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研究成果の概要（和文）：細胞治療においては、細胞の遺伝子発現制御により新しい細胞のDDSが可能になると考えら
れる。本研究の目的は、生体内の微小環境に応答するタンパク質発現制御システムを構築することである。IkBaとリプ
レッサーとの融合タンパク質を設計し、リプレッサーの結合配列の下流にレポータータンパク質としてbeta-galactosi
daseの発現配列を配したベクターと一緒に細胞に発現させると、TNFa添加によりbeta-galactosidaseの発現が誘導され
た。ユビキチンプロテアソーム経路による分解を利用して分解するリプレッサーを設計し、TNFa添加により遺伝子発現
誘導される遺伝子発現制御システムを構築した。

研究成果の概要（英文）：The gene regulation in the cell would lead a novel DDS in the cell based therapy. 
The purpose of this study is to develop the gene regulation system which responses to the 
microenvironment in the body. The repressor fused with IkBa was constructed and co-transfected with the 
vector expressing beta-galactosidase as a reporter protein which was inserted downstream of the operator. 
Beta-galactosidase expression was induced in those cells by TNFa treatment. We designed the repressor 
which is degraded via the ubiquitin proteasome pathway and developed a novel gene regulation system which 
activated by TNFa treatment

研究分野： ドラッグデリバリー

キーワード： ユビキチンプロテアソーム経路　遺伝子発現制御　細胞製剤
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
医薬品の治療効果を最大限に引き出すた

めには、薬物を治療の標的部位へ送達し、必
要な時間、必要な量を作用させる Drug 
Delivery System（DDS）が有効な方法論とな
る。これは、細胞を投与・移植して治療を行
う細胞治療においても同様で、投与・移植さ
れた細胞がどこで、いつ、どの様な機能を発
揮するかが、治療効果を決定する重要な要素
であると考えられる。研究代表者らは、これ
まで細胞の表面にリガンド分子を人工的に
導入し、標的細胞との接着を改善することに
より、細胞製剤を治療標的部位へ送達するシ
ステムの開発を行っていた。その中で、薬物
を治療標的部位へ送達するという従来の
DDS の概念に基づいて細胞をデリバリーす
るという観点に加えて、細胞が持つタンパク
質発現機能を有効に利用し制御することで、
新しい細胞の DDS が可能になるのではない
かと考えた。 
細胞内のタンパク質発現量の制御機構の

一つにユビキチンプロテアソーム経路によ
るタンパク質の分解がある。プロテアソーム
はユビキチン化されたタンパク質を分解す
ることにより、タンパク質の寿命を制御し、
細胞周期、転写、DNA 修復、シグナル伝達を
はじめとする細胞内のさまざまなイベント
に関与することが知られている。プロテアソ
ームによる分解では、まず標的タンパク質が
その中の特定の配列に対して E1, E2,E3 の酵
素によりポリユビキチン化され、そのポリユ
ビキチン鎖が認識されて分解される。これま
で、ユビキチンを結合させた蛍光タンパク質
や、ユビキチンプロテアソーム経路により分
解を受けるタンパク質と融合させた蛍光タ
ンパク質がプロテアソームにより分解され
ることが報告されている。また、ユビキチン
プロテアソーム経路により分解を受けるタ
ンパク質のリン酸化配列、ユビキチン化配列
などユビキチン化に必要な配列だけを融合
させた蛍光タンパク質もプロテアソームに
よる分解を受けることも報告されている。 

IBは、ユビキチンプロテアソーム経路に
より分解を受けるタンパク質である。定常状
態で IBは転写調節因子 NFB に結合し
NFB による転写活性を不活性な状態に維持
しているが、細胞外からのサイトカインなど
による刺激を受けると、IBはポリユビキチ
ン化を経てプロテアソームにより分解を受
ける。その結果、NFB は核内へ移行し転写
を開始する。 
 
２．研究の目的 
がんや炎症の組織では、TNFなどのサイ

トカインの産生が亢進されている細胞が存
在するため、局所的にサイトカイン濃度が高
くなっていると考えられる。また、がんや炎
症の組織において、NFB の転写活性が亢進
されていることも知られている。従って、正
常組織と比較して IBの分解が亢進した状

態にあると考えられる。 
本研究の目的は、生体内の微小環境に応答

して細胞のタンパク質発現制御が可能なシ
ステムを構築することである。そこで、タン
パク質の発現を抑制するリプレッサーに
IBまたはプロテアソームによる分解に必
要な配列を融合させることにより、TNFな
どのサイトカイン濃度が高いなどの IBが
分解される状態において分解されるリプレ
ッサーを作成する。リプレッサーの結合配列
の下流に目的のタンパク質の発現配列を配
することにより、細胞外からのサイトカイン
などの刺激によりリプレッサーの分解を経
てタンパク質が発現するシステムとなる。 
 
