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研究成果の概要（和文）：私達は細胞内の標的タンパク質を選択的に分解する化合物であるSNIPERの開発を行っ
ている。本研究では、微小管制御タンパク質であるTACC3を標的としたSNIPER(TACC3)をデザインし合成した。
SNIPER(TACC3)は細胞内でTACC3のユビキチン化とプロテアソームによる分解を誘導すること、SNIPER(TACC3)は
正常細胞と比較してTACC3を高発現している癌細胞に対して選択的にアポトーシスやパラトーシス様の細胞死を
誘導することを明らかにした。また、SNIPER(TACC3)とプロテアソーム阻害剤ボルテゾミブを併用すると様々な
癌細胞株で相乗的な細胞死が誘導されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have developed SNIPER compounds that induce selective degradation of 
target proteins. In this study, we designed and synthesized SNIPER(TACC3)s, which target the spindle
 regulatory protein TACC3. SNIPER(TACC3)s induce ubiquitylation and proteasomal degradation of TACC3
 in cells. Mechanistic analysis indicated that APC/CCDH1 mediates the SNIPER(TACC3)-induced 
degradation of TACC3. SNIPER(TACC3) selectively induced apoptosis in cancer cells expressing a 
larger amount of TACC3 than normal cells. 
SNIPER(TACC3) also induced paraptosis-like cell death selectively in cancer cells. Mechanistic 
analysis suggests that accumulation of ubiquitylated protein aggregates that requires XIAP induces 
ER-stress responses involving XBP-1 and ER-derived vacuolization in cancer cells. Importantly, 
inhibition of proteasome enhanced SNIPER(TACC3)-induced vacuolization, and combination treatment of 
SNIPER(TACC3) and bortezomib exhibited a synergistic anticancer activity in several cancer cell 
lines. 

研究分野：生物系薬学

キーワード： TACC3　SNIPER　ユビキチン　プロテアソーム　がん　細胞死

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 キナーゼ阻害剤などのように病原性タン
パク質の機能を選択的に阻害する分子標的
治療薬が現在でも数多く開発されている。一
方で、低分子化合物により病原性タンパク質
を選択的に分解することができれば、これま
でにない革新的な薬剤を創製できると考え
られるが、そのような技術はほとんど研究さ
れていない。私達は、設計合成したハイブリ
ッド化合物 SNIPER（Specific and Nongenetic 
IAP-dependent Protein Eraser）により、細胞内
の狙ったタンパク質をユビキチン・プロテア
ソーム系により選択的に分解するシステム
の開発を行っている。SNIPER は、ユビキチ
ンリガーゼ cIAP1に対するリガンドであるメ
チルベスタチン（MeBS）と標的分子に対す
るリガンドをリンカーで繋いだ構造をして
おり、cIAP1 と標的タンパク質を架橋するこ
とで、標的タンパク質を特異的に分解するこ
とができると考えられる. 
 細胞分裂時に微小管が重合し形成される
紡錘体を標的とする薬剤として、ビンカアル
カロイドなどの微小管阻害剤が現在様々な
癌治療に使われている。しかし、これらの薬
剤は微小管に直接結合することから、静止期
細胞の微小管機能を阻害し、重篤な副作用を
生じることが知られている。そこで近年では、
Aurora kinases や Polo-like kinases のような
mitotic kinasesやモータータンパクであるEg5
などの、分裂時の微小管の作用を制御するタ
ンパク質を標的とする分子標的治療薬の開
発が行われている。TACC3も同様に分裂期の
微小管制御因子であり、様々な癌細胞で高発
現していることが知られている。また、p53
欠損マウスに自然発症する胸腺リンパ腫は、
TACC3 を欠損させることにより正常組織へ
の影響なく腫瘍の退縮が生じることが報告
されていることから、TACC3が癌治療の有望
な標的分子であることが示唆されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、微小管制御タンパク質 TACC3
を標的とした SNIPERを新たに設計合成し、
SNIPER を基にした創薬技術が微小管局在タ
ンパク質に対しても適用可能であるか検証
すると共に、その分解誘導メカニズムや細胞
生物学的アウトプットを解析する。この研究
はモデル研究であり、微小管制御タンパク質
の選択的分解を機序とした新たな分子標的
治療薬の開発の基礎を創り上げることを目
的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) SNIPER(TACC3)の合成とTACC3タンパク
質分解活性の検証 

 合成化合物 KHS101 やその誘導体が
TACC3に直接結合し、その活性を阻害するこ
とが報告されている。誘導体の一つである
KHS108は、構造活性相関から TACC3との結
合を損なわないと予測される側鎖を含むの
で、その側鎖にMeBSをポリエチレングリコ
ール（PEG）リンカーで接合した化合物
SNIPER(TACC3)を設計し合成した。PEGリン
カ ー に お い て 長 さ の 異 な る 2 種 類
（SNIPER(TACC3)-1, SNIPER(TACC3)-2）を
作製した。これらの SNIPER(TACC3)を細胞
に処理し、ウエスタンブロットにより標的で
ある TACC3 タンパク質を分解することがで
きるか検証を行った。 
 
