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研究成果の概要（和文）：近年我々はユビキチンープロテアソーム系を利用したエストロゲン受容体分解誘導剤SNIPER
(ER)の開発を進めている。本研究において、SNIPER(ER)が乳癌細胞のエストロゲン受容体を分解後に活性酸素種(ROS)
を発生させ、ネクローシス様の細胞死を誘導することを明らかにした。この結果は、SNIPER(ER)がER陽性乳癌の治療の
ためのリード化合物となりうることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have developed a hybrid small molecule named SNIPER(ER) (Specific 
and Non-genetic IAP-dependent Protein Eraser for Estrogen Receptor) that induces degradation of estrogen 
receptor alpha (ERa) proteins via ubiquitin-proteasome system. In this study, we revealed that SNIPER(ER) 
induces ROS production after the ERa degradation and caused necrotic cell death of MCF-7 cells, implying 
a therapeutic potential of SNIPER(ER) as a lead for the treatment of ERa-positive breast cancers.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 乳癌　エストロゲン受容体
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１．研究開始当初の背景	 
	 
	 乳癌は日本人女性の罹患率が最も高いが
んである。女性に多く見られるが、まれに男
性も羅患することがあり、我が国における罹
患率・死亡率は、ともに年々増加傾向にある。
乳癌の約７割が女性ホルモンであるエスト
ロゲンの影響を受けて増殖するタイプであ
り、多くの場合、乳癌組織においてエストロ
ゲン受容体(ER)の発現上昇が認められる。エ
ストロゲンの ER に対する結合を競合的に阻
害する薬剤タモキシフェン(Tamoxifen,	 TAM)
は、乳癌の進展を抑制するため、乳癌の治療、
さらには発がんリスクの高い患者の予防薬
として、これまで広く使われてきた。しかし
一方で、子宮などの組織においては、タモキ
シフェンは ER と結合してエストロゲン様作
用を発揮することから、子宮内膜癌のリスク
を上昇させることが知られている。また、中
性脂肪の増加による脂肪肝の発症や、鬱症状
などの副作用のため、投薬を途中で中止せざ
るを得ないケースも多い。長期服用により乳
癌がタモキシフェンに対する耐性を獲得し
て、より悪性度の高い二次癌発症リスクを上
昇させることから、通常は５年以内の服用に
限られるなど、解決すべき課題が多く残され
ている。	 
	 申請者はこれまで、低分子化合物によって
細胞内に発現する様々なタンパク質を選択
的に分解誘導することのできる「プロテイン
ノックダウン法」の開発に携わってきた。こ
の技術は、ユビキチンリガーゼ cIAP1 に結合
する小分子ベスタチン（BS）と標的タンパク
質に結合するリガンド（X）とのハイブリッ
ド化合物（BS-X）で両タンパク質を架橋し、
標的タンパク質を特異的にユビキチン化し
てプロテアソームによる分解を誘導すると
いう独創的な作用機序に基づいている（図
１）。原理的には、リガンド（X）を置換する
ことにより様々なタンパク質の特異的分解
に応用できる極めて汎用性の高い技術であ
り、以前に、レチノイン酸結合タンパク質
CRABP-II を選択的に分解する薬剤の開発に
成功している(FEBS	 Lett	 2011;	 Bioorg	 Med	 
Chem	 Lett	 2012)。そこで申請者らは、タモ
キシフェンの問題を克服するために、プロテ
インノックダウン法を利用して、ER を標的と
した ER 選択的分解誘導剤を作製した。この
ER 選択的分解誘導剤は、BS とタモキシフェ
ン(TAM)のハイブリッド化合物（BS-TAM）で
あり（図１）、申請者らは、ヒト乳癌細胞株
MCF-7 において、BS-TAM が内因性の ERαタン
パク質の分解を誘導することを証明した（図
２） (Bioorg	 Med	 Chem	 Lett	 2012;	 特 願
2011-195081 号)。	 
	 さらに興味深いことに、ER 分解誘導剤
BS-TAM は、ERαの分解とともに、癌細胞に強
力な細胞死を惹起することが明らかとなっ
た。この ER 分解誘導剤による細胞死は、ER
の発現レベルが低い細胞では誘導されず、ま

た、プロテインノックダウン反応を阻害する
プロテアソーム阻害剤の処理によって抑制
された。これらの実験結果は、この細胞死が
非特異的な細胞毒性に起因するのではなく、
ER 分解誘導剤による細胞内 ER の減少が細胞
死の直接の引き金となっていることを示唆
している。これまでの知見から予想された結
果は、ER の発現減少による癌細胞の増殖抑制
であって、細胞死の誘導は予想外であり、こ
れを分子レベルで説明するモデルは、現在の
ところ明らかでない。癌細胞の増殖を抑制す
るのではなく、積極的に細胞死を誘導するこ
の分子は、タモキシフェンよりも強力で選択
的な抗癌作用を持つ新規薬剤のリード化合
物となる可能性があると考えられる。	 

