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研究成果の概要（和文）：標的とするタンパク質に対するリガンドと、ユビキチンリガーゼに対

して親和性を持つ低分子化合物とのハイブリッド分子を活用することによって、プロテインノ

ックダウン技術を開発することができる。ユビキチンリガーゼとして、メチルベスタチンに対

して特異的親和性を有する cIAP1を選択し、メチルベスタチンと各種リガンドとのハイブリッ
ド分子を設計し、合成した。創製したハイブリッド分子は、それぞれのリガンドが標的とする

タンパク質の分解を誘導し、プロテインノンクダウン法の有用性と一般性を示すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein knockdown can be achieved by the use of a small molecule that possesses 
affinity for both the target protein and ubiquitin ligase. As the ubiquitin ligase, we selected cIAP1 which specifically 
binds methylbestatin. Several hybrid molecules consisting of methylbestatin and a ligand for various proteins were 
designed and synthesized. These hybrid molecules induced selective decomposition of the target proteins. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：生物活性分子の設計・合成、タンパク質の自己分解 
 
１．研究開始当初の背景	 
	 cIAP1 はアポトーシスの制御タンパクとし
て 1995 年に同定され、2008 年、内藤らによ
りメチルベスタチンによる活性化・自己分解
現象が報告された。我々はメチルベスタチン
が直接 cIAP1 の特異的部位に結合する活性化
リガンドであることを化学生物学的に証明
し、さらに構造展開によって強力な cIAP リ
ガンドを創生するに至った。引き続く機構解
明研究から、ユビキチン化は２量化の後に起

こることが示唆された。以上、ならびに本研
究者らのこれまでの化学生物学的研究実績
から、cIAP/プロテアソーム系を利用した、
ハイブリッド小分子による「標的タンパク質
分解法」を着想するに至った。	 
	 
２．研究の目的	 
	 ヒト生細胞において、特定のタンパク質を
特異的に分解させる手法を確立することを
最終目標とした。タンパク質の分解装置には、
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本来細胞が具備している cIAP1 の活性化によ
る自己ユビキチン化（下図 step1）とプロテ
アソームによるユビキチン化タンパク質の
分解（下図 step2）を利用することとした。	 

	 
	 
	 
	 
	 

	 
３．研究の方法	 
	 cIAP リガンドと、標的タンパク質に特異的
親和性を有する特異的リガンドをスペーサ
ーを介して結合させたハイブリッド小分子
を創生すれば、活性化 cIAP1 と標的タンパク
質を近傍に配置してタンパク質のユビキチ
ン化を惹起し、これをプロテアソームにて分
解できるはずである。そのような分子をいく
つか設計し合成した。cIAP リガンドとしてメ
チルベスタチンを、各種標的タンパク／リガ
ンドの組み合わせとして「CRABP／レチノイ
ン酸（下図 Aに対応）、RAR／合成レチノイド
（下図 Bに対応）、ER／エストロゲン（下図 C
に対応）、AR／アンドロゲン（下図 Dに対応）、
AR／合成抗アンドロゲン（下図 E に対応）」
を選択した。メチルベスタチンと上記リガン
ドをスペーサーを介して結合させたハイブ
リッド分子を各種合成した（下図）。合成し
たハイブリッド分子をヒト培養生細胞に処
理し、標的とするタンパク質含量をウエスタ
ン解析等により分析した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 上記第３項に記載の各合成ハイブリッド
化合物は、培養細胞レベルでそれぞれ良好に、
標的とするタンパク質を選択的にノックダ
ウンした。特にメチルベスタチン-レチノイ
ン酸ハイブリッドについては分子機構解析
を進め、ハイブリッド分子-cIAP1-CRABP から
なる３者複合体の生成（プルダウンアッセイ

等）、CRABP のユビキチン化（ウエスタン解析）、
プロテアソーム依存性（阻害剤試験）を示す
ことができ、観察したプロテインノックダウ
ンが、上記第２項に示した図で想定した東理
に生じていることを示唆することができた。	 
	 また、同じくメチルベスタチン-レチノイ
ン酸ハイブリッドについて、スペーサー長の
違いにより、CRABP サブタイプ（ⅠとⅡ）を
区別して分解誘導し得ることも示した。	 
	 核内受容体リガンド（アゴニスト）を組み
込んだハイブリッド分子は、活性としてはア
ンタゴニストとしての活性を示すことにな
り、その作用機序は標的とする核内受容体の
消失に基づく。例えば、テストステロン誘導
体とメチルベスタチンを利用して創製した
対アンドロゲン受容体分解誘導剤は、フルタ
ミド等のアンドロゲンアンタゴニストに耐
性な変異を持ったアンドロゲン受容体を発
現する細胞に対しても見かけ上、アンタゴニ
ストとして作用することを示した。	 
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