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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、プロテインノックダウン法によって、活性型 Ras
タンパク質を特異的に標的する SNIPERの開発を目的とする。今回、実際に癌細胞の活性化型
Rasを標的すると癌細胞の増殖が抑制され、活性化型 Rasが癌治療の潜時的標的となることが
示された。さらに、SNIPER作成に必須である Ras結合低分子化合物を数種類確認し、ベスタ
チンとのハイブリッドの合成に取りかかっている。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we are developing the SNIPERs that specifically 
target activated mutant Ras proteins. We demonstrated that proliferation of tumor cells 
harboring activated mutant Ras was inhibited by ablation of mutant Ras. Furthermore, we 
identified some Ras-binding compounds as a ligand of SNIPER. We are now synthesizing 
bestatin-Ras-binding compounds hybrid (SNIPER). 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：創薬化学 
キーワード：Ras・癌・分子標的治療・タンパク質分解  
 
１．研究開始当初の背景 
	
 Ras は低分子量 GTP 結合タンパク質スー
パーファミリーに属し、様々な細胞外刺激に
よる細胞の増殖、分化、アポトーシスなどの
細胞内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。ヒトの腫瘍のおよそ 3分の 1において
ras 遺伝子に活性型変異が認められ、上流か
らのシグナル非依存的に構成的に活性化さ
れている。その頻度は膵癌での 90％を筆頭に、
大腸癌または甲状腺癌で 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 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。 
	
 これまで様々な Ras を標的とした癌治療
研究が試みられてきたが、種々の問題により
実際に臨床で用いられる段階にまで達して
いるものは殆どなく、Ras は undruggable 
targetであると思われてきた。 
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 この様な現状下、研究代表者はタンパク質
分解機構を基礎とするプロテインノックダ
ウン法によって活性型 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て
きた。プロテインノックダウン法はユビキチ
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（J Am Chem Soc 132, 5820; FEBS 
Lett 585, 1147）。アポトーシス阻害タンパク
質ファミリーの一員である 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。抗癌剤として
知られるベスタチンのメチルエステル
（MeBS）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。さらに、
MeBS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
見出されている（概念図）。現段階ではプロ
テインノックダウン法は、限られたモデル分
子を標的とした試験管内の反応の観察に留
まっているが、研究代表者は本技術の潜在的
な有用性に着目し、有害なタンパク質の消失
による病態の改善に応用できると着想した。
そこで研究代表者は、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。 
 
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 
（1）本研究課題の初段階においては、活性
型 Ras を特異的に認識して結合するリガンド
として機能する低分子化合物を探索する。
NMR ならびに X 線結晶解析を用いた GTP 結合
（活性化）型 Ras の三次元構造の情報から、
それに結合すると予想される化合物をイン
シリコスクリーニングする。または、Raf-1
などの Ras 下流のエフェクター分子と結合し
た活性型 Ras の三次元構造、およびこれらの
エフェクター分子の Ras 結合部位の情報から、
活性型 Ras と親和性の高いペプチドミミック
をデザインする。さらに、これまでに報告さ
れている Ras 結合低分子化合物の Ras 結合能
を検証し、プロテインノックダウンにおける
リガンドとして使用できるかを判断する。	
 
（2）Ras 高親和性化合物として見出された候
補化合物は MeBS と架橋し、プロテインノッ
クダウンの系にのせる。この MeBS-候補化合
物ハイブリッド（Specific	
 and	
 No-genetic	
 
IAP-dependent	
 Protein	
 eraser:	
 SNIPER と命
名）を用い、活性型変異 Ras を有す培養癌細
胞に対する Ras 分解誘導活性測定、癌化形質
抑制試験を実施し、実際に活性化 Ras を標的
にした薬剤が抗腫瘍薬として機能できる可
能性があるかを判定する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）まず、活性型 Ras が真に癌治療の標的
となりうるかどうかを確認した。野生型
K-Ras を持つ大腸癌細胞株、および活性型変
異 K-Ras を持つ大腸癌細胞株の K-Ras を RNA
干渉法でノックダウンしてそれぞれの細胞
株の増殖を比較した。K-Ras の発現を抑制す
ると、野生型 K-Ras を持つ細胞の増殖は影響
を受けなかったが、活性型変異 K-Ras を持つ
細胞の増殖は著しく抑制された（図１）。こ
のことから Ras をプロテインノックダウン方
で分解の標的とすることは、活性型変異を持
つ癌の増殖を選択的に抑制する有効な癌治
療法となりうることが示された。	
 

	
 
（2）これまで、種々の低分子化合物等が Ras

概念図 プロテインノックダウンによる標的タンパク質の分解。 cIAP-1と親和性の
あるBSに結合したリガンドによって動員された標的タンパク質は、cIAP-1のユビ
キチンリガーゼ活性によりユビキチン化されプロテアソームによって分解される。
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に結合することが報告されており（PNAS	
 109,	
 
5299、Bioorg	
 Med	
 Chem	
 Lett.	
 19,	
 4217 その
他）、これらをリガンドとして利用できる可
能性がある。合成可能なものから Ras との結
合を検証した。そのうちの一つ、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 と結合することをビオチン化したリガ
ンドを用いてプルダウンアッセイを行って
確認している（図 2）。このほかにもいくつか
の Ras 結合活性を有す化合物を確認した。	
 

	
 
（3）上記（2）で Ras との結合活性が確認で
きた数点の化合物については、MeBS と結合さ
せた SNIPER を作製する。現在合成中のもの
もあるが、SNIPER 化に成功しているものもあ
り、この SNIPER が実際に細胞内 Ras を分解
する活性があるか検証中である。	
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