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機械学習が導くタンパク質の加速進化 
 

東北⼤学・⼤学院⼯学研究科 
梅 津 光 央 

 
14:35 ‒ 15:00  休 憩 

 
15:00 ‒ 16:00 （講演 2） 

司会：委員・⽲ 晃和（横浜市⽴⼤学） 
 
タンパク質分解医薬 PROTAC の開発の現状と将来展望 
 

国⽴医薬品⾷品衛⽣研究所・有機化学部 
出 ⽔ 庸 介 

 
16:00 ‒ 17:00  （研究交流討論） 
 
委員・講師間の⾃由討論 
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機械学習が導くタンパク質の加速進化 
 

Machine-learning-guided molecular evolution engineering 
 

東北⼤学 ⼤学院⼯学研究科 バイオ⼯学専攻  
理化学研究所 ⾰新知能統合研究センター  

梅 津 光 央 

 
Mitsuo Umetsu  

Department of Biomolecular Engineering, Graduate School of Engineering, 
Tohoku University  

Advanced Intelligence Project, RIKEN 
 
 
1. はじめに 
 タンパク質の設計とは，単純に⾔えば「20 種類のアミノ酸をどう並べるか」
である．⾔わば，アミノ酸の配列が⽣みだす「場合の数（配列空間）」の中か
ら⽬的の機能をもつ配列を⾒つけだすことである．しかし，アミノ酸の組合せ
がつくる配列空間はいまだ膨⼤で，現在のタンパク質⼯学技術を⽤いても，⽬
的の機能・特性をもつ配列を⾒つけだすことができるとは限らない．1983 年に
Ulmer がタンパク質⼯学を提唱 1)してから 40 年を経た今，ゲノム・タンパク質
情報のデータベース化や⼤規模な変異体ライブラリー作製・スクリーニング操
作が発展し，試験管内で進化を模倣する進化分⼦⼯学によって⽬的機能をもつ
タンパク質を創りだす確率が⾼まってきている．しかし，これらの技術開発を
もってしても，⽬的の機能・特性をもつタンパク質の確率は現在でも満⾜のい
くものではなく，開発時間や創出確実性はいまだ予測しきれない中で開発を進
めざるを得ない．この状況において近年，機械学習を利⽤することで研究開発
の対象となる配列空間もしくは⽬的解をもつ配列を限定していく試みが⾏われ
ており，私たちも変異体ライブラリーの作製に⼈⼯知能技術のひとつである機
械学習を利⽤して，機能陽性な変異体を⾼密度に含むライブラリーを設計する
ことで，⽬的とする機能・物性をもつタンパク質を効率的かつ確実に取得する
進化分⼦⼯学の開発をおこなっている． 
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2. 進化分⼦⼯学の発展と課題 
 ⼀般的なタンパク質の進化分⼦⼯学では，データベースから⽬的機能を創出
しそうな親タンパク質を選び，その親タンパク質へ変異を導⼊したライブラリ
ーから⽬的機能をもった変異体をスクリーングしていくが，実験的に作製・機
能評価できる変異体数は限られているため，ライブラリーの作製では探索する
配列空間の設計(「どの位置」に「何のアミノ酸」を出現させるか)が重要にな
る．変異体ライブラリーからの機能タンパク質の取得は，選択操作とスクリー
ニング操作に分けることができる 2)．選択操作の場合は，ライブラリー状態の
まま選択操作圧をかけて⽬的解をもつ変異体を残存させる⽅法である．そのた
め，配列空間の設計も実験的に作製可能な範囲(1010~15)内で⼤規模な変異体群
ライブラリーを対象とすることができるが，その規模も 8~10 程度の残基位置
を飽和変異できる程度である．また，選択圧をかける⼿段も限られており，対
象となる機能・特性が抗体のような結合機能などに限られてしまう．⼀⽅，ス
クリーニング操作では，ライブラリー中の変異体を⼀つずつ評価するため，さ
まざまな機能・特性に対応が可能である．しかし，スクリーニングの対応変異
体数には限界(103~4)があるので，スクリーニングで対応可能な規模での⽬的解
を含む配列空間の設計が難しくなる． 
 
