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(57)【要約】
　出芽酵母などの宿主を致死させず、また十分な分解能を有する新たなタンパク質誘導性
真核細胞及びそれを用いたタンパク質分解誘導方法を提供する。
　植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する
、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物
真核細胞であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領
域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、
又は該配列を２個以上連結してなる配列であることを特徴とするタンパク質分解誘導性の
非植物真核細胞。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する
、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物
真核細胞であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領
域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、
又は該配列を２個以上連結してなる配列であることを特徴とするタンパク質分解誘導性の
非植物真核細胞。
【請求項２】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及
びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む３２～８０アミノ酸残基からなる配列、又
は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項１記載のタンパク質分解誘導性の非植
物真核細胞。
【請求項３】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を含む５０～８０アミノ酸残基か
らなる配列、又は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項１又は２記載のタンパ
ク質分解誘導性の非植物真核細胞。
【請求項４】
　宿主非植物真核細胞に、植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来
Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現する
キメラ遺伝子を導入する、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパ
ク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファ
ミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙ
ｓ残基を含む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配列であることを特
徴とするタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法。
【請求項５】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及
びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む３２～８０アミノ酸残基からなる配列、又
は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項４記載のタンパク質分解誘導性の非植
物真核細胞の製造法。
【請求項６】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を含む３２～８０アミノ酸残基か
らなる配列、又は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項４又は５記載のタンパ
ク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法。
【請求項７】
　植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する
、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物
真核細胞用の遺伝子導入用ベクターであって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー
タンパク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基
を含む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配列であることを特徴とす
るタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクター。
【請求項８】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及
びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む３２～８０アミノ酸残基からなる配列、又
は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項７記載のタンパク質分解誘導性の非植
物真核細胞用の遺伝子導入用ベクター。
【請求項９】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を含む３２～８０アミノ酸残基か
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らなる配列、又は該配列を２～４個連結してなる配列である請求項７又は８記載のタンパ
ク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクター。
【請求項１０】
　請求項１～３のいずれか１項記載の非植物性真核細胞に、オーキシン類を添加すること
を特徴とする、該非植物真核細胞における目的タンパク質の分解誘導方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は真核細胞において目的タンパク質の分解を効率良く誘導する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞内で特定のタンパク質の発現量をコントロールすることは、細胞内におけるそのタ
ンパク質の機能及びそのタンパク質が関与する生命現象を解析する上において非常に有用
である。この目的のために、これまで別個の原理に基づく複数の方法が開発されている。
【０００３】
　例えば、大腸菌のテトラサイクリン結合性転写抑制因子を利用して、培養細胞内に導入
した遺伝子の転写発現をテトラサイクリン依存的に行う方法が知られている（非特許文献
１、２）。この原理に基づく転写抑制システムは市販されており、多くの研究者が実際に
利用してこれまで成果を上げてきた。しかしながら、この方法は目的遺伝子の転写制御を
行う方法であるため、発現抑制を行っても実際のタンパク質が細胞内から除去されるまで
に時間がかかる場合が多く、場合によっては、目的タンパク質の部分的発現量低下が二次
的な細胞内応答反応を活性化してしまう場合もある。
　同様に培養細胞内で発現抑制を行う方法としてｓｉＲＮＡ及びｓｈＲＮＡを細胞内に導
入し、細胞内のＲＮＡ干渉反応を利用して対象遺伝子産物のｍＲＮＡを分解する方法が知
られている。実際にこの方法に基づく製品も多くの会社から発売されている。しかし、こ
の方法もｍＲＮＡレベルでの発現抑制を行うものであるため、発現抑制まで一般に２４～
４８時間もの時間を必要とする。また発現抑制の度合いも、対象とする因子やターゲット
ＲＮＡ配列に依存しており、９０％以上の発現抑制を達成できる可能性はそれほど高くな
い。
【０００４】
　最近になり、標的タンパク質に分解誘導タグを導入し、そのタグの分解制御を行うこと
