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ケミカルノックダウン技術 CANDDYを用いたアンドラッガブル

ターゲット分解による創薬戦略 
 

宮本悦子*・今西 哲・黄 麗娟  
 

 

要旨：がん遺伝子パネルの保険収載により、本格的にプレシジョン医療の時代が到来したが、有効な分子標

的薬が存在しない変異は未だに数多く残されている。疾患関連タンパク質の 75%程度は阻害剤の設計が困難

なアンドラッガブルターゲットであると考えられている。アンドラッガブルターゲットを攻略できる戦略と

して、標的タンパク質を分解に導くタンパク質分解技術が注目されている。しかし、技術上の困難から、真

にアンドラッガブルなタンパク質の分解には未だ成功していない。我々は、独自に開発したケミカルノック

ダウン技術 CANDDY を用いて、代表的なアンドラッガブルターゲット KRAS 変異体の分解に成功した。本

稿では、KRAS 分解剤を例に、CANDDY を用いた新しい創薬戦略を紹介したい。 
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 １．序論 

2019 年 6 月にがん遺伝子パネル検査が保険適応

となり、プレシジョン医療の時代が本格的に幕を開

けた。これにより、個々の患者のがんに存在する変

異を明らかにし、最適な治療を選択することが可能

となった。しかし同時に、有効な治療戦略の存在し

ない遺伝子変異を持つ患者には、従来の治療法を踏

襲するしかないという現実が浮き彫りとなってい

る。何より大きな問題は、有効な治療薬が存在する

患者の方が少ないということである。現在、臨床で

使用される分子標的薬のほとんどは、タンパク質の

機能を阻害する『阻害剤』である。一般に阻害剤に

は、標的タンパク質の機能ドメインまたは制御ドメ

インに強く結合して占有することが求められる。そ

のためには、標的タンパク質に阻害剤が結合できる

ポケットが存在する必要がある。しかし、現在知ら

れている疾患関連タンパク質のおよそ 75%には適

切なポケットが存在せず、阻害剤の設計は困難だと

考えられている。このようなタンパク質は“アンド

ラッガブルターゲット”と呼ばれている 1-3）。 

我々は阻害剤に変わる新たな創薬戦略として、独

自に CANDDY（Chemical knockdown with Affinity aNd 

Degradation DYnamics）と名付けたケミカルノック

ダウン技術を開発してきた 4)。もともと細胞には、

ユビキチン-プロテアソーム系と呼ばれるタンパク

質を分解するシステムが備わっている 5, 6)。不要に

なったタンパク質にはユビキチンが鎖状に結合す

る（ユビキチン化）。ユビキチン化されたタンパク質

は選択的にプロテアソームにリクルートされ、プロ

テアソームのプロテアーゼ活性によって分解され

る。CANDDY は『標的に結合する化合物』と『プロ
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図 1. CANDDY の概要  CANDDY は、標的を直接プ

ロテアソーム依存的分解に誘導する。 
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テアソーム結合タグ』をリンカーでつないだ

