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研究成果の概要（和文）：細胞内では、ミスフォールドタンパク質や、不要になったタンパク質

を細胞から除去する品質管理機構が働いており、ユビキチンは不要なタンパク質の目印となる 
『分解タグ』 として重要な役割を担っている。本研究課題では、この様なタンパク質の品質管
理機構を利用し、病因タンパク質を細胞内で分解するシステムの開発を目的とした。標的タン

パク質として、転移性乳ガンで高発現しているクロマチンリモデリング因子である SATB1 を
選択し、SATB1 にユビキチン付加を誘導する機能性分子を設計することで、病原タンパク質
のユビキチン化を誘導する新規機能性分子の設計と乳ガン細胞に対する増殖抑制効果を評価し

た。 
 
研究成果の概要（英文）：The mechanism to ensure the quality of intracellular proteins is the selective 
destruction of misfolded or damaged polypeptides. In eukaryotic cells, 26S proteasome performs the 
selective degradation of ubiquitynated proteins. We designed and evaluated new functional-decoy, 
"Degron-decoy", which is expected to recruit ubiquitin ligase and induce ubiquitin-dependent of target 
proteins. 
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研究分野：核酸化学・機能性分子開発 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内のタンパク質は絶えず分解され、アミ
ノ酸に帰し、再び新たなタンパク質として合
成される。しかし、タンパク質の分解は無秩
序に起こっているのではなく、高い選択性と
厳密な制御のもとに行われている。真核生物
では、大半のタンパク質がユビキチンを分解
の目印として付加された後、プロテアソーム

と呼ばれる巨大な分解酵素複合体により短
いペプチド断片にまで消化される。つまり、
ユビキチンはタンパク質を分解に導く目印
であり、プロテアソームはユビキチンで修飾
されたタンパク質を選択的に分解する細胞
内装置であるといえる。このタンパク質の分
解機構は、ミスフォールドタンパク質や、不
要になったタンパク質を細胞から除去する
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『品質管理機構』として細胞内で常に働いて
おり、細胞の恒常性維持に不可欠となってい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、この細胞が本来持っている
タンパク質の品質管理機構を利用した、病原
タンパク質の機能抑制を達成する新しいサ
イレンシング手法の有用性を評価すること
を目的とした。	 
	 標的タンパク質として、転移性乳ガンで高
発現しているクロマチンリモデリング因子、
SATB1	 (Special	 AT-rich	 sequence-binding	 
protein)	 を選択した。SATB1 は、正常乳腺細
胞には発現しておらず、転移性乳ガン細胞の
みで高発現しており、腫瘍発生や転移の促進
に関わる 1千以上もの遺伝子の発現を制御し
ていることが報告されている	 (Han	 et	 al.,	 
Nature,	 2008,	 452,	 187-195)。SATB1 が DNA
結合性タンパク質であることを利用し、
SATB1 をトラップする足場として、おとり型
核酸（デコイ DNA）を採用した。SATB1 の認
識配列を有する二重鎖 DNA に、	 『分解タグ』
であるユビキチンをリクルートするシグナ
ルペプチド	 （degron）	 をコンジュゲートし、
トラップした SATB1 にユビキチン（タンパク
質分解タグ）を付加させることによって、プ
ロテアソームによる分解を促進させる、新し
い核酸医薬の開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、悪性乳ガン細胞の増殖に関
わるクロマチンリモデリング因子 SATB1 の機
能を特異的に制御する新規核酸医薬の開発
を目指し、以下の２点について重点的に検討
を行った。	 
	 
I.	 ユビキチンリガーゼ認識配列をコンジュ
ゲートしたデコイ DNA	 （degron-Decoy）の合
成と乳ガン細胞における機能評価	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
基本骨格に SATB1 認識配列を有する 16 量体
の二重鎖 DNA	 (Decoy	 DNA)を設計した。Decoy	 
DNA の片方の鎖の 5’末端に、ユビキチンリ
ガーゼである XIAP（X-linked	 inhibitor	 of	 
apoptosis）をリクルートするシグナルペプ
チド	 (NAVPIAAKSEC)を固相上でコンジュゲ
ートし、切り出し、脱保護の後、逆相 HPLC
により精製した	 (Degron-Decoy	 DNA)	 。遺伝
子導入試薬SugarFect	 (MedGEL)を用い、SATB1

