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研究成果の概要（和文）：転移因子LINEは宿主生物のゲノム上に新たなコピーを生み出す能力を持つ。本研究で
は，この転移因子LINEの性質を利用して，培養細胞内での任意タンパク質大量発現系の構築を目指した。その結
果，LINEの転移系を用いて，目的タンパク質をコードする遺伝子を培養細胞のゲノム中に大量に組み込むことに
成功した。また，大量に組み込まれた遺伝子から，目的タンパク質が発現されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Transposable elements, called LINE, can mobilize and amplify their own copy 
in the host genomic DNA. Using this LINE transposable elements, we developed a novel protein 
expression system in cultured cells. This system will be used as a new protein expression system 
that can express a large amount of a certain protein you demand.

研究分野：分子生物学

キーワード： 転移因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動物細胞タンパク質発現系は、分子生物学な
らびにタンパク質医薬品分野で非常に有用
なツールである。様々な手法が存在するが、
より優れた発現系の開発は重要である。例え
ば、ある抗体タンパク質（医薬品）の動物細
胞での発現量を数倍にできるだけで、より簡
便・安価に医薬品タンパク質の生産が行える
だろう。本研究では、我々が先行研究で得た
転移因子 LINEの転移・増幅機構に関する知
見を基に、簡便で汎用性の高い、高収量新規
動物細胞タンパク質発現系の構築を目指す。 
転移因子 LINEは、ヒトゲノム中におよそ 90
万コピー存在する（ゲノムの 20％）。また、
ヒトのみならず、ほぼすべての真核生物のゲ
ノム DNA中に存在する。LINEの、① 多量
のコピー数、② 幅広い生物種に存在、とい
う特徴は、遺伝子導入ベクターとしての大き
な可能性を示す。転移因子 LINEの転移・増
幅機構を図１に示す。LINE は、エンドヌク
レアーゼ（EN）と逆転写酵素（RT）をコー
ドしており、ENが LINE新規挿入位置の宿
主ゲノム DNAを切断し、RTが自身 RNAの
逆転写反応により DNA コピーを合成するこ
とで増幅する（図１）。我々は、ゼブラフィ
ッシュ LINEを研究材料に、LINE RNAの 3
´末端約 60塩基（図１、“認識配列”）が LINE
増幅に必須であることを発見した（Cell, 
v111, p433, 2002）。また、この認識配列を付
加した緑色蛍光タンパク質（GFP）RNA を
LINE RNA とともにゼブラフィッシュ受精
卵に導入すると、GFP RNAの DNAコピー
（GFP遺伝子）がゼブラフィッシュのゲノム
DNA 中に挿入されることを発見した。驚く
べきことに、LINE RNA上の認識配列を欠失
させると、LINE 自身の増幅は起こらないが
GFP遺伝子の増幅が大幅に亢進し、細胞当り
１万コピーもの GFP 遺伝子がゼブラフィッ
シュゲノムに挿入される。 

 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、上記の知見を動物培養細
胞に応用し、簡便で汎用性の高い、高収量新
規動物細胞タンパク質発現系の開発を目指
す。① モデルケースとして、LINE RNA（認
識配列欠失）と GFP RNA（認識配列付加）
を動物細胞にトランスフェクションし、細胞
ゲノムに多量なコピー数の GFP 遺伝子を挿

入し、高収量の GFP タンパク質生産を目指
す。② タンパク質複合体発現のモデルケー
スとして、複数種の蛍光タンパク質遺伝子
RNAに認識配列を付加し、LINE RNAと共
に動物細胞にトランスフェクションし、複数
種の蛍光タンパク質を同時に発現する動物
細胞の作出を行う。 
 
（２）転移因子 LINEをツールとして利用す
る研究はほとんど行われていない。LINE の
高い転移・増幅能を利用すれば、簡便で汎用
性の高い、高収量タンパク質発現系やタンパ
ク質複合体発現系、遺伝子導入系、順遺伝学
用の変異原ツール等、様々な新規ツールの開
発が可能であろう。 
 
