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研究成果の概要（和文）：本研究では、ペプチドのステープル化を基盤としたタンパク質分解誘導薬(PROTAC)の
開発により、効率的に広範に適用可能なペプチド性PROTACの創製基盤を確立することを目指した。
リシン特異的脱メチル化酵素1(LSD1)を標的タンパク質とし、ペプチド性PROTACの創製研究を展開した。LSD1リ
ガンドペプチドおよびペプチドのステープル化に用いる種々架橋鎖を設計・合成し、連結することで、複数のス
テープル化ペプチドを調製した。合成したステープルペプチドはLSD1分解誘導活性を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish molecular technologies for the efficient and 
broadly applicable development of peptide-based proteolysis-targeting chimeras (PROTACs) through 
peptide stapling strategies. We focused on lysine-specific demethylase 1 (LSD1) as the target 
protein and conducted research on developing peptide-based PROTACs. We designed and synthesized 
novel LSD1 ligand peptides incorporating non-natural amino acids, as well as various cross-linking 
chains used for peptide stapling. By conjugating these components, we prepared multiple stapled 
peptides. The synthesized stapled peptides were suggested to possess LSD1 degradation-inducing 
activity.

研究分野：有機化学、創薬化学

キーワード： 有機化学　ペプチド　タンパク質分解誘導剤　PROTAC　構造活性相関　タンパク質間相互作用　創薬　
固相合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質分解誘導薬(PROTAC)の創製には、標的タンパク質の適切なリガンドが必要であり、各リガンドの最適
化、リンカーとのリガンドの結合部位の精査、リンカーの長さや種類の最適化等非常に多くの条件検討が必要で
あるため、簡便に設計・合成可能かつ幅広い標的に適用可能なPROTACの開発基盤技術が強く求められる。
本研究では、ペプチドのステープル化戦略を活用し、リシン特異的脱メチル化酵素1(LSD1)を標的タンパク質と
したペプチド性PROTAC候補化合物を創製した。本戦略は、ペプチド性PROTACの創製を簡略化し、高い汎用性が期
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 
タンパク質分解誘導薬(proteolysis-targeting chimeras, PROTACs)の創製には、標的タンパク質の
適切なリガンドが必要であり、かつ数多くの最適化を要する。そのため、簡便に設計・合成可能
かつ幅広い標的に適用可能な PROTACの開発基盤技術が強く求められる。 
 
 
２．研究の目的 
ペプチドのステープル化を基盤としたペプチド性 PROTAC の開発により効率的に広範に適用
可能な PROTACの創製を実現する革新的分子技術を確立することを目指した。 
 本研究では、リシン特異的脱メチル化酵素 1(LSD1)を標的としたペプチド性 PROTAC を創製
することを研究目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

LSD1 リガンドペプチドおよびペプチドのステープル化に用いる種々架橋鎖を設計・合成し、
連結することで、ステープル化ペプチドを調製することを計画した。 
 
 
４．研究成果 
まず、ペプチド性の LSD1リガンドの設計のため、SNAIL1の配列を基盤とした LSD1阻害ペ
プチドを創製した。 
 
リシン特異的脱メチル化酵素 1(LSD1)は転写因子 SNAIL1と相互作用し、その相互作用阻害は
抗がん活性を示すと期待されている[1]。しかし、LSD1/SNAIL1選択性や膜透過性の向上、構成残
基数の最適化、各側鎖の重要性に関する網羅的知見・検討は十分ではなく、より高活性なペプチ
ド性阻害薬開発には課題が多い。本研究では、SNAIL1の N末端からの配列を基盤とし、構成残
基数と側鎖構造を種々検討したペプチド化合物を設計・合成し、その LSD1阻害活性を評価する
ことで、新規 LSD1阻害ペプチドを創製することとした。 

 
活性に必要な最小限のアミノ酸残基数を探索するために、SNAIL1の N末端から 20残基の配
列からなるペプチド SNAIL1 1–20 (1)と、16残基、12残基の配列からなるペプチド SNAIL1 1–16 
(2)、SNAIL1 1–12 (3)を合成した後、それらの LSD1阻害活性を評価し、SNAIL1 1–16 (2)が最も
高い LSD1阻害活性を示すことをこれまでに明らかとしていた。そこで、SNAIL1 1–16 (2)を基盤
に、構造活性相関研究を実施することとした。 

