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研究成果の概要（和文）： 

VEGF, IL6, IL5, IFNbeta, IFNgamma 遺伝子のノックイン用領域（終止コドン周辺２－２．５
ｋｂｐ）をクローニングした。さらに、IFNbeta 遺伝子についてノックインベクターを構築し
た。続いて、数十 kbp の遺伝子の導入が可能な FRT site を 1 コピー持つ HeLa TetOff, 
HeLaTetOnAdvanced, HCT116、N2A, MDCKII, BEAS-2B TetOff FRT 細胞を作成した。また、BoxB
配列を含む･含まない IL-6, IFNbeta, IL28B, IL-5遺伝子全体を pTRETight-FRT ベクターに導
入した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I cloned genomic regions of VEGF, IL6, IL5, IFNbeta and IFNgamma. I constructed IFNbeta 
gene knockin vector for the insertion of BoxB sequence at downstream of termination codon. 
Next, I generate cell lines (HeLa TetOff, HeLaTetOnAdvanced, HCT116、BEAS-2B TetOff) which 
containing a single FRT recombination site. I also constructed the pTRE-Tight-FRT IL-6, 
IFNbeta, IL28B, and IL-5 full length genes.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2010年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 
 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学･医化学一般 

キーワード：細胞医化学 

 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子の発現過程において、転写とその制御
の解析が先行して進んできた歴史がある。近
年になり、遺伝子発現の転写後調節の重要性
が再認識され、その基本装置の解明が始まっ
ている。遺伝子発現における転写後調節とし
て、mRNA 選択的スプライシング、mRNA輸送、
mRNA 分解、mRNA 翻訳、タンパク質分解など
の多段階の複雑な制御機構が存在している。

本研究では mRNA レベルでの転写後調節に焦
点を当てる。mRNA レベルでの転写後調節は、
mRNA上の特異配列に結合する RNA結合タンパ
ク質によって制御されている。転写された
mRNAは RNA結合タンパク質と mRNA-タンパク
質(mRNP)複合体を形成し、転写産物固有の転
写後調節を受ける。動物細胞において、85%
以上のサイトカインや原癌遺伝子 mRNA には
mRNA を不安定化すると同時に翻訳を制御す
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るシス配列が存在しており、遺伝子発現の転
写後制御がその機能発現において重要な機
能を果たす。近年の研究により、シス配列に
結合するタンパク質の同定や、リン酸化制御
が報告されつつあるが不明な点が多い。また、
動物細胞内から mRNP を精製する方法は確立
されていなかった。これまでに行った研究に
より、動物細胞内からの高精度 mRNP 複合体
精製システムを新たに構築することに成功
した。具体的には、mRNP 精製のためのタグで
ある BoxB 配列を挿入した beta-globin 遺伝
子由来の mRNA（翻訳型 mRNA）とその 5’非翻
訳領域に翻訳開始を阻害する強固なステム
ループを形成する配列を挿入した遺伝子由
来の mRNA（非翻訳型 mRNA）を mRNP精製アフ
ィニティータグを用いて精製する。mRNP 精製
アフィニティータグとして、BoxB 結合ペプチ
ドであるバクテリオファージ Nタンパク質（N
ペプチド)に Streptavidin binding peptide
（SBP）と Flag epitope tag を融合した物を
使用する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究により樹立した
動物細胞内からの mRNA-protein(mRNP)複合
体の分離精製技術と新たに導入する体細胞
での遺伝子ノックインシステムを組み合わ
せることで、細胞内在性サイトカイン mRNP
の転写後動態を生化学的、細胞生物学的に解
析し明らかとすることを目的とする。また
mRNA 精製タグのノックインと同時にルシフ
ェラーゼもしくは GFPをサイトカイン遺伝子
のタンパク質コード領域に導入し、mRNA の翻
訳効率および翻訳産物の安定性をモニター
するための細胞株を樹立する。この細胞株は、
全く新しい概念のサイトカインの発現制御
薬の高効率スクリーニングシステムともな
ることも期待される。 
 
３．研究の方法 
a）アデノ随伴ウィルスベクターを用いた体
細胞での遺伝子ノックインによる BoxB 配列
および Luciferase/GFP の挿入システムの確
立 
 サイトカイン遺伝子にノックインにより
サイトカイン mRNA の 3’UTR に４つの BoxB
配列からなる mRNA アフィニティータグを挿
入する。また、同時にサイトカインタンパク
質コード領域の C 末端に Luciferase/GFP を
挿入した細胞株を樹立する。この、新規内在
性 mRNP 複合体精製システムの開発により、
サイトカイン遺伝子の mRNAスプライシング、
mRNAの分解、翻訳制御輸送などのすべての転
写後制御システムの解析が飛躍的に進むこ
とが期待される。ヒト体細胞での相同生組み
替えによるノックインはマウス ES 細胞に比
べ非常に効率が悪い。最近 Bunz 博士らによ