（３）転移因子 LINE が宿主生物のゲノム
DNA 中に莫大なコピー数で存在するという
事実は、LINE が遺伝子導入ベクターとして
高い能力を持つ可能性を示す。我々は LINE
を用いて、細胞当り１万コピーもの GFP 遺
伝子をゼブラフィッシュ初期胚に導入する
ことに成功している。この遺伝子導入は非常
に簡便で、目的遺伝子 RNAに約 60塩基の認
識配列を付加し、LINE RNAとともに細胞に
導入するだけで行える。動物培養細胞ゲノム
に目的遺伝子を多量のコピー数で導入でき
れば、コピー数に比例した高収量のタンパク
質産生が可能かもしれない。本研究ではこの
可能性を検証する。一方で、過剰コピーの導
入は、宿主遺伝子を破壊し培養細胞の生存を
脅かしかねない。事実、細胞当り約１万コピ
ーの GFP 遺伝子を導入したゼブラフィッシ
ュ初期胚は、受精後約３時間（1,000細胞期）
で発生が停止し死滅する。言い換えれば、本
実験計画の遺伝子導入系はもろ刃の剣であ
り、高収量のタンパク質発現を実現し得る一
方で、大過剰の遺伝子コピー導入は細胞死の
リスクを大幅に上昇させる。したがって、ゲ
ノム DNA に導入する目的遺伝子（あるいは
配列）のコピー数を適切にコントロールする
ことが重要となる。適切なコントロールが可
能となれば、動物細胞での高収量タンパク質
発現系の構築のみならず、効率の良い順遺伝
学的な遺伝子破壊ツールとしても利用でき
るであろう。本研究計画では、簡便で汎用性
の高い、高収量動物細胞タンパク質発現系の
構築を目指す。しかし、本研究から得られる
知見はタンパク質発現にとどまらず、転移因
子LINEの順遺伝学的遺伝子破壊ツールとし
ての大きな可能性を示すであろう。本研究は、
これまでツールとしてほとんど利用されて
来なかった転移因子 LINEに着目し、その高
い増幅能を利用したタンパク質発現系の構
築を行うことで、今後様々に広がるであろう
転移因子LINEを利用したツール開発の先駆
けとなる。 
 
（４）本研究は、目的遺伝子配列に約 60 塩
基の LINE 認識配列を付加した後、in vitro



で RNAに転写し、この RNAと LINE RNA
を細胞に導入するだけでゲノム DNA 上に多
コピーの目的遺伝子配列を導入できる非常
に簡便な方法である。60塩基の認識配列を付
加するだけで様々な配列の導入が可能とな
るので、本実験系の有効性が示せれば非常に
汎用性の高い手法となるだろう。また、本手
法で様々な遺伝子を同一動物細胞に導入す
ることができれば、タンパク質複合体の簡便
な生産系の構築が可能になるだろう。簡便性
は実験系が普及する上で重要な要素である。
この 60 塩基の認識配列を利用した遺伝子導
入系は、タンパク質発現系にとどまらず、遺
伝子破壊ツール等、様々な応用が期待される。 
類似のツールにウイルスベクターが存在す
る。ウイルスベクターは遺伝子導入やタンパ
ク質発現、順遺伝学的な遺伝子破壊ツールな
どに汎用されるが、本研究の“LINE ベクタ
ー”と比較し以下の短所が存在する。① ウ
イルス粒子の作製が煩雑である、② 細胞当
りの目的遺伝子の導入数が低い（数個から数
十個）、 ③ ウイルスを利用しているので安
全性を担保するため十分な注意が必要であ
る。“LINE ベクター”は、① 簡便に作製で
きる、 ② 莫大なコピー数の目的遺伝子を導
入できる、 ③ 利用する LINEは宿主生物ゲ
ノム中にもともと存存するのでウイルスよ
りも安全性が高い、などウイルスべクターに
は無い利点を有している。本研究で LINEの
ツールとしての有効性が示せれば、今後様々
な応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）動物細胞（当研究室で常時使用してい
る HeLa 細胞を使用予定）に LINE RNA（認識
配列無）と GFP RNA（認識配列有）をトラン
スフェクションし、GFP RNA の DNA コピーを
動物細胞ゲノムに導入する。本研究では、細
胞ゲノムに導入されたGFP遺伝子からのタン
パク発現量を測定するので、トランスフェク
ションした RNAから GFPタンパク質が発現し
ないよう、GFP コード配列の相補鎖を GFP RNA
に組み込む。また、この GFP コード配列がゲ
ノムに組み込まれた後転写（翻訳）されるた
めに必要となるCMVプロモーターと人工ポリ
Ａシグナルも組み込む。この設計により、ト
ランスフェクションされた GFP RNA が、LINE
タンパク質によってDNAにコピーされ動物細
胞ゲノム DNAに組み込まれて初めて GFPタン
パク質が発現する。予備実験から、動物細胞
にトランスフェクションする LINE RNA およ
び GFP RNA の量に比例してゲノム DNA に組み
込まれるGFP遺伝子のコピー数が変化するこ
とが示唆されている。そこで、トランスフェ
クションする RNA 量を変化させ、様々な GFP
遺伝子のコピー数を持つ細胞を作り出す。組
み込まれたGFP遺伝子の細胞当りのコピー数
は、定量 PCR で測定する。トランスフェクシ
ョンした RNA量、組み込まれた GFP遺伝子数、
細胞生存率を測定することで、細胞が生存し

たまま許容できるGFP遺伝子のコピー数を算
出する。また、GFP の発現量を蛍光量および
ウエスタンにより測定し、GFP の遺伝子数が、
GFP タンパク質の発現量に及ぼす効果を検証
する。 
 
