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AID systemを用いたミトコンドリア分裂阻害剤のスクリーニング 
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背景・目的 
	 ミトコンドリアは常に融合と分裂を繰り返す極めて動的なオ

ルガネラであり、ATP 産生を始めとする細胞内の様々な機能に
関わっている。ミトコンドリアの形態は融合と分裂のバランスに

よって維持されており、融合が活性化するとネットワーク様のミ

トコンドリアが、分裂が活性化すると断片化したミトコンドリア

が形成される。この融合と分裂のバランスが崩壊し、分裂に偏る

と好気呼吸に伴う活性酸素によって障害を受けたミトコンドリ

アDNAを修復することが出来なくなる。そのため好気呼吸機能
が低下し、代謝疾患や神経変性疾患などの様々な疾患を引き起こ

すことが知られている。このことからミトコンドリア分裂阻害剤

は、未だ不明な点の多いミトコンドリア分裂の分子機構の解明へ

の糸口を与えるばかりでなく、代謝疾患や神経変性疾患の治療薬

となることが期待される。 
 

 
	 酵母ミトコンドリア融合に関わるタンパク質の一つに Fzo1p
がある。fzo1 遺伝子を破壊した酵母のミトコンドリアは融合が
出来ず、好気呼吸活性を失う。そのため解糖系を利用できる醗酵

性培地（グルコース）で生育できるものの、グリセロールなどの

非醗酵性炭素源の培地では生育が出来なくなる。一方、ミトコン

ドリア分裂に関わる Fis1pの遺伝子を、fzo1遺伝子と同時に破
壊すると、ミトコンドリアの融合と分裂のバランスが回復し、好

気呼吸活性が維持され、非醗酵性培地で生育出来るようになるこ

とが知られている 1)。このことから非醗酵性培地では生育出来な

い Fzo1p破壊株も、ミトコンドリア分裂阻害剤を添加すると生
育が回復することが予想される。 
	 以上の背景の元、Fzo1p が条件依存的に破壊・分解される変
異株を用いてミトコンドリア分裂阻害剤のスクリーニングを行

うことにした。今回、Fzo1p を特定の条件下に分解する方法と
してAID system 2)を用いた。このsystemは植物のオーキシン
シグナル伝達経路を利用したタンパク質分解系であり、植物由来

のF-boxタンパク質TIR1pとインドール酢酸（IAA）存在下、
AID タグを融合した目的タンパク質はポリユビキチン化され、
プロテアソーム系で速やかに分解される。本研究では薬剤探索を

行うことから、当研究室で開発した多剤超感受性酵母 3)を親株

として用い、ミトコンドリア分裂阻害剤の探索を行った。 
 
 

材料 
TIR1p発現多剤超感受性酵母dTC090（MATa his3Δ1 leu2Δ0  
met15Δ0 ura3Δ0 pdr3Δ0 pdr8Δ0 pdr1Δ0 yrr1Δ0 snq2Δ0  
pdr5Δ0 pdr10Δ0 yor1Δ0 pdr15Δ0 pdr11Δ0 pdr12Δ0 aus1Δ0 
RME1(ins-308A) tub3Δ::OsTIR1 ） 
 
方法 
1. FZO1-AID株の作製 

	 TIR1p発現多剤超感受性酵母を親株とし、Fzo1pのC末
端にAIDタグが融合したFZO1-AID株をcassette PCR法
にて作製した。作製した株では IAA依存的にFZO1-AIDp
が分解され、グリセロール培地での生育が阻害されること

を確認した。 
 

2. 薬剤スクリーニング 
	 FZO1-AID株を、化合物を含む IAA含有、または不含の
グリセロール培地で3日間振盪培養した。IAA含有グリセ
ロール培地での生育を指標に、ミトコンドリア分裂阻害活

性を示す化合物を探索した。 
 

3. ミトコンドリア形態観察 
	 ミトコンドリア分裂阻害剤存在下ではミトコンドリアが

分裂する条件下でも分裂が起こらないと考えられる。そこ

でミトコンドリア形態が観察しやすいHeLa細胞を用い、
候補化合物の分裂阻害活性を検討した。候補薬剤を 1時間
前処理後、ミトコンドリア分裂を誘導する過酸化水素を 4
時間処理した。ミトコンドリアはMitoRedを用いて染色し、
蛍光顕微鏡で形態を観察した。 

 
結果・考察 
	 詳細は発表会にて報告する。 
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