３．研究の方法 
ベクター構築 
蛍光タンパク質には、発現してから比較的

速やかに蛍光シグナルが観察できることが
知られる単量体 Kusabira-Orange2（mKO2）
（MBL）を選択し、pcDNA3.1 (Invitrogen)に、
mKO2 の配列を挿入した。さらに、その C 末
端側に、柔軟性が高いことが知られる
GS-linker と human IB (Gene ID:4792,Clone 
ID: RDB 6668, Riken)を挿入し、ベクターを構
築した。 
コントロールとしてリプレッサーだけを

発現するコントロールベクターを作成した。
リプレッサーと IB の融合タンパク質を発現
するヘルパーベクターを構築した。また、レ
ポーター遺伝子として-galactosidase を選択
し、その上流にリプレッサーの結合配列を配
した発現ベクターを構築した。 
細胞培養および遺伝子導入 

Hela 細胞（Riken Bioresource Center）は、
10% FBS を含有する DMEM で培養した。遺
伝子導入には FuGENE6（Roche）を使用した。 
タイムラプスイメージング 
Hela細胞を 35mmガラスボトムディッシュに
播種し、トランスフェクションして 24 時間
培養した後、10 ng/ml の TNFで 5 分間処理
を行った。PBS で 3 回洗浄した後に、フェノ
ールレッド不含 OptiMEM に培地を変更し、
共焦点レーザー顕微鏡（Nikon A1）で観察を
行った。得られた画像データは、ImageJ を用
いて解析を行った。 
タンパク質発現の確認 

Hela 細胞に、mKO2 または mKO2 と各種
IBのドメインとの融合タンパク質を発現
するプラスミドベクターをトランスフェク
ションし、一定時間培養した後、TNF処理
を行った。回収した細胞のライセートに対し
て、抗 mKO2 抗体または抗 IB抗体を用い
て、ウエスタンブロット法により評価を行っ
た。 

Hela 細胞にコントロールベクターまたは
ヘルパーベクターをトランスフェクション
し、24 時間後の細胞抽出液に対して、抗リプ
レッサー抗体を用いたウエスタンブロット
法によりリプレッサーの発現を確認した。 



また、目的タンパク質の発現誘導に関しては、
発現ベクターとコントロールベクターまた
はヘルパーベクターをコトランスフェクシ
ョンして 24 時間培養した後、TNF含有培地
に変更しさらに 12 時間培養した。その後、
細胞に対して X-gal 染色または Beta-Glo 
Assay System(Promega) を 用 い て
-galactosidase の活性を定量した。 
 
４．研究成果 

Hela 細胞に融合タンパク質 mKO2- IBを
発現させ、蛍光顕微鏡で観察すると、蛍光シ
グナルは主に細胞質に観察された。次に、
mKO2 または mKO2- IBを発現させた細胞
に対して、TNF処理を行い、タイムラプス
イメージングにより経時的に蛍光シグナル
を観察した。結果、mKO2 を発現させた細胞
においては、蛍光シグナルの減少はほとんど
認められなかったが、mKO2- IBを発現さ
せた細胞においては TNF処理をして 2 時間
後にはほとんど蛍光シグナルが認められな
かった。また、ウエスタンブロット法で細胞
内の mKO2 または融合タンパク質を評価し
たところ同様の結果が得られた。したがって、
TNF処理により mKO2- IκBα が分解された
可能性が示唆された。 
 そこで、mKO2- IBの分解の速度を内在
性の IBと比較することを目的に、Hela 細
胞を TNF処理した後、IBの発現量を経時
的にウエスタンブロット法により評価した。
内在性の IBは徐々に減少し、60分後には、
ほとんどバンドが観察されなかったが、90 分
後には、再びバンドが観察された。細胞外か
ら TNFなどの刺激を受けると、IBが分解
され、結果、NFB が活性化される。しかし
ながら、NFB の転写活性により IBの発現
が誘導され、NFB が不活性化される負のフ
ィードバック制御が存在することが知られ
ている。90 分後にバンドが復活したのは、こ
の負のフィードバックの影響であると考え
られる。しかしながら、mKO2- IBの蛍光
シグナルの減少は内在性の IBの分解の速
度とは一致しなかった。また、プロテアソー
ム阻害剤である Lactacystin の存在下では
TNFを添加しても蛍光シグナルの減少は認
められなかった。したがって、融合タンパク
質の分解はプロテアソーム経路による分解
であることが確認された。そこで、IBを構
成するドメインのいくつかを組み合わせて
mKO との融合タンパク質を作製し、発現さ
せた細胞の蛍光シグナルを観察した。PEST
配列の無い融合タンパク質は、TNFを添加
しても全く蛍光シグナルが減少しなかった。
一方、ユビキチン化配列、リン酸化配列およ
び PEST があれば、ankyrin repeat domain 1-2
の有無には関係なく同様に蛍光シグナルが
減少し、これらの融合タンパク質の分解速度
の推移は、mKO2- IκBαと比べて内在性の IκB
の分解速度の推移と比較的近かった。 
 以上の結果より、TNFを添加した時の