CANDDY 分子を用いて、標的タンパク質を直接プ

ロテアソームに誘導する（図 1）。標的タンパク質は

ユビキチン化されないままに、プロテアソームで分

解される。CANDDY 分子は標的に結合するだけで

よく、阻害活性は不要である。類似の技術として

PROTAC が知られている 5-8)。PROTAC は『標的に

結合する化合物』と『ユビキチン化酵素親和性タグ』

をリンカーでつないで作成される。標的タンパク質

は、選択的にユビキチン化され、ユビキチン-プロテ

アソーム系によって分解される。PROTAC も、

CANDDY と同様に阻害活性は不要である。そのた

めアンドラッガブルターゲットを攻略できる戦略

として期待が寄せられている、。しかしユビキチン

化依存的な PRTOAC をアンドラッガブルターゲッ

トに適応するには、課題が残されている 6)。ヒトゲ

ノムにはユビキチン化酵素と推定される遺伝子が

およそ 600種類見出されているが、現在 PROTACに

使用可能なユビキチン化酵素親和性分子は 10 種類

程度しかない。そのため、PROTAC で分解できる標

的の種類には大きな制限があると考えられる。ま

た、ユビキチン化は分解以外のシグナルにもなりう

るため、不適切なユビキチン化が想定外の結果をも

たらすリスクがある 9)。一方、プロテアソームはほ

とんどのタンパク質を分解できるため、CANDDY

は原理上、標的を選ばずに適応でき、想定外の副作

用が生じるリスクも小さい。 

本稿では CANDDY を用いて、代表的なアンド

ラッガブルターゲット KRAS 変異体の分解を試み

た成果を報告したい。野生型 KRAS は細胞増殖を正

に制御する因子で、正常な生体機能の維持のために

重要な役割を担っている。しかし変異によって持続

的に活性化されると、細胞のがん化を引き起こして

しまう 10-13)。特に KRAS G12C 変異体や G12D 変異

体、G12V 変異体は、肺癌や膵臓癌、大腸癌で非常

に高頻度に検出されることから、これらの癌の治療

標的として注目されてきた 13)。およそ 40 年に及ぶ

研究の結果、最近になって KRAS G12C 変異体に選

択的な阻害剤 Sotorasibが FDAにより承認された 14)

が、その他の変異体の阻害剤は開発途上である。

KRASの制御に関わるタンパク質との相互作用を阻

害する薬剤の開発なども試みられている 11)が、臨床

応用に達したものは未だ無い。そこで我々は

CANDDY を応用して KRAS G12D 変異体、G12V 変

異体の分解剤を設計し、その抗がん作用について検

討を行った。 

２．CANDDY による KRAS 分解剤の創製 

CANDDY の新規性を確立するには、ユビキチン

化不要なプロテアソームによる直接的分解誘導と

いうコンセプトの実証が欠かせない。そこで最初

に、KRAS 分解剤の作用機序や、標的への選択性を

無細胞実験系と、細胞実験系によって検証した。さ

らにがん細胞株を用いて、KRAS 分解剤の抗がん活

性を in vitroと in vivo で評価した。 

2.1 KRAS 分解剤の作用機序 

標的結合部位には既報の RAS-SOS inhibitor を用

いた 11)。RAS はグアニンヌクレオチドと結合する

が、GTP 結合型が活性型、GDP 結合型が不活化型で

ある 15)。不活化 RAS から GDP を抜き取り、GTP に

交換するのが SOS1 というタンパク質である。RAS-

SOS inhibitorは RASと SOS1のインタラクションを

阻害し RAS の活性化を妨げるが、RAS への親和性、

阻害活性は共に弱い 11)。分解誘導タグは、プロテア

ソーム阻害剤MLN-2238の主要な阻害活性部位を取

り除いて作成した（図 2a）。RAS-SOS inhibitor と分

解誘導タグをアルキル鎖で結合し、RAS 分解剤

TUS-007 を作成した（図 2b）。 

CANDDY は標的タンパク質を、直接プロテア

ソーム依存的分解へと導く。そこで、TUS-007 にプ

ロテアソーム阻害活性が残存していないかを検討

した。プロテアソームには 3 つの活性サブユニット

（1、2、5）が存在するが、TUS-007 はいずれのサ

ブユニットに対しても阻害活性を示さなかった 

（Data not shown）。また、熱シフトアッセイという手

法を用いて、TUS-007の標的への親和性を評価した。

タンパク質はリガンドと結合すると、結合の強さに

応じて熱ストレスに耐性となる。熱シフトアッセイ

図 2. 分解誘導タグと TUS-007 の構造 

a. 分解誘導タグは MLN2238 の阻害活性部位を除去

して作成した。b.  RAS-SOS-NH2 と TUS-007 の構造。 
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は熱ストレス耐性を指標に、化合物とタンパク質の

