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研究成果の概要（和文）：TSPOは、炎症時に誘導されることが知られているため、炎症の特に脳内炎症の指標として、
研究が行われている。しかしその遺伝子発現誘導機構については、不明な部分が多い。そこで、炎症応答性転写調節領
域を明らかにするために、マウスおよびヒトTSPO遺伝子の炎症応答性領域の探索を行った。実験の結果、マウスTSPO遺
伝子の上流およそ1500bp、ヒトTSPO上流700bpにおいても、炎症応答性転写領域を見出すことはできなかった。以上の
結果から、マウスおよびヒトTSPO遺伝子上流領域において、マウスでは1500bp、ヒトでは700bo上流領域には、炎症に
応答する転写調節領域はない可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Since it is known that, during inflammation, TSPO proteins are induced in the infl
ammation region and TSPO plays a role as an indicator of inflammation, especially within a brain. However,
 there are many unknown about the induction mechanisms of TSPO gene expression during inflammation. Then, 
in order to clarify an inflammation-specific transcriptional cis element in TSPO gene, I carried out searc
hing the inflammation responsive element in the upstream region of the mouse and the human TSPO gene. 
In the about 1500 bp and 700 bp upstream of a mouse TSPO gene and human TSPO upstream, respectively, these
 regions could not response against inflammation stimulation such as LPS treatment.
As results, I could find no inflammation responsive element in the about 1500 bp and 700 bp upstream regio
ns in the mouse and human TSPO gene, respectively.  
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１．研究開始当初の背景 
Translocator protein (TSPO ; 末 梢 型

benzodiazepine receptor としても知られる)
は、18 kDaの 5回膜貫通型タンパク質であ
り、ミトコンドリア外膜に存在し、細胞増
殖、steroid代謝、heme代謝など多くの生理
的機能に関与する重要なタンパク質である。
TSPO は、炎症ストレスで活性化されたマ
イクログリアにおいて強く誘導される上、
上述のように、通常脳内における TSPOの
発現量は低いため、炎症によって誘導され
た TSPOは検出しやすい。そこで、アルツ
ハイマー病やパーキンソン病などの神経変
性疾患患者の脳内炎症をモニターするため
に、Positron emission trmography (PET) を用
いた TSPO の antagonist による炎症のイメ
ージング研究が行われている。これまでの
研究において、炎症時に強く誘導される
TSPO が、マイクログリアの細胞増殖およ
び細胞死の調節だけでなく炎症性因子であ
るサイトカイン、細胞障害性フリーラジカ
ル生成にも関与することから、神経細胞障
害の増悪化に TSPOが関わっていると考え
られている。そのため、PK11195 などの
TSPO antagonistを用いた機能阻害を介する
神経細胞保護を目指した研究も行われてい
る。 
さて、TSPO の機能および炎症モニタリ
ングに関する研究とは違い、炎症時におい
て誘導される TSPO遺伝子の発現調節機構
については不明な点が多く、これまで一切
の報告もなされていないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
①炎症時に発現誘導される TSPO遺伝子
のプロモーターあるいはエンハンサー領域
をクローニングし、炎症時に機能する転写
調節領域および転写調節因子を明らかにす
る。 
②さらにこの炎症特異的配列をもつベク
ターを作製し、GFPや PETレポーター遺伝
子と組み合わせて in vivoにおける炎症のモ
ニタリング法を確立を目指すことを目的と
する。 

 
 
３．研究の方法 
 
1)細胞培養 
 ラットグリオーマ C 6細胞は、10%  FC S、
ペニシリンおよびストレプトマイシンを含
む D M EM 培地を用いて、37℃、5%  C O 2条件
において培養した。一方、ヒトグリオーマ
U 87 細胞は、R PM I1640培地を用いて、あと
は C 6細胞と同様に培養を行った。 
レポーター解析を行うための遺伝子導入
は、Lipofectam ine 2000のプロトコールに従
って行った。 
また、細胞に炎症を惹起するために、リポ

ポリサッカライド(LPS, 終濃度 1g/m l)を細
胞に添加し、24時間培養を続けた。 
 
 

2）ウエスタンブロット解析 
 LPS処理（6、18，24時間）を行った細胞
を回収し、PBSを用いて洗浄した後、
SD S-PA G E 用サンプルを調製した。タンパク
質濃度は、ブラッドフォード法によって決定
した。サンプルは SD S-PA G E 電気泳動を行い、
PV D F 膜に転写した後、スキムミルクを用い
てブロッキングを行った。一次抗体は、抗
TSPO 抗体を使用した。二次抗体には、H R P
標識された抗 IgG 抗体を用い、化学発光シグ
ナルを LA S-3000 を用いて検出を行った。 
 
 

3)マウスおよびヒト G enom ic D N A の調製 
 TSPO 遺伝子のプロモーター領域をPC R 法
によって増幅するためのテンプレートとし
て、マウスおよびヒトの genom ic D N A を用
いるために、培養細胞より調製した。マウス
genom ic D N A は、1 x 106細胞のマウス神経
系培養細胞 N euro2aより調製した。一方、ヒ
ト genom ic D N A は、U 87M G 細胞より調製
を行った。G enom ic D N A の調製は、G en と
るくん (タカラバイオ社)を使用し行った。 
 