IBとの融合タンパク質のユビキチンプロ
テアソーム系による分解が確認できた。さら
に、蛍光タンパク質に融合させた IBの各ド
メインと TNF添加による融合タンパク質の
分解の関係に関して基礎的な情報を得るこ
とができた。 
次に、遺伝子発現制御システムの構築を目

的に、リプレッサーと IBの融合タンパク質
を発現するベクターを設計、作製した。Hela
細胞に、発現ベクターとコントロールベクタ
ーまたはヘルパーベクターのそれぞれの組
み合わせで、コトランスフェクションした細
胞に対して TNF処理したものと処理しない
ものを用意し、それぞれの細胞における
-galactosidase 活性を評価した。発現ベクタ
ーおよびコントロールベクターをトランス
フェクションした細胞では、TNF処理の有
無にかかわらず発現量は、同程度であった
（図１ＡＢ）。また、発現ベクターおよびヘ
ルパーベクターをコトランスフェクション
した細胞に TNF処理しなかった場合も同程
度であった。これに対し、ヘルパーベクター
をコトランスフェクションした細胞に TNF
処理を行った場合、他の群と比較して発現
量が有意に高かった（図１ＡＢ）。 
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図１ 発現ベクターおよびコントロールベクタ

ーまたはヘルパーベクターをコトランスフェクシ
ョンした Hela 細胞における TNFによる遺伝子発
現誘導 -galactosidase 活性は、X-gal 染色（A）
または-galactosidase assay（B）により評価した。

 
したがって、TNF処理はリプレッサーによ
る発現抑制に影響を与えないことが確認で
きた。また、発現ベクターとリプレッサーと
IBの融合体が共存する細胞に TNF処理を
行うと、リプレッサーによる発現抑制が解除
されることが明らかとなった。また、発現ベ
クターおよびヘルパーベクターをコトラン
スフェクションした細胞に 0-100 ng/ml の異



なる濃度の TNF処理を行ったところ、濃度
が高い方が-galactosidase の活性が高かった。 
 TNF処理による遺伝子発現誘導における
プロテアソームによる分解の関与を確認す
ることを目的に、発現ベクターおよびヘルパ
ーベクターをコトランスフェクションし、プ
ロテアソーム阻害剤Lactacystinを添加または
未添加の細胞を用意し、それぞれの細胞にお
ける-galactosidase 活性を評価した。阻害剤
を添加した細胞の-galactosidase 活性は、阻
害剤を添加しなかった細胞に比べて有意に
低く、その値は、TNF処理を行わななかっ
た細胞と同程度であった（図２）。この結果
から、リプレッサーとの融合体を発現す
る細胞において TNF処理により誘導される
遺伝子発現には UPS によるリプレッサーの
分解が関与していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 発現ベクターおよびヘルパーベクターをコ
トランスフェクションした Hela 細胞における
TNFによる遺伝子発現誘導 -galactosidase 活性
は、-galactosidase assay により評価した。 
 
本研究においては、まず、蛍光タンパク質

に IBを融合させることにより、TNF添加
による IBとの融合タンパク質の分解をタ
イムラプスイメージングで評価する系を確
立した。プロテアソーム阻害剤を用いた検討
で、融合タンパク質が TNF添加によりプロ
テアソーム経路で分解されることを確認し
た。さらに、IBのリン酸化配列、ユビキチ
ン化配列、ankyrin repeat domain、PEST など
の各ドメインを組み合わせて mKO2 と融合
タンパク質を作製し、各ドメインと融合タン
パク質の分解の関係を整理した。さらに、蛍
光タンパク質のかわりにリプレッサーを融
合させたタンパク質を発現するベクターを
作製した。また、リプレッサーの結合配列の
下 流 にレポ ー タータ ン パク質 と し て
-galactosidase を配したベクターを作製し、
IB融合リプレッサー発現ベクターとコト
ランスフェクションすることにより、TNF
により遺伝子発現を on にするシステムを構
築することができた。今後は、リプレッサー
と融合させるドメインの設計による分解速
度の調製などの改良を行うと共に、レポータ
ータンパク質のかわりに機能性タンパク質

を導入することにより、細胞の機能制御に繋
がることが期待できる。 
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