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研究成果の概要（和文）：オーキシンデグロン（AID）法は、植物由来のユビキチンリガーゼサブユニットTIR1
を異種細胞に導入することにより、植物AUX/IAA由来デグロンを付加したタンパク質をオーキシン添加により分
解除去することを可能にした。AID法における問題は、デグロン付加したタンパク質がオーキシン非添加時にお
いても弱い分解を受けることであった。

本研究費を利用してAID法の改良をおこなった。変異型TIR1と新たなリガンドを利用することにより、従来の問
題点を克服したAID2を開発することに成功した。さらに、AID2は細胞のみならず、マウス個体にも応用可能であ
ることを示した。本研究成果を論文公表した。

研究成果の概要（英文）：The auxin-inducible degron (AID) method allows the degradation of 
degron-fused proteins in cells by expressing the plant-derived ubiquitin ligase subunit TIR1 by the 
addition of auxin. The problem with the AID method is that degron-fused proteins are weakly degraded
 even without auxin.

To overcome this problem, we improved AID. By using a mutant TIR1 and a new ligand, we succeeded in 
developing AID2, which overcomes the problem. Furthermore, we showed that AID2 can be applied not 
only to cells but also to living mice. We have published the results of this research in a paper.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AID2を確立できたことにより、タンパク質分解による発現制御を細胞から個体まで応用できることを示した。タ
ンパク質分解に基づく発現制御は、ごく短時間に標的タンパク質の発現を抑制できるために、標的タンパク質除
去直後に起きる影響を観察できる。また、この分解は可逆的であるため、再発現も可能である。本技術は細胞か
ら個体を用いた基礎研究の貢献できるのみならず、創薬における実証実験や疾患モデル動物作成に役立つことが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は植物細胞の分解経路を異種細胞に移植することにより、植物ホルモンオーキシン
添加を引き金として、目的タンパク質を分解するオーキシンデグロン(AID)法を開発した
（Nishimura et al. Nature Methods, 2009）。本手法は標的タンパク質を迅速に分解除去できるこ
とから、さまざまな遺伝学研究に応用できると期待される。研究代表者は本技術を出芽酵母のみ
ならず、ゲノム編集と組み合わせて、ヒト細胞の内在性タンパク質の分解制御を可能にする方法
を開発してきた（Natsume et al. Cell Reports, 2016）。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究によりゲノム編集によるタグ付加を応用することで、本技術によりヒト細胞内 
の内在性標的タンパク質を半減期 10~30 分という短時間で分解除去することが可能になった。
しかしながら、現在の AIDシステ ムでは、空間的発現制御を行うことができない。また、オー
キシン非添加時に標的タンパクが弱く分解を受けることがあり、厳密な発現制御の障害となっ
ている。さらには、使用する天然オーキシンインドール酢酸（IAA）は、マウス等に投与すると
代謝誘導体が腎毒性を示すため、マウス個体に応用することができない。これら現 AID システ
ムが抱えている問題を、オーキシンアナログを利用したケミカルバイオロジー的手法により克
服する。 
 
３．研究の方法 
オーキシン非存在下における分解を抑制する目的で、TIR1 に結合する阻害剤を複数合成した。
これらは、オーキシンと同様のインドール環を持つため、TIR1 に結合するが、デグロンが結合 
する部分に付加残基を持つため阻害剤として機能する。複数の阻害剤候補を選択した。 
 
さらに AID法の改良をすすめ、変異型 OsTYIR1(F74G)とオーキシンアナログ 5-Ph-IAAを用い
た改良型システム AID2の開発をおこなった。 
 
4. 研究成果 
阻害剤をスクリーニングした結果、植物でもっとも阻害効果が高いことが知られている、
auxinole が培養細胞でももっとも阻害効果が高いことが明らかになった。培地に auxinole を添
加することにより、TIR1 によるオーキシン非添加時の分解を抑制することが可能になった。さ
らに、分解誘導後オーキシンを除去して発現回復を行う際に、auxinoleを添加すると発現回復が
早まることも見出した（下図）。 

 
これは、オーキシン除去後 も TIR1 がしばらく継続して分解を続けているが、この継続的分解
を阻害することによると考えられる。auxinole の利用法とデグロンタグの新たな付加方法など
の一連の改良をまとめて、論文投稿をおこなった。投稿論文は Methods 誌に公表された
（Yesbolatova et al. Methods, 2019）。 
 
本研究で新たに開発した AID2 は従来問題であったリガンド非依存分解が全くなく、従来より
1/600程度のリガンドでよりシャープな分解を誘導できる。下図に AIDと AID2の違いをまとめ
た。 



 
 
さらに AID2は従来の細胞レベルでの使用にとどまらず、マウス個体における分解誘導を可能
とした（下図）。 
 

 
 

これらの研究成果をまとめて、Nature Communicationsに論文発表した（Yesbolatova et al. 
Nature Communications, 2020）。一連の研究により、AIDの問題点を克服した AID2の開発に
成功し、本技術を細胞のみならず動物個体に応用するための基礎技術を確立することに成功し
た。 
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MCMBP is an MCM chaperon protecting the MCM subunits from degradation
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MCMBP is an MCM chaperon protecting the MCM subunits from degradation

Auxin-inducible degron (AID) technology for rapid protein depletion in human cells

The Auxin-Inducible Degron (AID) system as a tool for target validation

Masato Kanemaki

Masato Kanemaki

Masato Kanemaki
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オーキシンデグロン技術を標的タンパク質誘導分解薬開発に利用する

Rapid protein depletion in human cells by the auxin-inducible degron technology

A non-canonical DNA replication important for genome maintenance
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〔その他〕
オーキシンデグロン(AID)法のためのCRISPR/Cas9を利用した新規タグ導入と分解阻害剤の開発 
https://www.nig.ac.jp/nig/ja/2019/05/research-highlights_ja/rh20190510.html 
遺伝子が転写される際のDNAの「動き」を生きた細胞の中で捉えた! 
https://www.nig.ac.jp/nig/ja/2019/03/research-highlights_ja/20190305.html 
世界初！光で細胞分裂装置の操作に成功 ～体作りに重要な細胞分裂の仕組みの理解促進に期待～ 
https://www.nig.ac.jp/nig/ja/2018/07/research-highlights_ja/20180709.html
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