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2019年度-2020年度

2019年度作成した、全身でデグロン系を作動できる可能性を持つトランスジェニックマウスの解析を行う。
Rosa領域に導入した全身性デグロン誘導マウスの作成(キメラから生殖細胞系列に導入)各組織における蛋白
分解を解析する、必要に応じて培養系で解析する。組織特異的タンパク分解マウスの開発組織特異的デグロ
ン系の検出に利用可能な全身性レポーター発現マウスを作成する。
＋ 過去の研究概要
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マウス個体でオーキシンデグロン系が機能するかどうかを見極めるために、トランスジェニック（TG）マウスを作成した。作成に使用したコ
ンストラクトは、改良型のTIRIとそのレポーターAID-EGFPを持つDNAである。結果として、2系統のTGマウス系統を確立した。昨年度は、最
初に作成したラインを用いて、オーキシンリガンドの腹腔内投与によりタンパク質分解誘導系が機能することを証明したが、今年度は、さらに
発現の強いラインを 確立したので、そのラインを用いて特にオーキシンリガンドの投与時間や投与濃度と分解の関係、またその回復過程など
いろいろな条件検討を行った。これら2ラインはCAGプロモーターを使用したため、比較的全身で発現が確認できる。胎仔においてはほぼ全身
的に発現が観察され、リガンドを母体に投与することにより、全身での発現が消失する。このTGは分解系と、そのレポーターが同じコンスト
ラクトにのっているので、それは予想された結果である。成体における発現は組織による強弱が認められた。特に発現の強い組織は心臓、脳、
すい臓、筋肉系であり、発現の弱い組織は、肝臓、肺、腎臓等であった。脳以外の組織ではタンパク質は数時間以内に速やかに分解されるが、
リガンドの代謝に依存して、比較的緩やかにタンパク質は復活してくることが分かった。リガンドの濃度を調節することにより、ノックダウン
の時間調整がある程度可能である。脳に関しては、今後、血液脳関門を通過できるリガンドの開発が重要であるが、マウスの個体レベルで、一
過的に蛋白のノックダウンが可能であることは明らかになった。このラインの確立に関しては、すでに論文として、掲載されている (Nature
Communications, 2020)。しかし、このコンストラクトでは、レポーターが同時に発現し、それが分解の標的になる。今後内在性のタンパク
質を標的にする場合は、レポーターが内在性タンパク質と競合することになり、効率の低下につながる可能性が高い。そこで、TIRI遺伝子のみ
をCAGプロモーターの下流につないで、TGマウスを作成するとともに、ES細胞を介したノックイン法でRosa遺伝子座への遺伝子導入を試み
ている。すでにTGマウスでは発現確認している。キメラマウスも作成できており、このRosa遺伝子座から発現させることにより、より全身性
の発現を実現できると期待している。したがって、マウスでAIDデグロン系は機能すること、リガンドに毒性はないこと、我々が確立したTGマ
ウスラインは、タンパク質の分解を誘導するマウスとして有用であることが判明した。有用なマウスラインは速やかにNBRP(理研BRC)に寄託
し国内外の研究者に利用可能にする予定である。
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