によりタンパク質の発現を制御する方法が実用化され始めてきた。ラパマイシン結合タン
パク質ＦＫＢＰ１２を改変したタンパク質は、ラパマイシン類似化合物であるＳｈｉｅｌ
ｄ１に結合すると安定化され、結合しないと不安定化し細胞内で分解される。この性質を
利用して、目的タンパク質にこのＦＫＢＰ１２由来タンパク質を融合して、Ｓｈｉｅｌｄ
１依存的に発現制御を行う方法が発表された（非特許文献３）。この方法は一般にＳｈｉ
ｅｌｄ１除去により標的タンパク質を４時間程度で分解するとされており、必要なプラス
ミドセット等が発売されている。この方法ではタンパク質を安定発現させるためにはＳｈ
ｉｅｌｄ１を常に培地に添加する必要があるが、Ｓｈｉｅｌｄ１がラパマイシン類似化合
物であるためにその細胞毒性に疑問がある。また、発現抑制に必要な分解時間も４時間程
度という点から、細胞周期などの研究にはより素早い分解除去が可能なシステムが望まれ
てきた。
【０００５】
　かかる実情から本発明者は、植物ホルモンオーキシンによって誘導される植物特異的な
タンパク質分解に着目し、この分解経路を出芽酵母や哺乳類細胞に導入し、オーキシンを
培地に添加することで１５～３０分というごく短時間で目的タンパク質を分解することに
より発現抑制する方法を開発した（特許文献１、２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
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【特許文献１】特開２００８－１８７９５８号公報
【特許文献２】国際公開第２０１０／１２５６２０号パンフレット
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｇｏｓｓｅｎ　ａｎｄ　Ｂｕｊａｒｄ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９，５５４７－５５５１，１９９２
【非特許文献２】Ｇｏｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２６８，１７６６－１７
６９，１９９５
【非特許文献３】Ｂａｎａｚｙｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ，１２６，９９５－１０
０４，２００６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、前記特許文献１及び２において用いられたタグは、植物Ａｕｘ／ＩＡＡ
ファミリータンパク質であるが、出芽酵母における成育必須の因子にタグを付加すると致
死となってしまうことがあること、またこのタグは分解が十分でないためにオーキシンを
添加しても表現系がみられない場合もあった。
　従って、本発明の課題は、出芽酵母などの宿主を致死させず、また十分な分解能を有す
る新たなタンパク質誘導性真核細胞及びそれを用いたタンパク質分解誘導方法を提供する
ものである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　そこで、本発明者は、タグとして用いるＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の改変を
試み、タグのサイズを縮小化すべく、ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列の利用を検
討した。しかしながら、ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のみを用いても十
分な分解能の向上は見られず、一方ドメインＩを含む部分配列を用いても分解能の向上は
みられなかった。そこでさらに検討を続けたところ、全く意外にもＩＡＡファミリータン
パク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基を含
む領域からなる配列、又はこれを２個以上連結した配列をタグとして用いれば、分解能が
飛躍に向上し、かつ宿主を致死させないことを見出し、本発明を完成した。
【００１０】
　すなわち、本発明は、植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａ
ｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキ
メラ遺伝子とを有する、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク
質分解誘導性の非植物真核細胞であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータン
パク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基を含
む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配列であることを特徴とするタ
ンパク質分解誘導性の非植物真核細胞を提供するものである。
【００１１】
　また、本発明は、宿主非植物真核細胞に、植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺
伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目的タン
パク質を発現するキメラ遺伝子を導入する、オーキシン類により目的タンパク質の分解が
誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法であって、該部分配列が、Ａ
ｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくと
も２個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配
列であることを特徴とするタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法を提供するも
のである。
【００１２】
　また、本発明は、植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ
／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ
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遺伝子とを有する、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分
解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクターであって、該部分配列が、Ａｕｘ／
ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個
ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配列であ
ることを特徴とするタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクターを
提供するものである。
【００１３】
　さらに本発明は、上記のタンパク質分解誘導性の非植物性真核細胞に、オーキシン類を
添加することを特徴とする、該非植物真核細胞における目的タンパク質の分解誘導方法を
提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の真核細胞を用いれば、細胞の致死もなく、オーキシン類の添加により短時間で
確実にかつ効率的に目的タンパク質の分解が誘導できることから、所定のタンパク質の機
能解析、所定のタンパク質の機能をターゲットにした医薬開発等の分野におけるツールと
して有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ＩＡＡファミリータンパク質遺伝子の概略図である。
【図２】ＩＡＡファミリータンパク質の好ましい部分配列を示す。
【図３】各組換体の分解能を示す図である。
【図４】各組換体の分解能を示す図である。
【図５】各組換体の分解能を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明のタンパク質分解誘導性非植物真核細胞は、（１）植物由来のＴＩＲ１ファミリ
