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研究成果の概要（和文）：プロテインノックダウン法で最初に開発した SNIPER-２は、標的タ

ンパク質（CRABP2）だけでなくユビキチンリガーゼ（cIAP1）を減少させたが、構造を一部

修飾する事により標的タンパク質を選択的に減少させる SNIPER-4の開発に成功した。さらに

エストロゲン受容体を標的とする SNIPER(ER)をデザイン・合成し、SNIPER(ER)が乳がん細

胞のエストロゲン受容体を分解した後、速やかにネクローシスを誘導する事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We initially developed SNIPER-2 that degrades the target protein 

CRABP2 and the ubiquitin ligase cIAP1. By chemical modification, we successfully 

developed SNIPER-4 that selectively degrades the target protein. We also developed 

SNIPER(ER) that target estrogen receptor-alpha (ER) for degradation, and found that the 

SNIPER(ER) induces necrosis in breast cancer cells after the degradation of ER. 
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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、細胞死
制御機構の研究の過程で、細胞死阻害タンパ
ク質 cIAP1 を特異的に減少させる化合物
（MeBS）を発見した。詳しい解析の結果、
MeBSは cIAP1に結合し、RING ドメイン依
存的自己ユビキチン化反応を引き起こす事、
ユビキチン化された cIAP1 はプロテアソー
ムで分解されること等を明らかにした
（Sekine et al, JBC, 283, 8961-8 (2008)）。
MeBSの構造活性相関等の知見から、標的タ
ンパク質に結合するリガンド（X）と MeBS

をリンカーで接合させたハイブリッド化合
物（BS-X）は、標的タンパク質を cIAP1 に
リクルートし、cIAP1による標的タンパク質
のユビキチン化と、プロテアソームによる分
解を引き起こすと考えた（図１）。そして最
初の実証実験として ATRA（ All-trans 

retinoic acid）をMeBSと接合したBS-ATRA

を合成し、予想通り BS-ATRA が ATRA結合
タンパク質（CRABP2）をプロテアソームに
より分解させる活性を示す事を明らかにし
た（Itoh et al, JACS, 132, 5820-6 (2010)）。
この BS-X をベースとしたプロテインノック
ダウン法は、原理的にはリガンド（X）を置
換することにより様々なタンパク質を標的
として特異的に分解することができる。我々
はこれらの化合物を SNIPER（Specific and 
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Non-genetic IAP-dependent Protein 

Eraser）と名付けた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

これまでの研究で開発した SNIPER-2は、標
的タンパク質（CRABP2）と共にユビキチン
リガーゼである cIAP1も分解してしまう。そ
こで本研究では SNIPER-2 の構造を修飾す
る事によりユビキチンリガーゼを分解しに
くい化合物を開発し、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
基盤を確立する。さらに、Tamoxifen を標的
リガンドとして利用して乳がんの治療標的
となっているエストロゲン受容体（ER）を
分解する SNIPER(ER)を合成し、そのプロテ
インノックダウン活性及び乳がん細胞に与
える活性を調べる。 

 

３．研究の方法 

（１）プロテインノックダウン法の基盤確立
と標的タンパク質分解メカニズムの解析 

 申請者らがこれまでに開発した第１世代
の SNIPER化合物は MeBSと同様に
Bestatin（BS）のエステル結合誘導体であり、
ATRA結合タンパク質（CRABP2）だけでな
く、ユビキチンリガーゼとして働く cIAP1の
分解も引き起こす（Itoh et al, JACS, 132, 

5820-6 (2010)）。標的タンパク質を効率良く
分解するには、ユビキチンリガーゼ cIAP1を
分解しない化合物が望ましい。そこで第１世
代 SNIPERの構造の一部を修飾することに
より、標的タンパク質のみを分解する第２世
代の SNIPER化合物を開発する。MeBSの
構造活性相関解析から、BSのエステル結合
誘導体は cIAP1の自己ユビキチン化を活性
化するが、アミド結合誘導体ではその活性が
著しく低下することがわかっている（Sekine 

et al, JBC, 283, 8961-8 (2008)）。そこで
SNIPERのアミド結合誘導体を合成し、
cIAP1の自己ユビキチン化を起こしにくい化
合物を開発する。アミド型 SNIPERによる
CRABP2、cIAP1のユビキチン化とプロテア
ソームによる分解を、エステル型 SNIPER

と比較し、標的タンパク質に特異的なプロテ
インノックダウンを起こす化合物の基本構
造を決定する。 

 

（２）エストロゲン受容体を標的としたプロ
テインノックダウン 

 エストロゲン受容体（ER）に結合する
Tamoxifen を利用して、ER を分解する
SNIPER(ER)を合成し、ERの分解活性、
ER依存的転写活性及び ER陽性乳がん細
胞に対する増殖阻害活性等を評価する。 