3. 機械学習による配列空間探索 

この進化分⼦⼯学の課題において，私たちはある⼀定の配列空間規模におい
て機械学習が最適解探索に有効であることを⽰している．私たちが⽤いた機械
学習では教師データが必要になるため，ある程度の変異体を作製して各々の機
能・特性値を実測する．そして，アミノ酸を適切な記述⼦で数値表現すること
で，変異配列と蛍光特性値を紐づけした教師データを作成し機械学習を⾏って
いる． 
緑⾊蛍光タンパク質（GFP）を⻩⾊化した実験では，蛍光⾊の決定に関与の
可能性がある 4 残基に限定し，配列空間中に含まれる変異体数の規模が 16 万
（204 = 1.6 × 105）の条件で⾏っている 3)．教師データとしては，配列空間中
に存在する変異体数の 0.1 %にあたる 153 種の GFP 変異体を調製して変異情報
とともに蛍光の⻩⾊度と蛍光強度を収集し，弱いながらも⻩⾊蛍光を発する変
異体を 4 種含むデータを得た（図 1）．そして，このデータを教師として⾼速な
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ベイズ最適化ソフトウェアである COMBO4)を⽤いて「より⻩⾊く・より明る
い変異配列」を⽬標として機械学習を⾏い，空間配列中の全変異体（16 万）の
順位付けを⾏った．その結果，上位 2 位の変異体はこれまで報告されている⻩
⾊蛍光変異体の中でもっとも強い⻩⾊蛍光を⽰す Venus であり，機械学習が上
位に予測した変異体を 60 種程度作製したところ，その多くが教師データ中の
変異体よりも強い⻩⾊蛍光を⽰した．これは，配列空間中の 0.1 %程度の変異
体数で，かつ，低いながらも⽬的機能を⽰す陽性率が数%程度の教師データで
あれば，適切な機械学習モデルは最適解に近い変異体を含む集団を予測するこ
とができ得ることを⽰唆している． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 より広い配列空間を対象とした実験として，ペプチド転移酵素 sortaseA の酵
素活性を向上させている 5)．sortaseA では，5 残基に変異を導⼊することで⾼
い酵素活性を⽰す変異体（5M 変異体）が報告されており 6)，この 5残基がつく
る配列空間中の全変異体数（205 = 320万）の 2 × 10-3 %にあたる 80程度の変
異体から教師データを作成し，「より酵素活性が⾼い変異配列」を⽬標として
機械学習をおこなった．その際に，5M 変異体を教師データに加える有無を変
えた 2ケースでおこなったところ，両ケースにおいて，上位50 変異体中の 7割
は野⽣型よりも⾼い活性を⽰し，強い陽性変異体が存在しなくても機械学習は
進化の指向性を⽰すことができることが⽰唆された（図 2）．しかし⼀⽅，その
ほとんどは 5M 変異体の活性まで⾄っておらず，GFP の時よりも進化の度合い
が⼩さかった．そこでさらに，機械学習予測上位変異体の結果も含めて再度機
械学習を実施したところ，より⾼い変異体集団が同定され，最終的には 5M 変

