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まえがき 

 

 

生物学の目的は、我々生命の成り立ちや仕組み、現象を理解することにある。また、生命現

象の異常は疾患の発症につながることから、生物学の発展は医学・医療の進歩にも密接に関

わる。すなわち、生命現象の解明は人類を含む様々な生命の繁栄にも貢献するものである。 

人類は、長い歴史の中で生命現象を解明するための手法をいくつも開発し、洗練させてきた。

その過程で、研究手段が充実するにつれ、研究対象はより微視的なものへとシフトしていき、

現在ではタンパク質や RNA の機能や仕組みを解明するための手段やツールの開発・研究が行

われている。現在、タンパク質の機能を解析する手段としてタンパク質の存在量を制御する

手法よく利用されており、タンパク質の存在量を増加あるいは減少させることでどのような

表現型となるかを解析することで、タンパク質の機能解明が行われている。こうした背景か

ら、ここ数十年から数年の間に、タンパク質の存在量を制御する手法がいくつか開発され、

DNA や RNA を生物学的に操作することでタンパク質の存在量を制御する手法が現在主流と

なっている。 

近年、学問の細分化が進んだ結果、学問同士の境界は徐々に曖昧なものとなり、1980 年代

には、ハーバード大学の Stuart L. Schreiber によって化学的見地から生物学を研究する境界学

問領域「ケミカルバイオロジー」が提唱された。上述したように生物学における研究対象が

より微視的になったため、元来微視的なものを扱う学問である化学は生物学との親和性が高

くなり、ケミカルバイオロジー研究は年々隆盛の一途をたどっている。そして最近では、化

学的にタンパク質の存在量を制御する手法がいくつか開発され、実際に化学的手法を用いる

ことで、タンパク質の機能を明らかにした例も報告されている。化学的手法は現在主流とな

っている生物学的手法とは異なる特徴・利点を有しており、その進展が期待されている。 

 

所属研究室は過去に、タンパク質の存在量を化学的に制御する手法として「プロテインノッ

クダウン法」を開発した。本手法は、生体に備わっているタンパク質分解経路、ユビキチン

―プロテアソーム系を有機小分子によって誘導するものである。本手法はこれまでに様々な

タンパク質の分解を誘導しているものの、適用範囲に制限があった。そこで筆者は本手法の

適用範囲拡張を目指し、博士課程において２つの研究課題を遂行した。 

本論文は筆者の博士課程における研究についてまとめたものである。本論文の第 1 章では、

研究背景として、タンパク質の存在量を制御する手法についてタンパク質の一生と絡めて概

説した。第 2 章では、１つ目の研究課題として、神経変性疾患の１つである Huntington 病の

治療を指向し、原因タンパク質のプロテインノックダウンについてまとめた。第 3 章では、

２つ目の研究課題として、HaloTag を利用した汎用プロテインノックダウンシステムの構築に

ついてまとめた。 

本論文にまとめた研究成果により、筆者はプロテインノックダウン法の適用範囲を、限定的
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ではあるが、拡張できる方法論の考案と実証を達成できた。本研究によって見出された知見

は、現在黎明期にあるタンパク質存在量の化学制御の進展の礎となると考えている。 

 

なお、本論文の第 3 章の内容については、一部を以下の学術論文として公表済みである。 

 

Shusuke Tomoshige, Mikihiko Naito, Yuichi Hashimoto and Minoru Ishikawa, 

“Degradation of HaloTag-fused nuclear proteins using bestatin-HaloTag ligand hybrid molecules” 

Organic & Biomolecular Chemistry 2015, 13, 9746 - 9750. 
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1 
研究背景 

 

 

 

1.1 タンパク質の一生
1 

 

タンパク質は、20 種類のアミノ酸から構成されるペプチド性高分子である。したがってタ

ンパク質の産生から分解は、一言で言えばアミノ酸の連結と開裂である。しかしタンパク質

が複雑な機能を発現するには、高度に制御され、かつ高精密な環境でタンパク質の産生から

分解が行われる必要がある。本節では、タンパク質の一生を担う、高度に組み上げられた複

雑な機構について概説する。 

 

1.1.1 タンパク質の産生 

機械がその機能を発揮するように組み立てられるには、その構成を精密に指示する設計図が

必要である。タンパク質でも同じであり、タンパク質の設計図に当たるのが DNA である。タ

ンパク質の産生機構は、設計図である DNA から、設計図の内容を指示する RNA へと“転写”

された後、タンパク質合成酵素リボソームによって指示通りに“翻訳”される、といういわ

ゆる“セントラルドグマ”に則って行われる（Fig. 1）。 

 

Figure 1. “セントラルドグマ”の模式図. 

 

DNA と RNA はどちらも核酸と呼ばれ、リン酸、糖、塩基の３つが規則的に重合した高分子

である。DNA では塩基としてアデニン、グアニン、シトシン、チミン、糖としてデオキシリ

ボースによって構成され、RNA では上述の４つの塩基のうちチミンがウラシルに、デオキシ
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リボースがリボースに変わっている。DNA および RNA を構成する単位は、糖の 1’位に塩基

が結合したヌクレオシドと、ヌクレオシドの糖部分の 5’位にリン酸が結合したヌクレオチド

として定義される（Fig. 2）。ヌクレオチドのリン酸が他のヌクレオチドの 3’位のヒドロキシ

基と結合を繰り返し、重合することで核酸となる。 

 

Figure 2. 核酸の構成要素. 

 

DNA は、構成する塩基の配列情報によって翻訳されるタンパク質のアミノ酸配列情報を規

定することで設計図としての役割を果たす。ヌクレオチド３個で一つのアミノ酸を規定して

おり、この３つのヌクレオチドはコドンと呼ばれる。また、DNA は染色体と呼ばれる巨大な

DNA-タンパク質複合体として存在し、DNA１つで染色体１つを形成している。このように

DNA は非常に長い分子であるが、遺伝情報を有している部分は一部である。RNA へと転写さ

れることで、遺伝情報を有する部分が抽出される。 

RNA からタンパク質への翻訳には、タンパク質合

成酵素リボソームと３種類の RNA によって行われ

る。３つの RNA はそれぞれ、DNA の遺伝情報を引

き継いだ mRNA、アミノ酸を運んでくる tRNA、リ

ボソームと複合体を形成し、タンパク質合成を担う

rRNA と呼ばれ、これらとリボソームが協奏的に働

くことで複雑かつ高度に制御されたタンパク質合成が行われる（Fig. 3）。翻訳されたタンパ

ク質はアミノ酸残基の相互作用によって自発的にフォールディングされて三次元構造をとり、

機能するようになる。 

 

1.1.2 タンパク質の分解 

フォールディングがうまくいかなかったり、変性してしまった異常なタンパク質や、濃度を

減少させる必要がある正常なタンパク質については、アミノ酸単位にまで分解することで除

去される。また、タンパク質の分解は、新たなタンパク質を合成するための原料であるアミ

Figure 3. 翻訳の模式図. 
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ノ酸を補充するという側面も持つ。タンパク質は通常、リソソームと呼ばれる細胞小器官か、

プロテアソームと呼ばれるプロテアーゼ複合体によって分解される。 

リソソームは、細胞内に存在する脂質二重膜によ

って隔離された液胞である。内部は細胞質内よりも

pH の低い酸性状態であり、酸性条件を至適環境と

するプロテアーゼ群が存在する。リソソームでは主

にエンドサイトーシスで取り込んだ細胞外要素や、

オートファジーによって取り込んだ細胞質内要素

の分解を担っている。エンドサイトーシスでは、取

り込まれた細胞外要素はエンドソームと呼ばれる

液胞として細胞内に存在し、エンドソームがリソソ

ームと融合することで、内容物が分解されるようになる（Fig. 4）。 

細胞質に存在するタンパク質の分解のほとんどは、プロテアソームが担っている。プロテア

ソームによる分解経路はリソソームによる分解よりも体系的であり、ユビキチン―プロテア

ソーム系（UPS）と呼ばれる。UPS では分解すべきタンパク質の Lys 残基に対し、ユビキチ

ンと呼ばれる小さなタンパク質が修飾され、これを目印としてプロテアソームによって選択

的に分解が行われる。タンパク質のユビキチン化（Ub 化）は、ユビキチン活性化酵素（E1）、

ユビキチン結合酵素（E2）、ユビキチン転移酵素（ユビキチンリガーゼ、E3）の３つの酵素に

よって行われている。分解されるタンパク質に結合したユビキチンは、その Lys 残基に対し

てさらに Ub 化を受け、polyUb 鎖となってプロテアソームに認識される(Fig. 5)。 

 

Figure 5. UPSによるタンパク質の分解. 

 

ユビキチンは Lys6、Lys11、Lys27、Lys29、Lys33、Lys48、Lys63 の７つの Lys 残基を有して

おり、どの Lys 残基において連結するかによって polyUb 鎖の役割が変わる。プロテアソーム

に認識されるのは Lys48 で連結していく Lys48 結合性 polyUb 鎖である 2。その他の Lys 結合

性 polyUb 鎖がどのような役割を担っているかについては不明な点が多いが、Lys63 結合性

polyUb 鎖はキナーゼ活性化やタンパク質の凝集促進など様々な機能が報告されている 3, 4。 

Figure 4. リソソームによる分解経路. 
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1.2 タンパク質存在量の制御手法：逆遺伝学的アプローチ 

 

タンパク質の機能解析における遺伝学的アプローチは、変異動物の表現型をもとに原因遺伝

子の特定およびタンパク質の機能解析を行う“順遺伝学”と、動物や細胞の特定の遺伝子改

変による表現型からタンパク質の機能解析を行う“逆遺伝学”の２つに大別することができ

る 5。逆遺伝学的手法は標的遺伝子の配列が分かっているのであれば特に制限なく利用できる

ため、全ヒトゲノムが解読された現在では、逆遺伝学的手法はタンパク質の機能解析や生命

現象解明において非常に強力な手段となっている。 

逆遺伝学的手法の具体例としては、遺伝子破壊による標的タンパク質の減少や、変異型対立

遺伝子の導入による正常タンパク質の機能阻害（ドミナントネガティブ）、標的遺伝子の導入

によるタンパク質の過剰発現などが挙げられるが、本節では、これらのうち１つ目に挙げた

タンパク質の存在量を減少させる手法について述べる。 

 

1.2.1 遺伝子ノックアウト 

遺伝子ノックアウトは、対象の遺伝子を完全に欠損させ、そのタンパク質の発現を完全に抑

える手法である。対象のタンパク質が完全に発現しないため、表現型を変化させるには非常

に信頼性が高い。また、遺伝子ノックアウトは人間と同じ哺乳動物であるマウスに対して適

用可能であるため、ヒトのタンパク質の機能解析や生命現象解明における“モデル”として

ノックアウトマウスが頻繁に用いられている。 

ノックアウトマウスは、①相同組み換えによる ES 細胞中の対立遺伝子の破壊、②偽妊娠マ

ウス初期胚への①の ES 細胞の導入およびヘテロ接合体マウスの取得、③ヘテロ接合体マウス

の交配を経てホモ接合体マウスとしてノックアウトマウスが作製される 6（Fig. 6）。 

 

Figure 6. ノックアウトマウスの作製手順模式図. 
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上述したように、ノックアウトマウスは様々な研究領域においてヒトのモデルとして用いら

れている。例えば BIRC タンパク質のノックアウトマウスを用いた研究では BIRC タンパク

質と TNF のシグナリングにおけるメカニズム解析や BIRC タンパク質とグルコース恒常性に

関する解析が行われ 7、また、sirtuin 3 のノックアウトマウスを用いた研究ではアルコール肝

疾患におけるミトコンドリアタンパク質のアセチル化について解析が行われている 8。 

 

上記の遺伝子ノックアウト手法以外にも、バクテリオファージ P1 の Cre-loxP 部位特異的組

み換えや S. cerevisiae の Flp-FRT 部位特異的組み換え 9 を応用した、条件的ノックアウトと呼

ばれる手法も開発されている。この手法は、組み換え酵素 Cre または Flp によって特定の標的

配列（loxP or FRT）で挟んだ部分を組み換える、すなわち Cre または Flp の発現がトリガーと

なる手法であるため、原理上、ノックアウトの時空間制御が可能である。 

 

Figure 7. Cre-loxP/Flp-FRT部位特異的組み換えの模式図. 

 

時空間制御が可能であるという特徴から、条件的ノックアウトは生存に必須な遺伝子を一時

的にノックアウトしたい場合などによく用いられる。例えば、乳がんのリスク遺伝子である

BRCA1 を遺伝子ノックアウトすると、ホモ接合体（ノックアウトマウス）は着床後致死とな

り生まれてこない。そのため、BRCA1 の遺伝子ノックアウトは条件的ノックアウト手法によ

って行われる 10。 

 

ここまで述べたように、遺伝子ノックアウト手法はタンパク質の発現を完全に消失させるた

め、非常に信頼性の高い手法である。しかし、相同組み換えからホモ接合体を得るまでに比

較的煩雑な操作と長期的な計画を立てる必要がある点は本手法の短所といえる。 

 

1.2.2 RNA干渉（RNAi）11 

RNAi は、siRNA あるいは miRNA によって任意の mRNA が破壊され、対象のタンパク質の

発現が抑制される現象である。RNAi を利用したタンパク質の存在量減少は、上述の遺伝子ノ

ックアウトと比して迅速に、低価格で、そしてスループットよく行えるため、簡易的手法と

して生物学研究において用いられている。ただし、RNAi では対象のタンパク質の発現がある

程度残ってしまうことから、タンパク質の発現を完全に消失させる“遺伝子ノックアウト”

に対して“遺伝子ノックダウン”と称される。RNAi は植物や動物に広く保存された機構であ

り、ヒトにも存在する。 
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現在、RNAi の発見から約 20 年経つが、この間に RNAi のメカニズムについて多くの知見が

得られた。現在わかっている RNAi のメカニズムについて Fig. 8 に示す。 

 

Figure 8. RNAiの模式図. 

