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研究成果の概要（和文）：本研究で研究代表者は、催奇性を有する抗がん剤サリドマイドがいかなるメカニズムで標的
タンパク質セレブロンの機能を阻害するのかを検証した。セレブロンはユビキチンリガーゼとして機能する。研究結果
として、サリドマイドはセレブロンの酵素活性を下げるというよりも、認識する基質を変化させることが示唆された。
薬剤結合後はサリドマイドがもはや元の基質を認識できなくなることが、結果として機能阻害として検出されていたと
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Thalidomide is known for its teratogenicity, however it is also recognised as a cl
inically effective drug for the treatment of myeloma. Although the molecular targets of thalidomide were a
 long-standing question, we recently identified protein cereblon (CRBN) as a primary target of thalidomide
 induced teratogenicity. Our data suggest that thalidomide inhibits the E3 ubiquitin ligase function of CR
BN but the detail mechanism is still largely unknown. In this study, I have analysed the inhibitory mechan
ism of the CRBN function by thalidomide using biochemical approaches. My data suggest that thalidomide bin
ding to CRBN alters CRBN-E3-ubiquitin-ligase substrate specificity. Thus, thalidomide-bound CRBN may no lo
nger recognise original substrates resulting in the inhibition of its E3-ubiquitin-ligase function.
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らのこれまでの研究によりサリ
ドマイド催奇性の原因因子はセレブロン
(cereblon, CRBN)であることが判明し、また
サリドマイドがセレブロンの機能を阻害す
ることにより四肢奇形を誘導することが示
唆されたが（Ito et al. Science 2010）、い
かなる機構でサリドマイドがセレブロンの
機能を阻害しているのか不明であった。研究
代表者はセレブロンに結合する因子群を探
索し、サリドマイド処理により解離するタン
パク質複合体(CRBN interacting, CI)の単離
に成功していた。CI を細胞内で RNA 干渉法に
より除去するとセレブロンが不安定化する
ことも明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
背景で明らかにした CIと CRBN の機能的相互
作用に注目しながらサリドマイドによるセ
レブロン機能阻害機構を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
背景で述べたセレブロンと CI の機能的相互
作用を検証するために、生化学的手法をもち
いて解析した。その際に、サリドマイドより
強くセレブロンに結合するサリドマイド誘
導体レナリドマイドおよびポマリドマイド
（IMiDs と総称）も実験に用い、サリドマイ
ドと比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 23 年度 
 サリドマイド催奇性における主要な標的
因子がセレブロン(cereblon, CRBN)であるこ
とは以前の代表者らの研究により明らかに
なったが(Ito et al. Science 2010)、サリ
ドマイドが CRBN と結合した後、いかなる変
化を分子レベルにおいてもたらすのかにつ
いては不明であった。新たな安全で優れたサ
リドマイド誘導体を開発する上で、サリドマ
イドによる CRBN 機能阻害機構を明らかにす
ることは重要である。我々は以前にサリドマ
イ ド 処 理 に よ り CRBN か ら
CI(CRBN-interacting)複合体が解離するこ
と を 明 ら か に し て い た (Ito et al. 
Unpublished data)。本年度では、交付申請
書に記載した計画に基づき、CRBN と CI の結
合様式を解析した。187-260(全 442アミノ酸)
の領域を欠損させた CRBN は、CI 複合体との
結合能が著しく低下していたが、一方で別の
サブユニットである DDB1, Cul4(Cul4A, 
Cul4B)との結合能も低下していた。さらに解
析したところ、CRBN と CI が結合するために
は、Cul4 が足場として働く必要性があること
が示唆された。平行して、本研究の途中で
CRBN がサリドマイド副作用だけでなく、サリ
ドマイドおよび誘導体ポマリドマイドの主
作用においても重要であるという報告が出

されたことから（Zhu et al. Blood 2011）、
サリドマイドだけでなくより作用が強力な
ポマリドマイドにおいても CI 複合体が CRBN
から解離するのかどうかを検証した。結果と
して、ポマリドマイドはサリドマイドより 10
倍程度、セレブロンへの結合能および CI 複
合体の解離を促す活性が強いことが判明し
た（Lopez-Girona Leukemia 2012.文献(3)）。 
 