図 1 GFP の⻩⾊化実験における変異体の機能値． 
灰⾊：野⽣型，⽩：教師データの変異体，⿊：機械学習提案変異体． 
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異体よりも活性の⾼い変異体を複数取得できた．このように，機械学習を⽤い
ることによって，進化の速度に差はあれど，設定した配列空間中から⽬的の機
能・特性をもつ変異体を⾼い確度で同定することができる可能性が⽰され始め
ている． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 また，抗体様分⼦においては，11 残基位置(配列空間規模：2011= 2×1014)を
変異対象とした配列空間を対象として，次世代シークエンサー(NGS)を利⽤し
て配列空間の規模を 109 程度まで絞り込み機械学習をおこなうことで，標的分
⼦に結合する変異体を同定している 7)．まず，11 残基をランダム変異した抗体
様分⼦をファージへ提⽰したライブラリーを 108 程度で調製して標的分⼦に対
して選択操作をおこなったところ，実験的な操作だけでは標的に特異的に結合
する変異体を取得することはできなかった．そこで，選択操作におけるライブ
ラリー中の変異体群の分布変化を NGS 解析し，「残存するリード数が多い変異
体=標的結合性が⾼い」とした教師データから機械学習器を作成した．そして，
各残基位置で有望なアミノ酸種を絞り込むことで機械学習を使って探索する配
列空間を 109 程度に絞り込み，その対象配列空間中の全変異体の標的結合性を
予測した(図 3)．その結果，機械学習により提案された予測上位 10,000 配列を
アミノ酸配列の類似度でクラスタリング処理し，予測上位 1,000 配列を含んで
いたグループについてファージライブラリーを再度作製し，再び⽣体外選択操
作をおこなった結果， 標的分⼦選択的に 80 nM の EC50 を⽰す変異体を取得す
ることができた．このことから，標的結合機能については，次世代シーケンシ

図 2 機械学習予測と実測検証の繰り返しによるペプチド連結酵素の活性向上． 
⿊：野⽣型． 
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ング解析データを探索対象となる配列空間の限定と教師データに活⽤すること
によって，機械学習により⽬的機能分⼦を取得する確度を向上できることが⽰
されたと考えている． 

 
4. 最後に 
 以上のように，私たちは，変異導⼊による機能タンパク質の開発における，
「『どの位置』に『何のアミノ酸』を出現させるか」という課題に対して，あ
る程度「どの位置」が限定された場合での機械学習の有効性を⽰してきた．ま
た現在では，「どの位置」と「何のアミノ酸」の両設計をまとめて⾏う取組み
もおこなっており，本講演ではその内容についても⼀部紹介したい．  
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図 3.  抗体様分⼦の変異導⼊残基におけるアミノ酸出現頻度. 
ファージ提⽰法による選択操作前(A 左), 選択操作後(A 右), 機械
学習が提案した上位 10,000 配列(B), そして予測上位 1,000 配
列を含むグループ(C) のシーケンスロゴ．各⽂字は出現するア
ミノ酸を表し，サイズが⼤きいほど出現頻度が⾼いことを⽰
す． 
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タンパク質分解医薬 PROTAC の開発の現状と将来展望 
 

Current status and future prospects of PROTAC 
 

国⽴医薬品⾷品衛⽣研究所 有機化学部 
 

出 ⽔ 庸 介 
 

Yosuke Demizu 
 

Division of Organic Chemistry, National Institute of Health Sciences 
 

 
 PROTACs（Proteolysis Targeting Chimeras）は、ユビキチンリガーゼ（E3 リ
ガーゼ）リガンドと標的タンパク質（Protein of Interest：POI）リガンドを適切
なリンカーを介して連結したキメラ分⼦である。PROTAC は、⽣体内のタンパ
ク質分解機構であるユビキチン・プロテアソームシステムを利⽤することで、標
的タンパク質を分解し、その機能を抑制できる [1]。具体的には、PROTAC がそ
れぞれのリガンドを介して E3 リガーゼと標的タンパク質を近接させることで、
標的タンパク質がポリユビキチン化され、プロテアソームに認識され分解され
る（図 1）。PROTAC は、触媒的に作⽤することで標的タンパク質を分解し薬理
活性を⽰すこと、低分⼦阻害剤のように酵素活性ポケットにリガンドが結合す
る必要がなく、標的タンパク質の様々な領域（ドメイン）に対してリガンドを設
計できること等の特徴を有していることから、⾰新的な創薬モダリティのひと
つとして期待されている。 

