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研究成果の概要（和文）：マウスES細胞への導入に当たっては、まずユビキチンリガーゼOsTIR1を導入する必要
がある。そのためのベクターを作成し、E14TG2a 細胞のROSA26部位にOsTIR1 の導入を行った。他のマウスES細
胞株にいても同様の研究を進めており、そちらの方はOsTIR1の導入後、複数の因子にデグロンタグを付加するこ
とにも成功した。
マウス個体への導入にあたっては、複数のIAAアナログを合成し、IAAと同等の分解誘導活性を持つアナログを複
数同定した。

研究成果の概要（英文）：In order to use auxin-inducible degron in mouse ES cells, it is required to 
introduce the ubiquitin ligase subunit, OsTIR1. We constructed a vector for introducing the OsTIR1 
gene at the ROSA26 locus. We are currently making OsTIR1 expressing cells in E14TG2a background. In 
other ES lines, we successfully tagged genes with the degron to make conditional mutants.
To use in mice, we synthesized auxin analogs that might have low toxicity. We identified couples of 
analogs that showed a similar degradation-inducing activity to the natural auxin, IAA.

研究分野：細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質機能解析、ネットワーク解析、
さらには細胞そのものを人為操作するため
には、タンパク質の発現制御を行う必要が
ある。既存の siRNA法や転写レベルでの制
御は迅速性や可逆性に困難があった。研究
費受給者は従来技術の問題を克服し、短時
間かつ可逆的にタンパク質レベルで分解制
御するオーキシン誘導デグロン（AID）法
を開発した。 
 
２．研究の目的 
研究費受給者はタンパク質レベルで発現調
節をする新技術オーキシン誘導デグロン
(AID)法を開発し、これまでの研究により出
芽酵母およびヒトHCT116細胞の内在性因
子の発現調節を可能とする技術を完成した。
本技術を利用することで、細胞内で数十分
と短時間かつ可逆的に標的タンパク質の発
現調節が可能になる。本研究提案では、AID
技術をマウス ES 細胞およびマウス個体レ
ベルで利用するための技術を開発すること
を目的とする。本研究により、細胞レベル
における分化や初期化、さらには個体レベ
ルにおける発生や脳内でのタンパク質人為
発現操作が可能になることが期待される。 
 
３．研究の方法 
研究費受給者はすでにヒトHCT116細胞に
おいて、CRISPR-Cas9 を利用して内在性
遺伝子に直接デグロンタグを導入すること
によりAID細胞を作成する技術を確立して
いる。そこで、同様の方法をマウス ES 細
胞に応用する。使用するタギングベクター
は短鎖ホモロジーアームを持つ、人工合成
コンストラクトを使用する。さらには、作
成した AID-ES 細胞からマウスを作成し、
個体レベルでの分解誘導条件を調べる。同
時にオーキシンの投与方法および薬理学的
性質を検証し、動物投与用の性質を持たせ
るための改良も行う。 
 
４．研究成果 
マウスES細胞への導入に当たっては、スタ
ンダードなE14TG2aを材料とし、研究室へ
の培養技術の導入を行った。オーキシンデ
グロンを確立するにあたり、まずユビキチ
ンリガーゼOsTIR1を導入する必要がある。
そのためのベクターを作成し、ROSA26部
位にOsTIR1 の導入を行っている。また、
共同研究により他のマウスES細胞株にい
ても同様の研究を進めており、そちらの方
はOsTIR1の導入後、複数の因子にデグロン
タグを付加することにも成功した。現在、
オーキシン添加による分解の確認を行って
いる。 
マウス個体への導入にあたっては、一番の
懸念材料は天然オーキシンインドール酢酸

（IAA）の腎毒性であった。この問題を回
避するため、複数のIAAアナログを合成し、
IAAと同等の分解誘導活性を持つアナログ
を複数同定した。現在、マウスに投与して
毒性試験を行っている。また、ゼノグラフ
ト実験を行うために、マウスに細胞を注射
して腫瘍形成実験を進行中である。 
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