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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、標的特異的タンパク質分解法によって、最も有名な癌遺伝子産物の一つ活
性型Rasタンパク質の分解を誘導する化合物（SNIPER）の開発を目指す。今回、2種類のSNIPERを合成したが、何れのSN
IPERもRasタンパク質を分解する活性を有していなかった。さらにRasタンパク質に結合する化合物を同定するために、
in silico docking simulationを行い728個のRasリガンド候補化合物を得ることが出来た。また、対象とした標的タン
パク質が、実際にプロテインノックダウンによって分解出来るか否かを事前に検証できるシステムも別途構築した。

研究成果の概要（英文）：The aim this study is to develop the SNIPER that specifically target activated 
mutant Ras proteins by protein knockdown system. We synthesized two bestatin-Ras-binding compounds 
hybrids (SNIPERs), however both compounds did not degrade Ras protein in cells. To identify more Ras 
ligand candidate compounds we performed in silico docking simulation and obtained 728 candidates. In 
addition, we developed a system that makes us to predict performance of the protein knockdown against 
proteins of interest by SNIPER before identifying specific ligands for proteins of interest.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
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シグナルを上流の受容体型チロシンキナー
ゼから下流のエフェクターへと仲介する。
Ras は GTP 結合型が活性型、GDP 結合型が不
活性型であり、両状態の変遷は 2 種類のタン
パク質によって調節されている。一方はグア
ニンヌクレオチド交換因子（GEF）と呼ばれ、
GDP の解離と GTP の取り込みを促進するこ
とにより Ras を活性化する。他方は GTPase
活性化タンパク質（GAP）と呼ばれ、結合し
た GTP を加水分解し Ras を不活性化する。
Ras の発癌変異では 12、13 番目のグリシンお
よび 61 番目のグルタミンが置換しているこ
とが多く、これらの変異のある Ras は GTP
と結合できるが、GAP による GTP の加水分
解が出来なくなり、上流からのシグナル非依
存的に構成的に活性化される。ヒトの腫瘍の
およそ 1/3 において ras 遺伝子に構成的活性
型変異が認められ、その頻度は膵癌で 90％、
大腸癌および甲状腺癌で 50％、肺癌で 30％、
黒色腫で 25％と報告されており、ras はヒト
の癌において最も高頻度で変異が見られる
癌遺伝子である。従って、活性型変異 Ras を
標的とした医薬品は単独使用、または他の抗
癌剤との併用により癌の分子標的治療戦略
の上では最も有効な手段となる。これまで
Ras 経路を標的とした癌治療戦略として、Ras
の作用発現に必須である翻訳後修飾を阻害
する方法、アンチセンス核酸を用いて Ras の
発現を減弱させる方法等が試みられてきた。
しかし、これまでのところ種々の問題により
実際に臨床で用いられているものはなく、
Ras は undruggable target であると思われてき
た。 
 この様な現状下、我々はタンパク質分解機
構を利用して活性型 Ras を標的できれば従来
型の阻害剤ベースの薬剤とは異なる新しい
治療薬の創出が可能であろうと考えた。本研
究課題では、内藤らによって考案されたプロ
テインノックダウン法（J Am Chem Soc 132, 
5820; FEBS Lett 585, 1147）により、活性型 Ras
を特異的に分解の標的にすることにより、こ
れまで undruggable target とされてきた Ras を

介した oncogenic signal を遮断することによ
り抗腫瘍活性を発揮させることを試みる。
我々は実際に、培養癌細胞の活性化型 Ras を
RNA 干渉によってノックダウンすると増殖
が著しく減弱することを確認している（図 1）。
一方、正常型 Ras を発現する細胞の Ras をノ
ックダウンしても増殖は変化せず、Ras を標
的する事の正常細胞に対する毒性の低さも
示唆されている。 

 プロテインノックダウンはユビキチン-プ
ロテアソーム系を介して標的タンパク質を
特異的に分解に導くことの出来る手法であ
る（図 2）。アポトーシス阻害タンパク質ファ
ミリー（IAP）の一員である cIAP-1 は、アポ
トーシス促進性のタンパク質をユビキチン
化しプロテアソーム依存性の分解を促進す
るユビキチンリガーゼである。最近、抗癌剤
として知られるベスタチン（BS）のメチルエ
ステルが cIAP-1 の BIR3 ドメインに結合し、
cIAP-1 の自己ユビキチン化反応とその分解
を促進することが見出された（J Biol Chem 
283, 8961）。さらに、BS に標的タンパク質特
異的なリガンドをつなげることにより、その
リガンドと特異的に結合する標的タンパク
質をユビキチン-プロテアソーム系を介して
分解できることが見出された（図 2）。現段階
でプロテインノックダウンは、 all-trans 
retinoic acid（ATRA）をリガンドとして ATRA
結合タンパク質 CRABP2 を標的とした試験
管内の反応の観察に留まっているが、我々は
本技術の潜在的な有用性に着目し、有害タン
パク質の消失による病態の改善に本技術が
応用できると着想した。そこで我々は、ヒト
の腫瘍において最も高頻度で変異が見られ、
未だ薬剤を用いての克服が成功していない
活性型 Ras を標的とすることが、最も本技術
を生かした分子標的治療に繋がると発想し
た。 
 プロテイ
ンノックダ
ウンによる
標的タンパ
ク質の分解
には特異的
に結合する
リガンドの