 
図 1 PROTAC の特徴と作⽤機序 

Advantages
• PROTACsは触媒的に作⽤し，標的タンパク質を分解する
ことで薬理作⽤を⽰す．

• 低分⼦阻害剤と⽐較し，酵素活性ポケットに結合する必
要がないため，標的タンパク質への結合活性を持つあら
ゆるリガンドを利⽤できる．

標的タンパク質
リガンド

E3リガーゼ
リガンド

POI

結合活性を有する
リガンド
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 我々は、様々な疾病関連タンパク質を標的とした PROTAC 開発を⾏ってきた。
特に標的タンパク質に適した低分⼦、ペプチド、核酸等をリガンドとして活⽤す
る PROTAC デザインを⾏ってきた [2-6]。本研究会では、1）造⾎器型プロスタ
グランジン D 合成酵素（H-PGDS)を標的とした低分⼦型 PROTAC の in silico
デザイン [3]、2）デコイ核酸を利⽤した PROTAC 開発 [5]、について紹介する。 
 
1）H-PGDS を標的とした PROTAC 開発 
 H-PGDS は、デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）治療の新しい標的と
して注⽬されている。この遺伝性筋障害は、X 染⾊体上のジストロフィン遺伝⼦
の変異が原因であり、患者の多くは 30 歳前に呼吸不全や⼼不全で死亡する。
DMD の治療法には、ジストロフィンの量を回復させる治療法（エクソン・スキ
ップ療法）や、病気の進⾏を抑え筋⾁の質を保持する⽅法がある。損傷した DMD
患者の⾻格筋では、H-PGDS が過剰に発現し、プロスタグランジン D2（PGD2）
の増加と PGD受容体を介した炎症を引き起こす。H-PGDS の活性を抑制する治
療法は有望であるが、現在の阻害剤は臨床試験での効果が⼗分でないため、新し
い作⽤機序を有する医薬品開発が求められている。そこで本研究では、分⼦モデ
リングを利⽤して H-PGDS を標的とする PROTAC をデザインし、活性の向上
と DMD 治療薬としての可能性を検討した。 
 当初、我々が開発した PROTAC(H-PGDS)-1 は、H-PGDS 阻害剤の TFC-007
と E3 リガーゼである CRBN に結合する Pomalidomide が PEG5 リンカーを介
して結合した構造であり、細胞レベルにおいて 10 nM で H-PGDS 分解活性を有
していた [7]。先ず始めに、化学計算ソフトウェア MOE（MOLSIS社）の PROTAC 
Modeling Tool を利⽤して、PROTAC(H-PGDS)-1 と H-PGDS、CRBN の三者
複合体解析を⾏った。その結果、これらの分⼦が安定な三者複合体を形成する可
能性が確認できた。しかしながら、PEG5 リンカー部位が両タンパク質間で構造
を形成しており、リンカーの⻑さを短縮することが可能である可能性が⽰唆さ
れた。そこで、リンカー⻑が異なる（PEG4〜PEG0）PROTAC をデザインし、
それらの三者複合体の安定構造を解析した。その結果、PEG4〜PEG1 リンカー
を持つ PROTACも三者複合体を形成できる可能性があること、さらに、リンカ
ー構造を持たない PROTAC(H-PGDS)-6 においても安定な三者複合体形成が⽰
唆された（図 2）。 
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図 2 PROTAC(H-PGDS)-1 及び PROTAC(H-PGDS)-6 の構造と 

MD シミュレーションによる三者複合体構造 
 

そこで、分⼦モデリングの妥当性を検証するために、PROTAC(H-PGDS)-1〜
PROTAC(H-PGDS)-6 を合成し、それらの H-PGDS 分解活性をウエスタンブロ
ットで評価した。その結果、PEG リンカーの⻑さが短い PROTACほど H-PGDS
分解活性が⾼まることが明らかになった（図 3）。特に、リンカーを持たない
PROTAC(H-PGDS)-6 は、最も⾼い分解活性を⽰した（タンパク質分解の 50%
を引き起こす濃度 DC50 = 17.3 pM）。 また、タンデムマスタグを⽤いたプロテ 
 

