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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 我々が、最近開発した近接ビオチン標識酵素

AirID (Ancestor BirA biotin identification)は、大腸

菌由来のビオチンリガーゼ BirA を元配列として、

機械学習を基盤とした AI デザイン手法により新

たに設計された酵素である。サリドマイドの受容

体であるヒトセレブロン（HsCRBN）に AirID

を融合したタンパク質（AirID-HsCRBN）を発

現させることにより、細胞内において、投与薬

剤の特異性に依存してネオ基質タンパク質を

ビオチン標識できることが分かった。本研究で

は、さらに発展させ、マウス個体内で AirID を

用いて、薬剤応答依存的にビオチン標識するこ

とにより基質タンパク質を同定・解析できる系

の構築を目指した。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

 マウス ES 細胞を用いて、安定発現に適した

Rosa26 遺伝子座にHsCRBN-AirID を組み込ん

だトランスジェニックマウス（Tg マウス）の

作製を行った。交配することにより、

HsCRBN-AirID のホモ系統を樹立した。薬剤

投与 4〜5 日前にビオチンを含む飲料水をゲー

ジに入れることで生体内のビオチン濃度を高

めた。薬剤投与は腹腔内に行い、投与後 6 およ

び 12 時間で各種臓器を回収した。回収した組

織の抽出液を用いて、ストレプトアビジンによ

るプルダウンアッセイ、および質量分析解析を

行った。検出したビオチン化ペプチドの解析か

ら、ビオチン化されたタンパク質およびビオチ

ン化部位の同定を行った。 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 細胞での解析と同様のフォームである AirID

をN末端に融合したAirID-HsCRBNのノック

インも試みたが、かなりの数の ES 細胞に導入

したにも関わらず、結局、目的のフォームでゲ

ノムに組み込みことはできなかった。そこで C

末端に AirID 融合した HsCRBN-AirID を構築

し生化学的解析および細胞解析の結果を比較

したところ、AirID-HsCRBN と同様のネオ基

質分解能およびビオチン標識能を示した。そこ

で、HsCRBN-AirID Tg マウスの作製を進め、 

取得することに成功した。得られたホモ系統を

用いて解析を進めたところ、薬剤処理 6 時間で

の胸腺の抽出液のストレプトアビジンプルダ

ウンアッセイにより、IKZF1 の顕著なビオチン

標識が確認できた。また、質量分析による解析

を行ったところ、既知のネオ基質のビオチン標

識を検出することができた。さらに、サリドマ

イド（Th）を含む４種類の誘導体をそれぞれ投

与して解析した結果、レナリドミド（Le）およ

びポマリドミド（Po）が最も強く IKZF1 およ

び IKZF3 のビオチン標識が起こり、5-水酸化サ

リドマイド（5HT）では IKZF1 のビオチン標

識は検出されなかった（図１）。これらの薬剤

依存的なビオチン標識の特異性は、我々の研究

室で行った生化学的な解析および細胞内での

解析と同様の結果であった。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 本共同研究のHsCRBN-AirID Tgマウスと質

量分析法により、サリドマイド依存的なネオ基

質の同定および解析をマウス個体内で行うこ

とができることが示された。現在、脳などの胸



腺以外の組織で解析を進行中であり、種々の組

織における新たなネオ基質の同定を行う。また、

本マウスを用いたネオ基質の時空間的な同定

および解析を進める予定である。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

本作製マウスを用いた PROTAC 薬の基質応答

評価をビオチン標識としての検出・解析できる

系の確立を目指す。 

 

 

 

 

 

図１. マウス個体内での薬剤依存

的なネオ基質のビオチン標識結果 