親和性を評価する。驚くべきことに、KRAS G12D 変

異体、KRAS G12V 変異体のいずれに対しても、TUS-

007はRAS-SOS inhibitorよりも高い親和性を示した

（図 3a）。 

CANDDY はそのメカニズム上、標的・プロテア

ソーム・分解剤の 3 つからなるシンプルな系で分解

活性を評価することが可能である。精製 KRAS 

G12D 変異体・26S プロテアソーム・TUS-007 を混

合して 37℃でインキュベートしたところ、KRAS 

G12D 変異体が減少することが確認された（図 3b）。

この減少は、プロテアソーム阻害剤の存在によって

抑制された。RAS-SOS inhibitor や、分解誘導タグを

持たない合成中間体（RAS-SOS-NH2）では減少は見

られず、TUS-007 が分解誘導タグ依存的に標的を分

解することが示された。 

さらに、TUS-007 による KRAS G12D 変異体の分

解メカニズムを探るため、HeLa 細胞に GFP 融合

KRAS G12D を強制発現させて FACS による解析を

行った。TUS-007 は単独で GFP シグナルを低下させ

たが、プロテアソーム阻害剤との共処理では GFP シ

グナルの低下が抑制された（図 4）。一方、ユビキチ

ン化酵素阻害剤や分子シャペロン阻害剤は、TUS-

007 による GFP シグナルの低下に影響しなかった

（図 4）。このことから、TUS-007 によるプロテアソー

ム依存的分解はユビキチン化を必要としないこと

が証明された。 

 

2.2 KRAS 分解剤の標的選択性 

KRAS は配列相同性から HRAS、NRAS と RAS

ファミリーを形成している。これら全てを阻害する

pan-RAS 阻害剤の開発が試みられたこともあるが、

動物実験で強い毒性が見られ頓挫した 16)。RAS-SOS 

inhibitor は KRAS G12D 変異体、G12V 変異体以外

に、野生型 KRAS、野生型 HRAS に結合できること

が報告されている 11)。このような背景を考えると、

TUS-007の標的選択性を明らかにしておく必要があ

る。そこで、RAS-less MEF という特殊な細胞を用い

て、TUS-007 の標的選択性を評価した。RAS-less 

MEF は遺伝子操作によって RAS ファミリーを欠失

させたマウスの胎仔線維芽細胞に由来する。内在の

RAS ファミリーの代わりに、ヒトの野生型または変

異型 RAS を 1 種類だけ発現させて株化された、数

種類の細胞からなるコレクションである。これらの

細胞は発現している RASに依存して増殖するため、

増殖抑制を指標に、RAS 標的薬の標的選択性を評価

できる。TUS-007 は KRAS G12D、KRAS G12V、野

生型 KRAS、野生型 HRASを発現する RAS-less MEF

の増殖を抑制した（図 5）。実際、これらの細胞から

抽出したタンパク質を用いてウェスタンブロッ

ティングを行ったところ、それぞれの RAS が分解

されていることも裏付けられた（図 5）。一方、KRAS 

図 3. TUS-007 の標的親和性と分解誘導 

a. TUS-007 は RAS-SOS inhibitor よりも高い標的親和

性を示した。b. TUS-007 による標的分解は、プロテア

ソーム依存性である。 

図 5. TUS-007 の標的選択性 TUS-007 は pan-RAS 分

解剤ではない。 

図 4. TUS-007 の作用機序  TUS-007 による標的の分

解はプロテアソームに依存するが、ユビキチン化酵

素や分子シャペロンは必要ない。 
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G12C 変異体または、野生型 NRAS を発現している