 

siRNA は外部から導入される二重鎖 RNA である。siRNA の導入では、siRNA 前駆体をその

まま産生するプラスミドベクターを導入する方法と、shRNA を産生するプラスミドベクター

を導入した後、生体内で shRNA を siRNA に変換させる手法がある。miRNA は生体内で産生

される、分子内相互作用によってヘアピン構造をとる一本鎖 RNA である。どちらもガイド鎖

とパッセンジャー鎖から成っており、パッセンジャー鎖は RNAi の過程で取り除かれる。 
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RNAi ではまず、Dicer および dsRBP による siRNA および miRNA の成熟から始まる。これ

らはさらに Ago タンパク質と結合し、複合体 RISC-lording complex を形成する。次に RLC に

おいて siRNA／miRNA は Ago 側にガイド鎖を向け、Dicer と dsRBP が解離し、Ago によって

パッセンジャー鎖が除去されることで、Ago とガイド鎖から成る複合体 RISC を形成する。

RISC はガイド鎖と相補的な標的 mRNA へとリクルートされ、標的 mRNA の切断や翻訳抑制

を行うことで、タンパク質の発現を抑制する。 

 

RNAi は遺伝子ノックアウトとは異なり、siRNA の導入さえできれば比較的容易に標的タン

パク質の存在量を減少させることができるため、がんや神経変性疾患など様々な疾患に対す

る医薬としての応用が検討されている 12, 13。例えばがんに対する治療研究では、頭頸部扁桃

上皮がんの細胞株においてプロテインキナーゼ Cに対する siRNA を用いると、がん細胞株の

浸潤・転移が抑制されると報告されている 14。また、神経変性疾患に対する治療研究では、

アルツハイマー病のモデルマウスにおいて疾患原因タンパク質の産生酵素 BACE1 に対する

siRNA を用いると、原因タンパク質の産生が抑制され、症状の改善が認められると報告され

ている 15。 

 

このように RNAi の医薬応用が検討されている一方で、実際に実用化するには siRNA（ある

いはそのプラスミドベクター）の血中での安定性や細胞内への取り込みなどの点で問題があ

る。そのため最近では、siRNA の生体への導入を容易にするための手法の開発を目指した研

究も行われている 16。 

 

1.2.3 ゲノム編集と CRISPR/Cas システム 

ゲノム編集は、DNA 中の特定の箇所において、ある遺伝子を挿入したり、置き換えたり、

除去したりする技術である。この技術は RNAi よりも後に開発され、現在隆盛の一途をたど

っている非常に新しい遺伝子改変技術である。ゲノム編集には様々な手法があるが、その中

でも ZFN、TALEN、そして CRISPR /Cas システムは特に注目されている技術である 17。いず

れも標的配列特異性を有する人工あるいは天然のヌクレアーゼによって DNA 二重鎖を切断

（DSB）し、相同組み換えまたは非相同性末端結合による DNA 修復を利用する。本項では

CRISPR/Cas システムについて述べる。 

元々、CRISPR/Cas システムはバクテリアやアーキア（古細菌）の持つ外部 DNA の侵入に

対する獲得免疫機構であり、取り込んだ外部 DNA から転写された RNA をガイドとして、標

的 DNA 特異的に DSB を起こす機構である。CRISPR/Cas システムでは Type Ⅰから Type Ⅲ

の３つのメカニズムが知られており、ゲノム編集において利用されているのは Type Ⅱのメカ

ニズムである（Type Ⅱで働く Cas9 はそれ単体で DSB に必要な機能を有するため 18）。Type Ⅱ

のメカニズムでは、ファージ感染などによって侵入した外部 DNA はまず、外部 DNA 中の特

定の２～５塩基程度の配列 PAM の 5’側に存在する 20 塩基対（protospacer）が Cas1 および Cas2

の複合体によって、何らかの機構で CRISPR と呼ばれるリピート配列とスペーサー配列の繰

り返しの中に組み込まれる。この時、リピートの複製も起こる 19。CRISPR リピートからは
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crRNA の前駆体 pre-crRNA と tracrRNA が転写され 20、これらと Cas9 および RNase Ⅲの四者

複合体が形成される。この四者複合体中で pre-crRNA は各繰り返し単位に切断され、crRNA

となり、リピート配列部分で tracrRNA と結合した二重鎖となる。この二重鎖 RNA は Cas9 と

複合体を形成したままであり、標的となる外部 DNA へのガイドとして働く。外部 DNA へと

リクルートされた Cas9 は外部 DNA の DSB を行い、遺伝子発現を抑制する（Fig. 9）21。 

 

Figure 9. CRISPR/Casシステム（Type Ⅱ）模式図. 

 

ゲノム編集で利用する際、CRISPR は必要なく、標的遺伝子の配列をコードした crRNA と

tracrRNA を融合した遺伝子と Cas9 の遺伝子を有するプラスミドを導入し、これによって標的

遺伝子の改変を行う。CRISPR/Cas システムによる遺伝子ノックダウンは、がんに関与するタ

ンパク質の機能解析 22 や B 型肝炎ウイルスに対する医薬応用 23 などが試みられている。 
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本手法も RNAi 同様、生体へ応用するには、生理的条件においてプラスミドの導入が難しい

点や核酸試薬が不安定であるといった点が問題となる。また、RNAi や CRISPR/Cas システム

によって発現抑制を行っても、すでに発現したタンパク質が分解されるまでは存在量が減少

しないため、特に半減期の長いタンパク質に対しては siRNA やプラスミドの導入から効果が

表れるまでにタイムラグがある点も短所である。 

 

1.3 タンパク質存在量の制御手法：化学的アプローチ 

 

前節では、タンパク質の存在量を遺伝学的に制御する手法について紹介した。その一方、最

近はタンパク質の存在量を化学的に、翻訳後に制御する手法の開発が行われるようになって

いる。これら化学的手法は有機小分子を用いるため、逆遺伝学的アプローチと比較して操作

や試薬の導入が簡便であり、また、RNAi などで用いる核酸に比べて試薬が安定といった特徴

がある。さらに、翻訳後制御を行う化学的手法では逆遺伝学的アプローチと比較して応答が

速いと考えられ、瞬間的な制御や任意のタイミングで存在量を回復させるといったことも期

待できる 24。現在、化学的手法については Yale 大学の Crews らのグループが精力的に研究を

進めている。本節では、Crews らの開発した PROTACs 法および疎水性タグ法に焦点を当てて

紹介する。 

 

1.3.1 PROTACs法 

PROTACs 法は、標的タンパク質のリガンドと E3 のリガンドを連結させた有機分子 PROTAC

により標的タンパク質に対して UPS を誘導してその存在量を減少させる手法である。

PROTACs 法は 2001 年に最初の報告がなされて以降、現在までに 10 を超える論文が発表され

ており、最近は Crews ら以外のグループも PROTACs 法を用いた研究を行っている。PROTACs

法は用いる PROTAC 分子の性質が徐々に改善されてきているため、世代として分類した（Fig. 

10）。 

 

第１世代（2001-2003 年）：初期の PROTACs 法では、標的タンパク質に対して SCF
-TRCP複

合体によるユビキチン化と分解を誘導している 25, 26。これらの研究では、PROTAC 分子によ

って MetAP-2、ER、AR、の存在量減少を達成している。しかし、これらの PROTAC 分子は

SCF
-TRCP 複合体のリガンドとして 16 アミノ酸からなる基質タンパク質上のペプチド断片

GGGGGGDRHDSpGLDSpM（Sp はリン酸化セリン）を用いたペプチド性中分子であったため、

細胞膜透過性を有しておらず、細胞系での活性を評価するには microinjection 法を利用して

PROTAC 分子を細胞に導入する必要があった。 

第２世代（2004-2013 年）：第２世代型 PROTAC では、VHL タンパク質の E3 活性を利用し

て標的タンパク質のユビキチン化と分解を誘導している 27-29。これらの研究で用いている

PROTAC 分子は７アミノ酸からなる VHL の基質タンパク質上のペプチド断片 ALAPYIP を用

い、その C 末端側に細胞膜透過性ペプチド poly-D-arginine を付属することで、PROTAC 分子
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の細胞膜透過性を改善することに成功している。Crews らはこの第２世代型 PROTAC 分子を

用い、細胞系において AR、ER、FRS2、PI3K などの存在量減少を達成し、さらにこれらが

関与するがんへの治療効果も示している。特に PI3K を減少させる PROTAC 分子では、マウ

スにおけるがんの治療効果も認められている。 

第３世代（2015 年）：Crews らは 2012 年に VHL と特異的に相互作用する低分子リガンドを

見出し 30、これを用いることで PROTAC 分子の低分子量化に成功した 31。また、低分子量化

によって細胞膜透過性が向上したためか、これまで数十M オーダーで現れていた PROTAC

分子の標的タンパク質減少活性は 100 nM オーダーで認められるようになり、活性の向上にも

つながった。小分子 PROTAC に関する報告は 2015 年だけでも４つの論文 31-34 が発表されて

おり、その注目度の高さがうかがえる。 

 

Figure 10. 各世代の代表的な PROTAC分子の構造. （）内は標的タンパク質の名前. 

 

また、最近ではサリドマイドのターゲットとして知られている CRBN の E3 活性を利用した

PROTAC 分子も創製され 34-36、PROTACs 法に関する研究はより拡大してきている。 

 

1.3.2 疎水性タグ法 

ミスフォールディングした不安定なタンパク質では、通常タンパク質内にある疎水性アミノ

酸残基がタンパク質表面に露出しており、これを認識したシャペロンタンパク質によってフ
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ォールディングが正常に戻される。しかし、シャペロンによる再フォールディングが不可能

なほどミスフォールディングしていた場合、タンパク質の品質管理機構、すなわちプロテア

ソームなどによる分解によってミスフォールディングしたタンパク質は除去される 37。疎水

性タグ法は、ミスフォールディングタンパク質の品質管理機構を利用して標的タンパク質の

存在量を減少させる手法である。具体的には、標的タンパク質のリガンドに疎水性の高いア

ダマンタンを付属した有機小分子 HyT を用い、標的タンパク質の表面にアダマンタンを露出

させ、不安定化と品質管理機構による分解を誘導する（Fig. 11）。 

 

 

Figure 11. 疎水性タグ法の模式図と代表的な HyT分子の構造. 

 

Crews らはこの手法によって、細胞系（SARD279：標的タンパク質は AR, TX2-121-1：標的

分子は Her3）38, 39 だけでなくゼブラフィッシュやマウスといった in vivo における標的タンパ

ク質の存在量減少（HyT13：標的タンパク質は HaloTag）を達成している 40。また、疎水性タ

グ法を用いた受容体型チロシンキナーゼ Her3 の存在量減少は、がん治療において非常に重要

な意味を持つ研究である 39。Her3 は、がん関連タンパク質として有名な EGFR と同じ受容体

型チロシンキナーゼファミリーに属する。がんの分子標的薬としてゲフィチニブ（商品名イ

レッサ）のような EGFR のキナーゼ活性阻害剤は非常に有力であり、現在もその創製が盛ん

に行われている。しかし、Her3 は受容体型チロシンキナーゼファミリーに属しながらもキナ

ーゼ活性を持たない特殊なタンパク質であり、上述のキナーゼ阻害剤による Her3 を標的とし

たがん治療は不可能であった。それに対し、Crews らは TX2-121-1 処理により存在量を減少

させることでHer3によるがんの活性化を阻害しており、がんの治療戦略の拡大につながった。 
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Crews らのアダマンタン化合物の他に、ER の分解を誘導する SERDs も疎水性タグとして作

用する分子に分類できる。SERDs は ER アンタゴニストの一種であり、ER の転写抑制活性と

同時に ER の分解を誘導する。その分解誘導機構は上述のアダマンタン化合物と同様で、ER

に結合することで ER の不安定化および品質管理機構による分解を誘導する。乳がんの化学療

法において ER のアンタゴニスト耐性化が問題になっていることから、ER の分解を誘導する

SERDs は有効な乳がん治療薬として注目されている。現在では、ステロイド骨格を有する

fluvestrant や非ステロイド骨格の GW7604 など、様々な分子が報告されている（Fig. 12）41。 

 

Figure 12. 代表的な SERDsの構造. 

 

疎水性タグ法は、上述の通りタンパク質の存在量減少において成功を収めている一方で、標

的タンパク質の安定性に活性が影響されることがわかっている 42。そのため、安定性の高い

タンパク質を標的とする場合は、PROTACs や次節にて述べるプロテインノックダウン法のよ

うな、標的タンパク質に対しユビキチン化を誘導する手法の方が適しているかもしれない。 
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1.4 プロテインノックダウン法 

 

前節では Crews らが開発したタンパク質の存在量を化学的に制御する手法について述べた。

本節では筆者の所属研究室で開発されたもう一つの化学的手法について述べる。 

2010 年、所属研究室は Crews らに先駆けて有機小分子型 PROTAC 分子として SNIPER およ

びこれを用いた標的タンパク質分解誘導手法「プロテインノックダウン法」を開発した。プ

ロテインノックダウン法は、IAP の E3 活性を利用して標的タンパク質の存在量を減少させる

手法である。本節ではプロテインノックダウン法について、IAP、IAP リガンド、SNIPER の

創製に焦点を当てて述べる。 

 

1.4.1 IAP  

IAP は、バキュロウイルスの遺伝学的スクリーニングにより発見された、細胞死抑制活性を

持つタンパク質である。IAP は BIRC とも呼ばれ、すべての IAP は共通して BIR と呼ばれる

zinc finger ドメインを有する。ヒトでは８種類の IAP が発見されており、その内の５つは E3

活性を担う RING finger ドメインを有している（Fig. 13）43。 

 

Figure 13. ヒト IAPの構造. ILP-2: IAP-like protein-2; ML-IAP: melanoma IAP; NAIP: neuronal 

apoptosis inhibitory protein; UBA: ubiquitin associated domain; CARD: caspase recruitment 

domain; NACHT: domain present in NAIP, MHC class II transactivator(CIITA), 

20-hydroxyeicosatetraenoic acid synthase(HET-E) and transition protein 1(TP1); UBC: 

ubiquitin-conjugating domain ; LRR:leucine-rich repeat domain. 

 

細胞に何らかの異常があった際には、アポトーシスなどのプログラムされた細胞死によって

異常な細胞が除去される。IAP は、アポトーシスの実行因子であるカスパーゼをユビキチン

化し、カスパーゼの分解を誘導することで細胞死を抑制する。アポトーシスを誘導する必要
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がある場合、Smac/DIABLO と呼ばれるタンパク質が IAP と相互作用し、IAP とカスパーゼの

相互作用をアンタゴニスト的に阻害することで IAP のアポトーシス抑制が阻害され、アポト

ーシスが誘導される 44。しかし、一部のがん細胞では Smac/DIABLO の発現量低下あるいは IAP

の過剰発現によってアポトーシスが強く抑制されている場合があり、がんの治療標的として

IAP が注目されている。 

 

1.4.2 低分子 IAP アンタゴニストとベスタチン誘導体 

以上の理由から、IAP を治療標的としたがん治療薬として、Smac の IAP 結合モチーフを模

した低分子 IAP アンタゴニストの創製が盛んに行われている 45。Smac タンパク質は N 末端側

の APVI 部分で cIAP1、cIAP2、XIAP の BIR3 ドメインと強く結合することが分かっており（Fig. 

14a）46、低分子 IAP アンタゴニストはいずれも APVI ペプチドから構造展開されたものであ

る（Fig. 14b）。 

a 

 

b 

 

Figure 14. (a) SmacのAPVOAQペプチドと cIAP1のBIR3ドメインの複合体結晶構造（PDB 

ID: 3D9U）. APVIAQの AQは BIR3と相互作用していない. (b) Smacの IAP結合モチーフ

と低分子 IAPアンタゴニストの構造. 

 

Smac/DIABLO は XIAP、cIAP1 および 2 のアンタゴニストとして作用するだけでなく、IAP

の自己 Ub 化とプロテアソームによる分解を誘導することが知られており、低分子 IAP アン

タゴニストも Smac/DIABLO と同様にこれらの IAP の分解を誘導する。例えば、強力な IAP

アンタゴニストである GDC-0152 は、10 nM の濃度で 15 分処理するだけで A2058 細胞に内在

する cIAP1 の存在量をほぼ完全に減少させることができる 47。 
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IAP アンタゴニストによる IAP 自己Ub化は Fig. 15 に示すメカニズムで起こるとされている。

まず、IAP アンタゴニストが BIR3 ドメインに結合すると、BIR ドメインと RING ドメインの

分子内相互作用が解除される。続いて、RING ドメインにおいて二量体を形成し、活性化状態

となることで自己 Ub 化が誘導される 45。 

 

Figure 15. cIAPsの自己 Ub化機構.  

