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研究成果の概要（和文）：低毒性かつ速やかなタンパク質分解系であるAID法を用いて、培養細胞で人為的な細
胞周期コントロールを行うことを目的に研究を進めた。細胞周期進行は、CDK複合体によって正の制御を、一方
CKIによって負の制御を受けているので、これら因子の発現をAID法により制御し、細胞周期に及ぼす影響を調べ
た。その結果Cdk1のAID細胞株ではCdk１の分解により、細胞周期がG2期で停止することを明らかにした。ニワト
リのDT40細胞株だけではなく、マウスのES細胞においても同様の結果が得られたことから、様々な細胞におい
て、Cdk１を制御することにより、人為的な細胞周期制御が可能となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The AID method, a low-toxicity and rapid proteolytic system, was used to 
artificially control the cell cycle in cultured cells. Since cell cycle progression is positively 
regulated by CDK complexes and negatively regulated by CKI, the expression of these factors was 
controlled by the AID method and their effects on the cell cycle were examined. We found that in the
 Cdk1 AID cell line, the cell cycle is arrested in the G2 phase due to Cdk1 degradation. Similar 
results were obtained not only in the chicken DT40 cell line but also in mouse ES cells, suggesting 
that artificial cell cycle control can be achieved by regulating Cdk1 in a variety of cells.

研究分野： 分子生物学

キーワード： オーキシン　AID法　細胞周期制御　培養細胞　CDK　タンパク質分解

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、速やかなタンパク質分解法であるAID法を標的因子の機能解明という目線に加えて、生命現象を
操るツールの一つとして確立することができた。これにより、（1）基礎的な哺乳類培養細胞実験における細胞
同調システムの確立に有用であり、様々な細胞周期における哺乳類細胞実験を可能とした。（2）多くの生物学
的な技術を因子の機能解析とは別の視点で見ることから、このAIDの技術の利用もしくは発展性について違った
視点から捉えることが可能となった。（3）細胞周期制御を行うCDKやCKIのペプチドに更に改良を加えることに
より、細胞周期を停止させる抗がん剤としての活用法も視野に入ってきた。

※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 

 

動物細胞や酵母などの真核生物の細胞周期進行は、Cyclin・Cyclin Dependent Kinase 

（CDK）複合体によって正の制御を、一方 CDK の阻害因子である Cyclin Dependent 

Kinase Inhibitor（CKI）によって負の制御を受けている。これら細胞周期制御因子の発現

の多くは、転写に加えてユビキチンを介したタンパク質分解系により厳密に制御されて

いる。これまでに細胞周期制御タンパク質の活性制御を用いて細胞周期をコントロール

する系として、出芽酵母では CKI である Sic1 の過剰発現による S 期への進行停止が、

そして哺乳類培養細胞では Cdk1 の変異体 （Cdk1as）を用いた分裂期への進行阻害が報

告されている。 

 
２．研究の目的 

 

今回の研究においてはこれらの因子の CDK 阻害部位とオーキシンによる分解配列の融

合タンパク質を安定発現する培養細胞を樹立し、その発現を AID 法により制御するこ

とにより CDK 活性をコントロールし、細胞周期を人為的に制御する系を構築すること

を目的とする。このような細胞周期制御系は基礎研究としての新たな細胞周期同調系と

して有用のみならず、抗腫瘍剤として用いられる Cdk4, 6 の阻害剤であるパルボシクリ

ブなどのような薬剤開発においても重要な知見を与えるものと思われる。 

 

３．研究の方法 

 