存在が必須である。これまで、種々の低分子
化合物等が Ras に結合することが報告されて
いる。そのうち、phage display によって同定
された特定の配列のペプチド（Chem Bio 
Chem 11, 517）が、実際に Ras と結合するこ
とを我々は確認している（図 3）。 
 
２．研究の目的 
 ras は腫瘍全体の約 3 分の 1 で活性化変異
が認められている最も普遍的な癌遺伝子で
あり、その産物である低分子量 G 蛋白質 Ras
は抗腫瘍薬開発上、最も有効な分子標的と考
えられる。本研究課題では、プロテインノッ
クダウン法によって、癌細胞中の活性型 Ras
タンパク質を特異的に標的し、分解に導くた
めの基盤技術を開発することを第一の目的
とする。さらにその技術を応用、発展させる
ことにより、活性型変異 Ras を持つ癌細胞株
の癌化形質を抑制することの出来る新規癌
の分子標的治療薬候補の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究は、以下の大きく以下の 3 点に分けて
研究を進めた。 
1.活性型 Ras に特異的に結合するリガンドを
種々のスクリーニング法を駆使して、複数の
候補化合物の同定を目指した。また、先述し
た報告されている Ras 結合化合物やペプチド
が実際に Ras に結合するかを検証し、結合が
確認できたものに関してはリガンドとして
利用した。 
2. Ras 高親和性化合物として見出された候補
化合物は BS と架橋し、BS-候補化合物ハイブ
リッド（Specific and No-genetic IAP-dependent 
Protein eraser: SNIPER）を作製した。各
SNIPER を用いて培養癌細胞の活性型 Ras 分
解誘導活性を測定した。 
3. リガンドスクリーニングに平行して、Ras
タンパク質が実際に SNIPER によって分解に
導くことが可能かどうかを検証するシステ
ムを構築した。本システムではタグ付きの
Ras タンパク質の発現ベクターを作製し、培
養細胞に発現させ、そのタグに対する特異的
リガンドを用いた SNIPER でプロテインノッ
クダウンを行い、Ras タンパク質を分解誘導
する。本システムによって、Ras に対するプ
ロテインノックダウンの効果を Ras に対する
特異的リガンドを同定する前に予測するこ
とが可能となる。 
 
４．研究成果 
（1）文献検索等により、少なくとも 8 種類
の Ras タンパク質結合低分子化合物候補を得
た。これらの候補化合物をビオチンで標識し、
in vitro pull-down assay を行い、実際に Ras タ
ンパク質と結合する可能性があるかどうか
検証した。その結果、2 種類の化合物 2 およ

び 8 は実際に細胞内で Ras タンパク質に結合
することが確認できたため、これらの化合物
を SNIPER 化し、それらのプロテインノック
ダウン活性を確認した。しかしながら、これ
ら二つの化合物由来の SNIPER は細胞に作用
させても Ras タンパク質を分解する活性を発
揮しなかった（図 4）。 
 
（2）さらに Ras 結合低分子化合物候補を同
定するために、in silico docking simulation によ
って活性化型 KRas に結合する化合物群を網
羅的にスクリーニングした。一般に、阻害剤
ベースの化合物スクリーニングは標的タン
パク質の活性を抑制することを指標にした
スクリーニングであったため、酵素活性に寄
与するポケットに結合する化合物が探索さ
れてきた。Ras の場合も同様であり、自ずと
狙うポケットが限定されていた。今回、我々
の目的では必ずしも Ras タンパク質の活性を
阻害する化合物を探索する必要が無く（いわ
ゆる silent binder が同定できれば十分）、先行
研究とは異なった戦略で、これまで探索され
なかったポケットに結合する化合物をスク
リーニングすることができた。市販化合物
850 万化合物より重複を除いた後得られた
650 万化合物に対し、スクリーニングを行い、
種々の絞り込みを行った結果、728 化合物が
結合候補化合物として示された。現在、スコ
アの高い化合物を優先に、in vitro での Ras タ
ンパク質結合活性の再検証を行っている。 

 

（3）Ras タンパク質が真に SNIPER によって
プロテインノックダウンの系により分解誘
導する事が可能な標的か否かを検証するシ
ステムの構築を行った。以前の研究により
CRABP2タンパク質はATRAをリガンドとし
た SNIPER (CRABP2)によって（図 2 の X の
部分がATRAであるSNIPER）、ユビキチン化、



分解誘導されることが分かっている（FEBS 
Lett 585, 1147）。この CRABP2 と Ras との融
合タンパク質の発現ベクターを作製し、
CRABP2 をタグとして Ras タンパク質を
SNIPER (CRABP2)を用いたプロテインノッ
クダウンにより分解誘導できるか否かを検
証した（図 5）。その結果、2 種類の cIAP-1
リガンド由来（図 2 の BS の部分が異なる 2
種類）の SNIPER (CRABP2)-4 と SNIPER 
(CRABP2)-11 は、共に CRABP2 タグ化した
KRas タンパク質を分解に導くことが示され、
Ras タンパク質はプロテインノックダウンの
系によって分解に導くことが可能な標的で
あることが示唆された。 
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