 

現在、IAP を標的としたがん治療薬の創製研究では、

上述の“Smac mimic”な IAP アンタゴニストの創製が圧

倒的な割合を占めている。そのような中、国立医薬品食

品衛生研究所の内藤らは、Smac mimic ではない IAP 阻

害剤として bestatin 誘導体を見出している（Fig. 16）48。

Bestatin は Streptomyces olivoreticulithe から単離された、アミノペプチダーゼ B およびロイシ

ンペプチダーゼに対して阻害活性を有する天然物である 49。種々の解析の結果、bestatin 誘導

体 MeBS は cIAP1 の BIR3 ドメインと選択的に結合することで cIAP1 の自己 Ub 化とプロテア

ソームによる分解を誘導することが明らかとなった（ただし、自己 Ub 化を誘導する点は IAP

アンタゴニストと同様だが、カスパーゼと競合するかは不明）50。また、MeBS の類縁体であ

る BE04 は、アミノペプチダーゼ阻害活性が弱く cIAP1 特異的に相互作用することが示唆さ

れており、かつ、cIAP1 の自己ユビキチン化を誘導しないという特徴を有している 51。 

 

1.4.3 SNIPER の創製 

以上の知見を基に、所属研究室では bestatin 誘導体や IAP アンタゴニストなどの IAP リガン

ドと標的タンパク質のリガンドを連結させた低分子化合物「SNIPER」を創製し、これによっ

て標的タンパク質に対するユビキチン化とプロテアソームによる分解を誘導する手法「プロ

テインノックダウン法」を開発した（Fig. 17）。 

伊藤らはこれまでに種々の SNIPER を創製し、生細胞中で CRABP や RAR、AR、ER の存在

量減少を達成した（Fig. 18）52, 53。その中で伊藤らは SNIPER の分子設計指針に関わる２つの

知見を得ている。一つ目は、標的タンパク質のリガンドと IAP のリガンドをつなぐリンカー

の長さである。タンパク質の Ub 化は、タンパク質表面にある Lys 残基において起こる。その

ため、SNIPER が標的タンパク質と IAP を近づける際に、標的タンパク質の Lys 残基が IAP

によって Ub 化しやすい位置に存在する必要がある。これを制御する要素の一つがリンカーの

長さであり、長すぎたり短すぎたりすると、SNIPER の活性が弱くなることが分かっている 52。 

Figure 16. Bestatinとその誘導体

の構造. 
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Figure 17. プロテインノックダウン法. 

 

 

Figure 18. 所属研究室で創製された SNIPERの構造. 

 

２つ目は、IAP リガンドの種類と標的タンパク質減少活性の相関である。BE04 を用いたア

ミド結合型 SNIPER は処理後 48 h でも標的タンパク質減少活性を維持するのに対し、MeBS

を用いたエステル結合型SNIPERでは標的タンパク質減少活性が処理後24 hで弱まりはじめ、

48 h で活性が消失する 51。これについては、エステル結合が細胞内では不安定であるため、

活性が維持できないのだと考察されている 54。また、IAP アンタゴニストである MV1
55 を用
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いた SNIPER は bestatin 誘導体を用いたものよりも活性が 10 倍向上する 56。これについては、

MeBS と MV1 の cIAP1 自己 Ub 化活性は MV1 の方が濃度にして 10 倍程度強いことから 56、

MV1 が bestatin 誘導体よりも cIAP1 親和性が高い可能性を考えている。 

なお、伊藤らは SNIPER による標的タンパク質分解誘導活性のメカニズム解析も行っており、

①cIAP1 の RNAi による SNIPER の活性消失、②プルダウンアッセイによる[GST-BIR3・CRABP 

SNIPER・CRABP-II]三者複合体の形成確認、③CRABP-II の Ub 化確認、④プロテアソーム阻

害剤による SNIPER の活性消失、の４つが確認できていることから 52, 57、SNIPER は作業仮説

通りに標的タンパク質に対しcIAP1によるUb化とプロテアソームによる分解を誘導すること

で機能していると考えられる。 

IAPのE3活性を利用するプロテインノックダウン法と、VHLのE3活性を利用するPROTACs

法は類似のコンセプトで開発されているが、いくつかの点で PROTACs 法における課題が改善

されている。これら２つの手法の相違点を Table 1 に示す。 

 

Table 1. プロテインノックダウン法と PROTACs法の相違点. 

 

 

分子量を比較すると、先行技術であった第二世代 PROTAC において用いられた VHL リガン

ドは分子量 1900 程度のペプチド性中分子であり、膜透過性に課題を有していた。またプロテ

インノックダウン法の後に開発された第三世代 PROTAC と比較しても、プロテインノックダ

ウン法で用いる IAP リガンド BE04 は VHL リガンドよりも分子量が 150 程度低く、より

drug-like な標的タンパク質分解誘導剤の創製が期待される。次に、利用している E3 を比較す

ると、IAP は VHL と同様に全身に発現しているが、その発現量は VHL よりも多く、より効

率的な UPS の誘導が期待できる 58。さらに、上述したように IAP はがんの増悪因子であり、

がん細胞において過剰発現していることが知られている。そのため、がん治療を指向したプ

ロテインノックダウンでは、IAP の自己分解を誘導する IAP アンタゴニストを用いることで、

IAP とがん関連タンパク質双方の存在量を減少させるという多重薬理的アプローチも可能で

あり、実際にこれを達成している 56。



 

パ 

18 | 1. 研究背景 

 

一方で、VHL はがん抑制遺伝子であり、VEGF など一部のがん遺伝子の転写を司る HIF-1

の Ub 化を行っている 59。Crews らが見出した VHL リガンドは VHL-HIF-1複合体の形成を阻

害する有機小分子であり、PROTACs 法の利用はがん遺伝子の転写が促進されてしまうことも

理論上危惧される。加えて、一部のがんでは VHL の不活性変異が認められることから 60、

PROTACs 法のがん治療への利用は制限される可能性がある。 

 

また、所属研究室とは独立して、国立医薬品食品衛生研究所の内藤らや栗原らのグループも

プロテインノックダウン法に関する研究に参画し、標的タンパク質リガンドとして ER アンタ

ゴニスト tamoxifen を用いた新たな ER SNIPER
61 や、がん関連タンパク質 TACC3 を標的とし

た TACC3 SNIPER が創製されている 62。 

これら様々な SNIPER の中でも、CRABP SNIPER と TACC3 SNIPER についてはがん細胞の

増殖や転移を抑制する作用が認められており、プロテインノックダウン法の医薬としての応

用も期待される。 

 

1.5 プロテインノックダウン法の問題点と本研究の目的 

 

前節で述べたように、プロテインノックダウン法では様々な標的タンパク質の存在量減少を

達成し、医薬応用の可能性も示すことができた。したがって、本手法では標的タンパク質の

リガンド、すなわち、内因性リガンドやアゴニスト、アンタゴニスト…などの標的タンパク

質に対し特異的に相互作用する有機小分子さえ見出されていれば、幅広いタンパク質に対し、

プロテインノックダウン法による存在量減少が期待できる。 

しかし、標的タンパク質のリガンドが必要という点は大きな制限になると予想される。なぜ

なら、機能解析が必要なタンパク質では特異的リガンドが未発見であることが多く、また、

そもそも特異的リガンドを持ちえないようなタンパク質もあるためである。したがって、プ

ロテインノックダウン法を実際にタンパク質の機能解析や医薬などに応用しようと試みる場

合、標的タンパク質のリガンドを必要としない方法論の確立が求められる。 

この問題点を踏まえ、筆者はプロテインノックダウン法における標的タンパク質のリガンド

を必要としない方法論の確立を目指し、本研究に着手した。以降では、この研究目的を達成

すべく遂行した２つの研究課題とその成果について２章に分けて報告する。 
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2 
タンパク質の凝集を標的とする方法論： 

Huntington 病原因タンパク質の 

プロテインノックダウン 

 

 

 

要約： HD は神経変性疾患の一つであり、脳の萎縮に伴う不随意運動や性格変化など様々な

症状が認められ、罹患後 10 から 20 年で死に至る。治療法としては対症療法のみであり、根

治療法の開発が喫緊の課題となっている。疾患原因は Htt タンパク質の凝集性変異体であり、

変異 Htt 凝集体の細胞毒性によって HD が発症すると考えられている。なお、Htt の詳細な機

能については不明な点が多く、Htt リガンドも未発見である。 

筆者は、変異 Htt のプロテインノックダウンを達成すべく、凝集体リガンドを部分構造に有

し、凝集体を標的とする新規 SNIPER「Agg SNIPER」の創製に着手した。設計・合成した Agg 

SNIPER1 および 2 は、HD 患者由来細胞において内在する変異 Htt の存在量を減少させた。メ

カニズム解析の結果、Agg SNIPER は変異 Htt 凝集体と cIAP1 の双方に相互作用し、プロテア

ソーム依存的に mHtt を減少させることが示唆された。 
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2.1 背景：神経変性疾患と Huntington 病 

 

本研究課題では、標的タンパク質のリガンドを用いずにプロテインノックダウンを達成すべ

く、標的タンパク質そのものではなく、標的タンパク質の凝集を標的とすることで、標的タ

ンパク質の存在量を減少させる方法論の確立を試みた。標的タンパク質として神経変性疾患

HD の原因タンパク質を設定し、そのプロテインノックダウンを目指した。本節では、研究背

景として神経変性疾患、HD、および HD の治療研究について述べる。 

 

2.1.1 神経変性疾患と変性タンパク質の凝集 

神経変性疾患は、中枢神経が徐々に脱落し、様々な症状が引き起こされる脳神経疾患の総称

である。アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症など数

種類の疾患が知られている。中でもアルツハイマー病とパーキンソン病は有病率と世間的な

認知度が高く、様々な製薬会社が治療薬の創製研究を行っている。神経変性疾患の理解度は

2000 年頃になってようやく原因遺伝子や発症メカニズムが解明され始めた程度であり、根治

療法は存在しない。レボドパによるドパミン補充（パーキンソン病）や、アセチルコリンエ

ステラーゼ阻害薬によるアセチルコリンの増加（アルツハイマー病）などの対症療法が存在

するのみである。 

一部の神経変性疾患では共通して、β シート構造に富む変性タンパク質の凝集体とそれに起

因する細胞死が認められ、これが疾患原因の一つであるとされている。凝集は段階的に進行

し、高毒性な可溶性オリゴマーを経て、最終的に封入体として組織に沈着する（Fig. 1）1。 

 

Figure 1. 変性タンパク質の凝集過程. 

 

現在、凝集性を示す変性タンパク質として、アルツハイマー病におけるアミロイド β や tau、

パーキンソン病における α-シヌクレイン、そしてポリグルタミン（polyQ）病と総称される一

連の神経変性疾患における polyQ タンパク質などが知られている 2。 

 

2.1.2 ポリグルタミン病とハンチントン病 3, 4
 

polyQ 病は、ある種のタンパク質が有するグルタミンの繰り返し配列がなんらかの遺伝的要

因によって異常に伸長し、凝集性を示すようになった polyQ タンパク質によって発症する疾

患の総称である。PolyQ 病としてHD（原因 polyQ タンパク質：Htt）、球脊髄性筋萎縮症（androgen 

receptor）、歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（atrophin-1）、そして６種の脊髄小脳変性症（ataxin-1, 
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2, 3, 7, CACNA1A, TATA-binding protein）が報告されている。 

HD は常染色体優性遺伝を示す遺伝性の神経変性疾患である。症状として脳の萎縮に伴う不

随意運動、認知障害の他、性格の変化といった精神症状や、運動障害なども見られる。これ

らの症状は１０から２０年かけて徐々に進行し、最終的には嚥下障害による窒息などで死に

至る。黄色人種 100 万人に 1-7 人、白人でその 10 倍程度が発症する希少疾病である。HD 患

者では脳内におけるドパミンの産生亢進を原因として不随意運動が認められため 5、不随意運

動に対する対症療法として、ドパミン量を減少させる VMAT2 阻害剤テトラベナジンが処方

される 6。しかし、他の神経変性疾患と同様に根治療法は確立されていない。 

原因タンパク質 Htt は HTT 遺伝子によってコードされる約 350 kDa のタンパク質で、全身に

発現している。正常 Htt の詳しい機能は明らかになっていないが、最近になって Htt がオート

ファジーに関与している可能性が示唆され、Htt および HD とオートファジーとの関連性に関

心が高まっている 7, 8。 

HTT 遺伝子はその exon 1 にグルタミンをコードする CAG のリピート領域が存在しており、

平均的な HTT 遺伝子では 17 程度のリピートを有するが、HD 患者では 35 を超えて異常に伸

長した CAG リピートが認められる（36-40 の CAG リピートはグレーゾーンであり、生涯発

症しない場合もある）。また、CAG の長さは症状の重さや発症年齢と関与しており、長いほ

ど症状が重くなり、発症年齢も早くなる。正常な CAG リピートの HTT から翻訳される正常

Htt ではグルタミンリピート部分はへリックス構造をとるが 9、異常な HTT から翻訳された

変異 Htt（mHtt）はシート構造をとっており、それに起因して凝集性を示す（Fig. 2）10。 

a 

 

b 

 

Figure 2. (a) CAGリピートと Httの変異の関係. (b) 正常 Htt(17Q)の exon1部分の結

晶構造(PDB ID: 3IOW, molecule b). 緑色のへリックスがグルタミン繰り返し部分. 
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mHtt が凝集し、蓄積することで HD が発症すると上述したが、通常、mHtt のような変性タ

ンパク質は品質管理機構によって分解されるため、凝集対の蓄積は起こらないはずである。

現在、これを説明する仮説として、HD などの変性タンパク質が関与する神経変性疾患では疾

患原因となる変性タンパク質が UPS やオートファジーに対して耐性・阻害活性を有している

という説が唱えられている 11。例えば DiFiglia らと Davies らはそれぞれ、死後の HD 患者の

脳組織やマウスモデルの脳組織において封入体がUb抗体陽性であることを報告している 12, 13。

これは、mHtt 凝集体が Ub 化修飾されるものの、プロテアソームによって分解されないこと

を示唆している。また、Bence らは不安定化させた GFP を発現する細胞において mHtt を強制

発現させると、不安定化 GFP 由来の蛍光強度が増加することを報告し、mHtt 凝集体が UPS

を阻害していると考えられる 14。さらに、Zucchelli らは E3 の一種である TRAF6 が mHtt に対

し Lys6、Lys27、Lys29 結合性の特殊な Ub 化を行うことで mHtt の凝集を促進すると報告して

おり、mHtt には UPS とは異なる Ub 修飾が行われている可能性も示唆されている 15。 

しかしその一方で、Jana らは E3 活性を有するシャペロン補助タンパク質 CHIP の過剰発現

によって mHtt 凝集体がプロテアソーム依存的に減少すると報告しており 16、Jana ら以外にも

複数のグループが細胞／in vivoを問わずシャペロンタンパク質の過剰発現によってmHttに対

し UPS を誘導できると報告している 17。また、Bhat らは HD モデルマウスを用いた実験によ

り、①mHtt は UPS シグナルである Lys48 結合性 Ub 化だけでなく凝集を促進する Lys63 結合

性 Ub 化を受ける、②加齢とともに Lys48 結合性 Ub 化を担う E3 である Ube3a の発現量が減

少する、③HD モデルマウスに Ube3a を過剰発現させると脳内 mHtt が減少すると報告してい

る 18。このように、HD における変性タンパク質の品質管理については様々な実験結果が得ら

れており、未だ議論の余地がある状況である。 

 

2.1.3 HD 治療に対する研究 

上述したように、HD に対する根治療法が見出されていないため、その開発が喫緊の課題と

なっている。 

医薬化学の分野では特に mHtt の凝集抑制に焦点が当てられており、凝集を抑制する有機分

子の創製が盛んに行われている 19。また、変性タンパク質の可溶性オリゴマーが発症原因で

あり、封入体は発症に関与していないとする説 20, 21 が報告されてからは、凝集を促進させる

有機分子の創製も行われるようになった（次項 Fig. 3）22, 23。しかし、凝集制御剤では結局 mHtt

が細胞内に残ったままである点については懸念が残る。そのような懸念のためか、最近では

mHtt の存在量を減少させようとする試みが増えている。特に、近年の遺伝子サイレンシング

技術の向上もあり、複数の研究グループが RNAi やゲノム編集による mHtt の発現抑制を報告

している 24。また、理化学研究所の貫名らのグループは、シャペロン結合モチーフと mHtt 凝

集体結合モチーフを融合したポリペプチドを発現させることで、mHtt 選択的にシャペロン介

在型オートファジーの誘導と mHtt の存在量減少を達成している 25。しかしこうした生物学的

手法では、実際に医薬応用を検討する際に生物製剤をどのように中枢へ到達させるかが問題

となることを留意する必要がある 26。 
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Figure 3. 凝集阻害剤（上段）および凝集促進剤（下段）の構造. 