申請者は迅速なタンパク質分解制御系である AID 法を用いることにより、哺乳類培養

細胞において、人為的に細胞周期を制御する系を構築できるのではないかと考えた。哺

乳類細胞において S 期への進行を担う Cdk2 の阻害因子として知られているのが、p16, 

p19, p21, p27 などの CKI の一群である。これらの CKI は Cdk2 活性の阻害部位とユビキ

チン化による分解標的部位を備えている。そのため、これらの因子の発現量を速やかな

たんぱく質分解系である AID 法によりコントロールすることにより、様々な培養細胞

に汎用的な細胞周期制御系を開発する。 

 
４．研究成果 
 
A. 人工的変異オーキシンを用いた低毒性 AID 法の開発 
上記の目的を達成するために低毒性かつ高効率なタンパク質分解系が不可欠である。

AID 法は高効率かつ速やかに標的タンパク質の分解を誘導することが可能であるが、哺

乳類培養細胞においては現状では高濃度のオーキシン (500µM) を加える必要があり、

長時間培養する場合には細胞毒性を示してしまう。そのため、より低濃度のオーキシン

で働く AID 法の構築を行う必要がある。名古屋大学の山田らは TIR1 の変異体

（OsTIR1F74A）と合成オーキシン（5-Ad-IAA）を用いて、植物や酵母細胞においてオー

キシンの感度を 10000 倍にまで増強することに成功した。そこで分担者の西村はこの

TIR1 変異体と合成オーキシンを用いた高感度 AID(ssAID)法を動物の培養細胞で確立し

た（図 1） 



 
 

B. ssAID 法を用いた人為的細胞周期制御 

今回作成された高感度 AID 法では従来の AID 法と比較して 1/1000 の濃度で分解誘導が可

能となり、動物細胞に対する化合物毒性を著しく減少させることが可能となった。次にこの

方法を用いて細胞周期制御を行うために Cdk1、Cdk2、そして CDK 阻害因子である p16、

p21、p27 に注目した。dominant negative 型 Cdk1（Cdk1dn）、Cdk2（Cdk2dn）もしくは CDK

阻害因子を細胞に過剰発現させることにより、細胞周期の停止を引き起こし、AID 法による

分解で、細胞周期のリスタートを試みた。テトラサイクリンにより過剰発現を誘導すること

ができる Tet on system を用いて、OsTIR1F74A と GFP と AID-tag とを付加したそれぞれの因

子を HeLa 細胞、マウス ES 細胞などに導入し、テトラサイクリンによる発現誘導ののち、

AID 法によるタンパク質分解を試みた。しかし、Tet on system により標的タンパク質の発現

量が多くなりすぎていたため、AID 法によるタンパク質の除去が困難であることがわかっ

た。次に細胞周期にかかわる因子を AID 法で制御することができる AID 細胞株の作製を行

った。その結果、細胞周期制御において主要な役割を果たす Cdk1 の AID 細胞株では Cdk１

の分解により、細胞周期が G2 期で停止することが明らかとなった。ニワトリの DT40 細胞

株だけではなく、マウスの ES 細胞においても同様の結果が得られたことから、様々な細胞

において、Cdk１を制御することにより、人為的な細胞周期制御が可能となると考えられた。

 

本研究の目的は研究分担者により開発された速やかなタンパク質分解系である Auxin 



Inducible Degron (AID)法を用いて、哺乳類培養細胞系において、人為的な細胞周期コントロ

ールを行うことである。本年は細胞周期の主要制御因子である Cdk1 の分解を制御すること

により、様々な細胞で、細胞周期を G2 期に集積できることが明らかとなった。マウスの ES

細胞においては他の細胞で用いられる Cdk4, 5 を標的とするパルボシクリブを利用した G１

期での細胞周期停止は見られない。この原因としてはマウス ES 細胞では Cdk4,5 の発現量

が低いためであると考えられる。そのため、マウス ES 細胞においては Cdk1 による細胞周

期制御の比重が大きく、人為的な細胞周期制御においても Cdk1 を標的とするのは理にかな

っている。以上の結果から、AID 法を用いて Cdk１を分解した際に細胞周期を G２期で停止

させることが可能となった。今後は Cdk１の分解を止めて、Cdk1 の再発現を誘導し、細胞

周期の再開を人為的に引き起こすことが可能であるかを検証したい。現在、化合物のスクリ

ーニングを通じて、AID 法による標的タンパク質分解を停止させる薬剤のスクリーニング

を行っている。また、分解用 tag を持たない Cdk1 の発現誘導によっても上記の実験は可能

であると考えられるため、いくつかの方法を用いて細胞周期の再開実験を行っていきたい。 
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