 
4）プラスミドの構築 
 マウス TSPO のプロモーター領域（1507 
bp）を PC R 法によって増幅し、pG EM  
T-easy vectorに組み込み、D N A シークエン
サーを用いて、配列の確認を行った。目的の
配列がクローニングできたことを確認した
後、Sac I - X ho I 部位を用いて、レポーター
ベクターである pG L4ベクターに挿入しサブ
クローニングを行い、レポーターアッセイ用
ベクターの作製を行った(pG L-m TSPO 1507)。
一方、ヒト TSPO のプロモーター領域（689 
bp）もマウス同様に、PC R 法によって増幅し、
クローニングベクターに挿入後、配列の確認
を行った。ヒト TSPO プロモーターは、K pn I 
- X ho I 部位を用いて、レポーターベクターで
ある pG L4ベクターに挿入しサブクローニン
グを行い、レポーターアッセイ用ベクターの
作製を行った(pG L-hTSPO 689)。 
  
 
5) レポーター解析 
 pG L-p(negative control), pG L-m TSPO 1507、
および pR L ベクターを C 6細胞にトランスフ
ェクションし、16時間培養した後、炎症を惹
起させるため LPS (1g/m l) 処理を行い、さ
らに 24 時間培養後、PBS を用いて洗浄後、
Passive Lysis Buffer を加え細胞を溶解した。
続いて遠心分離し、上清を酵素液とした。一
方、ヒト TSPO 遺伝子のプロモーターを解析
した時は、C 6 細胞ではなく、ヒトグリオー
マ U 87M G 細胞に遺伝子を導入し、以降の実



験は、マウスと同様に行った。 Photinus 
Luciferaseおよび R enilla Luciferaseの活性測
定 は 、 D ual-Luciferase R eporter A ssay 
System のプロトコールに従って行った。まず、
酵素液と LA R II を混和し、 Photinus 
Luciferase による発光をルミノメーターを用
いて測定した。続いて Stop& G lo R eagentを
添加して、R enilla Luciferase による発光を計
測した。トランスフェクションの効率は、内
部コントロールとしてR enilla Luciferaseの活
性により補正した。全ての実験は、それぞれ
独立した実験を 3 回以上行った平均を求め、
標準偏差を用いてグラフ化した。 
 
 
４．研究成果 
１）LPS 刺激による TSPO タンパク質の発現誘
導の確認 
 

TSPO 遺伝子における炎症特異的応答転写
配列を探索するために、まず確実に炎症で
TSPO が誘導されるかどうかを調べるために、
C6 細胞および U87MG 細胞に LPS 処理を行
い、時間経過による TSPOタンパク質の発現
量を調べたところ、図 1 に示すように、C6、
U87MG 細胞ともに時間経過とともに TSPO
タンパク質の発現量が増加していることが
示され、24時間後において、0時間と比較し
て有意な増加をしていることが示された。こ
の条件であれば、炎症特異的な転写領域の探
索が行えることが示唆された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
2)マウス TSPO 遺伝子の炎症特異的転写調節
領域の構築 
 
本研究において、マウス TSPO遺伝子の上
流領域として、1607 bp までクローニングす
ることができ、シークエンサーによって配列
を確認後、転写機能解析用ベクターpGL4 の
Sac I - Xho I 部位にサブクローニングし、
pGL-mTSPO1607を作製した。 

 
 

3) ヒト TSPO 遺伝子の炎症特異的転写調節
領域の構築 

 
マウス TSPO遺伝子の上流領域に続いて、
本研究において、ヒト TSPO遺伝子の上流領
域として、689 bpまでクローニングすること
ができ、シークエンサーによって配列を確認
後、転写機能解析用ベクターpGL4の Kpn I - 
Xho I 部位にサブクローニングし、

pGL-hTSPO689を作製した。 
 
 
4)TSPO 遺伝子における炎症特異的転写調節
の探索 
 
マウスおよびヒト TSPO遺伝子の上流領域
を用いて、炎症特異的転写調節領域の探索を
行うために、C6あるいは U87MG細胞にルシ
フェラーゼアッセイ用ベクターをまずリポ
フェクションにより導入後、LPSにより炎症
を惹起させた後、24時間後に細胞を回収しル
シフェラーゼ活性を測定した。 
その結果、まずマウス TSPO遺伝子の上流
領域において、図 2に示すように、LPS未処
理群と比較してわずかに活性が上昇してい
るように見えるが、有意な活性上昇とは言え
ず、炎症時の TSPOタンパク質の発現量に比
較すると、その上昇はごくわずかであり、炎
症特異的な転写活性の上昇とは考えられな
い。すなわち、今回用いた 1600 bp上流には、
マウスの TSPO遺伝子の炎症特異的転写調節
領域は含まれないことが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
一方、ヒト TSPOにおいて、ルシフェラー
ゼアッセイを行ったところ、マウスと違い、
コントロールと比べ、なんの変化も見られず、
この領域にはマウスと同様に、炎症応答転写
調節領域は含まれないことが示唆された(図
3)。 
以上の結果から、TSPO 遺伝子における炎
症特異的転写調節領域の特定はできなかっ
たものの、今回用いた領域に炎症応答性の調
節領域が含まれないことは新たに明らかに
なった。 
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