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研究成果の概要（和文）：標的タンパク質に結合するヘリカルペプチド（PERM3、SAHM1）をリガンドとして
SNIPERに導入し、エストロゲン受容体及びNotch1を分解するペプチド型SNIPERを開発した。これらのSNIPERはプ
ロテアソームによる標的タンパク質の分解を誘導し、SNIPER(Notch)ではNotch下流のc-myc遺伝子発現を阻害し
た。これらの結果から、ヘリカルペプチドを標的リガンドとしても標的タンパク質を分解するSNIPERを開発でき
る事が示された。

研究成果の概要（英文）：We developed novel SNIPER compounds against estrogen receptor and Notch1 
proteins by incorporating helical peptides, PERM3 and SAHM1, respectively, to SNIPERs as target 
ligands. These SNIPER compounds induced proteasomal degradation of the target proteins, and a SNIPER
(Notch) suppressed the expression of c-myc, a downstream gene regulated by Notch signaling. These 
results indicate that functional SNIPER compounds can be developed by incorporating helical peptides
 as a target ligand.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
病気の原因となっているタンパク質を選択的に分解する事ができれば、従来にない新しい薬剤
を創製できると考えられるが、タンパク質の分解を選択的に制御する技術はほとんど研究され
ていない。申請者らは、SNIPER（Specific and Non-genetic IAP-dpendent Protein Eraser）
と名付けた化合物によって標的タンパク質を特異的に分解するプロテインノックダウン法の開
発研究を行ってきた。SNIPER はユビキチンリガーゼ IAP に結合する化合物（MeBS）と、標
的タンパク質に結合するリガンド（X）をリンカーでつないだハイブリッド化合物（BS-X）で
あり、細胞内で標的タンパク質と IAP をクロスリンクする事により標的タンパク質のユビキチ
ン化とプロテアソームによる分解を誘導する。標的リガンド（X）を置換することにより様々
なタンパク質を分解する事ができる汎用性の高い技術であり、標的リガンドとして ATRA、
Tamoxifen、KHS108 等の小分子を導入する事により、CRABP2、エストロゲン受容体、TACC3
等のタンパク質をそれぞれ特異的に分解する SNIPER 化合物の開発に成功してきた（J Am 
Chem Soc 132, 5820-5826 (2010); FEBS Lett 585, 1147-1152 (2011); Cancer Sci 104, 
1492-1498 (2013); Cell death & disease 5, e1513 (2014) 他）。しかし約 25,000 個のヒト全タ
ンパク質の中で、小分子リガンドが結合できるポケット構造を持つものは約 3,000 個に過ぎず、
従来の方法では残りの 20,000 個以上のタンパク質を標的とする SNIPER の開発はできない。
そこで、タンパク質の表面に強く結合する架橋型ヘリカルペプチドを標的リガンド（X）とし
て組み込んだペプチド型 SNIPER の開発を行う事を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヘリカルペプチドを標的リガンドとして組み込んだ各種の SNIPER 化合物を
開発し、これらの SNIPER が標的タンパク質を分解する事を実証する事である。 
 
３．研究の方法 
エストロゲン受容体に対して強い親和性で結合するヘリカルペプチド（PERM3）、及び Notch1
に結合する SAHM1 を標的リガンドとして利用し、IAP antagonist と結合させたキメラ化合物
をペプチド型 SNIPER として合成し、培養細胞における標的タンパク質の分解を Western ブ
ロット法で調べる。分解活性を示した SNIPER については、プロテアソーム阻害剤等を用いて
分解系路を確認すると共に、標的タンパク質の分解によって生じる下流遺伝子発現への影響等
を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）エストロゲン受容体を標的とするペプチド型 SNIPER の開発 
PERM3 はそれ自体で細胞内に蓄積するが、膜透過性を高めるために PERM3 の C 末に膜透過
ペプチド（R7）を結合し、さらに N 末には各種リンカーを介して IAP リガンド（MV1）を結
合したペプチド型SNIPERを各種合成した。これらのペプチド型SNIPERを in vitroでMCF7
ヒト乳がん細胞に６時間作用させてエストロゲン受容体の発現量の変化を調べた結果、PEG リ
ンカー（n=2）を介して MV1 と PERM3-R7 を結合したペプチド型 SNIPER（peptide４）、及
び Ala リンカーを介して MV1 と PERM3-R7 を結合したペプチド型 SNIPER（peptide５）が
エストロゲン受容体の減少活性を示した。PERM3 はアンドロゲン受容体にも結合活性を示す
事から、アンドロゲン受容体の減少活性を同様にして調べたところ、これらのペプチド型
SNIPER はアンドロゲン受容体の減少活性も示す事がわかった。またこれらの核内受容体減少
活性は、プロテアソーム阻害剤である MG132 で抑制された事から、これらのペプチド型
SNIPER はユビキチン・プロテアソーム系による標的タンパク質の分解を誘導している事が示
唆された。 
 
（２）Notch を標的とするペプチド型 SNIPER の開発 
Notch シグナルは細胞分化、細胞増殖、細胞死等に細胞の様々な機能に関与する重要なシグナ
ル系であり、急性 T リンパ性白血病などのがん細胞では Notch シグナルの異常な活性化が報告
されている。Notch 受容体にリガンドが結合すると、細胞表面の Notch 受容体はプロテアーゼ
によって切断され、細胞内ドメインが細胞質に遊離して転写因子 CSL 及び転写 Co-activator
因子 MAML1 と結合して転写活性化を起こす。MAML1 の N 末からデザインされたヘリカル
ペプチド SAHM1 は Notch1/CSL 複合体に結合する事が報告されているため、SAHM1 と MV1
（IAP antagonist）をリンカーで繋いだ SNIPER(Notch)を合成して、その標的タンパク質分
解活性を調べた。その結果、SHAM1 ペプチドや PEG リンカーの短い SNIPER(Notch)では
Notch タンパク質を分解しなかったが、PEG リンカーの長い SNIPER(Nocth)は Notch1 タン
パク質を分解する活性を示し、Notch 下流のｃ−Myc の発現を抑制した。また SNIPER(Notch)
による Notch1 タンパク質の分解はプロテアソーム阻害剤 MG132 で阻害された。一方 CSL タ
ンパク質はいずれの SNIPER(Notch)でも分解されなかった。これらの結果から、ヘリカルペ
プチドを標的リガンドとして組み込んだ SNIPER は、標的タンパク質 Notch1 の分解活性を示



す事が明らかになった。また標的タンパク質の分解にはリンカーの長さが重要であり、リンカ
ー長を最適化する必要があることが示された。 
 
これらの結果から、ヘリカルペプチドを標的リガンドとして利用したペプチド型 SNIPER によ
って標的タンパク質の分解を誘導できることが示された。 
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