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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 
 私達は細胞内の標的としたタンパク質に IAP ユビキチンリガーゼを選択的にリクルートして分解す

るハイブリッド化合物SNIPERの開発研究を行っており、最近開発したERαを標的とするSNIPERは、

培養細胞において低濃度で ERαを効果的に分解し、マウス in vivo においてもノックダウン活性を示す

ことを明らかにしている。本研究では、以下に示す新しい SNIPER の開発を検討した。 
1. キナーゼ阻害剤耐性 BCR-ABL を標的とした SNIPER(ABL)の開発 
 がんの治療においてイマチニブやクリゾチニブなどのキナーゼ阻害剤が著しい治療効果を発揮して

いる。一方で、キナーゼドメインの変異等による耐性がんの出現が大きな問題となっている。キナー

ゼ阻害剤耐性変異タンパク質を分解する SNIPER を開発するために、(1) アロステリック阻害剤を標

的リガンドに利用した SNIPER の開発及び、(2) キナーゼドメインとは別のドメインに結合する新規

リガンドの探索を検討した。(1) BCR-ABL に対するアロステリック阻害剤を利用して SNIPER(ABL)
を合成した。K562等の培養細胞において、まず野生型BCR-ABLに対するノックダウン活性を評価し、

ノックダウン活性を示すことを明らかにした。(2) BCR-ABL の SH2 ドメイン、SH3 ドメイン、oligo
ドメインのリコンビナントタンパク質を調整し、これらタンパク質に結合するリガンドを理化学研究

所の化合物アレイを利用して探索し、ヒット化合物として 44 化合物を得た。 
2. Ras を標的とした SNIPER(Ras)の開発 
 がんの生存に重要であるが、酵素活性もしくは適切なポケットがないことから阻害剤の開発が困難

なタンパク質（undruggable タンパク質）が多数存在する。Undruggable タンパク質である Ras に対す

る SNIPER を開発するために、K-Ras（G12C）変異体の Cys 残基に共有結合する阻害剤を組み込んだ

SNIPER(Ras)を合成し、そのプロテインノックダウン活性を K-Ras（G12C）変異型がん細胞（UM-UC-3、
MIA-Paca-2 等）で調べたが、残念ながらノックダウン活性は見られなかった。一方で、構造情報を基

にしたインシリコスクリーニングで、Ras タンパク質表面の溝に結合する候補化合物を約 300 個見出

している。樹立した SPR アッセイ法によりインシリコスクリーニングで見つかった候補化合物と Ras
タンパク質が実際に結合するか確認し、結合の強い化合物を 6 種選定した。 
3. BET ファミリーを標的とした SNIPER(BRD)の開発 
 有望な阻害剤を標的リガンドとして導入することにより効果的な抗がん活性を示す SNIPER を開発

することを目的として、BET 阻害剤を組み込んだ SNIPER(BRD)をデザインし合成した。各種がん細

胞株で BET ファミリータンパク質に対する SNIPER(BRD)のプロテインノックダウン活性を評価し、

この SNIPERがBETファミリータンパク質の中でBRD4に対して選択的にノックダウン活性を示すこ

とを明らかにした。  
 
英文 
 Selective degradation of oncogenic proteins via small molecules is a novel approach that may have utility in 
anticancer drug development. We have developed hybrid small-molecule SNIPERs that recruit IAP ubiquitin 
ligases to specifically degrade targeted proteins in cells. Additionally, we recently developed a SNIPER 
against ERα that has a potent and an in vivo protein knockdown activity. In this study, we develop new SNIPER 
compounds as shown below. 
1. Development of SNIPER(ABL) targeting to kinase inhibitor-resistant BCR-ABL 
  Inhibitors of oncogenic kinases, such as imatinib and crizotinib, have demonstrated a promising therapeutic 
effect in cancer therapy. However, many patients who receive kinase inhibitors eventually develop a resistance 
to them, which is commonly attributable to point mutations in the kinase domain of target protein. To develop 
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SNIPERs that can degrade the mutant proteins resistant to kinase inhibitors, we tried to (1) utilize allosteric 
inhibitors as a target ligand of SNIPER and (2) identify novel ligands that bind to regions except for the kinase 
domain. (1) We designed and synthesized SNIPERs against BCR-ABL, SNIPER(ABL)s, with the allosteric 
inhibitors. By evaluating the knockdown activities, we first found that one of the SNIPER(ABL)s effectively 
degrade wild type of BCR-ABL in K562 cells etc. (2) We identified 44 hit compounds by a chemical array 
screening against the SH2 domain, SH3 domain and oligo domain of BCR-ABL. 
2. Development of SNIPER(Ras) targeting to Ras 
  There are many oncogenic proteins (undruggable proteins) without enzymatic activity or appropriate pockets, 
which are not applicable to development of inhibitors. To develop SNIPERs that degrade an undruggable 
protein Ras, we designed and synthesized SNIPER(Ras) with a covalent inhibitor to the cysteine residue of 
K-Ras (G12C) and evaluated its knockdown activity using cancer cells with K-Ras(G12C) mutant cancer cells, 
UM-UC-3 and MIA-Paca-2. However, the SNIPER(Ras) did not degrade K-Ras(G12C) mutant protein in these 
cells. On the other hand, we have identified about 300 candidate compounds that bind to the pocket in surface 
of Ras protein by in silicon screening based on the structure information. Among the compounds, we selected 6 
compounds that have high binding affinities by our established SPR assay. 
3. Development of SNIPER(BRD) targeting to BET family 
  To develop SNIPER with effective anticancer activity by introducing promising inhibitors as a target ligand, 
we designed and synthesized SNIPER(BRD) with a BET inhibitor and evaluated its knockdown activity using 
various cancer cell lines. As a result, we revealed that SNIPER(BRD) specifically degrades BRD4 among the 
BET family proteins. 
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