ータンパク質遺伝子と、（２）植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列
で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する。このＴＩＲ１ファミリ
ータンパク質遺伝子と、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目
的タンパク質を発現するキメラ遺伝子との組み合せは、非植物真核細胞内で植物のユビキ
チン化酵素複合体に基づく分解経路を形成させたものである。すなわち、動物、植物、菌
類等の種々の真核生物において、ユビキチン／プロテアソーム系のタンパク質分解が知ら
れている。この分解システムは、ユビキチン活性化酵素（Ｅ１）－ユビキチン結合酵素（
Ｅ２）－ユビキチンリガーゼ（Ｅ３）という３つの酵素によって、ターゲットタンパク質
にユビキチンが結合され、ポリユビキチン化されたターゲットタンパク質がプロテアソー
ムによって特異的に認識され、分解されるシステムである。このユビキチンリガーゼとし
て、Ｅ３ユビキチン化酵素複合体（ＳＣＦ複合体）が報告されている。このＳＣＦ複合体
は、Ｆ－ｂｏｘタンパク質、Ｓｋｐ１タンパク質、Ｃｕｌｌｉｎ－１タンパク質及びＲｂ
ｘ１タンパク質という４つのサブユニットから構成されている。植物のＳＣＦ複合体につ
いて、Ｆ－ｂｏｘタンパク質としてＴＩＲ１ファミリータンパク質を有し、これが成長ホ
ルモンであるオーキシンの受容体となっており、オーキシンを受容することによって、オ
ーキシン情報伝達系の抑制因子Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質を認識して、前記タ
ンパク質を分解することが、近年解明された。そこで、本発明者は、オーキシンを誘導物
質として、植物由来ＴＩＲ１ファミリータンパク質により、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータ
ンパク質の部分配列を認識させ、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識
化した目的タンパク質を分解する系を、植物以外の真核細胞において機能させることに成
功したのである。
【００１７】
　本発明のタンパク質分解誘導性非植物細胞であれば、オーキシン類の添加によって、任
意の時期に、発現した目的タンパク質を分解できる。つまり、本発明のタンパク質分解誘



(6) JP WO2013/073653 A1 2013.5.23

10

20

30

40

50

導性非植物真核細胞によれば、例えば、植物由来ＴＩＲ１ファミリータンパク質を含むＳ
ＣＦ複合体及びＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化された目的タン
パク質が発現する。このため、オーキシン類の共存下であれば、前記ＳＣＦ複合体の植物
由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質がオーキシン類を受容し、これによってＴＩＲ１フ
ァミリータンパク質によるＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列の認識、なら
びに、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列へのポリユビキチン化が生じる。
そして、プロテアソームによって、ポリユビキチン化Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク
質の部分配列で標識化された目的タンパク質が分解される。このため、例えば、オーキシ
ン類の添加、無添加によって、発現した目的タンパク質の分解を制御することが可能であ
る。
【００１８】
　本発明に用いられるＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子は、植物由来のものである。
ここで植物の種類は制限されないが、例えばシロイヌナズナ、イネ、ヒャクニチソウ、マ
ツ、シダ、ヒメツリガネゴケ等が挙げられる。なお、宿主細胞が哺乳類細胞の場合は、イ
ネが好ましい。当該植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子としては、ＴＩＲ１
遺伝子、ＡＦＢ１遺伝子、ＡＦＢ２遺伝子、ＡＦＢ３遺伝子、ＦＢＸ１４遺伝子、ＡＦＢ
５遺伝子が挙げられるが、ＴＩＲ１遺伝子が特に好ましい。より具体的には、ＮＣＢＩ（
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍ
ａｔｉｏｎ）に登録されているアクセッションＮｏ．ＮＭ＿００１０５９１９４（Ｇｅｎ
ｅＩＤ：４３３５６９６）、Ｏｓ０４ｇ０３９５６００もしくは同データベース登録の、
アクセッションＮｏ．ＥＡＹ９３９３３、ＯｓＩ＿１５７０７の遺伝子が好ましい。
【００１９】
　前記植物由来ＴＩＲ１ファミリー遺伝子は、例えば、前記の植物、例えばイネ、シロイ
ヌナズナ等から抽出した天然のＤＮＡでもよいし、遺伝子工学によって合成したＤＮＡで
あってもよい。また、前記ＴＩＲ１ファミリー遺伝子は、例えば、エキソンとイントロン
を含むＤＮＡでもよいし、エキソンからなるｃＤＮＡであってもよい。前記ＴＩＲ１ファ
ミリー遺伝子は、例えば、ゲノムＤＮＡにおける全長配列又はｃＤＮＡにおける全長配列
であってもよい。また、前記ＴＩＲ１ファミリー遺伝子は、発現したタンパク質が、ＴＩ
Ｒ１ファミリータンパク質として機能する範囲において、ゲノムＤＮＡにおける部分配列
又はｃＤＮＡにおける部分配列であってもよい。本発明において、「ＴＩＲ１ファミリー
タンパク質として機能する」とは、例えば、オーキシン類の存在下で、Ａｕｘ／ＩＡＡフ
ァミリータンパク質の部分配列を認識することを意味する。植物由来ＴＩＲ１ファミリー
タンパク質がＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列を認識できれば、前述のよ
うにＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化された目的タンパク質を分
解できるからである。この際、本発明のタンパク質分解誘導性非植物真核細胞においては
、植物由来ＴＩＲ１ファミリータンパク質が、他のサブユニット（Ｓｋｐ１タンパク質、
Ｃｕｌｌｉｎタンパク質及びＲｂｘ１タンパク質）とともに、ＳＣＦ複合体（Ｅ３ユビキ
チン化酵素複合体）を形成していると推測される。
【００２０】
　本発明のタンパク質分解誘導性非植物真核細胞は、前記植物由来ＴＩＲ１ファミリー遺
伝子の転写を制御するプロモーター配列をさらに有することが好ましい。これによって、
より確実に植物由来ＴＩＲ１ファミリータンパク質を発現できる。前記プロモーターは、
制限されず、例えば、細胞の種類等に応じて適宜決定できる。
【００２１】
　本発明において、前記キメラ遺伝子は、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配
列で標識化された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子である。発現した目的タンパク
質は、前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化されていればよく、
その形態は制限されないが、例えば、目的タンパク質とＡｕｘ／ＩＡＡファミリータンパ
ク質の部分配列とを含む融合タンパク質であることが好ましい。Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列は、例えば、目的タンパク質のＮ末側及びＣ末側のいずれに付加
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されてもよい。
【００２２】
　また、目的遺伝子とＡｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列の位置関係は、制限さ
れず、発現した目的タンパク質が、前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列
で標識化されるように、両遺伝子が機能的に配置されていればよい。具体例として、前記
Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列は、前記目的遺伝子の上流（５’側）又は下
流（３’側）に隣接して配置されていることが好ましい。目的タンパク質が発現され、Ａ
ｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化される限りにおいて、例えば、目
的遺伝子の内部に、前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列が介在してもよい。
【００２３】
　前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子は、植物由来のＡｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子
であれば、その種類は制限されない。前記植物の種類は、制限されないがシロイヌナズナ
ＩＡＡ１７遺伝子が好ましい。Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の具体例としては、例え
ば、ＩＡＡ１遺伝子、ＩＡＡ２遺伝子、ＩＡＡ３遺伝子、ＩＡＡ４遺伝子、ＩＡＡ５遺伝
子、ＩＡＡ６遺伝子、ＩＡＡ７遺伝子、ＩＡＡ８遺伝子、ＩＡＡ９遺伝子、ＩＡＡ１０遺
伝子、ＩＡＡ１１遺伝子、ＩＡＡ１２遺伝子、ＩＡＡ１３遺伝子、ＩＡＡ１４遺伝子、Ｉ
ＡＡ１５遺伝子、ＩＡＡ１６遺伝子、ＩＡＡ１７遺伝子、ＩＡＡ１８遺伝子、ＩＡＡ１９
遺伝子、ＩＡＡ２０遺伝子、ＩＡＡ２６遺伝子、ＩＡＡ２７遺伝子、ＩＡＡ２８遺伝子、
ＩＡＡ２９遺伝子、ＩＡＡ３０遺伝子、ＩＡＡ３１遺伝子、ＩＡＡ３２遺伝子、ＩＡＡ３
３遺伝子及びＩＡＡ３４遺伝子等が挙げられる。前記タンパク質分解誘導性非植物真核細
胞は、いずれか一種の前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列を有していてもよ
いし、二種類以上を有していてもよい。例えば、シロイヌナズナ由来のＡｕｘ／ＩＡＡフ
ァミリー遺伝子の配列は、ＴＡＩＲ（ｔｈｅ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　Ｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ）に登録されており、各遺伝子のアクセッションナンバーは
、次のとおりである。ＩＡＡ１遺伝子（ＡＴ４Ｇ１４５６０）、ＩＡＡ２遺伝子（ＡＴ３
Ｇ２３０３０）、ＩＡＡ３遺伝子（ＡＴ１Ｇ０４２４０）、ＩＡＡ４遺伝子（ＡＴ５Ｇ４
３７００）、ＩＡＡ５遺伝子（ＡＴ１Ｇ１５５８０）、ＩＡＡ６遺伝子（ＡＴ１Ｇ５２８
３０）、ＩＡＡ７遺伝子（ＡＴ３Ｇ２３０５０）、ＩＡＡ８遺伝子（ＡＴ２Ｇ２２６７０
）、ＩＡＡ９遺伝子（ＡＴ５Ｇ６５６７０）、ＩＡＡ１０遺伝子（ＡＴ１Ｇ０４１００）
、ＩＡＡ１１遺伝子（ＡＴ４Ｇ２８６４０）、ＩＡＡ１２遺伝子（ＡＴ１Ｇ０４５５０）
、ＩＡＡ１３遺伝子（ＡＴ２Ｇ３３３１０）、ＩＡＡ１４遺伝子（ＡＴ４Ｇ１４５５０）
、ＩＡＡ１５遺伝子（ＡＴ１Ｇ８０３９０）、ＩＡＡ１６遺伝子（ＡＴ３Ｇ０４７３０）
、ＩＡＡ１７遺伝子（ＡＴ１Ｇ０４２５０）、ＩＡＡ１８遺伝子（ＡＴ１Ｇ５１９５０）
、ＩＡＡ１９遺伝子（ＡＴ３Ｇ１５５４０）、ＩＡＡ２０遺伝子（ＡＴ２Ｇ４６９９０）
、ＩＡＡ２６遺伝子（ＡＴ３Ｇ１６５００）、ＩＡＡ２７遺伝子（ＡＴ４Ｇ２９０８０）
、ＩＡＡ２８遺伝子（ＡＴ５Ｇ２５８９０）、ＩＡＡ２９遺伝子（ＡＴ４Ｇ３２２８０）
、ＩＡＡ３０遺伝子（ＡＴ３Ｇ６２１００）、ＩＡＡ３１遺伝子（ＡＴ３Ｇ１７６００）
、ＩＡＡ３２遺伝子（ＡＴ２Ｇ０１２００）、ＩＡＡ３３遺伝子（ＡＴ５Ｇ５７４２０）
及びＩＡＡ３４遺伝子（ＡＴ１Ｇ１５０５０）。
【００２４】
　本発明は、前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列として、Ａｕｘ／ＩＡ
Ａファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末端側及びＣ末端側に少なくとも２個ずつ
のＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、又は該配列を２個以上連結してなる配列を使用す
る点に特徴がある。このような特定の部分配列を使用することにより、Ａｕｘ／ＩＡＡフ
ァミリータンパク質全長やドメインII領域等を使用する場合に比べて、目的タンパク質の
分解誘導能が向上し、かつ細胞の死亡が抑制され、安定した目的タンパク質分解誘導性が
得られる。
【００２５】
　Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質は、図１に示すように全長２５ＫＤａ程度のタン
パク質であり、Ｎ末端側からドメインＩ、ドメインII、ドメインIII及びドメインIV等を
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有する。このうち、ドメインIIだけでも目的タンパク質の分解誘導能の向上はみられず、
Ｎ末端からドメインIIまでの配列でも目的タンパク質の分解誘導能の向上はみられない。
これに対し、ドメインIIのＮ末端側とＣ末端側に少なくとも２個ずつのＬｙｓ残基を含む
領域であって、ドメインＩを含まず、ドメインIIIは一部含んでいてもよい領域からなる
配列を使用すれば、目的タンパク質の分解誘導能が顕著に向上する。また、当該配列を２
個以上連結した配列を使用すると、目的タンパク質の分解誘導能がさらに向上する。
【００２６】
　このような部分配列としては、３２～８０アミノ酸残基が好ましく、５０～８０アミノ
酸残基がより好ましく、５０～７５アミノ酸残基がさらに好ましく、５０～７０アミノ酸
残基がさらに好ましい。
【００２７】
　前記部分配列としては、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインII領域のＮ末
端側及びＣ末端側に２～５個ずつ、より好ましくは２～４個ずつのＬｙｓ残基を含む３２
～８０アミノ酸残基からなる配列がより好ましい。
【００２８】
　ここでＩＡＡファミリータンパク質のうち、ＩＡＡ１７、ＩＡＡ１６、ＩＡＡ１４、Ｉ
ＡＡ９、ＩＡＡ２７、ＩＡＡ４、ＩＡＡ１、ＩＡＡ２、ＩＡＡ３、ＩＡＡ８、ＩＡＡ５及
びＩＡＡ６の部分配列の例を図２及び配列番号１～１２に示す。本発明においては、これ
らの配列番号から選ばれる配列を含む５０～８０アミノ酸残基からなる配列がさらに好ま
しく、５０～７５アミノ酸残基からなる配列がさらに好ましい。なお、ＩＡＡ１７の全ア
ミノ酸配列を配列番号２３に示す。
【００２９】
　また、該配列の連結数は２～５個が好ましく、２～４個がより好ましく、２又は３個が
さらに好ましい。
【００３０】
　本発明のタンパク質分解誘導性非植物真核細胞は、さらに、前記キメラ遺伝子の転写を
制御するプロモーター配列を有することが好ましい。これによって、より確実に、前記Ａ
ｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化された目的タンパク質を発現でき
る。前記プロモーターは、制限されず、例えば、細胞の種類等に応じて適宜決定できる。
【００３１】
　本発明において、前記目的タンパク質の遺伝子は、非植物真核細胞のゲノムに存在する
内在の遺伝子でもよいし、非植物真核細胞に導入された外来の遺伝子であってもよい。ま
た、前記外来遺伝子は、例えば、ゲノムＤＮＡに組み込まれてもよいし、組み込まれてい
なくてもよい。前者の場合、例えば、外来遺伝子を連結した遺伝子導入ベクター等によっ
て、ゲノムＤＮＡ中に組み込まれた状態である。また、後者の場合、例えば、前記遺伝子
導入用ベクター等が、プラスミドとして存在している状態であり、前記遺伝子導入用ベク
ターにおいて、前記目的遺伝子は、複製起点に機能的に連結されていることが好ましい。
【００３２】
　本発明において、宿主細胞は、植物以外（非植物）の真核生物の細胞であればよく、例
えば、動物、菌類、原生生物等の細胞が挙げられる。動物としては、例えば、ヒト、マウ
ス、ラット、ウサギ等の哺乳類、ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエル等の魚類や両生
類、Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓやショウジョウバエ等の無脊椎動物が挙げられる。また、その細