RAS-less MEF では、増殖に影響はなく、RAS タン

パク質の分解も検出されなかった（図 5）。このこと

から、TUS-007 は pan-RAS 分解剤ではないことが確

認され、強い毒性は回避できると考えられた。TUS-

007 の標的選択性は、RAS-SOS inhibitor の標的選択

性を反映していると考えられる。 

2.3 KRAS G12V 陽性大腸癌への TUS-007 の効果 

KRAS G12V 変異は大腸癌患者の半数程度にみと

められ、予後不良とも関連している 13)。そこで、大

腸癌細胞を用いて、TUS-007 の抗がん活性の評価を

行った。TUS-007 は大腸癌細胞株 SW620-Luc で

KRAS G12V を分解し（図 6a）、また濃度依存的にア

ポトーシスを誘導していた（図 6b）。合成中間体

RAS-SOS-NH2 はアポトーシスを誘導せず、SW620-

Luc におけるアポトーシス誘導には KRAS G12V の

分解が必要であることが示唆された。さらに、

SW620-Luc をヌードマウスの皮下に移植し TUS-

007 を腹腔内投与したところ、腫瘍の成長が有意に

抑制でき（図 6c）、腫瘍内の KRAS G12V が分解さ

れていることも確認できた（図 6d）。 

2.4 KRAS G12D 陽性膵臓癌への TUS-007 の効果 

KRAS の変異は膵臓癌患者の 90%にみとめられ、

KRAS G12D 変異が最も高頻度で予後不良とも関連

している 13)。そこで膵臓癌細胞を用いて、TUS-007

の抗がん活性の評価を行った。TUS-007 は膵臓癌細

胞株 SW1990 で KRAS G12D を分解した（図 7a）。

また TUS-007 によるアポトーシス誘導はプロテア

ソーム阻害剤によって抑制されたが、ユビキチン化

阻害剤では抑制されなかった（図 7b）。このことか

ら、SW1990 のアポトーシス誘導は、ユビキチン化

非依存的な標的分解によることが示唆された。

SW1990をヌードマウスの皮下に移植し TUS-007を

経口投与したところ、腫瘍の成長が有意に抑制でき

（図 7c）、腫瘍内の KRAS G12D が分解されているこ

とも確認できた（図 7d）。加えて、腫瘍内で KRAS

の下流シグナルの活性化が抑制されていることも

確認できた（図 7d）。 

2.5 同所移植した膵臓癌への TUS-007 の効果  

上記のように TUS-007 は皮下移植した腫瘍の成長

を抑制できたが、体内で実際に患部に到達できるか

は明らかではない。そこで、膵臓癌細胞をヌードマ

ウスの膵臓に移植し、TUS-007 の経口投与で膵臓癌

の発育を抑制できるか検討した。移植には SW1990

にルシフェラーゼを導入した SW1990-Luc を使用

し、ルシフェラーゼによる化学発光強度に基づく in 

vivo 生体イメージングによって腫瘍の成長を評価

した。TUS-007 の経口投与は、同所移植した腫瘍の

成長も抑制し（図 8a、b）、腫瘍内の TUNEL 染色陽

性のアポトーシス細胞を増加させた（図 8c）。また、

腫瘍内の KRAS G12D 分解も確認された（図 8d）。

このことから、TUS-007 は膵臓に到達して抗がん作

用を発揮できることが証明された。 

３．結語 

 本稿では、KRAS 分解剤を例に、我々が独自に開

発したケミカルノックダウン技術 CANDDY を紹介

した。KRAS G12D 変異体や G12V 変異体は、代表

的なアンドラッガブルターゲットであるが、TUS-

図 6. TUS-007 の大腸癌への効果 a.SW620-Luc にお

ける KRAS G12V の分解誘導。 b. SW620-Luc におけ

るアポトーシス誘導。 c.皮下移植した SW620-Luc の

腫瘤体積。 d. 皮下移植した SW620-Luc における

KRAS G12V の分解誘導。 

図 7. TUS-007 の膵臓癌への効果 a.SW1990 におけ

る KRAS G12D の分解誘導。 b. SW1990 におけるア

ポトーシス誘導。 c.皮下移植した SW1990 の腫瘤体

積。d. 皮下移植した SW1990 における KRAS G12D

の分解誘導と RAS シグナルの抑制。 
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007 はこれらを分解することに成功した。驚いたこ

とに、TUS-007 は標的結合部位に用いた RAS-SOS 

inhibitor よりも高い標的親和性を示した。RAS に限

らず、アンドラッガブルターゲットには高親和性の

化合物が少ない。CANDDY を用いることで、阻害効

果は低いが標的親和性が向上することがあるなら

ば、これまで薬になることがなかったような低親和

性の化合物も、分解剤のパーツとして使用できる可

能性がある。真にアンドラッガブルターゲットを攻

略できる創薬技術の確立を目指して、CANDDY を

さらに進化させて行きたい。 
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図 8. 同所移植した膵臓癌への効果 a.SW1990-Luc

腫瘤の生体内イメージング。 b. 腫瘤の化学発光強

度。c.腫瘤内のアポトーシス細胞。d.腫瘤における

KRAS G12Dの分解。 
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Abstract: Although the new era of precision medicine has come in Japan, the decease 

relating mutations without effective drugs are still remained. It is considered that the 

inhibitor development is not so easy for 75% of known decease relating proteins so-

called “undruggable targets”. The protein degradation technology, which can induce 

ubiquitination of target protein, is expected to unlock undruggable targets, while it is 

still difficult because of the technological challenges included in current protein 

degradation technology. We have succeeded to induce degradation of the true 

undruggable targets KRAS G12D and G12V using originally developed chemical 

knockdown technology named CANDDY. In this report, we would outline the novel 

drug-development strategy for undruggable targets using CANDDY with an example 

of development of KRAS G12D/V degrader. 

Keywords: Chemical knockdown technology, undruggable targets, KRAS 
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