(2) 平成 24 年度 
前年度において CRBN がサリドマイドだけで
なく、その誘導体であるポマリドマイドやレ
ナリドマイドにおいても主要な標的である
ことが判明し、CRBN からの CI の解離はそれ
ら誘導体も促すことも判明したことから、
CRBN の阻害機構解明において、各種サリドマ
イド誘導体も使用して行うことにしていた。
本年度は、サリドマイドおよび誘導体により
CI が解離する際の CRBN タンパク質複合体に
ついてより詳細な解析を行った。昨年度にお
いて Cul4 が CRBN と CI の結合に必要とされ
ることや、187-260 のアミノ酸領域（CRBN 全
長は 442 アミノ酸）を欠損させた CRBN 変異
体においては CI が結合しないことを明らか
にしていたので、今年度は点変異体を作製し、
CI との結合量が変化するものを探索した。結
果として、サリドマイド結合領域にあるアミ
ノ酸W386に変異をいれたCRBNにおいてはCI
の結合量が増大していた。加えて CI が解離
する際に、CRBNの主要な結合因子であるDDB1
に未知の修飾があり、それの修飾が薬剤量依
存的に減少することが判明した。さらにこの
修飾はリン酸化やアセチル化ではなく、タン
パク質であることが判明した。この修飾に対
する抑制効果は、CRBN への結合力の強さと相
関があることも判明した。そこで、この修飾
部位を欠損した DDB1 変異体が含まれる CRBN
複合体の機能を検証するために、DDB1 点変異
体をいくつか作成した。 
 
 
 
(3) 平成 25 年度 
前年度に引き続き、DDB1 における未知の修飾
部位の決定を行うため点変異体を引き続き
作成して解析した。結果として、修飾が大幅
に低下する変異体は得られたが、完全に消失
するものは得られなかった。よって修飾箇所
が1アミノ酸にとどまらない可能性が示唆さ
れた。また前年度からサリドマイド誘導体で
ある lenalidomide (len)や pomalidomide 
(pom)も用いて解析を行っている。前年度の
解析により CI 複合体を len や pom も解離さ
せることが明らかになっていたため、CIをノ
ックダウンしたのち、len, pom 処理を行い、
多発性骨髄腫株の増殖抑制がコントロール
細胞に薬剤処理した場合と比べて変化する
かどうかを検証した。結果として、CI をノッ
クダウンすると増殖抑制活性が低下するこ
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とが判明した。また一方で、CRBN が len, pom
が結合した場合は転写因子である Aiolos, 
Ikaros を認識し、ユビキチン化することが可
能となることを明らかにした（Gandhi et al. 
BJH 2014、文献(6)）。ただし Aiolos や Ikaros
が四肢形成など発生には関係するという報
告はなく、ノックアウトマウスの形質も異な
ることから Aiolos, Ikaros はサリドマイ
ド・IMiDs 催奇性の原因を担う因子ではない
ことが示唆された。これまでの結果を総合す
ると、サリドマイドや IMiDs は CRBN ユビキ
チンリガーゼの機能を単純に阻害するので
はなく、基質特異性を変化させる役割をもつ
可能性が考えられる。すなわちリガンド結合
により以前の基質は分解されなくなるので
結果として、それが阻害しているように見え
るのである。その過程で CI の解離が生じる
ことが示唆されており、CIは結合基質が変換
する際に具体的にどう関わるのかを明らか
にすることが今後の課題となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
（図の説明） 
図 1. 本研究の前に考えられていたモデル。 
サリドマイドは CRBN の基質に対するユビキ
チン化活性を阻害する。 
図2. 薬剤費存在下においてCRBNは従来の基
質 Aをユビキチン化する。しかしサリドマイ
ドやその誘導体（IMiDs, レナリドマイドや
ポマリドマイドなど）が結合すると基質認識
が変わり、新たな基質 Bをユビキチン化する
ようになる。結果として基質 Aのユビキチン
化は抑えられるようになり、それが阻害作用
として検出されていた。その際に、CI の解離
が同時に生じている。 
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