り樹立されたアデノ随伴ウィルスを用いた
遺伝子ノックアウト/ノックインシステムで
は多くの遺伝子で 0.3%程度(プラスミドベー
スの 25倍)のターゲティング効率が得られる。
このシステムのもう一つの利点は、ターゲッ
ティングベクター作成に 2.1~2.8kbp の遺伝
子領域しか必要としないことである。これに
より、ターゲティングベクター作成のための
ゲノム DNAクローニングが非常に簡易である。 
 
b) レンチウィルスベクターを用いたゲノム
中に 1 コピーの Flp recombination target 
(FRT) siteを持つ培養細胞樹立システムの確
立 
 アデノ随伴ウィルスを用いた遺伝子ノッ
クインが期待通りに進まない可能性を考慮
し、BoxB および Luciferase/GFP で標識した
発現誘導型プロモーターにより転写される
サイトカイン遺伝子を細胞株を樹立する。ま
た、遺伝子ノックインがうまくいった場合に
はネイティブプロモーターと外来性プロモ
ーターによる転写と mRNP 形成の因果関係を
解析することが可能となる。遺伝子によって
10kbp 以上の物がありプロモーター、薬剤耐
性遺伝子発現領域を含むとプラスミドベク
ターサイズが１５kbp を超す。このサイズの
ベクターを動物細胞へ単に導入してもプラ
スミドのランダムインテグレーションによ
る安定発現株を得ることは難しい。そのため、
数十 kbp の遺伝子の導入が可能な FRT site
を 1コピー持つ培養細胞を作成する。 
市販の FRT site 導入用ベクターである
pFRT-LacZeo2 による基礎実験により、1 コピ
ーの FRT site を持つ培養細胞を樹立するの
に多くの労力が必要とされることが分かっ
ている。本研究では、新たにレンチウィルス
ベクターシステムを用いた FRT site 導入ウ
ィルスベクターを作成する。これまでに
pLenti-LacZeo2 を作成し、HeLa 細胞をモデ
ル細胞として樹立を試みたが、Zeocin に対す
る耐性が非常に高くクローンの樹立に成功
していない。本研究ではこれにさらに改良を
加え、EGFP-BSD（ブラストシジン耐性遺伝子）
融合タンパク質による FRT site 導入ウィル
スベクターを作成し、1コピーの FRT site を
持つ培養細胞の簡易樹立システムを確立す
る。 
 
４．研究成果 
a）アデノ随伴ウィルスベクターを用いた体
細胞での遺伝子ノックインによる BoxB 配列
および Luciferase/GFP の挿入システムの確
立 
 モデルシステムとして使用する VEGF, IL6, 
IL5, IFNbeta, IFNgamma, IL28B 遺伝子のノ
ックイン用領域（終止コドン周辺２－２．５
ｋｂｐ）を HCT116 細胞より取得した genomic 



 

 

DNA をテンプレートに PCR により増幅、クロ
ーニングした。さらに、IFNbeta 遺伝子のノ
ックイン用領域（終止コドン周辺２－２．５
ｋｂｐ）をと BoxB 配列を用い、ノックイン
ベクターを構築した。 
 様々なサイトカインの遺伝子発現制御を
解析するためには、解析に適切な培養細胞系
を用いることが必須である。 IFNbeta, 
IFNgamma, IL28B はウイルス感染に応答する
サイトカインである。様々な呼吸器ウイルス
に高感受性な正常細胞として、MRC-5細胞（ヒ
ト胎児胚由来）の不死化をおこなった。不死
化 を 誘 導 す る 為 、 pLenti_TERT, 
pLenti_HPV16-E7, pLenti_sh-p16, 
pLenti_TERT_sh-p16を新たに作成した。TERT
と E7 もしくは TERT と sh-p16 を発現するレ
ンチウイルスベクターを組み合わせ、MRC-5
細胞に感染させることで、MRC-5 細胞の不死
化に成功した。さらに、ヒト気道上皮細胞、
ヒト尿細管上皮細胞、ヒト前立腺細胞につい
て不死化を進めている。 
 
b) レンチウィルスベクターを用いたゲノム
中に 1 コピーの Flp recombination target 
(FRT) siteを持つ培養細胞樹立システムの確
立 
 新規に作成した pLenti_FRT-GFP-BSD レン
チウイルスベクターを用い、数十 kbpの遺伝
子の導入が可能な FRT site持つ HeLa TetOff, 
HeLaTetOnAdvanced, HCT116, MDCKII, 
BASE-2B-TetOff, N2A 細胞を作成した。
BASE-2B-TetOff, N2A以外の細胞については、
サザンブロットにより、1 コピーの FRT を持
つことを確認した。解析した全てのクローン
で複数コピーの FRTを有する物はなく、レン
チウイルスにより、高頻度に 1 コピーの FRT
細胞を樹立するシステムを確立できた。また、
BoxB 配列を含む･含まない IL-6, IFNbeta, 
IL28B, IL-5 遺伝子全体を pTRETight-FRT ベ
クターに導入した。現在、BEAS-2B-TetOff 細
胞を用いた安定発現株の構築を進めている。 
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