胞の種類も制限されず、例えば、Ｈｅｌａ細胞、ＣＨＯ細胞、ＭＣＦ、ＨＥＫ２９３、Ｈ
ｅｐＧ２、ＮＩＨ３Ｔ３、ＣＯＳ細胞、ＤＴ４０等の培養細胞；初代培養細胞；造血幹細
胞；Ｂ細胞、Ｔ細胞、白血球、単球・マクロファージ、赤血球、血小板等の血球系細胞、
血液細胞；受精卵母細胞；ＥＳ細胞等が挙げられる。また、その他の各種組織細胞等でも
よい。また、菌類としては、例えば、出芽酵母、分裂酵母等が挙げられる。
【００３３】
　本発明において、哺乳類細胞を用いる場合は、Ｓｋｐ１遺伝子、Ｃｕｌｌｉｎ遺伝子、
及び、Ｒｂｘ１遺伝子を有することが好ましい。これらの各遺伝子は、哺乳類細胞の内在
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遺伝子であることが好ましい。本発明のタンパク質分解誘導性哺乳類細胞では、これらの
遺伝子から発現したタンパク質（すなわち、Ｓｋｐ１タンパク質、Ｃｕｌｌｉｎタンパク
質及びＲｂｘ１タンパク質）と、イネ由来ＴＩＲ１ファミリー遺伝子から発現したＴＩＲ
１ファミリータンパク質とから、ＳＣＦ複合体が構成されると推測される。
【００３４】
　本発明のタンパク質分解誘導性非植物真核細胞の製造方法は、例えば（１）宿主である
真核細胞に、植物由来ＴＩＲ１ファミリー遺伝子を導入する工程、（２）宿主である真核
細胞に、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列を導入し、前記Ａｕｘ／Ｉ
ＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化された目的タンパク質を発現するキメラ遺
伝子を形成する工程によって行うことができる。
【００３５】
　本発明において、前記工程（１）及び工程（２）の順序は制限されず、同時に行っても
よい。前記工程（１）における植物由来ファミリー遺伝子の導入と、前記工程（２）にお
けるＡｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列の導入とは、例えば、それぞれ別個のベ
クターを用いて行ってもよいが、前記植物由来ファミリー遺伝子及び前記Ａｕｘ／ＩＡＡ
ファミリー遺伝子の部分配列が挿入された一つのベクターを用いて行うのが好ましい。
【００３６】
　本発明において、目的遺伝子は、前述のように、真核細胞のゲノムＤＮＡに存在する内
在遺伝子でもよいし、外来遺伝子であってもよい。前記内在遺伝子の場合、前記工程（２
）において、例えば、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列を哺乳類細胞に導入し
、内在の目的遺伝子に機能的に連結させることによってキメラ遺伝子を形成できる。また
、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列と目的遺伝子とを連結させたキメラ遺伝子
を形成し、これを真核細胞に導入し、ゲノムとの組換えによりキメラ遺伝子をゲノムに挿
入してもよい。
【００３７】
　目的遺伝子が外来遺伝子の場合、例えば、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列
の導入に先立って、外来遺伝子を前記真核細胞に導入してもよい。また、目的遺伝子が外
来遺伝子の場合、例えば、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列とともに、真核細
胞に導入してもよい。具体的には、予め、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列と
目的タンパク質の遺伝子とが機能的に連結したキメラ遺伝子を作製し、これを真核細胞に
導入することもできる。
【００３８】
　目的遺伝子が外来遺伝子であり、ベクターを用いた組換えによって、ＴＩＲ１ファミリ
ー遺伝子とキメラ遺伝子とを導入する例について説明する。
【００３９】
　まず、植物由来ＴＩＲ１遺伝子をベクターに組み込み、ＴＩＲ１遺伝子導入用ベクター
を作製する。ベクターの種類は、制限されず、例えば、真核細胞の種類等に応じて適宜決
定できる。具体例として、例えば、プラスミドベクター、ウイルスベクター等が挙げられ
る。前記プラスミドベクターとしては、例えば、ｐＣＭＶ、ｐｃＤＮＡ、ｐＡＣＴ等が挙
げられ、前記ウイルスベクターとしては、例えば、アデノウイルス発現系等が挙げられる
。
【００４０】
　ＴＩＲ１遺伝子導入用ベクターは、前記ＴＩＲ１ファミリー遺伝子の転写を制御するプ
ロモーター配列を有することが好ましい。前記プロモーターとしては、制限されず、例え
ば、真核細胞の種類等に応じて適宜決定できる。具体例としては、例えば、ＣＭＶプロモ
ーター、ＳＶ４０プロモーター、ＧＡＬ４結合配列等が挙げられる。前記プロモーターは
、通常、ＴＩＲ１ファミリー遺伝子の上流（５’側）に機能的に連結することが好ましい
。さらに、細胞種特異的、器官特異的プロモーターでもよい。また、プロモーター配列を
もたないＴＩＲ１ファミリー遺伝子を、例えば、宿主細胞や宿主動物個体における内在プ
ロモーターの下流に組み込んでも良い。この場合、ＴＩＲ１ファミリー遺伝子を、例えば
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、特定遺伝子にターゲッティングしてもよいし、ランダムに組み込んでもよい。
【００４１】
　また、真核細胞への導入の有無を確認できることから、ＴＩＲ１遺伝子導入用ベクター
は、さらに、選択マーカーコード配列を有してもよい。前記選択マーカーコード配列とし
ては、制限されず、公知の薬剤耐性マーカー、蛍光タンパク質マーカー、細胞表面レセプ
ターマーカー等のマーカーをコードする配列が挙げられる。前記薬剤耐性マーカーとして
は、制限されず、例えば、ネオマイシン耐性マーカー、ピューロマイシン耐性マーカー、
ハイグロマイシン耐性マーカー等が挙げられる。前記蛍光タンパク質マーカーとしては、
例えば、ＧＦＰ（Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＥＧＦＰ（
変異型ＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ＧＦＰ）等が挙げられる。また、酵素マーカーとして
は、例えば、ルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ等が挙げられる。これらの選択マー
カーコード配列は、その配列にしたがってＰＣＲ等により合成してもよいし、前記選択マ
ーカーコード配列を有する市販のベクターから調製することもできる。なお、ＴＩＲ１遺
伝子導入用ベクターと後述するキメラ遺伝子導入用ベクターとを併用する場合、前記ＴＩ
Ｒ１遺伝子導入用ベクターにおける選択マーカーと、キメラ遺伝子導入用ベクターにおけ
る選択マーカーは、異なるマーカーであることが好ましい。さらに、ＴＩＲ１ファミリー
遺伝子は、例えば、他のタンパク質遺伝子又はタグ配列と機能的に連結させ、前記タンパ
ク質とＴＩＲ１タンパク質とを含むタンパク質（例えば、融合タンパク質）として、また
、タグで標識化されたＴＩＲ１タンパク質として、発現させてもよい。
【００４２】
　他方、目的遺伝子及び植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列をベクター
に連結して、キメラ遺伝子の導入用ベクターを作製する。キメラ遺伝子とは、前述のよう
に、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識化された目的タンパク質を発
現する遺伝子である。前記ベクターにおいて、前記目的遺伝子とＡｕｘ／ＩＡＡファミリ
ー遺伝子の部分配列との位置は、制限されず、前述のように、標識化タンパク質を発現で
きる関係であればよい。具体例として、前記Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列
は、前記目的遺伝子の上流（５’側）又は下流（３’側）に隣接して配置されてもよく、
目的遺伝子の内部に、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列が介在してもよい。
【００４３】
　前記ベクターとしては、制限されず、前述と同様のものが挙げられる。また、キメラ遺
