
改良型オーキシンデグロンAID2法による
迅速なタンパク質分解除去

情報・システム研究機構 国立遺伝学研究所

教授・鐘巻将人

2021年10月15日



ゲノム編集による遺伝子ノックアウト

CRISPR-Cas9ゲノム編集による
遺伝子ノックアウト（KO）

ゲノム編集スクリーニング等により数多
くの創薬候補因子が見つかっている

タンパク質分解創薬において、どのようにして
ターゲットのvalidationを行うか？

1. 重要な遺伝子はノックアウトできない
2. 最終的に見えてくる定常状態の表現型

（遺伝子KOへの適応等の懸念）



タンパク質除去は生命科学及び創薬研究に役立つ

Recombinase-mediated KO

(e.g. Cre-LoxP)

Conditional promoters

(e.g. Tet-ON/OFF)

CRISPRi

si/shRNA

Morpholinos

プロテインノックダウン
• Degrons: AID, dTAG etc.
• PROTACs（タンパク質分解創薬）

従来技術

新しい技術



迅速なタンパク質除去の重要性

siRNA, Conditional KO

プロテインノックダウン

最初に起きた影響を調べるに
は、迅速なタンパク質除去が
非常に重要

プロテインノックダウンは
迅速な分解が可能



Concept of the Auxin-Inducible Degron (AID) system

Auxin

In plant cell In non-plant cell

Nishimura et al. Nature Methods, 2009

Indole-3-acetic acid (IAA)



CRISPR-Cas9によりデグロンタグ導入して、
AID変異細胞を作成する

Natsume et al. Cell Reports, 2016

HCT116  cell line



培養細胞におけるAIDによるRAD21
（コヒーシン）の迅速な分解誘導

0 – 90 min

RAD21-mAID-Clover

CMV-OsTIR1

Nasmyth and Haering, Annu. Rev. Biochem., 2005
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Natsume et al. Cell Reports, 2016



AID法は世界中の先端的研究で使われている
Cell, 171, 305-320, 2017 Science, 2018



改良型AIDシステム（AID2）
AID AID2

比較項目 AID AID2

リガンド濃度 高濃度（100-500 µM） 低濃度（1 µM以下）

リガンド非依存的分解 あり なし

分解速度 半減期20-40分 半減期10-30分

マウスへの応用 不可 可能



AID2

改良型AIDシステム（AID2）

半減期比較
AID2: t1/2 = 11.7 min

AID: t1/2 = 26.5 min

リガンド濃度比較
AID2: 1 µM 5-Ph-IAA

AID: 500 µM IAA

RAD21（コヒーシン）のAIDと
AID2による分解比較実験



マウス個体への応用：AID技術でのマウス
ゼノグラフトにおける腫瘍形成抑制

Mice Balb/c nu/nu, ♀,  7W

HCT116 CMV-OsTIR1(F74G) background



マウス個体への応用：AID技術でのマウス
ゼノグラフトにおける腫瘍形成抑制



マウス個体レベルでAID2技術を利用するための
トランスジェニックマウス作出

OsTIR1(WT) を発現するマウスは
作出できないようだ



トランスジェニックマウスにおける分解誘導



トランスジェニックマウスにおける分解誘導



本技術に関連するオリジナル論文

2020年Nature Communicationsライフサイエンス部門
高ダウンロード論文12位

Nature Methods, 2009

AID法初出論文 AID2法論文

被引用回数：1102 (Google Scholar)



新技術の特徴・従来技術との比較
1. ゲノム編集を利用した遺伝学的改変により、様々なタンパク質
の発現操作が可能

2. 圧倒的な迅速分解除去（半減期30分以下）と可逆性

3. 培養細胞のみならず、マウス個体、酵母、線虫にも応用可能

• 基礎生命科学、合成生物学

• 創薬（特に標的タンパク質分解薬関連）

• 脳科学研究分野

• 疾患モデル動物

役立つと予想される研究領域



標的タンパク質分解薬（PROTACs, SNIPER等）
開発への利用例

Yesbolatova et al. Drug Discovery Today: Technologies, 2019

化合物を最適化して標的タンパク
質分解薬を開発

確実な標的タンパク質の発見

AID2を利用すれば、遺伝学的改変によ
り数多くの標的タンパク質のvalidation

が可能になる

AID2

タンパク質分解薬



本技術に関する知財状況、分与実績

大学、研究機関への分譲実績
• Addgene（米国のプラスミド分譲機関）からアカデ
ミアに配布中（これまで3700件以上の分譲実績）

AID技術関連特許
• 海外：4件（US/欧州出願各1件、PCT出願中3件）
• 国内：7件（査定済4件、出願中3件）

企業との契約締結
• 海外：4社
• 国内：9社
大手製薬企業との有償MTA、ライセンス契約、共同研究契
約締結および交渉実績



企業への期待

•有償MTAおよびライセンスによるAID2技術の使用

• AID2関連製品（プラスミド、関連試薬、AID細
胞）の共同開発、販売

• AID2技術の共同開発（幹細胞、マウスへの応用）



お問い合わせ先

国立遺伝学研究所
産学連携・知的財産室

chizai@nig.ac.jp

Tel: 055-981-5831
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