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研究成果の概要（和文）： 

申請者らが開発したタンパク質ノックダウン法は、ユビキチンリガーゼの1種cIAP1と標的タン

パク質の双方に結合する低分子により、標的タンパク質の分解を人工的・特異的に誘導する方法

である。本研究では、タンパク質ノックダウン法を応用して、低分子の標的タンパク質の同定法

と、異常コンフォメーション特異的な神経変性疾患原因タンパク質の分解誘導の２テーマについ

て取り組んだ。前者については、標的タンパク質が既知な化合物とcIAP1リガンドを連結した化

合物を用いてコンセプト確認を行った。具体的には、細胞株に化合物を処理した後、細胞溶解物

を二次元電気泳動し、減少したスポットを質量分析したところ、実際に既知の標的タンパク質が

同定できた。次に、標的タンパク質がほとんど未知である生理活性物質とcIAP1リガンドを連結

させた化合物を3種合成し、標的タンパク質同定を検討している。一方後者については、異常凝

集型タンパク質リガンドとcIAP1リガンドを連結した化合物を2種類合成した。この化合物が、

異常凝集型タンパク質の特徴的構造であるポリグルタミンペプチドに結合することを確認した。

更に、神経変性疾患患者由来の細胞にこれらの化合物を処理したところ、ポリグルタミン抗体で

染色されるタンパク質の量が減少する結果が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have developed a method that induces selective degradation of target proteins by small 

molecules consisting of cIAP1 ligand linked to a ligand of the target protein (protein 

knockdown). In this study, protein knockdown was applied to target identification of 

bioactive small molecules, and degradation of misfolded proteins which would cause 

neurodegenerative disorders. As a proof of concept, a known target protein was identified 

with a proteome analysis using a linked molecule consisting of cIAP1 ligand and a small 

molecule which binds to a protein. On the other hand, molecules consisting of dyes bound 

to the misfolded proteins linked to cIAP1 ligand were designed and synthesized. The 

molecule was proved to bind a poly glutamine (polyQ) peptide, a major component of misfoled 

proteins, and decrease proteins which were immunostained with anti-polyQ antibody in 

living cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 申請者らが開発したタンパク質ノックダウ

ン法は、標的タンパク質を特異的に分解する

新しい方法である。この方法は、標的のタン

パ ク 質 と ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ の 一 種

cIAP1(cellular inhibitor of apoptosis 

protein 1)からなる複合体を生理的な条件下

で人工的に形成できれば、標的タンパク質に

特異的にユビキチンを付与し、標的タンパク

質を分解できるとの考えに基づいている。そ

して、cIAP1と標的タンパク質の複合体を形成

させる為に、cIAP1の低分子リガンド（メチル

ベスタチン）と標的タンパク質のリガンドを

連結させた低分子を設計・合成した。そして

この低分子が、生細胞中で標的タンパク質を

期待通り特異的に減少させることを報告した

[J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 5820.]。 

 創薬化学において、生理活性物質の薬物受

容体が未知の場合はその探索・同定が重要で

ある。アフィニティークロマトグラフィー法

やビオチン－アビジンキャッチ法により、こ

れまで多くの低分子に対する標的タンパク質

が同定されてきた。しかしこれらの方法によ

り標的タンパク質を同定できない場合も多く

存在する。原因は多様と考えられるが、低分

子が難溶性の場合は特異的な溶出が困難であ

ること、標的タンパク質に対する低分子の結

合能が弱いこと、操作中に標的タンパク質が

低分子から乖離してしまうこと、等が挙げら

れる。以上より、従来法とは異なる原理で標

的タンパク質を同定する方法が求められてい

る。 

 アルツハイマー病、プリオン病、パーキン

ソン病、ハンチントン病などは、βアミロイ

ドやプリオンなどの疾患原因タンパク質の折

りたたみ不全に起因する神経変性疾患である。

これら疾患原因タンパク質は共通して、折り

たたみ不全状態ではβシート構造を有し、高

毒性のオリゴマーなどの可溶性凝集中間体を

経て難溶性凝集体を形成する。これらの疾患

の治療には、毒性の高い凝集中間体を減らす

ことが重要と考えられている。 

 
２．研究の目的 

創薬化学の新しいカテゴリーを提案するため

に、タンパク質ノックダウン法を以下の２つ

の柱に応用する。［柱１］標的タンパク質が

未知の生物活性低分子とE3 リガンドを連結

させた化合物を合成し、その標的タンパク質

を同定する。［柱２］βシート構造の特異的

リガンドとE3リガンドを連結させたハイブリ

ッド化合物が、タンパク質ノックダウン法に

よりβシート構造を有する神経変性疾患関連

タンパク質を分解できることを示す。 

 

３．研究の方法 

標的タンパク質が既知である低分子リガンド

を最初に用いて、仮説を立証する。即ち、タ

ンパク質ノックダウンを誘導する化合物を処

理した細胞溶解物のプロテオーム解析（二次

元 電 気 泳 動 で 分 離 し た タ ン パ ク 質

（MALDI-TOFMS を用いて解析する方法）によ



り、化合物未処理群に比べて減少したタンパ

ク質を同定する。次に実際に標的タンパク質

が未知である生理活性物質とcIAP1リガンド

を連結した化合物を合成し、標的タンパク質

の同定を試みる。［柱２］βシート構造に特

異的に結合する試薬として、チオフラビンT

などの色素が知られている。これら色素をβ

シート構造の特異的リガンドとして本研究に

利用し、チオフラビンT 誘導体とベスタチン

のハイブリッド化合物を設計する。合成化合

物が、βシート構造に結合すること、また疾

患原因タンパク質を生細胞中で減少すること

を確認する。 

 
４．研究成果 

[柱１]については、タンパク質ノックダウン

法の改良を行い、標的タンパク質を特異的に、

または強く分解誘導する技術を開発して当研

究の基盤を整えた。更に、標的タンパク質が

既知な化合物とcIAP1リガンドを連結した化

合物を用いてコンセプト確認を行った。具体

的には、細胞株に化合物を処理した後、細胞

溶解物を二次元電気泳動し、減少したスポッ

トを質量分析したところ、実際に既知の標的

タンパク質が同定できた。次に、標的タンパ

ク質がほとんど未知である多重薬理を示す生

理活性物質の標的タンパク質同定を検討して

いる。具体的には、多重薬理を示す低分子と

cIAP1リガンドを連結させた化合物を3種合成

した。一方[柱２]については、異常凝集型タ

ンパク質リガンドとcIAP1リガンドを連結し

た化合物を2種類合成した。この化合物が、異

常凝集型タンパク質の特徴的構造であるポリ

グルタミンペプチドに結合することを確認し

た。更に、神経変性疾患患者由来の細胞にこ

れらの化合物を処理したところ、ポリグルタ

ミン抗体で染色されるタンパク質の量が減少

する結果が得られており、このメカニズムを

解析している。 
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