 
４．研究成果 
（１）プロテインノックダウン法の基盤確立
と標的タンパク質分解メカニズムの解析 

 SNIPER-2の cIAP1減少活性を低下させるた
めに、アミド型の SNIPER-4 を合成した。
SNIPER-4 は CRABP2 を減少させたが、cIAP1
をほとんど減少させなかった。プロテアソー
ム阻害剤 MG132 は、SNIPER-2 による CRABP2
と cIAP1の減少、及び SNIPER-4による CRABP2
減少を阻害したことから、これらタンパク質
の減少はプロテアソームでの分解によるも
のと考えられた。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 SNIPER-2（エステル型）と SNIPER-4（アミ
ド型）のプロテインノックダウン活性を比較
すると、短時間（６時間）での活性はほぼ同
程度であったが、長時間（２４、４８時間）
ではアミド型の SNIPER-4 のほうが優れたプ
ロテインノックダウン活性を示した。これは、
SNIPER-4がユビキチンリガーゼ cIAP1を減少
させない事、及びアミド結合はエステル結合
よりも水溶液中で安定であることによると
考えられた。 
 作用機序解析として、SNIPERによる CRABP2
ユビキチン化を調べた結果、 SNIPER-2、
SNIPER-4 ともに CRABP2 のユビキチン化を亢
進させることが明らかになった。また、siRNA
を用いて予め cIAP1をノックダウンした細胞
では、SNIPER による CRABP2 の減少が抑制さ
れた。これらの結果から、SNIPERは cIAP1に
よる CRABP2 のユビキチン化とプロテアソー
ムによる分解を亢進する事により、CRABP2を
減少させる活性を示す事が明らかになった。 
 図３は MeBS、SNIPER-2及び SNIPER-4によ
るプロテインノックダウンのメカニズムを
まとめたものである。MeBS は cIAP1 の BIR3
ドメインに結合して、RING依存的 cIAP1自己
ユビキチン化を活性化しプロテアソームで



 

 

の分解を引き起こす。SNIPER-2 は CRABP2 タ
ンパク質と cIAP1を架橋し、両タンパク質の
RING依存的なユビキチン化を活性化する。そ
の結果、cIAP1と CRABP2両方のタンパク質が
プロテアソームで分解される。アミド型の
SNIPER-4は cIAP1自己ユビキチン化活性化能
が著しく低下したため、CRABP2タンパク質を
選択的にプロテアソームで分解する事がで
きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）エストロゲン受容体（ER）を標的と
したプロテインノックダウン 

 乳がん細胞の多くは ERを発現し、エスト
ロゲン依存性の増殖を示す。また乳がんの治
療薬として使われる Tamoxifenは、ERに結
合してその活性を制御する事により乳がん
細胞の増殖を阻害する。そこで、Tamoxifen
を 標 的 リ ガ ン ド と し て 組 み 込 ん だ
SNIPER(ER)を合成し、そのプロテインノック
ダウン活性を乳がん細胞 MCF7で評価した。 
 生理的条件下で ERにエストロゲンが結
合すると、核内に移行し転写を活性化し、そ
の後ユビキチン化を受けてプロテアソーム
で分解される。また通常の培養条件でも、血
清中に存在するエストロゲンが ERの活性
化と分解を誘導している事が知られている。
SNIPER(ER)による ER分解と、エストロゲン
による活性化と共役した ER分解とを区別
するために、エストロゲンを除去した血清中
で MCF7 細胞を培養し、SNIPER(ER)によるプ
ロテインノックダウン活性と ER標的遺伝
子 pS2 の転写活性化能を調べた。その結果、
エストロゲンはpS2遺伝子発現とER減少を
引き起こしたが、SNIPER(ER)は pS2遺伝子発
現を誘導せずに ER分解を引き起こす事が

わかった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また SNIPER-2,4 と同様な方法で、ER分
解のメカニズムを解析した結果、SNIPER(ER)
はcIAP1依存的なERのユビキチン化とプロ
テアソームによる分解を引き起こす事が示
唆された。興味深い事に、SNIPER(ER)は ER

分解のあと MCF7 細胞に速やかに細胞死を誘
導する事、またこの細胞死はプロテアソーム
阻害剤 MG132 で ER 分解を阻害すると抑制さ
れる事が明らかになった（図５）。詳しい解
析の結果、この細胞死はネクローシス様の細
胞死であることがわかった。これらの結果か
ら、ERを分解する SNIPER(ER)は新しい乳が
ん治療薬のリード化合物となる可能性が示
された。 
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