 
LSD1と SNAIL1の N 末端ペプチド間の X線結晶構造解析の結果(PDB ID: 2Y48)[2]、第 3、4、

5 残基が LSD1の触媒部位近傍に位置していた。中でも、第 4残基のフェニルアラニンはπ-π
相互作用を介して補酵素 FAD と相互作用していることが示唆されたことから(Figure 1)、LSD1
の阻害に重要であると考えた。そのため本研究では、SNAIL1 1–16 (2)の N末端から第 3、5残基
の構造活性相関研究を実施した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



・第 3残基の構造活性相関 
SNAIL1 1–16 (2)の第 3残基のセリンをフェニルアラニンで置換したペプチド 2aは、10 µMの
濃度で LSD1を強く阻害しなかった(Figure 2)。さらに、ロイシンで置換したペプチド 2bの LSD1 
阻害活性は SNAIL1 1–16 (2)の 6.6 倍低かった(Figure 2)。これらの結果から、SNAIL1 1–16 (2)の
第 3 残基のヒドロキシ基が LSD1 の阻害に重要であると考え、チロシン、ホモセリン、スレオ
ニンで置換したペプチド 2c–2e を評価した。ホモセリンおよびスレオニンで置換したペプチド
2d および 2e は、SNAIL1 1–16 (2)よりわずかに劣るものの、中程度の LSD1 阻害活性を示した
(Figure 2)。また、チロシンで置換したペプチド 2cは、ペプチド 2dおよび 2eより低いものの、
フェニルアラニンで置換したペプチド 2aより強い LSD1阻害活性を示した(Figure 2)。これらの
結果から、第 3 残基にはヒドロキシ基を含むアミノ酸が疎水性のアミノ酸よりも適しているこ
とが示唆された。 
 
・第 5残基の構造活性相関 

SNAIL1 1–16 (2)の第 5 残基のロイシンを芳香族性のアミノ酸残基フェニルアラニンおよびチ
ロシンにそれぞれ置換したペプチド 2fおよび 2gは強い LSD1阻害活性を示さず、芳香族性の置
換基およびヒドロキシ基の導入は LSD1の阻害には適していないことが示唆された(Figure 2)。そ
こで、第 5残基のロイシンをバリン、イソロイシン、非天然のアミノ酸であるシクロヘキシルア
ラニンやノルロイシンなどのアルキル基を含む疎水性のアミノ酸に置換したペプチド 2h–2k を
評価した。その結果、バリンで置換したペプチド 2h とイソロイシンで置換したペプチド 2i の
LSD1阻害活性は、SNAIL1 1–16 (2)と比較して低かったが、シクロヘキシルアラニンで置換ペプ
チド 2jとノルロイシンで置換したペプチド 2kはそれぞれ強力な LSD1阻害活性を示した(Figure 
2)。興味深いことに、ノルロイシンで置換したペプチド 2kは、SNAIL1 1–16 (2)よりも強い LSD1
阻害活性を示した。これらの結果は、SNAIL1 1–16 (2)の第 5残基においては、脂肪族アルキル基
が芳香族性の置換基よりも適していることを示唆しており、また、脂肪族アルキル基としては分
岐鎖のものより直鎖のものがより適していることが示唆された。本結果は、ペプチドと LSD1間
の疎水性相互作用が LSD1の阻害に重要であることを示唆している[3]。 
 
 

 



 
 
続いて、SNAIL1 の配列を基盤とした LSD1 阻害ペプチドを基盤に、LSD1 を標的としたペプ
チド性 PROTAC の創製に着手した。LSD1 リガンドペプチドにステープルの足掛かりとなる官
能基を導入した LSD1リガンドおよびペプチドのステープル化に用いる種々架橋鎖を設計・合成
した。これらを連結することで、複数のステープル化ペプチドを調製し、LSD1 PROTAC候補ペ
プチドの効率的合成を達成した。さらに、HeLa 細胞を合成したペプチドで処理し、ウェスタン
ブロッティングにより LSD1 PROTAC 候補ペプチドの LSD1 分解誘導活性を評価した。その結
果、合成した候補ペプチドは LSD1分解誘導活性を有することが示唆された。今後、メカニズム
解析や PROTAC の構造最適化を実施するとともに、他の標的に対して本戦略を適用し、本戦略
の有用性を実証する予定である。 
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