伝子導入用ベクターは、前記キメラ遺伝子の転写を制御するプロモーター配列を有するこ
とが好ましい。前記プロモーターとしては、前述のようなものが挙げられる。また、真核
細胞への導入の有無を確認できることから、キメラ遺伝子導入用ベクターは、さらに、前
述のような選択マーカーコード配列を有してもよい。
【００４４】
　そして、宿主細胞である真核細胞に、前述のＴＩＲ１遺伝子導入用ベクター、ならびに
、キメラ遺伝子導入用ベクターを導入する（工程（１）及び工程（２））。前記両ベクタ
ーの導入順序は、制限されない。
【００４５】
　ベクターの導入方法は、特に制限されず、例えば、使用するベクターの種類や宿主細胞
の種類等に応じて、適宜決定できる。導入方法としては、例えば、リン酸カルシウム沈殿
法、ＤＥＡＥデキストラントランスフェクョン法、エレクトロポレーション法が挙げられ
、この他にも、レトロウィルスベクター、アデノウィルスベクター等を用いた方法が挙げ
られる。
【００４６】
　本発明においては、ＴＩＲ１遺伝子とキメラ遺伝子とが挿入された発現ベクターを用い
るのが、効率的である。具体的には、ウイルス由来のプロモーターとＩＲＥＳ（ｍＲＮＡ
内部のリボソーム結合サイト）を有するベクターに、これらの遺伝子を挿入して使用する
のが好ましい。通常このようなｐＩＲＥＳベクターは、ウイルス由来のプロモーターとＩ
ＲＥＳの間に発現させようとする目的遺伝子を挿入して使用するように設計されている。
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しかし、本発明者は、ウイルス由来のプロモーターとＩＲＥＳとの間にイネ由来のＴＩＲ
１ファミリー遺伝子を連結し、その下流に前記キメラ遺伝子を連結してなる発現ベクター
を作製することにより、効率良く、かつ迅速に目的タンパク質の分解が誘導されることを
見出した（国際公開第２０１０／１２５６２０号パンフレット参照）。この発現ベクター
のプロモーターとしてはＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０プロモーター等が挙げられるが、
ＣＭＶプロモーターが好ましい。
【００４７】
　また、目的遺伝子がゲノムＤＮＡ内に存在する場合、例えば、目的遺伝子が真核細胞の
内在遺伝子である場合や、目的遺伝子が外来遺伝子であるが、すでに真核細胞のゲノムＤ
ＮＡに組み込まれている場合は、次のようにして製造できる。この場合、キメラ遺伝子導
入用ベクターに代えて、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列を挿入したＡｕｘ／
ＩＡＡファミリー遺伝子導入用ベクターを使用する。この遺伝子導入用ベクターは、例え
ば、真核細胞のゲノムＤＮＡに対して、タンパク質発現の際、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー
タンパク質の部分配列で目的タンパク質を標識化できる部位に、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ー遺伝子の部分配列が組み込まれる構造であることが好ましい。つまり、前記遺伝子導入
用ベクターの構造は、ゲノムＤＮＡとの組換えによって、ゲノムＤＮＡ内の目的遺伝子と
Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー遺伝子の部分配列とが機能的連結して、キメラ遺伝子を形成す
るものであればよい。このようにＡｕｘ／ＩＡＡファミリーの部分配列が組み込まれるこ
とによって、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリーの部分配列で標識化された目的タンパク質を発現
できる。なお、キメラ遺伝子導入用ベクターは、例えば、ゲノムＤＮＡにおける目的遺伝
子の遺伝子座やその配列等から、当業者であれば構築可能である。
【００４８】
　本発明のタンパク質分解誘導性真核細胞にオーキシン類を作用させれば、目的タンパク
質の分解が誘導される。その目的タンパク質の分解は、確実でありかつ極めて速やかであ
る。例えば、１５～３０分でほぼ完全に分解される。
【００４９】
　目的タンパク質の分解誘導において、オーキシン類の添加量は、制限されず、例えば、
オーキシン類の種類に応じて適宜決定できる。具体例としては、１μＭ～１ｍＭであり、
好ましくは２０μＭ～５００μＭ培地に添加する。
【００５０】
　オーキシンとしては、例えば、１－ナフタレン酢酸（ＮＡＡ）、インドール－３－酢酸
等が挙げられる。また、この他にも、前記ＮＡＡ等と同様の生理活性を有する化合物群が
挙げられ、例えば、２，４－ジクロロフェノキシ酢酸、４－クロロフェノキシ酢酸、（２
，４，５－トリクロロフェノキシ）酢酸、１－ナフタレンアセトアミド、２，４－ジクロ
ロフェノキシ酢酸、４－パラクロロ酢酸等がある。例えば、代謝によってオーキシンの生
理活性を有することとなる前躯体も使用できる。例えば、宿主細胞におけるエステラーゼ
やβ－酸化酵素によりオーキシン活性を有する物質に変換される物質が好ましい。具体例
としては、例えば、インドール－３－酢酸メチルエステルやインドール－３－酪酸等が挙
げられる。
【００５１】
　オーキシン類の添加は、前記細胞を含有する培地に対して行えばよい。
【００５２】
　このように、オーキシン類の添加により目的タンパク質の分解が速やかに誘導できるの
で、オーキシン類を添加しない場合と対比することにより、目的タンパク質の影響を検討
することができる。より具体的には、前記細胞にオーキシン類を添加して、発現した目的
タンパク質の分解を誘導した後、前記オーキシン類を除去して、新たに発現した目的タン
パク質の分解を抑制する方法；前記細胞にオーキシン類を添加して、発現した目的タンパ
ク質の分解を誘導した後、オーキシン阻害物質を添加して、新たに発現した目的タンパク
質の分解を抑制する方法等によって検討することができる。
【実施例】
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【００５３】
　次に、本発明の実施例について説明する。ただし、本発明は下記の実施例により制限さ
れない。
【００５４】
参考例１
１．出芽酵母株の作製
　分解目的のタンパク質をＥＧＦＰとし、ＮＡＡ添加によってＥＧＦＰを分解する出芽酵
母株を作製した。なお、使用した出芽酵母のプロモーター配列や遺伝子配列は、ＳＧＤウ
ェブサイトｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｅａｓｔｇｅｎｏｍｅ．ｏｒｇ／に登録されている
。
【００５５】
（１）シロイヌナズナＴＩＲ１発現酵母株（ＹＮＫ２）
　ｐＲＳ３０６－ＧＡＬプラスミドベクターをＳａｌ１及びＸｈｏ１で切断し、セルフラ
イゲーションさせた。ｐＲＳ３０６－ＧＡＬプラスミドベクターは、文献（Ｌ．Ｄｒｕｒ
ｙ，Ｇ．Ｐｅｒｋｉｎｓ　ａｎｄ　Ｊ．Ｄｉｆｆｌｅｙ“Ｔｈｅ　Ｃｄｃ４／３４／５３
　ｐａｔｈｗａｙ　ｔａｒｇｅｔｓ　Ｃｄｃ６ｐ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ　ｉ
ｎ　ｂｕｄｄｉｎｇ　ｙｅａｓｔ”ＥＭＢＯ　Ｊ　１６，５９６６－５９７６，１９９７
）に開示されている。これにより、前記プラスミドベクターのマルチクローニングサイト
にあるＳａｌＩサイトを除去した。シロイヌナズナのＴＩＲ１遺伝子（ＴＡＩＲ　ａｃｃ
ｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＡＴ１Ｇ０４２５０．１）を、下記プライマーセット１を用いたＰ
ＣＲで増幅し（１７８５ｂｐ）、この増幅物を、前記プラスミドベクターのＳｐｅ１－Ｎ
ｏｔ１サイトにクローニングした。得られたベクターを、ｐＭＫ２６という。
＜プライマーセット１＞
Ｆプライマー７（配列番号１３）
５’－ＡＧＣＴＡＧＡＣＴＡＧＴＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＧＡＡＴＡＧＣＣＴＴ－３’
Ｒプライマー８（配列番号１４）
５’－ＡＴＣＧＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＡＴＣＴＧＣＴＡＧＴＣＧＡＣＴＡＡＴＣＣＧ
ＴＴＡＧＴＡＧＴＡＡＴＧＡ－３’
【００５６】
　ｐＹＭ１８プラスミドベクターからＳａｌＩ－Ｂｇｌ II断片を切断して、９Ｍｙｃタ