(2) SNIPER(TACC3)による TACC3 分解誘導
機構の解析 
 活性の見られた SNIPER(TACC3)に関して、
分解誘導メカニズムの解析を行った。具体的
には、ユビキチン・プロテアソーム系を介し
ているか、プロテアソーム阻害剤を用いた回
復実験及びユビキチン化アッセイにより検
証した。また、siRNAを用いたノックダウン
実験により、どのユビキチンリガーゼによる
ユビキチン化を介した分解であるか解析し
た。さらに、 Thermal shift assay により
SNIPER(TACC3)とそのユビキチンリガーゼ
の結合様式を解析した。 
  
(3) 生物学的アウトプット（抗がん活性）の
検証 
 様々なヒト癌細胞株や正常線維芽細胞株
に SNIPER(TACC3)を処理したときに、どの
細胞に細胞死が見られるか調べた。また、そ
の細胞死の種類や特徴を形態学的、生化学的
な解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) SNIPER(TACC3)の合成と標的タンパク質
TACC3分解活性の検証 
 TACC3に直接結合し、その活性を阻害する
ことが報告されている合成化合物 KHS108に、
ユビキチンリガーゼ cIAP1に対するリガンド
であるMeBSをポリエチレングリコールリン
カーで接合したハイブリッド化合物を
SNIPER(TACC3)として合成した。様々ながん
細胞株に SNIPER(TACC3)を処理すると、
TACC3タンパク質の発現量が低下した。リン
カー長の異なる SNIPER(TACC3)-1 及び
SNIPER(TACC3)-2 のどちらにおいても
TACC3の減少が見られた。 
 
(2) SNIPER(TACC3)による TACC3 分解誘導
機構の解析 
 リガンドであるMeBSとKHS108を混ぜて
細胞に処理しても TACC3 の減少が見られな
いことから、両化合物をリンカーで繋いだ
SNIPER の構造が重要であることが示唆され



た。また、プロテアソーム阻害剤処理及びユ
ビキチン化アッセイにより、SNIPER(TACC3)
による TACC3 の発現低下はユビキチン・プ
ロテアソーム系による分解により起こるこ
とが明らかになった。 
 ユビキチンリガーゼに対する siRNA を用
いた解析により、SNIPER(TACC3)による
TACC3 の分解は予想に反して cIAP1 依存的
には起こっておらず、別のユビキチンリガー
ゼ複合体APC/CCDH1依存的に起こっているこ
とがわかった。Thermal shift assay により、
SNIPER(TACC3)はその化合物構造全体で
APC/CCDH1に結合し、TACC3と APC/CCDH1の
結 合 を 増 強 し て い る こ と 、 さ ら に
SNIPER(TACC3)は APC/CCDH1 の基質タンパ
ク質である CDC20や Cyclin Bの分解には影
響を与えず、TACC3を特異的に分解すること
を明らかにした。 
 
(3) 生物学的アウトプット（抗がん活性）の
検証 
 様々ながん細胞株、正常線維芽細胞株にお
ける TACC3の発現及び、SNIPER(TACC3)を
処理したときの細胞増殖能を調べたところ、
SNIPER(TACC3)は正常細胞と比較して、
TACC3 が高発現しているがん細胞に対して
のみ、選択的な細胞死を誘導することが明ら
かになった。また SNIPER(TACC3)によるが
ん細胞死は、caspaseの活性化や annexin V陽
性細胞の出現から、一部はアポトーシスであ
ることが示された。さらに、APC/CCDH1 を
siRNA でノックダウンし TACC3 の分解を抑
制すると、SNIPER(TACC3)によるがん細胞死
も抑制されることから、TACC3の分解依存的
な抗がん活性であることが示唆された。 
 細胞形態学的解析や生化学的解析により、
SNIPER(TACC3)はアポトーシスと並行して、
小胞体の空胞化を伴うパラトーシス様の細
胞死をがん細胞特異的に誘導することを明
らかにした。詳細な分子メカニズム解析によ
り、SNIPER(TACC3)によるパラトーシスは、
XIAP依存的なTACC3とは異なるタンパク質
のユビキチン化凝集体形成により小胞体ス
トレスが生じ、小胞体ストレス応答因子
XBP-1を介した小胞体の空胞化により起こる
ことを明らかにした。さらに、プロテアソー
ムを阻害すると、SNIPER(TACC3)による小胞
体の空胞化が増強されることを見出し、プロ
テアソーム阻害剤である Bortezomib と
SNIPER(TACC3)を併用すると、いくつかのが
ん細胞株において相乗的な細胞死を誘導す
ることを明らかにした。 
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