高発現細胞である MDA-MB-231 乳癌細胞株に
対する Degron-Decoy の細胞増殖抑制効果及
び遺伝子発現抑制効果の評価を行った。	 
	 
	 II.	 degron-Decoy の核内送達効率の評価な
ら び に NLS 配 列 を 付 与 し た 	 新 た な
degron-Decoy	 の設計と合成	 
MDA-MB-231 細胞はオリゴ核酸の核内送達効
率が大変に低い細胞株である。このため、遺
伝子導入試薬の検討ならびに、NLS 配列を有
する degron-Decoy	 の設計と合成を行った。
NLS 配列として、SV40 および	 SATB1	 の	 NLS
領域を選択し、Fmoc 固相合成法により各々の
NLS-peptide	 を合成した。NLS-peptide のシ
ステイン残基の SH 基と、5’末端にマレイミ
ド基を持つオリゴ DNA	 を作用させ、コンジュ
ゲート体を得た後、HPLC により精製を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
I.	 ユビキチンリガーゼ認識配列をコンジュ
ゲートしたデコイ DNA	 （degron-Decoy）の合
成と乳ガン細胞における機能評価	 
まず、Degron ペプチドを導入していない
Decoy	 DNA 単独の細胞増殖抑制効果を評価し
た。Decoy	 DNA を MDA-MB-231 細胞に導入し、
WST-1	 assay により増殖抑制効果を定量した
結果、460nM	 で 20%、860nM で 60%	 の細胞増
殖職制効果が認められた。また、Decoy	 DNA
処理した MDA-MB-231 細胞から total	 RNA を
抽出し、RT-PCR を行ったところ、SATB1 下流
遺伝子（S100A4,	 CTGF,	 ERBB2,	 VEGFB）の発
現が抑制されていることを確認することが
出来た。さらに、Migration	 Assay	 により細
胞の遊走能評価を行ったところ、Decoy	 DNA
処理した MDA-MB-231 細胞の遊走能が顕著に
抑制されることが明らかとなった。以上の様
な効果は、コントロール配列を有する Decoy	 
DNA の場合には認められなかった。これより、
我々の設計した Decoy	 DNA は、SATB1 の機能
を制御する上で有効な分子骨格となること
が示された	 。	 
	 
II.	 degron-Decoy	 DNA の核内送達効率の評価
ならびに NLS 配列を付与した	 新たな
degron-Decoy	 の設計と合成	 
ユビキチンリガーゼである XIAP をリクルー
トするシグナルペプチドをコンジュゲート
したデコイ DNA の合成を行った（degron	 
-Decoy）。合成した	 degron-Decoy	 を MDA-MB-	 
231 乳癌細胞株に導入し、細胞増殖抑制効果
を評価しようと試みた。しかし、SATB1	 が局
在する細胞核内に	 degron-Decoy	 を送達す
ることが極めて困難であることが明らかと
なった。種々の核酸導入試薬を用いてもこの
問題点を解決することが出来なかったため、
degron-Decoy	 に核移行シグナルペプチド



 

 

（NLS）を導入してさらなる高機能化を図っ
た。NLS	 として、既報でその有効性が確認さ
れている	 SV40 の	 NLS	 配列に加え、SATB1	 の	 
NLS	 配列を選択し、degron-Decoy	 に導入し
た（degron-NLS-Decoy）。SATB1 の NLS 配列を
介して	 degron-NLS-Decoy	 が細胞核内に送
達されることで、SATB1 自身の核移行が阻害
され、さらなる効果が期待される。また、
SATB1 陽性で	 MDA-MB-231	 細胞より核酸の細
胞内導入効率の良い細胞を、	 HCT-15	 細胞を
用いて作成した。今後、作成した SATB1 陽性
細胞ならびに degron-NLS-Decoy を用い、
degron-NLS-Decoy の核酸医薬としての有効
性評価を行っていきたい。	 	 
	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 
	 
	 
	 
図 1	 Decoy DNA の細胞増殖抑制効果  

(A) MDA-MB-231（SATB1-poritive）  
 (B) MCF7（SATB1-negative） 

●：SATB1 Decoy, ○：Control Decoy 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 2	 RT-PCRによる SATB1下流遺伝子

の発現量評価  
[Decoy DNA] = 460nM 
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