グ部分（４３５ｂｐ）を切り出し、これを、前記ベクターｐＭＫ２６のＳａｌＩ－Ｂｇｌ
IIサイトにクローニングした。ｐＹＭ１８プラスミドベクターは、文献（Ｃ．Ｊａｎｋｅ
，Ｍ．Ｍａｇｉｅｒａ，Ｎ．Ｒａｔｈｆｅｌｄｅｒ，Ｃ．Ｔａｘｉｓ，Ｓ．Ｒｅｂｅｒ，
Ｈ．Ｍａｅｋａｗａ，Ａ．Ｍｏｒｅｎｏ－Ｂｏｒｃｈａｒｔ，Ｇ．Ｄｏｅｎｇｅｓ，Ｅ．
Ｓｃｈｗｏｂ，Ｅ．Ｓｃｈｉｅｂｅｌ，ａｎｄ　Ｍ．Ｋｎｏｐ．“Ａ　ｖｅｒｓａｔｉｌ
ｅ　ｔｏｏｌｂｏｘ　ｆｏｒ　ＰＣＲ－ｂａｓｅｄ　ｔａｇｇｉｎｇ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ
　ｇｅｎｅｓ：ｎｅｗ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｍｏｒｅ　ｍａｒ
ｋｅｒｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｃａｓｓｅｔｔｅｓ
．”Ｙｅａｓｔ　２１，９７４－９６２，２００４）に開示されている。得られたベクタ
ーをｐＭＫ２７という。このベクターｐＭＫ２７を、ＵＲＡ３マーカー内部にあるＳｔｕ
１で切断して、出芽酵母野生株Ｗ３０３－１ａにトランスフォーメーションし、相同組換
えによって、前記プラスミドベクターを出芽酵母ゲノム上のＵＲＡ３部位に挿入した。得
られた組換え体を、シロイヌナズナＴＩＲ１発現株「ＹＮＫ２」とした。なお、ＹＮＫ２
において、ＴＩＲ１遺伝子の上流には、ベクター由来のＧＡＬ１－１０プロモーターが配
置されている。
【００５７】
　野生株Ｗ３０３－１ａ及びＹＮＫ２の遺伝型を以下に示す。
Ｗ３０３－１ａ
ＭＡＴａ　ａｄｅ２－１　ｕｒａ３－１　ｈｉｓ３－１１，１５　ｔｒｐ１－１　ｌｅｕ
２－３，１１２　ｃａｎ１－１００
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ＹＮＫ２
ＭＡＴａ　ａｄｅ２－１　ｈｉｓ３－１１，１５　ｔｒｐ１－１　ｌｅｕ２－３，１１２
　ｃａｎ１－１００
ｕｒａ３－１：ＵＲＡ３－ＧＡＬ１－１０　ｐｒｏｍｏｔｅｒ－シロイヌナズナＴＩＲ１
（ｐＭＫ２７　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ）
【００５８】
イネＴＩＲ１発現酵母株作製法
　イネＴＩＲ１遺伝子（ＮＣＢＩ、アクセッションＮｏ．ＮＭ＿００１０５９１９４）は
下記のプライマーセット２でイネｃＤＮＡライブラリーよりＰＣＲ増幅した。増幅した産
物はｐＭＫ２６をＳｐｅＩとＳａｌＩで処理してシロイヌナズナＴＩＲ１遺伝子を取り除
いた部分にクローニングした。
＜プライマーセット２＞
Ｆプライマー
５’－ＧＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＧＴＡＣＴＴＣＣＣＧＧＡＧＧＡＧＧＴ－３（配列番
号１５）
Ｒプライマー
５’－ＣＣＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＧＡＴＴＴＴＡＡＣＡＡＡＡＴＴＴＧＧＴＧ－３’（配
列番号１６）
　シロイヌナズナＴＩＲ１を導入した際と同様の手法で出芽酵母にイネＴＩＲ１を導入し
た。
【００５９】
＜イネＴＩＲ１発現酵母株の遺伝型＞
ＭＡＴａ　ａｄｅ２－１　ｈｉｓ３－１１，１５　ｔｒｐ１－１　ｌｅｕ２－３，１１２
　ｃａｎ１－１００　ｕｒａ３－１：ＵＲＡ３－ＧＡＬ１－１０　ｐｒｏｍｏｔｅｒ－イ
ネＴＩＲ１
【００６０】
参考例２
１．出芽酵母株の作製
（１）内在性蛋白質Ｍｃｍ４のＡｕｘｉｎ　ｄｅｇｒｏｎ（ｍｃｍ４－ａｄ）株
　内在性タンパク質Ｍｃｍ４を分解目的タンパク質とし、ＮＡＡ添加によりこれを分解す
る株を作製した。内在性タンパク質Ｍｃｍ４は、ＤＮＡ複製に関与する必須タンパク質で
ある。Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．１２，ｐ９１７（Ｄｅｃ．２
００９）に記載のＰＭＫ４３を、下記プライマーセット３を用いてＰＣＲにより増幅した
。そして、得られた増幅物を用いて、直接、前記参考例１（１）で得られたＴＩＲ１発現
株ＹＮＫ２にトランスフォーメーションし、相同組換えによって、出芽酵母ゲノム上のＭ
ＣＭ４　５’部分に、ＣＵＰ１プロモーター－ＩＡＡ１７を導入した。この組換え体を、
「ＹＮＫ１４」という。なお、ゲノムへの挿入はＰＣＲにより確認した。
【００６１】
＜プライマーセット３＞
Ｆプライマー１８０（配列番号１７）
５’－TTGTCCTTGGCGAGGGTGTAAGGAGATCAGTTCGCCTGAATAACCGTGTCCGTACGCTGCAGGTCGAC－３’
Ｒプライマー１８１（配列番号１８）
５’－TCAATCGAGCCTACATACAGTATTGAATAGTGTTACAAAGCATAAGGATGATCGATGAATTCGAGCTCG－３
’
【００６２】
　ＹＮＫ１４の遺伝型を以下に示す。
ＹＮＫ1４
ＭＡＴａ　ａｄｅ２－１　ｈｉｓ３－１１，１５　ｔｒｐ１－１　ｌｅｕ２－３，１１２
　ｃａｎ１－１００
ｕｒａ３－１：ＵＲＡ３－ＧＡＬ１－１０　ｐｒｏｍｏｔｅｒ－シロイヌナズナＴＩＲ１
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（ｐＭＫ２７　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ）
ｍｃｍ４：ｍｃｍ４－ａｄ（ｋａｎＭＸ）
【００６３】
２．出芽酵母株の生育実験
　ＹＮＫ４株を、ＮＡＡ未添加のＹＰＤＣｕ寒天培地（２％ペプトン、１％酵母粉末、２
％グルコース、０．１ｍＭ　ＣｕＳＯ4、２％寒天）及び、ＮＡＡ添加のＹＰＧＮＡＡ寒
天培地（２％ペプトン、１％酵母粉末、２％ガラクトース、０．１ｍＭ　ＮＡＡ、２％寒
天）に、プレート１枚あたりの細胞数が所定の数（５×１０5、５×１０4、５×１０3、
５×１０2、５×１０個）となるようにスポットし、２４℃で２日間培養した。そして、
細胞の生育を観察した。
【００６４】
実施例１
　参考例２において、ＩＡＡ１７の全長タグ（１－２２９）（配列番号２３）に代えて、
ＩＡＡ１７（１－１３２）、ＩＡＡ１７（１－３４）、ＩＡＡ１７（ドメインII）、ＩＡ
Ａ１７（１２８－１３２）及びＩＡＡ１７（６５－１３２）（配列番号１）を導入した組
換体を作製した。
　得られた組換体を、参考例２（２）と同様にして、オーキシン未添加及びオーキシン添
加の場合のタンパク質の分解誘導能（細胞の成育性）を観察した。
【００６５】
　これらの結果を図３に示す。同図は、２４℃における培養結果であり、各株について、
左から、スポットした細胞数が５×１０5、５×１０4、５×１０3、５×１０2、５×１０
個である。また、図中の左側の図は、オーキシン未添加、中央の図はオーキシン添加の場
合の細胞の成育像である。右側は、キメラ遺伝子の設計概略図である。
【００６６】
　図３から、ＩＡＡ１７の全長を分解タグにした場合に比べて、ＩＡＡ１７（１－９４）
やＩＡＡ１７（ドメインII）では、分解能が明らかに低下した。一方、ＩＡＡ１７（１－
１３２）、ＩＡＡ１７（２８－１３２）及びＩＡＡ１７（６５－１３２）では、ＩＡＡ１
７全長と同等又はそれ以上の分解能がみられ、その中ではＩＡＡ１７（６５－１３２）は
、一番短いＩＡＡ１７の一部をコードしている。
【００６７】
実施例２
　出芽酵母の染色体複製に関与するＰｓｆ２のＣ末端に、全長のＩＡＡ１７もしくはＩＡ
Ａ１７（６５－１３２）を付加した。付加するためには、下記プライマーセットを用いて
全長ＩＡＡ付加にはｐＭＫ４３、ＩＡＡ１７（６５－１３２）付加にはｐＭＫ４３と同様
の配列をもつが、全長ＩＡＡ１７部分がＩＡＡ１７（６５－１３２）に改変されているｐ
ＭＫ６８を鋳型としてＰＣＲによりＤＮＡ増幅を行った。
【００６８】
５’－CAGCATCTCTTACCGCTGGTACTGAAAATGATGAAGAAGAATTCAATATTCGTACGCTGCAGGTCGAC－３’
（配列番号１９）
５’－AAATACATTCTATGCCCATTAACTAGGATACCACAACAAGTACATATATAATCGATGAATTCGAGCTCG－３
’（配列番号２０）
【００６９】
　得られたＤＮＡを精製した後、ＹＮＫ２株にトランスフォーメーションし、相同組換え
によりＰＳＦ２遺伝子の下流に目的のＤＮＡを挿入した。ゲノムへの挿入はＰＣＲにより
確認を行った。
　しかしながら、全長ＩＡＡ１７を持つ株は作成することができなかった。このことはタ