 

2.2 目的・作業仮説 

 

以上の背景を踏まえ、本節では本研究課題の目的およびこれを達成するための作業仮説につ

いて述べる。 

 

2.2.1 目的 

HD の根治療法開発は喫緊の課題であり、有機小分子による mHtt の凝集制御や、生物学的

手法による mHtt の存在量減少など様々なアプローチによる HD 治療研究が行われている。し

かし、いずれも問題点があることは前節で述べた通りである。 

これに対し筆者は、プロテインノックダウン法であれば mHtt の存在量を減少させ、かつ、

有機小分子 SNIPER の脳移行も期待でき、上述の問題点を解決できると考えた。この考えの

もと筆者は、HD 原因タンパク質 mHtt のプロテインノックダウンを目的に設定し、本研究に

着手した。 

 

2.2.2 作業仮説 

プロテインノックダウン法の原理および SNIPER の分子設計に基づくと、mHtt のプロテイ

ンノックダウンを達成するには mHtt 特異的リガンドが必要である。しかし、現在 mHtt 特異

的リガンドは見出されていない。そこで筆者は、神経変性疾患診断薬に着目した。 

神経変性疾患診断薬は、変性タンパク質凝集体に特異的に相互作用するように創製された有

機小分子、すなわち凝集体に対する特異的リガンドである。神経変性疾患の診断において、

HD のような遺伝子に変異がある疾患であれば遺伝子診断が可能であるが、アルツハイマー病

など遺伝子に変異のない疾患の方が患者数は圧倒的に多い。そのような遺伝子診断が適用で

きない場合は、神経変性疾患診断薬として放射性同位体元素を含む凝集体リガンドを用い、

PET／SPECT 法による脳内の変性タンパク質凝集体の可視化および神経変性疾患の診断が行
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われる 27。こうした背景から、凝集体リガンドは主にアルツハイマー病の原因タンパク質の

検出を指向して創製されているが、同じく凝集体を形成する mHtt についても凝集体リガンド

によって認識されると考えられる。ここから着想を得て筆者は、凝集体リガンドを用いた、

凝集体を標的とする新規 SNIPER「Agg SNIPER」を創製することで、mHtt リガンドを用いず

に mHtt のプロテインノックダウンを行うことが可能なのではないかと考えた（Fig. 4）。 

 

Figure 4. Agg SNIPERによる mHttのプロテインノックダウン. 

 

2.3 分子設計・合成 

 

本節では、前節で述べた作業仮説に基づいて Agg SNIPER の分子設計および合成について述

べる。 

 

2.3.1 分子設計 

現在、凝集体リガンドとして様々な有機小分子が報告されており、そのうちいくつかがアメ

リカ食品医薬品局（FDA）に臨床での使用が認可されている（Fig. 5）27, 28。 

 

Figure 5. 代表的な神経変性疾患診断薬の構造. [
18

F]AV-45は FDAに認可されてお

り、Amyvidの名で使用されている. 

 

本研究課題ではこれらのうち、BTA および PDB を SNIPER に用いることにした。 
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BTA を選択した理由は、2001 年に見出されて以降、BTA の神経変性疾患診断薬としての性

質が詳細に調べられ、BTA は凝集体親和性や脂溶性（Fig. 6）、脳移行性（Table 1）が良好で

あることが分かっているためである 29-31。また、BTA は凝集体との結合様式が分子動力学シ

ミュレーションによって検討されている 32。現在、凝集体リガンドと凝集体との結合様式は

関心を集めているものの、変性タンパク質凝集体の結晶構造が未だ解明されていないことも

あり、BTA のように結合様式が検討されている凝集体リガンドは決して多くない。 

PDB は、比較的最近見出された凝集体リガンドである。PDB を選択した理由は、凝集体親

和性（Fig. 6）が良好であるのに加え、BTA よりも脳内滞留時間が長く（Table 2）33、また、

PDB のベンゾチアゾール環からエチレングリコールを導入した誘導体 FPPDB においても凝

集体親和性が維持されており（Fig. 6）34、SNIPER の分子設計指針が立てやすいためである。 

 

 

Figure 6. BTAの logP値および各化合物の凝集体親和性. 

 

Table 1. [
11

C]BTAを静脈投与したマウスの各部位における放射能. 文献 29より作製. 

 

 

Table 2. [
125

I]PDBを静脈投与したマウスの各部位における放射能. 文献 33より作製. 
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なお、BTA および PDB は、健常者の脳組織は染色せずに神経変性疾患の患者の脳組織を特

異的に染色する。BTA および PDB による染色部位は疾患原因タンパク質の抗体による染色部

位とよく一致しており 29, 33、これらの凝集体リガンドは神経変性疾患原因タンパク質の凝集

体に特異的に結合できると考えられる。 

 

以上の情報を踏まえ、凝集体リガンド BTA および PDB それぞれに対しユビキチンリガーゼ

cIAP1 のリガンド BE04 を連結させた 1 および 2 を Agg SNIPER として設計した（Fig. 7）。 

 

Figure 7. Agg SNIPER 1および 2の分子設計. 
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2.3.2 合成 

Agg SNIPER 1 を Scheme 1 に示すとおりに合成した。5 の生成では、3 の加水分解反応にお

いて 4 の還元体であるアミノチオフェノールはジスルフィド結合を形成しやすく、アミノチ

オフェノールとして得ることはできなかったため、PPh3 によって系中で 4 を還元し 35、アミ

ノ安息香酸と縮合することで 5 を得た。アミン 9 の生成では、アニリン 5 と 6
36 を酸化して

得られるアルデヒド体との還元的アミノ化を試みたが、6 の酸化によってアルデヒドを得る

ことが困難であった。そのため、アルコール 6 を Ms 化して 7 を生成し、5 との SN2 反応と

Boc の脱保護によりアミン 9 を得た。最後に、カルボン酸 10
37とアミン 9 を縮合し、Boc を

脱保護することで Agg SNIPER 1 を得た。 

 

Scheme 1. Agg SNIPER 1 の合成 . (a) 10 M NaOH aq., reflux, 18.5 h, 77%; (b) PPh3, 

4-aminobenzoic acid, polyphosphoric acid, 220 ℃, 4 h, 41%; (c) MsCl, NEt3, DCM, r.t., 45 min, 

87%; (d) 5, K2CO3, KI, DMF, 90 ℃, 3.5 h, 30%; (e) 4 M HCl/1,4-dioxane, DCM, 0℃, 3 h; (f) 9, EDC, 

HOBt, DIEA, DMF, r.t., 24 h, 33% (2 steps); (g) 4 M HCl/1,4-dioxane, DCM, r.t., 3 h, 80% 
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続いて Agg SNIPER 2 を Scheme 2 の通りに合成した。14 の合成では、文献情報 38 を基にア

ミン 12 とジメチルアニリンのカップリングによりアゾ化合物 13 を生成し、BBr3を用いた脱

保護によりフェノール 14 を得た。さらに中間体 7 との SN2 反応および Boc の脱保護により

アミン 16 を得た。最後に、Agg SNIPER 1 の合成と同様にカルボン酸 10 との縮合および Boc

の脱保護により Agg SNIPER 2 を得た。 

 

Scheme 2. Agg SNIPER 2の合成. (a) NaNO2, N,N-dimethylaniline, H2SO4, AcOH, 0℃, 15 min; (b) 

BBr3, DCM, r.t., overnight; (c) 14, K2CO3, DMF, 100℃, 7 h, 7% (3 steps); (d) 4 M HCl/1,4-dioxane, 

DCM, r.t., overnight; (e) 16, EDC, HOBt, DIEA, DMF, r.t., 24 h, 54% (2 steps); (g) 4 M 

HCl/1,4-dioxane, DCM, r.t., 6 h, 80%. 
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2.4 活性評価 

 

本節では、設計・合成した Agg SNIPER における、凝集体に対する結合活性と細胞系での

mHtt 減少活性について述べる。 

 

2.4.1 凝集体に対する結合活性 

設計・合成した Agg SNIPER 1 および 2 は、いずれも凝集体リガンドに対しより大きな構造

が付加されており、凝集体親和性を失っている可能性が考えられた。そこで、まずは 1 およ

び 2 が凝集体親和性を維持しているか検証することにした。 

凝集体との結合試験では、蛍光色素 ThT（Fig. 8）とグルタミンが

62 個連なったペプチド（Q62 ペプチド）39 の凝集体を用いた実験を

行った。ThT は、タンパク質凝集体と相互作用することで λex=440 

nm、λem=485 nm の蛍光強度が増加するという特徴的な蛍光特性を

有する蛍光性有機小分子である（Fig. 9）。 

 

Figure 9. ThTの蛍光強度変化. 

 

したがって、Q62ペプチド凝集体と ThT を共存させた系に対して Agg SNIPER を添加した際

に、もし Agg SNIPER が凝集体と相互作用するならば、ThT と Q62ペプチドの相互作用を競

合阻害し、ThT の蛍光強度の低下が予想される（Fig. 10）。この実験手法は、化合物の凝集体

に対する結合試験として一般的に行われている。 

 

Figure 10. 結合試験の模式図. 

 

Figure 8. ThTの構造. 
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また、Q62ペプチドの精製は GST を融合させて可溶化した状態で行った 40。GST-Q62 ペプチ

ドは、GenScript 社にて委託合成された Q62ペプチド遺伝子を pGEX ベクターに導入し、大腸

菌に形質転換することで発現させた。これをグルタチオンビーズによって精製した後、

thrombin によって GST を Q62 ペプチドから切断することで凝集させ、結合試験を行った。 

結合試験の結果、1 および 2 は濃度依存的に ThT の蛍光強度を低下させた（Fig. 11）。 

 

Figure 11. 結合試験. 

 

なお、Agg SNIPER 2 は赤色を呈する化合物であるが、3 M において 485 nm の波長の光に

対する吸光は認められなかった（Fig. 12）。 

 

Figure 12. Agg SNIPER 2の吸光スペクトル. 

 

以上の結果から、Agg SNIPER 1 および 2 は凝集体に対する親和性を維持していることが示

唆された。 
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2.4.2 HD 患者由来細胞における mHtt存在量減少活性 

続いて、Agg SNIPER の mHtt 存在量減少活性を評価した。この実験では、HD 患者由来

fibroblast 細胞（HD fb）に内在する mHtt を、polyQ 抗体を用いて western blotting により検出

し、その存在量の変化を評価した。HD fb に対し Agg SNIPER 1 および 2 を 96 h 処理したと

ころ、mHtt の存在量が減少した（Fig. 13）。 

    

Figure 13. Agg SNIPERの mHtt存在量減少活性の評価. 

 

以上より、mHtt の存在量を減少させる化合物として 1 および 2 を見出すことができた。 

 

2.5 メカニズム解析 

 

本節では、Agg SNIPER 1 を用いた mHtt 存在量減少活性のメカニズム解析について述べる。 

 

2.5.1 mHttの減少における SNIPERの連結構造の重要性の検証 

1 の mHtt 減少活性が、1 が含む各リガンド構造に由来する可能性がある。そこでこの実験

では、BTA および BE04 の各リガンドを単独あるいは併用処理し、mHtt の減少活性において

1 の連結構造が重要か検証した。 

実験の結果、BTA および BE04 には mHtt 減少活性は認められなかった（Fig. 14）。 

 

Figure 14. Agg SNIPER 1と各リガンドの mHtt存在量減少活性. 

 

この結果から、Agg SNIPER による mHtt 減少活性は Agg SNIPER の部分構造に由来するも

のではなく、また、活性の発現には連結構造が必要であることが示された。 
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2.5.2 mHttの減少におけるプロテアソーム依存性の検証 

プロテインノックダウン法では標的タンパク質に対し UPS を誘導する。したがって、Agg 

SNIPER が作業仮説通りに作用しているならば、mHtt の存在量減少においてプロテアソーム

が関与しているはずである。そこでこの実験では、プロテアソーム阻害剤によって Agg 

SNIPER の mHtt 減少活性がキャンセルされるかを検証した。 

ただし、プロテアソーム阻害剤を Agg SNIPER と同じく 96 h 処理するのは細胞への大きな

負担が危惧される。そのため、この検証ではまず Agg SNIPER 1 の mHtt 減少活性のタイムコ

ースを確認し、活性が表れる直前にプロテアソーム阻害剤を添加することで、その処理時間

を最小限に抑えることにした。 

タイムコースを確認したところ、Agg SNIPER 1 の処理後 72 h までは mHtt の明らかな残存

が確認された（Fig. 15a）。そこでプロテアソーム阻害実験では、Agg SNIPER 1 の処理後 72 h

の時点でプロテアソーム阻害剤 MG132 を処理し、そこから 24 h 後（Agg SNIPER 1 の処理か

ら計 96 h 後）に western blotting を行うことにした。 

実験の結果、Agg SNIPER 1 の mHtt 減少活性は MG132 を併用することでキャンセルされた

（Fig. 15b）。この結果から、Agg SNIPER 1 による mHtt 存在量の減少には、プロテアソーム

が関与していることが示唆された。 

a b 

   

Figure 15. (a) Agg SNIPER 1の活性のタイムコース確認. (b) プロテアソーム阻害実験. 

 

2.5.3 mHttの減少における cIAP1 依存性の検証 

続いて、mHtt の減少においてユビキチンリガーゼ cIAP1 が関与するか検証した。 

Agg SNIPER が作業仮説通りに mHtt 凝集体と cIAP1 の双方に相互作用することで活性を示

しているのであれば、cIAP1 と相互作用しない Agg SNIPER 誘導体では mHtt の存在量減少活

性が認められないはずである（Fig. 16）。 

 

Figure 16. SNIPERは cIAP1と相互作用しないと標的タンパク質の Ub化を誘導できない. 
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そこでこの検証実験では、cIAP1 と相互作用しない誘導体を新たに合成し、その mHtt 減少

活性を評価することにした。なお、過去の研究において BE04 と cIAP1 の相互作用には BE04

のヒドロキシ基とアミノ基が重要であることが分かっている 41。実際、これらを水素に置換

した誘導体 18 は cIAP1 と相互作用せず、また、BE04 部分にヒドロキシ基とアミノ基を持た

ない SNIPER 誘導体 19 は標的タンパク質分解誘導活性が消失する 42（Fig. 17）。 

 

 

Figure 17. BE04のヒドロキシ基とアミノ基の重要性. 