（２）上記の研究と同様にLINE RNAとGFP RNA
をトランスフェクションした後、様々なコピ
ー数のGFP遺伝子を持つ細胞クローンを作出
し、各クローン株での GFP 遺伝子のコピー数
とGFPタンパク質の発現量の関係性を検証す
る。また、GFP タンパク質の発現が、細胞の
継代とともに安定に維持されるか否か解析
する。予備実験から、使用するトランスフェ
クション試薬による細胞のRNA取り込み率は
３０～６０％と高いので、RNA のトランスフ
ェクション後、単に細胞をクローン化するこ
とでGFP遺伝子の導入された細胞を得ること
ができると期待している。しかし、GFP 遺伝
子コピーの挿入効率が予想に反して低かっ
た場合、GFP タンパク質の発現（蛍光）を指
標にGFP遺伝子の導入された細胞を単離する。
GFP を発現している細胞数が少ない場合、本
学バイオ研究基盤支援総合センターに設置
されているセルソーターを利用して単離す
る計画である。 
 
（３）動物細胞で簡便にタンパク質複合体を
産生できる実験系の構築を目指す。この実験
系に必要な手法として、同一細胞に複数種の
遺伝子配列を簡便に組み込むことができな
ければならない。本研究では、この複数種の
遺伝子を同一細胞に同時に組み込むための
ツールとして、LINE を利用できるか否か検証
する。上記研究の GFP RNA の GFP コード配列
を黄色蛍光タンパク質（YFP）コード配列、
または、赤色蛍光タンパク質（RFP）コード
配列に置換した RNA を作製する。これら認識
配列が付加された GFP RNA、YFP RNA、RFP RNA
と LINE RNA をすべて混合し、動物細胞にト
ランスフェクションする。その後、どの程度
の細胞に3種の遺伝子が同時に挿入されてい
るのか PCR で解析する。また、どの程度の細
胞が3種のタンパク質を同時に発現している
のか FACS 装置を用いて解析する。トランス
フェクションするそれぞれのRNA量を変化さ
せ、どの条件が最も効率よく 3種のタンパク
質を発現する細胞を作り出せるのか解析す
る。 
 
（４）上記の研究で、複数の蛍光タンパク質
を発現する細胞を高効率で作出できた場合、
相互作用することが既知のタンパク質を同
様の方法で動物細胞に発現させ、発現させた
タンパク質が細胞内で実際に相互作用を示
すかどうか免疫沈降法で解析する。相互作用
が確認できれば、本実験系は動物細胞でタン
パク質複合体を生産する有用な実験系とし
て利用できる可能性が高い。本実験系の最大
の特徴は、簡便に多数の異なる遺伝子を同一



細胞に導入できる可能性を持つことであり、
将来的に、多くのタンパク質から成る複合体
の解析に威力を発揮するであろう。 
 
４．研究成果 
（１）転移因子 LINE は真核生物のゲノム内
に存在する可動性の DNA である。転移因子は
内生の変異原で有り，ゲノムに有害な変異を
引き起こす可能性がある。しかし，転移因子
のこの可動性は，転移因子が分子生物学の有
用な道具としての可能性を持つことを示し
ている。本研究は，この転移因子 LINE を用
いて，培養細胞のゲノム DNA に人工的に大量
のコピーの目的遺伝子を導入する実験系の
構築を目指した。本実験系が構築できれば，
産生したい目的タンパク質の効率的な発現
系の構築が期待できる。 
 
（２）まず，培養細胞に転移因子 LINE の 3’
非翻訳領域を持つ緑色蛍光タンパク質コー
ドRNAを効率的に導入できる条件の検討を行
った。様々な RNA 導入試薬や RNA 濃度，導入
処理時間の最適化を行い，RNA がより多くの
細胞に導入される条件の探索を行った。また，
この GFP コード RNA と共導入する LINE RNA
の導入濃度の最適かも同時に行った。転移因
子 LINE の RNA は多く導入すれば目的遺伝子
がゲノムに導入されるコピー数も増加する
と考えられるが，細胞の生存率が低下するこ
とが予想される。そこで，細胞の生存率の低
下がほとんど起こらず，目的遺伝子が多くゲ
ノムに導入される条件の探索を行った。これ
らの条件検討により，目的タンパク質の大量
発現の可能性を探る条件の設定ができた。 
 
（３）我々は，この転移因子人工転移系の性
質を利用して，転移因子配列をゼブラフィッ
シュ生体内で大量に増幅する実験系の構築
に成功した。更には，この転移因子の 3’末
端配列を緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子
の 3'末端に付加することによって，転移因子
のタンパク質によりGFP遺伝子をゼブラフィ
ッシュのゲノムDNA上やヒト培養細胞のゲノ
ム DNA 上に大量に挿入することに成功した。
また，宿主細胞のゲノム中に組み込まれた
GFP 遺伝子から，大量の GFP タンパク質が発
現されることも確認した。これらの研究は，
任意のタンパク質遺伝子を，培養細胞などに
導入し，そこから，目的タンパク質を大量に
作り出す実験系の構築に成功したことを意
味する。今後は，複合体を形成するタンパク
質群をコードする遺伝子群を同時に培養細
胞に組み込み，組み込まれた遺伝子群から大
量のタンパク質複合体が合成できるか確か
めることを計画している。 
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