グ付加が致死性を引き起こす可能性を示している。一方、同様の方法でＩＡＡ１７（６５
－１３２）の付加は問題無く行うことができた。また、得られたＰｓｄ２－ＩＡＡ１７（
６５－１３２）を発現する株はプレート１枚あたりの細胞数が所定の数（５×１０5、５
×１０4、５×１０3、５×１０2、５×１０個）となるようにスポットし、２４℃で２日
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間培養した。そして、細胞の成育を観察した。その結果、Ｐｓｄ２－ＩＡＡ１７（６５－
１３２）を発現する株はＮＡＡを添加した培地では成育することができなかった（図４、
＋ａｕｘｉｎ）。このことは、細胞内でＰｓｆ２－ＩＡＡ１７（６５－１３２）が分解さ
れていることを示している。
【００７０】
実施例３
　複数連結したＩＡＡ１７（６５－１３２）がより機能するかどうか試すために、出芽酵
母の染色体複製に関与するＳｌｄ３のＣ末端に図５に示す様々な改変型ＩＡＡ１７を付加
した。付加には下記のプライマーを用いて、全長ＩＡＡ付加にはｐＭＫ４３、ＩＡＡ１７
（６５－１３２）付加にはｐＭＫ６８、複数個のＩＡＡ１７（６５－１３２）付加にはｐ
ＭＫ４３と同様であるが全長ＩＡＡ１７部分に２×ＩＡＡ１７（６５－１３２）をもつｐ
ＭＫ７４、３×ＩＡＡ１７（６５－１３２）をもつｐＭＫ７７を鋳型として用いた。
【００７１】
５’－ATAGCTCAAAAAGGAGAGTAAGAAGACGTTTATTTGCTCCAGAATCCACACGTACGCTGCAGGTCGAC－３’
（配列番号２１）
５’－TTTAATTGTATACTCAAAGGCCCCCGAAGTGCGAAATTGTTGTAGCTTAGATCGATGAATTCGAGCTCG－３
’（配列番号２２）
【００７２】
　得られたＤＮＡを精製した後、ＹＮＫ２株にトランスフォーメーションし、相同組換え
によりＳＬＤ２遺伝子の下流に目的のＤＮＡを挿入した。ゲノムへの挿入はＰＣＲにより
確認を行った。
【００７３】
　得られた株を、ＮＡＡを含む培地（＋ａｕｘｉｎ）もしくはＮＡＡを含まない培地（－
ａｕｘｉｎ）においてプレート１枚あたりの細胞数が所定の数（５×１０5、５×１０4、
５×１０3、５×１０2、５×１０個）となるようにスポットし、２４℃で２日間培養した
。そして、細胞の成育を観察した。
【００７４】
　その結果、図５に示すように、全長ＩＡＡ１７ならびにＩＡＡ１７（６５－１３２）を
付加した株は弱い生育阻害しか観察されなかった。このことは、細胞内において、Ｓｌｄ
２－ＩＡＡ１７ならびにＳｌｄ２－ＩＡＡ１７（６５－１３２）の分解が十分に効率的で
はないことを示している。一方、２×ＩＡＡ１７（６５－１３２）、３×ＩＡＡ１７（６
５－１３２）を付加した場合、その数の増加に応じて生育阻害が強くなることが明らかに
なった。このことは、複数個のＩＡＡ１７（６５－１３２）がもとの全長ＩＡＡ１７やＩ
ＡＡ１７（６５－１３２）よりも分解効率が高いということを示している。
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【提出日】平成25年4月25日(2013.4.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する
、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物
真核細胞であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインＩＩ
領域のＮ末端側及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列、又は
該配列を２～４個連結してなる配列であることを特徴とするタンパク質分解誘導性の非植
物真核細胞。
【請求項２】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインＩＩ領域のＮ末端側
及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列を２～４個連結してな
る配列である請求項１記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞。
【請求項３】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を２～４個連結してなる配列であ
る請求項１又は２記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞。
【請求項４】
　宿主非植物真核細胞に、植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来
Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現する
キメラ遺伝子を導入する、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパ
ク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法であって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファ
ミリータンパク質のドメインＩＩ領域のＮ末端側及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残
基を含む領域からなる配列、又は該配列を２～４個連結してなる配列であることを特徴と
するタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法。
【請求項５】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインＩＩ領域のＮ末端側
及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列を２～４個連結してな
る配列である請求項４記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法。
【請求項６】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を２～４個連結してなる配列であ
る請求項４又は５記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞の製造法。
【請求項７】
　植物由来のＴＩＲ１ファミリータンパク質遺伝子と、植物由来Ａｕｘ／ＩＡＡファミリ
ータンパク質の部分配列で標識された目的タンパク質を発現するキメラ遺伝子とを有する
、オーキシン類により目的タンパク質の分解が誘導されるタンパク質分解誘導性の非植物
真核細胞用の遺伝子導入用ベクターであって、該部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリー
タンパク質のドメインＩＩ領域のＮ末端側及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含
む領域からなる配列、又は該配列を２～４個連結してなる配列であることを特徴とするタ
ンパク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクター。
【請求項８】
　前記部分配列が、Ａｕｘ／ＩＡＡファミリータンパク質のドメインＩＩ領域のＮ末端側
及びＣ末端側に２～５個ずつのＬｙｓ残基を含む領域からなる配列を２～４個連結してな
る配列である請求項７記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベ
クター。
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【請求項９】
　前記部分配列が、配列番号１～１２から選ばれる配列を２～４個連結してなる配列であ
る請求項７又は８記載のタンパク質分解誘導性の非植物真核細胞用の遺伝子導入用ベクタ
ー。
【請求項１０】
　請求項１～３のいずれか１項記載の非植物性真核細胞に、オーキシン類を添加すること
を特徴とする、該非植物真核細胞における目的タンパク質の分解誘導方法。
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