 
図 3 PROTAC(H-PGDS)-1〜6 の H-PGDS 分解活性（KU812 細胞） 
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オーム解析を⾏った結果、8,184 個のタンパク質が検出された中で H-PGDS 以
外のタンパク質の減少は観測されず、ROTAC(H-PGDS)-6 は⾼選択的に H-
PGDS タンパク質を分解することも明らかとなった。さらに、DMD のモデルマ
ウスを⽤いた in vivo評価においても、H-PGDS の分解を確認することができた。 
 ⼀般に PROTAC は、⼆つのリガンドをリンカーで結合させているため分⼦量
が⼤きく、回転可能結合数が多く、薬剤としての特性に⽋けることが多い。しか
しながら、リンカーを排除した PROTAC(H-PGDS)-6 は、分⼦量や回転可能結
合数が⼩さく、より薬剤らしい性質を持つ。ケーススタディではあるが、本アプ
ローチは PROTAC のリンカーを取り除くことの有効性を⽰し、医薬品候補とし
ての可能性を⾼めるものである [3]。  
2）デコイ核酸を利⽤した PROTAC 開発 
 これまでに報告されている PROTAC 研究の多くは、主にがん関連のキナーゼ
をターゲットとしており、これらのキナーゼの低分⼦阻害剤がターゲットリガ
ンドとして⽤いられている。⼀⽅で、キナーゼに加えて転写因⼦も様々ながんに
関連しているが、それらの多くは阻害剤開発に適した構造を持っていないため、
最適なリガンドが不⾜しており、転写因⼦を対象とした低分⼦型 PROTAC をデ
ザインすることは困難である。 
 ヒトでは約 1,600 種類の転写因⼦が報告されており、そのうちおよそ 96%の
DNA 結合領域の配列が明らかにされ、データベース化されている [8]。そこで
我々は、転写因⼦をターゲットにするための新しいアプローチとして、転写因⼦
が結合する DNA 配列を模したデコイ核酸を標的リガンドとする核酸型
PROTAC 開発を検討した。本研究会では、転写因⼦の⼀つであるエストロゲン
受容体 α（Estrogen Receptor α: ERα）をモデル標的としたデコイ核酸型
PROTAC について紹介する。 
 ERα リガンドには、ERα タンパク質とエストロゲン応答配列（ERα 結合
DNA 配列）の 21 塩基のデコイ核酸を選択しその 5ʼ末端をアルキン修飾した
ER(dec)を設計した。また、PROTAC に汎⽤されている 3種類の E3 リガーゼリ
ガンド（LCL161 for IAPs、VH032 for VHL、Pomalidomide for CRBN）に PEG3
リンカーを介してアジド化した分⼦を設計した。これらをクリック反応で連結
し、3種類の PROTAC（LCL-ER(dec)、VH-ER(dec)、POM-ER(dec)）を合成
した（図 4）。  
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図 4 デコイ核酸型 PROTAC のデザイン 

 

合成した PROTAC は、強い ERα結合活性（IC50 = 30〜50 nM）を持ち、ERα
分解活性を有していた（MCF-7 細胞）。その中でも LCL-ER(dec)が最も⾼い分
解活性を持ち、転写因⼦を含む他のタンパク質（AR、AhR、p65、BRD4、p300、
GAPDH、CRABP2、β-actin）を分解せず ERα 選択性を⽰した（図 5） [5]。
さらに、LCL-ER(dec)の核酸配列末端をヘアピン化した LCL-ER(dec)-H46 は、
ERα に対する選択性を維持しながら LCL-ER(dec)よりも⻑時間の分解活性を
有することが明らかとなった [9]。 

 
図 5 デコイ核酸型 PROTAC の ERα分解活性（MCF-7 細胞） 
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功し、NFκB、E2F、LEF1、ERG、cMyc、α-brachyury、Nrf2/MafG 等の分解
が実現されている [10-13]。このように、さまざまな転写因⼦の分解を実現する
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ことで、がん治療などにおけるデコイ核酸型 PROTAC の応⽤範囲が拡⼤してい
る。しかしながら、デコイ核酸型 PROTAC の開発には、細胞内導⼊効率や標的
特異性の向上といった課題が残されている。将来的には、核酸医薬品のドラッグ
デリバリー技術の応⽤により、核酸型 PROTAC の開発がさらに進むことが期待
される。 
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