 

以上の知見を踏まえ、cIAP1 と相互作用しない Agg SNIPER 1 誘導体として 21 を設計し、9

と 20 の縮合により合成した（Scheme 3）。 

 

Scheme 3. 21の合成. (a) EDC, HOBt, DIEA, DMF, r.t., 24 h, 54%. 
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HD fb に対し 21を 96 h 処理したところ、21は mHtt の存在量を減少させなかった（Fig. 18）。 

 

Figure 18. cIAP1依存性の検証. 

 

この結果から、Agg SNIPER による mHtt の存在量減少には cIAP1 が関与していることが示

唆された。 

 

2.6 考察 

 

本研究課題では、mHtt そのものではなく、その凝集体を標的とすることで mHtt のプロテイ

ンノックダウンを試み、mHtt の存在量を減少させることに成功した。しかし、Agg SNIPER

の作用機序について、作業仮説通りに作用しているか更なる詳細な検討が望まれる。Agg 

SNIPER では mHtt の凝集体のみが分解誘導され、mHtt のモノマーが残ると予想したが、実際

には mHtt の存在量が western blotting でほぼ確認できない量まで減少した。これについては、

Hd fb に発現する mHtt の凝集状態を確認する必要がある。また、オフターゲットの分解誘導

による mHtt の発現抑制の可能性も考えられることから、mHtt の mRNA 量を定量することも

考えている。 
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2.7 まとめと今後の展望 

 

本研究課題では、HD 原因タンパク質である mHtt のプロテインノックダウンを目指した。

特異的リガンドが見出されていない mHtt のプロテインノックダウンに際し、筆者は mHtt そ

のものではなく、凝集体を標的とする新規 SNIPER「Agg SNIPER」によって mHtt を減少させ

る作業仮説を考案した。作業仮説に基づいて設計・合成した Agg SNIPER 1 および 2 は、polyQ

凝集体との親和性を示し、HD fb において内在する mHtt の存在量を減少させた。また、1 を

用いたメカニズム解析により、mHtt 減少活性が 1 の各リガンドである BTA および BE04 に由

来するものではないことが示され、さらに、Agg SNIPER がプロテアソームおよび cIAP1 依

存的に mHtt を減少させていることが示唆された。 

以上の結果から、筆者は本研究課題の目的である mHtt の存在量をプロテアソーム依存的に

減少させる有機小分子 1 および 2 を世界で初めて創製することに成功した。同時に、本研究

成果によってプロテインノックダウン法における「標的タンパク質そのものではなく、タン

パク質の凝集を標的とする方法論」を実証することができた。本研究成果は、未だ対症療法

のみである HD の治療において、根治療法の提案につながる発見であると考えている。 

現在、cIAP1 のノックダウン実験や、免疫沈降法による[mHtt・Agg SNIPER・cIAP1]三者複

合体の形成確認など、Agg SNIPER の更なるメカニズム解析を進めている。加えて、Agg 

SNIPER 1 および 2 が 10 M、96 h 処理において、統計的に有意差はないものの HD fb に対し

て若干の毒性を示すことから（Fig. 19）、より低濃度で活性を示す強力な Agg SNIPER の創製

も目下進行中である。 

 

 

Figure 19. Agg SNIPER 1および 2の細胞毒性（WST-1 assay）. 
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2.9 実験項 

 

2.9.1 Organic synthesis 

General. 

1
H and 

13
C NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-ECA500 (500 MHz) spectrometer in the 

indicated solvent. Chemical shifts (δ) are reported in parts per million relative to the internal standard 

tetramethylsilane (
1
H NMR) or the centerline of the triplet at 77.0 ppm of CDCl3 (

13
C NMR). ESI and 

FAB mass spectra were recorded on a BRUKER micrOTOF II mass spectrometer and JEOL 

JMA-HX110 mass spectrometer, respectively. Chemical reagents and solvents were purchased from 

Aldrich Inc., Tokyo Chemical Industry Co.,Ltd., Wako Pure Chemical Industries,Ltd., and Kanto 

chemical co.,inc. and used without purification. Routine TLC was performed on silica gel 60 F254 

plates (Merck, Germany). Flash column chromatography was performed on Silica gel 60 (spherical, 

particle size 40–100 μm; Kanto Chemical, Japan) 

 

Bis(4-methylaminophenyl)disulfane (4). 

 

 

 

A mixture of 2-amino-6-methylbenzothiazole (3, 5.00 g, 30.5 mmol) in 10 N NaOH (40 mL) was 

stirred under reflux for 18.5 h. The reaction mixture was poured into ice-water, acidified with 

concentrated HCl to pH 1, neutralized with 2 N NaOH, and extracted with AcOEt. The organic layer 

was washed with brine, and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the solvent in vacuo, and 

purification by flash column chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:2) gave 3.23 g (77%) of 4 as a 

yellow solid. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  6.97 (d, J =8.1 Hz, 2H), 6.95 (s, 2H), 6.64 (d, J = 8.1 Hz, 

2H), 2.13 (s, 6H). MS (FAB) m/z 277 (M + H)
+
. 

 

2-(4-Aminophenyl)-6-methylbenzothiazole (5). 

 

 

 

A mixture of 4 (2.007 g, 7.261 mmol), PPh3 (1.92 g, 7.34 mmol), and 4-aminobenzoic acid (1.99 g, 

14.5 mmol) in polyphosphoric acid (14.5 mL) was stirred at 220 
o
C for 4 h. After cooling, the reaction 

mixture was poured into 10% aqueous Na2CO3, stirred at 0 
o
C until gas evolution ceased, and 
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extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, and dried over MgSO4. Filtration, 

evaporation of the solvent in vacuo, and purification by flash column chromatography 

(n-hexane/AcOEt = 2:1) gave 1.45 g (41%) of 5 as a yellow solid. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.88 

(d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.87 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.25 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 

2H), 3.97 (s, 2H), 2.48(s, 3H). MS (FAB) m/z 241 (M + H)
+
. 

 

2-(2-(2-tert-Butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy)ethyl methansulfonate (7). 

 

 

 

To a mixture of 6 (51.0 mg, 0.205 mmol) and NEt3 (51.6 mg, 0.510 mmol) in DCM (5 mL) was added 

methansulfonyl chloride (50.0 mg, 0.440 mmol) at 0 
o
C and stirred at room temperature for 45 min. 

The reaction mixture was washed with H2O and the organic layer was dried over MgSO4 and filtrated. 

Evaporation of the solvent in vacuo and purification by flash column chromatography (AcOEt) gave 

50.4 mg (87%) of 7 as a colorless oil. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  4.39 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 3.77 (t, J 

= 4.6 Hz, 2H), 3.62 (m, 4H), 3.53 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.32 (br, 2H), 3.08 (s, 3H), 1.45 (s, 9H). MS 

(FAB) m/z 328 (M + H)
+
. 

 

2-(4-(2-(2-(2-tert-Butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy)ethyl)aminophenyl)-6-methylbenz

othiazole (8). 

 

 

 

A mixture of 7 (34.5 mg, 0.105 mmol), 5 (20.4 mg, 84.9 mol), K2CO3 (7.4 mg, 53.0 mol), and KI 

(27.4 mg, 0.165 mmol) in DMF (0.2 mL) was stirred at 90 
o
C for 3.5 h. The reaction mixture was 

poured into aqueous NaCl (brine/H2O = 1:1), extracted with CHCl3, and dried over MgSO4. Filtration, 

evaporation of the solvent in vacuo, and purification by flash column chromatography 

(n-hexane/AcOEt = 2:1 to 1:1) gave 11.9 mg (30%) of 8 as colorless oil.
 1
H NMR (500 MHz, CDCl3) 

 7.89 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 

8.5 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.65 (m, 4H), 3.56 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.39 (br, 2H), 3.34 (br, 

2H), 2.47 (s, 3H), 1.45 (s, 9H). MS (FAB) m/z 472 (M + H)
+
. 
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2-(4-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethyl)aminophenyl)-6-methylbenzothiazole (9). 

 

 

 

To a solution of 8 (11.9 mg, 25.2 mol) in DCM (0.8 mL) was added 4 M HCl/1,4-dioxane (0.8 mL) at 

0 
o
C and stiired for 3 h. The reaction mixture was concentrated in vacuo to give crude 9 

(dihydrochloride salt, 12.1 mg) as a yellow solid. The product was used in next step without further 

purification. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.63 (s, 

1H), 7.24 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.67 – 3.65 (m, 4H), 

3.53 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 3.38 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 2.89 (br, 2H), 2.47 (s, 3H). MS (FAB) m/z 372 (M + 

H)
+
. 

 

2-(4-(2-(2-(2-((S)-2-((2S,3R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanamid

o)-4-methylpentanamide)ethoxy)ethoxy)ethyl)aminophenyl)-6-methylbenzothiazole 

(11). 

 

 

 

To a mixture of 9 (12.1 mg), 10 (10.4 mg, 25.5 mol), 1-hydroxybenzotriazole monohydrate (8.1 mg, 

60 mol) and DIEA (20 L) in DMF (0.5 mL) was added EDC (19.8 mg, 103 mol) at 0 
o
C and 

stirred at room temperature for 24 h. The reaction mixture was treated with saturated aqueous NaHCO3, 

extracted with CHCl3, and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the solvent in vacuo, and 

purification by flash column chromatography (CHCl3 to CHCl3/MeOH = 20:1) gave 6.3 mg (33%, 2 

steps) of 11 as a yellow amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD)  7.76 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 

7.71 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.25 – 7.18 (m, 1H), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.42 (dd, J = 9.8, 

5.5 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 7.9, 4.0 Hz, 1H), 3.65 – 3.48 (m, 8H), 3.32 (br, 2H), 3.27 (br, 2H), 2.80 (dd, 

J = 13.1, 7.6 Hz, 1H), 2.42 (s, 3H), 1.56 – 1.53 (m, 3H), 1.28 (s, 9H), 1.14 (s, 2H), 0.87 (dd, J = 17.1, 

6.1 Hz, 6H) . MS (FAB) m/z 762 (M + H)
+
. 
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2-(4-(2-(2-(2-((S)-2-((2S,3R)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-4-methylpentana

mide)ethoxy)ethoxy)ethyl)aminophenyl)-6-methylbenzothiazole (1). 

 

 

 

4 M HCl/1,4-Dioxane (0.8 mL) was added to a solution of 11 (6.3 mg, 8.3 mol) in DCM (0.2 mL) at 

0 
o
C and stirred at room temperature for 3 h. Evaporation of the solvent in vacuo and purification by 

preparative thin-layer chromatography (CHCl3/MeOH/NH3 aq. = 10:1:0.1) gave 5.4 mg (80%) of 1 as 

a yellow amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD)  7.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 7.9 

Hz, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.27 – 7.20 (m, 6H), 6.73 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.42 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.94 (d, J 

= 3.1 Hz, 1H), 3.68 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.63 – 3.61 (m, 4H), 3.53 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 4.9Hz, 

2H), 3.31 (br, 2H), 2.90 (dd, J = 13.4, 6.7 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 13.4, 7.9 Hz, 1H), 2.47 (s, 3H), 1.67 – 

1.61 (m, 3H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 0.93 (dd, J = 9.2, 5.5 Hz, 6H). 
13

C NMR (125 MHz, CD3OD)  

173.89, 173.14, 168.75, 151.62, 151.53, 138.39, 134.53, 133.91, 128.86, 128.37, 128.11, 127.31, 

126.02, 120.99, 120.83, 120.63, 111.88, 72.07, 69.96, 69.79, 69.13, 68.99, 55.08, 51.59, 42.43, 40.57, 

39.10, 38.89, 24.51, 21.83, 20.64, 19.90. MS (FAB) m/z 662 (M + H)
+
. HRMS (ESI) m/z: calcd for 

C36H48N5O5S
+
, 662.3371; found 662.3374. 

 

2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-methoxybenzothiazole (13). 

 

 

 

To a mixture of 12 (502 mg, 2.79 mmol), AcOH (9.5 mL), and conc. H2SO4 aq. (5.5 mL) was added 

NaNO2 aq. (240.5 mg, 3.49 mmol in 1.5mL of H2O) dropwise for 15 min at 0 
o
C and stirred for 10 min 

at 0 
o
C. Then, to the reaction mixture was added a mixture of N,N-dimethylaniline (351 L, 2.77 

mmol) and 1.4 N HCl aq. (2.5 mL) dropwise for 15 min at 0 
o
C and stirred for 15 min at 0 

o
C. The 

reaction mixture was neutralized and the precipitate was filtrated and washed with hexane. The 

product was used in next step without further purification. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.97 (t, J = 

9.0 Hz, 3H), 7.29 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 3.0 and 8.5 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.90 

(s, 3H), 3.15 (s, 6H). MS (FAB) m/z 313 (M+H)
+
. 
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2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-hydroxybenzothiazole (14). 

 

 

 

To a solution of 13 (391 mg, 1.25 mmol) in DCM (12.0 mL) was added 1 M BBr3 in DCM (3.8 mL) 

and stiired at room temperature overnight. The reaction mixture was poured into saturated aqueous 

NaHCO3 and the precipitate was filtrated and washed with CHCl3. The product was used in next step 

without further purification.
 1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6)  9.99 (br, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 

7.80 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 2.5 and 8.5 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.5 

Hz, 2H), 3.13 (s, 6H). MS (FAB) m/z 299 (M+H)
+
. 

 

2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-(2-(2-(2-tert-butoxycarbonylaminoethoxy)ethox

y)ethoxy)benzothiazole (15). 

 

 

 

A mixture of 14 (101.2 mg, 339.2 mol), 7 (112.3 mg, 343.0 mol), and K2CO3 (46.7 mg, 337.9 

mol) in DMF (10 mL) was stirred at 100 
o
C for 7 h. The reaction mixture was poured into NaCl aq. 

(brine/H2O = 1:1), extracted with CHCl3, and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the solvent 

in vacuo, and purification by flash column chromatography (CHCl3) gave 53.4 mg (7%, 3 steps) of 14 

as a red amorphous solid.
 1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.97 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.5 Hz, 

1H), 7.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 2.5 and 9.5 Hz, 1H), 4.23 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 

4.5 Hz, 2H), 3.73 (dd, J = 2.5 and 5.0 Hz, 2H), 3.66 (dd, J = 2.5 and 5.0 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 5.0 Hz, 

2H), 3.33 (br, 2H), 3.15 (s, 6H), 1.45 (s, 9H). MS (FAB) m/z 530 (M+H)
+
. 

 

2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzothiaz

ole (16). 

 

 

 

To a solution of 15 (21.4 mg, 40.4 mol) in DCM (2.0 mL) was added 4 M HCl/1,4-Dioxane (2.0 mL) 

and stiired at room temperature overnight. The reaction mixture was poured into saturated aqueous 
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NaHCO3, extracted with CHCl3, and dried over MgSO4. Filtration and evaporation of the solvent in 

vacuo gave a red amorphous solid that was used in next step without further purification.
 1

H NMR 

(500 MHz, CDCl3)  7.97 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.09 

(dd, J = 2.6 and 8.9 Hz, 1H), 4.23 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.75 (dd, J = 4.0 and 5.7 

Hz, 2H), 3.67 (dd, J = 4.0 and 5.7 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.15 (s, 6H), 2.88 (t, J = 5.2 Hz, 

2H). MS (FAB) m/z 430 (M+H)
+
. 

