTAC が in vivo において腫瘍抑制効果だけでは
なく CTL 依存的ながん免疫の活性化誘導するかを検証する。また先行研究より、B16-F10 腫瘍は
抗 PD-1 抗体に対して耐性であると報告されているが、SN38-PROTAC を併用することにより B16-
F10 腫瘍が抗 PD-1 抗体に感受性になるかも検証する。 
 
４．研究成果 
(1) SN38-PROTAC の作成 
まず E3 ユビキチンリガーゼであるセレブロンに結合する Pomalidomide と SN-38 を PEG リンカ
ーを介して結合させた化合物を 12 種作成した。次にこの化合物が RPL15 タンパクの分解を誘導
するかをウェスタンブロット法により検証した。その結果、ユビキチン化依存的に RPL15 タンパ
クの分解を誘導する化合物を 1種同定した。この化合物を以下、SN38-PROTAC と記述する。なお
特許申請準備中のため、構造式は記載しない。(Fig. 1) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
(2) SN38-PROTAC はがん細胞からの DAMP 放出を誘導する 
SN38-PROTAC で処理した MCF7 細胞の培養上清を回収し、マウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）に添
加した結果、IL-6 などの炎症性サイトカインの産生が誘導されたため、SN38-PROTAC で処理した
がん細胞から DAMP が放出されていることが明らかとなった。また RNAi によりセレブロンをノ
ックダウンした MCF7 細胞では DAMP 産生が減弱したことから、SN38-PROTAC による DAMP 産生の
誘導はセレブロンによる RPL15 の分解によって促進されていることが示唆された。(Fig.2) 
 
(3) SN38-PROTAC は STING 依存的にがんの PD-1 抗体への感受性を高める 
B16-F10 細胞をマウスに同系移植し、SN38-PROTAC と PD-1 抗体を投与した結果、SN38-PROTAC の
単独投与では抗腫瘍効果は確認できなかったが、SN38-PROTAC と PD-1 抗体の併用により抗腫瘍
効果が確認された。この結果から PD-1 抗体に抵抗性である B16-F10 腫瘍が SN38-PROTAC 投与に
より感受性に変化していることが示唆された。また腫瘍浸潤細胞のフローサイトメトリー解析
により、SN38-PROTAC と PD-1 抗体の併用群では PD-1 抗体単独群と比較して腫瘍に浸潤した活性
化 CTL が増加し、一方で制御性 T 細胞の割合が減少していた。この SN38-PROTAC によるがん免
疫の活性化の促進は STING 欠損マウスでは確認できなかった。また SN38-PROTAC 投与によるマ
ウスの体重減少などは見られなかったことから、SN38-PROTAC は顕著な毒性を有さないことが推
測された。これらの結果から、SN38-PROTAC は DAMP 産生の誘導とそれによる STING シグナルの
活性化を介して腫瘍微小環境を変化させ、PD-1 抗体への感受性を高めていることが示唆された。 
 
本研究では RPL15 を標的とする新規の SN38-PROTAC を創出し、 SN38-PROTAC ががん細胞からの
DAMP産生の誘導とがん免疫の活性化をin vivoで発揮することを明らかにした。今後は他の様々
ながん種や PD-1 抗体以外の免疫チェックポイント阻害剤においても SN38-PROTAC が抗腫瘍効果
を増強するかを検証していきたいと考えている。 
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Fig.1 SN38-PROTAC による RPL15 の分解誘導 
MCF7 細胞を各種化合物で 12 時間処理し、 
ウェスタンブロット法にて RPL15 タンパクを 
検出した 

Fig.2 SN38-PROTAC による DAMP 産生の誘導 
MCF7 細胞を各種化合物で 48 時間処理し、そ
の培養上清と BMDC を 48 時間共培養した。 
その後、BMDC からの IL-6 産生を ELISA 法で
定量した 
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