	 	 図１	 プロテインノックダウン法	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 以上の背景より、申請者らが開発した ER
分解誘導剤が、乳癌細胞に細胞死を誘導する
分子機構を明らかにし、ER 分解能、細胞死誘
導能において、ER 分解誘導剤の分子構造の最
適化を行うことを目的とした。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
	 エストロゲン依存性の増殖をする乳癌細
胞において、タモキシフェン等で ER の機能
を阻害すると、ER によって駆動される細胞増
殖に重要な遺伝子群の転写が抑制され、細胞
周期が停止し、最終的には細胞死に至る。し
かし、ER 分解誘導剤による細胞死は、タモキ
シフェンで引き起こされる細胞増殖停止か
ら細胞死に至るまでの時間と比較して、比較
的短時間で誘導される（3−6 時間）ことから、
ER 分解誘導剤が積極的に細胞死のシグナル
を起動している可能性が高い。また、タモキ
シフェンによる細胞死には高濃度の薬剤が
必要であり、細胞死を誘導する ER 分解誘導
剤と同濃度のタモキシフェンでは細胞死は
おこさないことから、それぞれが誘導する細
胞死の機序にはかなり違いがあると考えら
れる。	 
	 そこでまず、ER 分解誘導剤依存型細胞死に
ついて、細胞死の種類（アポトーシス・ネク
ローシス・オートファジー）を同定するため
に、細胞の形態観察を行い、さらに、各種細
胞死阻害剤等により、細胞死誘導反応が阻害
されるかを検討した。	 
	 さらに、細胞死を誘導するメカニズムにつ
いて検討した。細胞死の種類に基づいて、既



 

 

知の情報から、その上流の因子、シグナル伝
達経路について調べ、メカニズムを考察した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 細胞死の種類を同定するために、ER	 分解
誘導剤で処理した MCF-7 細胞をギムザ液で染
色して細胞の形態観察を行った。無処理の細
胞と比較して薬剤処理された群においては、
細胞の核画分のみが染色され細胞質がほと
んど染まらない細胞の存在が認められた（図
２）さらに、アポトーシスを引き起こすスタ	 

	 	 	 	 	 	 図２	 ギムザ染色	 
	 
ウロスポリンで処理した細胞、又はネクロー
シスを引き起こす過酸化水素で処理した細
胞と比較したところ、薬剤処理した細胞は過
酸化水素で処理した細胞の形態に近いこと
が分かった。ネクローシスにおいてはクロマ
チン結合タンパク質である HMGB1 が細胞外に
放出されることが知られているため、培養液
中にある HMGB1 を測定したところ、ER	 分解
誘導剤及び過酸化水素によって細胞死を起
こした細胞の培地中に HMGB1 が存在すること
を確認した（図３）さらに、各種細胞死阻害
剤（アポトーシス：z-VAD-FMK,	 ネクローシ
ス：Necrostatin,	 オートファジー：3－MA）
による ER	 分解誘導剤による細胞死に対する
影響を観察したが、どの化合物でも有意な	 
	 	 	 	 	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 図３	 HMGB1 の放出	 

細胞死抑制効果は認められなかった。阻害剤
は効果がなかったが、ギムザ染色による細胞
形態観察と HMGB1 の放出の結果から、ER	 分
解誘導剤は乳癌細胞である MCF-7 に、ネクロ
ーシス様細胞死を誘導することが強く示唆
された。	 
	 薬剤処理した MCF-7 細胞は、ネクローシス
細胞を染色する Propidium	 Iodide により染
色された。ネクローシスは活性酸素(ROS)の
過剰産生が引き金になって起こることが多
いため、薬剤による細胞内の ROS の量につい
て調べた。ROS によって酸化され蛍光を発す
る色素 CellRox	 Green を用いて細胞内 ROS の
量を評価したところ、ER	 分解誘導剤処理に
より細胞内 ROS の量は増加し、その効果はプ
ロテアソーム阻害剤の存在下で抑制された。
さらに、ROS のスカベンジャーである NAC で
細胞を前処理しておくと、ROS の産生が抑え
られ、細胞死が抑制された（図４）。以上の
結果は、ER 分解誘導剤によって ER 分解依存
的に ROS が産生され、それによりネクローシ
スが誘導されていることを示唆している。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 図４	 NAC 処理による細胞死抑制	 
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