 

2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-(2-(2-(2-((S)-2-((2S,3R)-3-tert-butoxycarbonylam

ino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-4-methylpentanamide)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benz

othiazole (17). 

 

 

 

To a mixture of 16 (12.7 mg, 29.6 mol), 10 (12.1 mg, 29.6 mol), 1-hydroxybenzotriazole 

monohydrate (9.0 mg, 65.0 mol) and DIEA (15.5 L, 88.7 mol) in DMF (1.0 mL) was added EDC 

(23.6 mg, 123 mol) at 0 
o
C and stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was 

poured into NaCl aq. (brine/H2O = 1:1), extracted with CHCl3, and dried over MgSO4. Filtration, 

evaporation of the solvent in vacuo, and purification by flash column chromatography (CHCl3 to 

CHCl3/MeOH = 100:1) gave 16.7 mg (54%, 2steps) of 17 as a red amorphous solid. 
1
H NMR (500 

MHz, CDCl3)  7.96 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.30 – 7.18 

(m, 11H), 7.09 (dd, J = 2.3 and 9.2 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.46 – 4.43 (m, 1H), 4.23 (t, J = 

4.6 Hz, 2H), 4.15 (dd, J = 2.3 and 6.9 Hz, 1H), 4.02 (s, 1H), 3.89 – 3.88 (m, 2H), 3.70 (t, J = 4.6 Hz, 

2H), 3.62 (dd, J = 2.9 and 5.7 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.17 – 3.12 (m, 7H), 3.10 – 3.00 (m, 

1H), 1.57 – 1.54 (m, 3H), 1.37 (s, 9H), 0.88 (dd, J = 6.6 and 10.0 Hz, 6H). MS (FAB) m/z 820 

(M+H)
+
. 

 

2-((4-Dimethylaminophenyl)diazenyl)-6-(2-(2-(2-((S)-2-((2S,3R)-3-amino-2-hydroxy-4-p

henylbutanamido)-4-methylpentanamide)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzothiazole (2). 

 

 

 

To a solution of 17 (16.3 mg, 19.9 mol) in DCM (1.0 mL) was added 4 M HCl/1,4-Dioxane (1.0 mL) 
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and stiired at room temperature overnight. The reaction mixture was evaporated in vacuo and 

purification of the residue by PTLC (CHCl3/MeOH/NH3 aq = 40:1:0.1) gave 11.4 mg (80%) of 2 as a 

red amorphas solid.
 1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.97 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.94 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 

7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.32 - 7.30 (m, 5H), 7.09 (dd, J = 2.6 and 8.9 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 9.7 Hz, 

2H), 4.44 – 4.43 (m, 1H), 4.22 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 3.97 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.88 (td, J = 2.1 and 4.7 

Hz, 2H), 3.71 (td, J = 1.9 and 3.9 Hz, 2H), 3.62 (dd, J = 3.4 and 5.7 Hz, 2H), 3.55 (t, J = 5.2 Hz, 3H), 

3.47 – 3.43 (m, 2H), 3.16 (s, 6H), 2.97 (dd, J = 5.2 and 13.2 Hz, 6H), 2.55 (dd, J = 9.5 and 13.5 Hz, 

1H), 1.62 – 1.57 (m, 2H), 1.26 (s, 1H), 0.91 (dd, J = 6.3 and 10.3 Hz, 6H). 
13

C NMR (125 MHz, 

CD3OD)  177.50, 175.47, 174.66, 159.48, 156.13, 147.96, 144.03, 140.01, 136.63, 130.39, 129.64, 

127.53, 124.89, 117.50, 113.02, 106.81, 79.48, 73.65, 71.82, 71.31, 70.79, 70.53, 69.27, 56.62, 53.03, 

42.09, 40.72, 40.46, 40.44, 40.42, 26.02, 23.38, 22.13. MS (FAB) m/z 720 (M+H)
+
. HRMS (ESI) m/z: 

calcd for C37H50N7O6S
+
, 720.3538; found 720.3530. 

 

2-(4-(2-(2-(2-((S)-2-(4-phenylbutanamido)-4-methylpentanamide)ethoxy)ethoxy)ethyl)am

inophenyl)-6-methylbenzothiazole (21). 

 

 

 

To a mixture of 9 (12.4 mg, 33.4 mol), 20 (9.5 mg, 34.3 mol), 1-hydroxybenzotriazole 

monohydrate (7.9 mg, 58.5 mol) and DIEA (18.0 L, 99.8 mol) in DMF (0.5 mL) was added EDC 

(10.6 mg, 55.3 mol) at 0 
o
C and stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was 

diluted with AcOEt, extracted with brine/H2O (1:1), and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of 

the solvent in vacuo, and purification by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 1:3 to 1:6) 

gave 12.2 mg (58%) of 21 as a yellow amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.88 (d, J = 

8.6 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.29 – 7.15 (m, 6H), 6.67 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.00 

(d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.45 (dd, J = 14.0 and 8.3 Hz, 1H), 3.72 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.64 – 3.62 (m, 4H), 

3.56 – 3.54 (m, 2H), 3.47 – 3.43 (m, 2H), 3.38 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.62 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.47 (s, 3H), 

2.19 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.98 – 1.92 (m, 2H), 1.64 – 1.57 (m, 2H), 1.50 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 0.92 (d, J 

=4.6 Hz, 6H). 
13

C NMR (125 MHz, CDCl3)  172.91, 172.28, 167.86, 152.53, 150.63, 141.47, 134.79, 

134.47, 129.08, 128.61, 128.56, 127.67, 126.16, 122.95, 121.97, 121.35, 112.73, 77.37, 70.44, 69.80, 

69.59, 51.66, 43.19, 41.49, 41.46, 39.40, 35.89, 35.28, 27.24, 24.93, 22.97, 22.34, 21.63. HRMS (ESI) 

m/z: calcd for C36H46N4NaO4S
+
, 653.3131; found 653.3150. 
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2.8.2 Biology 

Cell culture condition. 

Fibroblast cells from Huntington’s disease patients (GM04281-17/68 CAG), obtained from Coriell 

Cell Repositories, were cultured in D-MEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS and the 

antibiotics penicillin/streptomycin at 37 
o
C in a humidified atmosphere of 5% CO2 in the air.  

 

Construction, Expression, and purification of GST-Q62. 

GST-Q62 cDNA was obtained by cloning the synthesized DNA sequence coding for 62 Qs (GenScript 

Japan Inc.) into the BamH1 and EcoR1 sites of pGEX 4T-1 plasmid vector (GE Healthcare). GST-Q62 

was expressed in transformed Rosetta
TM

 (DE3) competent cells derived from Escherichia coli BL21 

grown in LB medium by induction with 0.1 mM of IPTG at 37 
o
C for 4 h. Cell suspensions were 

centrifuged at 3000×g for 5 min and bacterial pellets were resuspended in sonication buffer (25 mM 

Tris, 300 mM NaCl, 10% v/v glycerol, and 1 mM PMSF). Cell suspensions were sonicated and 

centrifuged at 14000×g for 10 min. Supernatants were batch purified on glutathione-Sepharose 4B 

resin (GE Healthcare) and eluted GST-Q62 using elution buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM Glutathione 

(reduced form, Aldrich), pH 8.0). Amount of SGT-Q62 was quantified using bradford protein assay and 

SDS-PAGE with Oriole
TM

 Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad).  

 

Q62 peptide binding assay. 

10 M of GST-Q62 was cleaved by thrombin (1 unit / 100 g of GST-Q62, GE Healthcare) at room 

temperature overnight and aggregation was monitored by measuring the turbidity at 600 nm on 

ARVO
TM

 SX microplate reader. Aggregate of Q62 was incubated in the presence of 1 M of ThT at 

room temperature for 15 min. To the mixture was added BTA-1 or SNIPER_EG3 and incubated at 

room temperature for 15 min. After incubation, fluorescence intensity of ThT in the mixture was 

measured on fluorescence spectrometer (Jasco FP-6500) with excitation set at 440 nm and emission set 

at 485 nm. 

 

Western blotting. 

Cells were washed with PBS, lysed in SDS lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA and 50 mM Tris, pH 

8.1) and boiled for 5 min. Protein concentrations were determined using BCA protein assay and 

normalized by total protein concentration in each lysate. After boiling for 5 min with Laemmli buffer 

(2% SDS, 50 mM Tris pH 6.8, 0.1 M DTT, 10% glycerol, 0.02% bromopenol blue), each lysate was 

resolved by SDS-PAGE with SuperSep
TM 

Ace 5-12% (Wako Pure Chemical Industries) and 

transferred onto PVDF membrane. After blocking with TBS-T (20 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.1% 

Tween 20, pH 7.5) containing 5% skim milk, the transblotted membrane was probed with anti-polyQ 

mouse monoclonal antibody 3B5H10 (SIGMA, 1:1000), anti-β-tubulin antibody (Boeringer 

Mannheim, 1:200), anti-β-actin antibody I-19 HRP conjugates (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

1:1000), and anti-mouse IgG antibody 12-349 HRP conjugates (Millipore, 1:1000) in Can-Get-Signal 
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solution (Toyobo). After probing, the membrane was washed twice more with TBS-T. The 

immunoblots were visualized by enhanced chemiluminescence with Immobilon
TM

 Western 

Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore). 
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3 
リガンドと結合部位を付与する方法論： 

HaloTag を利用した 

汎用分解誘導システムの構築 

 

 

要約：プロテインノックダウン法におけるリガンドを必要としない方法論の更なる確立に加

え、本手法の汎用性向上および本手法が適用できるタンパク質の局在についての調査を目指

した。そこで筆者は、塩化アルキルと共有結合を形成する人工タンパク質 HaloTag を標的タ

ンパク質に融合させ、SNIPER のための共通のリガンドと結合部位を付与するシステムを考え

た。このシステムを構築すれば、ユビキチンリガーゼ cIAP1 リガンド BE04 と塩化アルキル

を連結させた HaloTag を標的とする新規 SNIPER「HaloTag SNIPER」によってリガンドのない

タンパク質のプロテインノックダウンが可能になるだけでなく、種々のタンパク質に対し汎

用できると期待した。また本研究では上記システムの構築だけでなく、これを利用すること

で核に局在するタンパク質にプロテインノックダウン法を適用できるか調査することにした。 

設計・合成した HaloTag SNIPER は、HaloTag 融合 CREB1、c-jun および TNFの存在量を減

少させ、構築したシステムがリガンドの無いタンパク質に対し汎用できる可能性が示唆され

た。また、HaloTag 融合 CREB1 および c-jun の核局在および核内での存在量減少が確認でき、

プロテインノックダウン法が核局在タンパク質に適用できることが示唆された。 
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3.1 背景：プロテインノックダウン法のその他の問題点 

 

第２章で述べた研究課題の成功を踏まえ、筆者は標的タンパク質のリガンドを必要としない

方法論の更なる確立を試みることにした。また、本研究課題ではこれに加えて以下の２つの

問題点についても解決したいと考えた。 

１つ目の問題点は、標的タンパク質ごとに新規 SNIPER を創製する必要がある点である。プ

ロテインノックダウン法では、標的タンパク質を変更する際に、その都度新たな SNIPER を

分子設計し、合成しなければならない。リンカー長やリンカー導入位置については試行錯誤

が必要な場合もあり、また合成工程数も短くないため、化学分野における知識と技術を要す

る。この点は、生物学研究者が本手法を利用する上でひとつの障壁となると考えられる。 

２つ目の問題点は、プロテインノックダウン法が適用可能なタンパク質局在が調べられてい

ない点である。現在までにプロテインノックダウン法によって分解誘導を達成したタンパク

質は、いずれも基本的には細胞質に局在するものであり、完全に核内に局在しているタンパ

ク質や細胞膜に局在しているタンパク質への一般性を確認していない 1, 2。プロテインノック

ダウン法で利用しているユビキチンリガーゼ cIAP1 が主に細胞質に局在している点 3 や、細

胞膜に局在するタンパク質の分解がUPSとは異なる経路で分解されている点 4を考慮すると、

完全に核内や細胞膜に局在しているタンパク質に対して本手法が適用できるかは不明である。 

 

3.2 作業仮説・目的 

 

以上の背景から、本研究課題ではプロテインノックダウン法におけるリガンドを必要としな

い方法論の更なる確立だけではなく、上記の２つの問題点も解決したいと考えた。本節では、

問題解決のための作業仮説と本研究課題の目的について述べる。 

 

3.2.1 作業仮説：HaloTag を利用した汎用分解誘導システム 5, 6
 

リガンドを必要としない方法論の確立と上記問題点の解決の両方を達成するには、特定の

SNIPER をリガンドの有無に拘わらず様々なタンパク質に汎用できるシステムを構築し、これ

を用いて核あるいは細胞膜の局在を示すタンパク質のプロテインノックダウンを試みる必要

がある。そこで筆者は、標的タンパク質にタグタンパク質を融合し、タグタンパク質リガン

ドと IAP リガンドからなる SNIPER によってタグ融合標的タンパク質の存在量を減少させる

システムを考えた。このシステムでは標的タンパク質にリガンドとその結合部位を付与する

ため、リガンドのない標的タンパク質のプロテインノックダウンも可能である。さらに、各々

の標的タンパク質に対して共通のタグタンパク質を融合すれば、汎用性の高いシステムとし

て期待できる。筆者は、このシステムに利用するタグタンパク質として HaloTag に着目した。 

HaloTag はアルキルハライドと共有結合する 33 kDa のタンパク質であり、バクテリアの一種

Rhodococcus rhodochrous が有するハロアルカン脱ハロゲン化酵素 DhaA の活性中心に存在す
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る His272 残基を Phe272 に改変した人工酵素である。野生型の DhaA では、活性中心の Asp106

がアルキルハライドに対して SN2 機構で反応し、アルキルハライドの脱ハロゲン化と Asp106

とアルキル基のエステル結合形成が起こる。続いて活性中心付近の His272 によって Asp106

上のエステル結合の加水分解が触媒され、アルキルハライドは最終的にアルコールへと変換

される。一方、DhaA の His272→Phe272 変異体である HaloTag では、Asp106 上で生成したエ

ステル結合の加水分解が起こらないため、HaloTag はアルキル化されたままになる（Scheme 1）。 

 

Scheme 1. DhaAおよび HaloTagの反応機構. 

 

HaloTag とアルキルハライドの共有結合形成反応は細菌由来の反応であるため生体直交性が

あり、細胞系や in vivo においても所望の化学修飾を特異的に行うことができる。 

現在、ビオチンや蛍光色素といった機能部位と HaloTag 結合部位であるアルキルクロライド

からなる HaloTag 試薬が市販されており、HaloTag 融合タンパク質のイメージングや精製など

に応用されている（Fig. 1）。 

 

Figure 1. 代表的な HaloTag試薬の構造. 
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また、2015 年 12 月現在、10853 種類の HaloTag 融合タンパク質のプラスミドベクターがか

ずさ DNA 研究所から販売されており、HaloTag 研究を簡便に行える点も特徴である。 

以上を踏まえ、筆者は HaloTag を標的とする HaloTag SNIPER によって HaloTag を融合した

標的タンパク質の存在量を幅広く減少させる汎用分解誘導システムを考案した。 

 

Figure 2. HaloTagを利用した汎用分解誘導システム. 

