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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 我々が 2020 年に開発した新規近接ビオチン

化酵素 AirID (Ancestor BirA biotin identification)
は、E3 ユビキチンリガーゼに融合することでサ

リ ド マ イ ド 誘 導 体 や PROTAC(proteolysis 
targeting chimera)などのタンパク質分解薬依存

的なタンパク質–タンパク質間相互作用解析が

可能であることを 2022 年に報告した。本研究

では、本技術を発展させ、標的タンパク質が未

発見である低分子化合物を PROTAC 化するこ

とで、低分子化合物の標的タンパク質同定法の

構築を目指した。 
 

[1-2]研究の方法・経過 

PROTAC 依存的な標的タンパク質探索の感度

を上げるために、CRBN のサリドマイド結合ド

メイン(CULT)へ AirID を融合した AirID 融合

CULT を安定発現する細胞を作製した。ストレ

プトアビジンビーズを用いたプルダウン法

(STA-PDA)によって、AirID を融合した完全長

CRBN を発現する細胞と比較した。また、抗腫

瘍活性を示す抗生物質であるゲルダナマイシ

ン(GA)および抗がん作用などを示すポリフェ

ノール化合物であるクルクミン誘導体(CUR)を
対象に、サリドマイド誘導体を用いた PROTAC
を有機合成した。次に、GA-PROTAC を AirID
融合 CULT 発現細胞へ処理し、既知標的タンパ

ク質の HSP90 のビオチン化を解析した。そして、

GA-PROTAC あるいは CUR-PROTAC を処理し

た細胞を用いて、細胞内においてビオチン化さ

れるタンパク質を質量分析によって探索した。

見出した標的タンパク質候補を対象に、コムギ

無細胞タンパク質合成系を用いた生化学的な

相互作用解析および培養細胞を用いたプルダ

ウンアッセイを行うことで、質量分析のバリデ

ーションを行った。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

サリドマイド結合ドメイン(CULT)を用いた

STA-PDA の結果、CULT を用いた方が完全長

CRBN を用いるより標的タンパク質のビオチン

化効率が高くなることを見出した。また、様々

な リ ン カ ー 長 の GA-PROTAC を 用 い た

STA-PDA および質量分析の結果、HSP90 のビ

オチン化強度はリンカー長に依って異なって

いた。PROTAC においてリンカー長の違いはそ

の分解活性に大きな影響を与えることが知ら

れており、本評価系が PROTAC の活性を評価す

る指標になることが示唆された。さらに、

GA-PROTAC 依存的にビオチン化される GA の

新たな標的タンパク質候補を複数見出した。 
また、CUR-PROTAC を暴露した AirID 融合

CULT 発現細胞を用いた質量分析の結果、CUR
の標的タンパク質候補を複数見出した。標的タ

ンパク質候補を対象に、ビオチン化クルクミン

を用いた生化学的な相互作用解析および培養

細胞を用いた相互作用解析を行った結果、少な

くとも 6 種の CUR 標的タンパク質を見出した

(図 1)。見出した標的タンパク質の中には、CUR
の薬理作用である抗酸化作用に深く関与する

ことが予想されるタンパク質が含まれていた。 
 
[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 



本研究において、近接ビオチン標識法を用い

ることで低分子化合物の標的タンパク質が同

定可能であることが示唆された。有効性を示す

にも関わらず標的タンパク質が未発見である

低分子化合物は数多く存在することから、今後

の薬剤開発や作用メカニズムの解明に本評価

系が利用されることが期待される。今後の展望

として、見出した標的タンパク質を対象にした

詳細な解析を進めており、GA および CUR の
作用メカニズムにおける標的タンパク質の機

能の解明を目指す。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

本研究で用いた方法は細胞内のタンパク質を

対象にした評価系であり、細胞膜に局在するタ

ンパク質に細胞外から作用する低分子化合物

の評価はできない。今後の課題として、上記に

様な低分子化合物を対象にした評価系の構築

を目指す。 

 

図 1. 候補タンパク質を対象にした生化

学的な相互作用解析の結果(左)、培養細胞

を用いた相互作用解析の結果(右) 