 

3.2.2 考案した汎用分解誘導システムの意義 

上述の HaloTag を利用した汎用分解誘導システムでは、強制発現させた HaloTag 融合タンパ

ク質の存在量を HaloTag SNIPER によって減少させるため、いわゆる“自作自演”的なシステ

ムである。実際に、強制発現させたタンパク質の存在量を制御する手法によってタンパク質

の機能解析を行った例がいくつか報告されている。 

例えば Wandless らのグループは、タンパク質を不安定化させるタンパク質タグ DD（FKBP

の L106P 変異体）および DD を安定化させる有機小分子 Shield-1 によって標的タンパク質の

存在量を制御する手法を開発している 7。この手法は in vivo においても利用可能であり 8, 9、

彼らはこの手法によってカルシウム依存キナーゼの一種 CDPK5 がマラリア原虫の増殖にお

いてどのように関与しているか詳細に解析している 10。 

また、Crews らのグループは疎水性タグ法を HaloTag 融合タンパク質に用い、既知の事実で

はあるが、マウスにおいてHrasのG12V変異体が腫瘍形成に関与することを確認している 11。 

こうした前例は、考案した汎用分解誘導システムの意義を支持するものであり、このシステ

ムがタンパク質の機能解析や生命現象解明に貢献できると考えている。 

 

3.2.3 目的 

上述の作業仮説に基づき、本研究課題では HaloTag を利用した汎用分解誘導システムの構築

ならびに、このシステムを用いてプロテインノックダウン法が適用可能なタンパク質局在を

調査することを目的として設定した。 
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3.3 分子設計・合成 

 

本節では、前節で述べた作業仮説に基づいて HaloTag を標的とする新規 SNIPER「HaloTag 

SNIPER」の分子設計および合成について述べる。 

 

3.3.1 分子設計 

既存の HaloTag 試薬を参考に、HaloTag リガンドである塩化アルキルとユビキチンリガーゼ

cIAP1 のリガンドである BE04
12 を連結させた有機小分子を設計した。なお、各リガンドを連

結させているリンカーの長さについては、HaloTag と HaloTag TMR 試薬の結合様式を参考に

した。HaloTag と HaloTag TMR 試薬の結合では、塩化アルキルと TMR を連結するリンカーが

ジエチレングリコ―ルの場合に TMR が HaloTag 表面にあらわれている（Fig. 3）。 

 

  

Figure 3. HaloTagと HaloTag TMR試薬の結合様式（モデル）. Promega社パンフレットより改変. 

 

そこで HaloTag SNIPER では、BE04 が cIAP1 と相互作用する必要があることを考慮し、ト

リエチレングリコールからヘキサエチレングリコールまでの４種類の長さのリンカーを有す

る HaloTag SNIPER 1a-d を設計した（Fig. 4）。 

 

Figure 4. HaloTag SNIPERの分子設計. 
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3.3.2 合成 

HaloTag SNIPER 1a-d の合成ルートを Scheme 2 に示す。文献情報 13 に基づいてヘキサン誘

導体 2 とアルコール 3a, c および 6
1の SN2 反応を行い、得られた中間体 4a, c および 7 を

staudinger 反応または酸性条件にてアミン 5a, c, d へと変換した。アミン 5a, c, d および

Promega 社から購入したアミン 5b をそれぞれカルボン酸 8
2と縮合し、得られた前駆体 9a-d

の Boc を脱保護することによって HaloTag SNIPER 1a-d を得た。 

 

Scheme 2. HaloTag SNIPER 1a-dの合成. (a) NaH, DMF, 0℃, 7.5 h, 41-60%; (b) PPh3, H2O, THF, r.t., 

overnight; (c) NaH, DMF, 0℃, 7 h, 63%; (d) 4 M HCl/1,4-dioxane, DMF, r.t., 2 h. (e) EDC, HOBt, DIEA, DMF, 

r.t., 24 h, 75-81% (2steps); (f) 4 M HCl/1,4-dioxane, DMF, r.t., 24 h, 54-100%. 
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3.4 活性評価 

 

3.4.2 HaloTag-CREB1 に対する存在量減少活性 

HaloTag 融合 CREB1（HaloTag-CREB1）を安定発現する HEK293 細胞株を用い、各 HaloTag 

SNIPER1a-d の活性を評価した。実験の結果、いずれも HaloTag-CREB1 の存在量を減少させ、

構築したシステムが機能することが示された（Fig. 5）。 

 

Figure 5. HaloTag SNIPER 1a-dの HaloTag-CREB1減少活性評価. 各化合物 6 h処理. 

 

また、最も活性の強かった 1b を用いて濃度依存性を確認したところ、HaloTag-CREB1 減少

活性は濃度依存であり、10 M でプラトーに達することが分かった（Fig. 6a）。さらに、1b の

活性タイムコースを確認したところ、1b は処理後 1 h 以内に活性を発現し、24 h 以上活性が

持続することが分かった（Fig. 6b）。 

a b 

      

Figure 6. (a) HaloTag SNIPER 1bによる HaloTag-CREB1減少活性の濃度依存性. 

(b) HaloTag SNIPER 1bによる HaloTag-CREB1減少活性のタイムコース. 

 

続いて、HaloTag-CREB1 の減少においてプロテ

アソームが関与している検証した。なお、この実

験では 1bを添加する 6 h前にプロテアソーム阻害

剤 epoxomicin を添加した。実験の結果、1b の

HaloTag-CREB1 減少活性は epoxomicin によって

キャンセルされた（Fig. 7）。この結果から、

HaloTag-CREB1 の減少にプロテアソームが関与していることが示唆された。 

Figure 7. プロテアソーム阻害実験. 
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また、1b の細胞毒性を確認したところ、6 h 処理において有意な毒性は認められず、24 h 処

理においても若干の毒性が認められる程度であった（Fig. 8）。 

 

Figure 8. (a) HaloTag-c-jun減少活性評価. 各化合物 18 h処理. (b) HaloTag-TNF 

 

3.4.2 構築したシステムの汎用性の検証 

構築したシステムが他の HaloTag 融合タンパク質に対しても機能するか検証した。 

HaloTag-c-jun を一過性発現する MCF-7 細胞株を用い、HaloTag SNIPER 1a および 1b の活性

を評価した。実験の結果、どちらも HaloTag-c-jun の存在量を減少させた（Fig. 9a）。さらに、

HaloTag-TNFを安定発現する HEK293 細胞株を用いて HaloTag SNIPER 1b の活性評価を行っ

たところ、濃度依存的に HaloTag-TNFの存在量が減少した（Fig. 9b）。 

a b 

   

Figure 9. (a) HaloTag-c-jun減少活性評価 (18 h処理). (b) HaloTag-TNF減少活性評価 (24 h処理). 

 

この結果から、構築したシステムが種々の標的タンパク質に対し幅広く利用できることが示

唆された。 

 

3.4.3 プロテインノックダウン法を適用できるタンパク質局在の調査 

最後に、構築したシステムを用いてプロテインノックダウン法を適用できるタンパク質局在

を調査した。 

これまでの活性評価で用いた CREB1 および c-jun は、本来は完全に核に局在するタンパク

質である。今回、HaloTag を融合した CREB1 および c-jun の存在量を減少させることができ

たため、HaloTag-CREB1 および HaloTag-c-jun についても核に局在しているか確認した。

HaloTag に特異的に結合する蛍光色素 HaloTag Oregon Green を用い、HaloTag-CREB1 および

HaloTag-c-junの局在を蛍光顕微鏡によって確認したところ、いずれも核に局在した（Fig. 10）。 



 

ンド 

3.4 活性評価  | 63 

 

a 

 

b 

 

Figure 10. HaloTag-CREB1 (a) および HaloTag-c-jun (b) の局在. HaloTag Oregon 

Green: HaloTag融合タンパク質; Hoechst: 核. 

 

さらに、HaloTag-CREB1 安定発現株（HEK293）の核分画実験を行ったところ、1b は核にお

いて HaloTag-CREB1 の存在量を減少させていることが示唆された（Fig. 11）。 

 

Figure 11. HaloTag-CREB1の核分画実験. 

 

以上の結果から、構築したシステムによってプロテインノックダウン法が核局在タンパク質

に適用できることを確認することができた。 
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3.5 考察 

 

本研究課題では、標的タンパク質に HaloTag を融合させることで SNIPER のための共通のリ

ガンドと結合部位を付与し、HaloTag SNIPER によってリガンドの有無に拘わらず幅広い標的

タンパク質の存在量を減少させるシステムの構築を試みた。 

活性評価において、HaloTag SNIPER は HaloTag 融合タンパク質の存在量を完全に消失させ

る前にその活性がプラトーに達することが明らかになった。これについては、HaloTag 融合タ

ンパク質を強制発現させているため、その存在量が内因性タンパク質よりも多く、cIAP1 に

よる Ub 化が発現速度より遅いのではないかと考えている。その場合、ユビキチンリガーゼリ

ガンドを IAP アンタゴニストである MV1 に変え、cIAP1 以外の IAP の E3 活性も利用できる

ようにすることで改善できるかもしれない 14, 15。もう一つの可能性として、HaloTag 融合タン

パク質の半数以上が翻訳されて間もないフォールディング途中であり、HaloTag リガンドと共

有結合を形成できないことが考えられる。しかし、HaloTag-c-jun および HaloTag-TNFに対す

る活性評価において、HaloTag SNIPERを処理した条件ではHaloTag-c-junおよびHaloTag-TNF

のバンドが高分子量側に若干シフトしており（Fig. 9）、HaloTag SNIPER と HaloTag の共有結

合自体は形成できているのではないかと考えている。 

また、標的タンパク質ごとに減少活性が認められる処理条件が異なったことから、存在量減

少活性の強弱は標的タンパク質の安定性などに依存する可能性がある。この結果に関連して、

HaloTag SNIPER によって誘導される Ub 化は、HaloTag ではなく標的タンパク質の Lys である

可能性も考えられる。 

 

3.6 まとめと今後の展望 

 

本研究課題では、標的タンパク質に HaloTag を融合し、HaloTag を標的とする新規 SNIPER

「HaloTag SNIPER」によってリガンドの有無に拘わらず幅広い標的タンパク質の存在量を減

少させるシステムの構築を目指した。創製した HaloTag SNIPER はリガンドの無い３種類のタ

ンパク質の存在量を減少させることができ、考案したシステムの構築に成功した。また、こ

のシステムによって、プロテインノックダウン法が核局在タンパク質に適用できることを明

らかにすることができた。これらの研究成果により、①リガンドの無い標的タンパク質に対

し、SNIPER のための共通のリガンドと結合部位を付与する方法論の確立、②構築したシステ

ムにおいて種々のタンパク質に汎用できる SNIPER の創製、③プロテインノックダウン法の

適用可能なタンパク質局在の調査、の３つを達成することができた。 

今後は、膜タンパク質に対しプロテインノックダウン法を適用できるか調査を進める予定で

ある。また、今回構築したシステムでは標的タンパク質の存在量を 50％程度しか減少できな

かったので、HaloTag SNIPER の活性向上も目指す。具体的な活性向上策としては、HaloTag 

SNIPER のユビキチンリガーゼリガンドを BE04 から MV1 に変更することを考えている。 
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3.8 実験項 

 

3.8.1 Organic synthesis 

General. 

1
H and 

13
C NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-ECA500 (500 MHz) spectrometer in the 

indicated solvent. Chemical shifts (δ) are reported in parts per million relative to the internal standard 

tetramethylsilane (
1
H NMR) or the centerline of the triplet at 77.0 ppm of CDCl3 (

13
C NMR). ESI and 

FAB mass spectra were recorded on a BRUKER micrOTOF II mass spectrometer and JEOL 

JMA-HX110 mass spectrometer, respectively. Chemical reagents and solvents were purchased from 

Aldrich Inc., Tokyo Chemical Industry Co.,Ltd., Wako Pure Chemical Industries,Ltd., and Kanto 

chemical co.,inc. and used without purification. Routine TLC was performed on silica gel 60 F254 

plates (Merck, Germany). Flash column chromatography was performed on Silica gel 60 (spherical, 

particle size 40–100 μm; Kanto Chemical, Japan) 

 

2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethyl azide (4a) 

 

 

 

To a mixture of 3a (42.3 mg, 241 mol) and NaH (22.3 mg, 93 mol) in DMF (1 mL) was added 2 

(52.0 L, 342 mol) at 0
 o
C. The reaction mixture was stirred at room temperature for 7.5 h, diluted 

with AcOEt, washed with brine/water (1:1), and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the 

solvent in vacuo, and purification of the residue by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 

3:1) gave 26.1 mg (33%) of compound 4a as a colorless oil. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3) 3.69 – 3.65 

(m, 8H), 3.59 (dd, J = 6.0 and 3.7 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.39 (t, J 

= 5.2 Hz, 2H), 1.81 – 1.75 (m, 2H), 1.63 – 1.57 (m, 2H), 1.49 – 1.35 (m, 4H). MS (ESI) m/z 316 (M + 

Na)
+
. 

 

2-(2-(2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl azide (4c) 

 

 

 

The title compound was prepared from 3c (52.1 mg, 198 mol) according to the procedure described 

for 4a. Yield: 45.3 mg (60%). Colorless oil. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3) 3.69 – 3.57 (m, 18H), 3.53 
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(t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 1.81 – 1.75 (m, 2H), 1.63 – 1.57 

(m, 2H), 1.48 – 1.42 (m, 2H), 1.40 – 1.35 (m, 2H). MS (FAB) m/z 382 (M + H)
+
. 

 

2-(2-(2-(2-tert-Butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)hexyl

chloride (7) 

 

 

 

The title compound was prepared from 6 (20.7 mg, 54.3 mol) according to the procedure described 

for 4a. Yield: 17.1 mg (63%). Colorless oil. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3) br s, 1H3.66 – 3.52 

(m, 24H), 3.46 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 1.80 – 1.75 (m, 2H), 1.63 – 1.57 (m, 2H), 

1.44 – 1.35 (m, 13H). MS (FAB) m/z 522 (M + Na)
+
. 

 

2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethylamine (5a) 

 

 

 

A mixture of 4a (1 equiv.), PPh3 (1.2 equiv.), and water (20 L) in THF was stirred at room 

temperature for 24 h. Evaporation of the solvent in vacuo gave the crude 5a, which was used 

immediately in the next step without further purification. MS (ESI) m/z 268 (M + H)
+
. 

 

2-(2-(2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethylamine (5c) 

 

 

 

The title compound was prepared from 4c (12.7 mg, 33.3 mol) according to the procedure described 

for 5a. The crude product was used immediately in next step without further purification. MS (ESI) 

m/z 356 (M + H)
+
. 
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 (S)-2-((2S,3R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-2- 

hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-met

hylpentanamide (9a). 

 

 

 

To a mixture of 5a (25.1 mg, 93.6 mol), 8 (38.2 mg, 93.6 mol), 1-hydroxybenzotriazole 

monohydrate (20.3 mg, 150 mol) and DIEA (50 L, 281 mol) in DMF (0.5 mL) was added EDC 

(27.4 mg, 143 mol) at 0 
o
C. The reaction mixture was stirred at room temperature for 24 h, diluted 

with AcOEt, washed with brine/water (1:1), and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the 

solvent in vacuo, and purification of the residue by flash column chromatography (CHCl3/MeOH = 

100:1 to 30:1) gave 48.7 mg (79%, 2 steps) of compound 9a as a colorless amorphous solid. 
1
H NMR 

(500 MHz, CDCl3) 7.32 – 7.19 (m, 5H), 6.79 (s, 1H), 5.59 (s, 1H), 5.09 (s, 1H), 4.48 (br s, 1H), 4.13 

(d, J = 4.6 Hz, 1H), 3.64 – 3.44 (m, 16H), 3.02 (d, J = 28.6 Hz, 2H), 1.80 – 1.74 (m, 2H), 1.70 – 1.59 

(m, 5H), 1.48 – 1.23 (m, 13H), 0.92 (dd, J = 14.6, 6.0 Hz, 6H). MS (ESI) m/z 680 (M + Na)
+
. 

 

 

(S)-2-((2S,3R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(

2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (9b). 

 

 

 

The title compound was prepared from 5b (21.9 mg, 70.2 mol) according to the procedure described 

for 9a. Yield: 39.7 mg (81%). Colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3) 7.31 – 7.20 

(m, 5H), 6.89 (s, 1H), 5.61 (s, 1H), 5.12 (br s, 1H), 4.49 (br s, 1H), 4.13 (br s, 1H), 3.65 – 3.44 (m, 

20H), 3.00 (br s, 2H), 1.79 – 1.74 (m, 2H), 1.70 – 1.56 (m, 5H), 1.47 – 1.26 (m, 13H), 0.92 (dd, J = 

14.9, 6.3 Hz, 6H). MS (ESI) m/z 724 (M + Na)
+
. 
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(S)-2-((2S,3R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(

2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (9c). 

 

 

 

The title compound was prepared from 5c (11.8 mg, 33.3 mol) according to the procedure described 

for 9a. Yield: 18.7 mg (75%, 2 steps). Colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3) 7.27 

– 7.17 (m, 5H), 4.47 (dd, J = 9.5, 5.4 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 7.7, 5.4 Hz, 1H), 3.97 (s, 1H), 3.65 – 3.51 

(m, 20H), 3.47 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.37 – 3.34 (m, 2H), 2.88 – 2.84 (m, 2H), 1.79 – 1.73 (m, 2H), 1.67 

– 1.55 (m, 5H), 1.45 – 1.37 (m, 13H), 0.93 (dd, J = 20.0, 6.3 Hz, 6H). MS (FAB) m/z: 747 (M + H)
+
. 

 

(S)-2-((2S,3R)-3-tert-Butoxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(

2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentana

mide (9d). 

 

 

 

4 M HCl/1,4-dioxane (0.5 mL) was added to a solution of 7 (17.1 mg, 34.2 mol) in DCM (0.5 mL) 

and the mixture was stirred at room temperature for 2 h. Then, the solvent of the reaction mixture was 

evaporated in vacuo. To a mixture of the residue, 8 (14.4 mg, 35.3 mol), 1-hydroxybenzotriazole 

monohydrate (11.6 mg, 85.8 mol) and DIEA (17.6 L, 103 mol) in DMF (0.7 mL) was added EDC 

(26.5 mg, 138 mol) at 0 
o
C. The mixture was stirred at room temperature for 19 h, diluted with 

AcOEt, washed with brine/water (1:1), and dried over MgSO4. Filtration, evaporation of the solvent in 

vacuo, and purification of the residue by flash column chromatography (CHCl3/MeOH = 100:1 to 

30:1) gave 20.9 mg (77%) of compound 9d as a colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, 

CDCl3) 7.28 – 7.20 (m, 5H), 5.56 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.46 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 7.4 Hz, 

1H), 4.02 (s, 1H), 3.67 – 3.53 (m, 24H), 3.48 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.39 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 2.94 – 2.84 

(m, 2H), 1.81 – 1.75 (m, 2H), 1.64 – 1.59 (m, 5H), 1.50 – 1.44 (m, 2H), 1.41 – 1.35 (m, 11H), 0.94 (dd, 

J = 17.8 and 6.3 Hz, 6H). MS (ESI) m/z: 812 (M + Na)
+
. 
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(S)-2-((2S,3R)-3-Amino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy)et

hoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (1a). 

 

 

 

4 M HCl/1,4-dioxane (1.0 mL) was added to a solution of 9a (48.7 mg, 74.0 mol) in DCM (1.0 mL) 

and the mixture was stirred at room temperature for 4 h. Evaporation of the solvent in vacuo and 

purification of the residue by flash column chromatography (CHCl3/MeOH = 100:1 to 30:1) gave 41.0 

mg (99%) of compound 1a as a colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD) 7.32 – 

7.20 (m, 5H), 4.43 (dd, J = 8.9, 5.4 Hz, 1H), 3.93 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.60 – 3.46 (m, 14H), 3.39 – 

3.31 (m, 2H), 2.78 (dq, J = 118.4, 7.0 Hz, 2H), 1.79 – 1.73 (m, 2H), 1.68 – 1.56 (m, 5H), 1.48 – 1.37 

(m, 4H), 0.95 (dd, J = 10.6 and 6.0 Hz, 6H). 
13

C NMR (125 MHz, a mixture of CDCl3/CD3OD) 

173.37, 172.60, 137.97, 129.06, 128.43, 126.41, 77.58, 72.05, 71.07, 70.23, 69.83, 69.69, 69.29, 

54.66, 51.27, 44.76, 40.84, 39.02, 32.26, 29.09, 26.41, 25.09, 24.60, 22.60, 21.39. HRMS (ESI) m/z: 

calcd for C28H49ClN3O6
+
, 558.3304; found 558.3321. 

 

(S)-2-((2S,3R)-3-Amino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(2-(6-chlorohexyloxy

)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (1b). 

 

 

 

The title compound was prepared from 9b (39.7 mg, 56.5 mol) according to the procedure described 

for 1a. Yield: 35.2 mg (100%). Colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, a mixture of 

CDCl3/CD3OD) 7.33 – 7.24 (m, 5H), 4.44 (s, 1H), 3.98 (s, 1H), 3.661 – 3.36 (m, 21H), 2.81 (dq, J = 

134.6, 6.9 Hz, 2H), 1.78 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.63 – 1.59 (m, 5H), 1.49 – 1.43 (m, 2H), 1.41 – 1.35 (m, 

2H), 0.95 (dd, J = 10.0, 4.9 Hz, 6H). 
13

C NMR (125 MHz, a mixture of CDCl3/CD3OD) 173.44, 

172.62, 138.10, 128.99, 128.35, 126.29, 72.21, 70.99, 70.19, 70.16, 70.12, 69.77, 69.68, 69.24, 54.61, 

51.17, 44.68, 40.81, 39.10, 38.98, 32.22, 29.04, 26.35, 25.05, 24.55, 22.53, 21.30. HRMS (ESI) m/z: 

calcd for C30H53ClN3O7
+
, 602.3567; found 602.3554. 
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(S)-2-((2S,3R)-3-Amino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(2-(2-(6-chlorohexylo

xy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (1c). 

 

 

 

The title compound was prepared from 9c (7.8 mg, 10.5 mol) according to the procedure described 

for 1a. Yield: 3.7 mg (54%). Colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, a mixture of 

CDCl3/CD3OD) 7.34 – 7.22 (m, 5H), 4.46 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.97 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.68 – 3.54 

(m, 20H), 3.50 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.42 – 3.36 (m, 3H), 2.81 (dq, J = 121.6, 6.9 Hz, 2H), 1.82 – 1.76 

(m, 2H), 1.69 – 1.59 (m, 5H), 1.52 – 1.46 (m, 2H), 1.44 – 1.339 (m, 2H), 0.98 (dd, J = 10.6 and 6.0 Hz, 

6H). 
13

C NMR (125 MHz, CD3OD) 174.88, 172.62, 139.10, 130.45, 129.80, 127.86, 72.17, 71.58, 

71.55, 71.53, 71.24, 71.18, 70.46, 56.55, 53.15, 45.71, 42.11, 40.46, 40.41, 39.53, 33.77, 30.55, 27.73, 

26.51, 26.03, 23.37, 22.22. HRMS (ESI) m/z: calcd for C32H57ClN3O8
+
, 646.3829; found 646.3850. 

 

(S)-2-((2S,3R)-3-Amino-2-hydroxy-4-phenylbutanamido)-N-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(6-chlorohex

yloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-methylpentanamide (1d). 

 

 

 

The title compound was prepared from 9d (9.4 mg, 11.9 mol) according to the procedure described 

for 1a. Yield: 5.3 mg (65%). Colorless amorphous solid. 
1
H NMR (500 MHz, a mixture of 

CDCl3/CD3OD) 7.33 – 7.21 (m, 5H), 4.45 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.97 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.71 – 3.53 

(m, 24H), 3.49 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.40 – 3.36 (m, 3H), 2.80 (dq, J = 125.9, 6.9 Hz, 2H), 1.81 – 1.75 

(m, 2H), 1.65 – 1.58 (m, 5H), 1.49 – 1.44 (m, 2H), 1.42 – 1.37 (m, 2H), 0.96 (dd, J = 10.9 and 6.3 Hz, 

6H). 
13

C NMR (125 MHz, CD3OD) 175.18, 174.64, 139.62, 130.44, 129.72, 127.70, 73.11, 72.16, 

71.56, 71.54, 71.25, 71.19, 70.48, 56.60, 53.07, 45.71, 42.14, 40.45, 40.42, 40.18, 33.77, 30.56, 27.74, 

26.51, 26.04, 23.39, 22.20. HRMS (ESI) m/z: calcd for C34H61ClN3O9
+
, 690.4091; found 690.4090. 
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1.2. Biological assay 

Cell culture condition and transfection. 

Human embryonic kidney HEK293 cells were cultured in D-MEM containing 5% heat-inactivated 

fetal bovine serum (FBS), and penicillin and streptomycin mixture at 37 
o
C in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 in air. Breast cancer cell line MCF-7 cells were cultured in D-MEM containing 

10% heat-inactivated FBS, and penicillin and streptomycin mixture at 37 
o
C in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 in air. 

HEK293 cells stably expressing HaloTag-CREB1 were established by co-transfection with HaloTag 

7-CREB1 cDNA (Kazusa DNA Res. Inst.) and mRFP cDNA (OriGene Technologies, Inc.: for 

selection) using Lipofectamine LTX reagent and PLUS reagent (Invitrogen), and G418 (Nacalai 

tesque) selection. MCF-7 cells were transiently transfected with HaloTag 7-c-jun cDNA (Kazusa DNA 

Res. Inst.) using Lipofectamine LTX reagent and PLUS reagent according to the manufacturer’s 

instructions. Four hours after transfection, indicated compounds were treated for 21 h. 

 

Western blotting. 

Cells were washed with PBS, lysed in SDS lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA and 50 mM Tris, pH 

8.1) and boiled for 5 min. Protein concentrations were determined using bicinchoninic acid (BCA) 

protein assay and normalized by total protein concentration in each lysate. After boiling for 5 min with 

Laemmli buffer, each lysate was resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) with SuperSep
TM

 Ace 10-20% (Wako Pure Chemical Industries) and 

transferred onto PVDF membrane. After blocking with TBS-T (20 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.1% 

Tween 20, pH 7.5) containing 5% skim milk, the transblotted membrane was probed with 

anti-HaloTag rabbit polyclonal antibody (Promega, 1:1000), anti- alpha 1 sodium potassium ATPase 

antibody ab7671 (Abcam, 1:1000), anti-lamin antibody H-110 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 1:500), 

anti--tubulin antibody (Boeringer Mannheim, 1:200), anti--actin antibody HRP conjugates I-19 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc., 1:1000), anti-mouse IgG antibody HRP conjugates 12-349 (Millipore, 

1:1000), and anti-rabbit IgG-HRP conjugates (Amerham, 1:2000) in Can-Get-Signal solution (Toyobo). 

After probing, the membrane was washed twice more with TBS-T. The immunoblots were visualized 

by enhanced chemiluminescence with Immobilon
TM

 Western Chemiluminescent HRP Substrate 

(Millipore). 

 

Nuclear and cytoplasmic protein extraction 

HEK293 cells were harvested with trypsin-EDTA and the cytoplasmic and nuclear fractions were 

extracted using NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent kit (Thermo Scientific) 

according to the manufacturer’s instructions. 

 

Fluorescence microscopic analysis 

HaloTag-fused proteins expressed in HEK293 cells or MCF-7 cells on glass-base dishes were labeled 
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with HaloTag Oregon Green (Promega) according to the manufacturer’s instructions, fixed with 10% 

formalin-PBS containing 0.4 g/mL Hoechst 33342 (ICN Biomedicals) at room temperature for 30 

min, and washed with PBS containing 0.05% Tween 20. Images were acquired using an IX70 inverted 

fluorescence microscope (Olympus). 

 

WST-1 cell viability assay 

Toxicity of compound 1b was measured using Cell Counting Kit (Dojindo) according to the 

manufacturer’s instructions. 
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所属研究室で開発された化学的タンパク質存在量制御手法「プロテインノックダウン法」は、

これまでに種々の標的タンパク質の存在量減少を達成している。その一方でプロテインノッ

クダウン法では標的タンパク質に特異的に相互作用するリガンドが必要であり、リガンドの

無い標的タンパク質に適用できないという問題があった。この問題を解決すべく、筆者はプ

ロテインノックダウン法におけるリガンドを必要としない方法論の確立を目指し、以下の２

つの研究課題を遂行した。 

 

一つ目の研究課題では、HD 原因タンパク質 mHtt のプロテインノックダウンを試みた。mHtt

は特異的に相互作用するリガンドが見出されていないため、筆者は mHtt そのものではなく、

mHtt の凝集体を標的とした新規 SNIPER「Agg SNIPER」によって mHtt 凝集体のプロテイン

ノックダウンを行った。 

設計・合成した２つの Agg SNIPER はいずれも mHtt の存在量を減少させることができた。

また、メカニズム解析により、Agg SNIPER が mHtt 凝集体と cIAP1 の双方と相互作用し、プ

ロテアソーム依存的に mHtt の存在量を減少させることが明らかとなった。 

この研究成果により、筆者は標的タンパク質そのものではなく、その凝集を標的とする方法

論を実証することができた。さらに、本研究成果は未だ対症療法しかない HD の根治療法の

提案につながるものであると考えている。 

 

二つ目の研究課題では、HaloTag を利用した汎用分解誘導システムの構築を試みた。HaloTag

を融合した標的タンパク質を、HaloTag を標的とする新規 SNIPER「HaloTag SNIPER」によっ

て減少させるシステムを構築した。構築したシステムにを用いて HaloTag 融合 CREB1、c-jun、

TNFの三種類のリガンドの無いタンパク質の存在量を減少させることができ、また、

HaloTag-CREB1 を核内で減少させていることを確認した。本研究成果により、プロテインノ

ックダウン法におけるリガンドを必要としない方法論として、標的タンパク質に対し共通の

リガンドと結合部位を付与する方法論を実証することができた。また、構築したシステムを

用いることで SNIPER を汎用することも可能になり、さらに、プロテインノックダウン法が

核に局在するタンパク質にも適用できることが明らかとなった。 

 



 

パ 
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以上の２つの研究課題を通し、筆者は博士課程においてプロテインノックダウン法における

リガンドを必要としない方法論を２つ実証し、限定的ではあるがプロテインノックダウン法

をリガンドの無い標的タンパク質に対しても利用できるようになったと考えている。 

 

今回報告した２つの研究課題について、更なる発展の余地が残っている。現在、それぞれの

研究課題を更に展開させているところである。 
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