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研究成果の概要（和文）：新規タンパク質発現調節システムの Degradation-domain 

(DD)/Shield-1系と、従来の転写調節ユニット Tetracycline-inducibleシステムとを兼ね備

えたレンチウイルスベクターを構築した。Tet-ON、Tet-Off両方との組み合わせを比較し、細

胞株で検討した結果、従来のベクターより発現リークの抑制および発現調節特性の面で優れ

ていることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： As planned, I constructed the inducible retroviral system that 

could allow rapid and dose-related regulation of expression of the target protein.  It, 

however, turned out that the degradation-domain (DD)/Shield-1 system did have an 

intrinsic defect in itself, which was compatible with significant expression leak.  I thus 

decided to change gears to the combined use of DD/Shield-1 and tetracycline-inducible 

system, the latter of which was originally developed by Dr. Bujard.  I utilized so-called 

“All-in-One LV”, the lentiviral system that was generated by my colleague to allow 

containing all the required elements for the system to work within a single cassette.  

Among the combination tested, I finally figured out that the system comprised of Tet-ON 

and DD/Shield-1 was the best performer so that it allowed the lowest leak and prompt 

expression upon dual stimulation.  Although the overall progress remain behind the 

schedule due to the change of plans, I believe that the system is now ready to be tested in 

vivo, once the inducible target gene is introduced within this newly developed 

dual-regulation lentiviral vector.   
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞移植は、血液悪性腫瘍、先天

性免疫不全症等の難治性疾患に対して行

われ、移植技術の進歩によりかつては致死

的であった疾患をも根治することが可能

になっている。しかしながら、移植細胞の

拒絶・生着不全、造血不全、移植片対宿主

病(GVHD)等、克服すべき問題は多く、理想

の造血幹細胞移植法の実現にむけて精力

的な研究が展開されている。移植に伴う複

製ストレスは、造血幹細胞の自己複製能、

多分化能に損傷を与え、いわゆる老化と呼

ばれる現象を引き起こすことが知られて

いるが、その本態、分子メカニズムについ

ては不明な点が多く残されている。造血幹

細胞の老化を制御する方法を確立するこ

とは、移植の現場でしばしば問題となる造

血不全を克服し、質の高い造血幹細胞移植

法の開発へとつながることが期待される。 

特定の分子の造血幹細胞における老化

現象への関与は、従来、移植造血幹細胞に

おいて遺伝子改変による発現のノックア

ウトや、遺伝子導入による発現のノックダ

ウンまたは過剰発現を行うことで解析さ

れてきた。しかしながら、移植後長期の造

血再構築をもって造血幹細胞の能力を評

価する実験系においては、恒常的な遺伝子

発現変化は次のような問題点を含んでい

る。すなわち、1) 当該遺伝子の発現変化

が造血前駆細胞や成熟細胞に与える影響

を排除できず、必ずしも造血幹細胞レベル

での解析とはなり得ないこと、2) 発現量

の段階的な調節が技術的に困難であるこ

と、の２点である。 
 

 

２．研究の目的 

本研究においては、新たに開発されたタ

ンパク質発現調節システム (Cell 126, 9

95, 2006; Nat Med 14, 1123, 2008) を

応用し、移植早期の造血幹細胞内で標的タ

ンパク質発現量を段階的に調節する方法

を確立する。特にウイルスベクターによる

導入法を可能にし、universalに応用可能

なシステムとして確立することを目標と

する。 
 

３．研究の方法 

このシステムの特徴である destabiliz

ation domain (DD) を融合した標的タン

パク質 (cyclin dependent kinase inhib

itors: CDKIs, transcription factors: 

TFs, anti-oxidative stress factors) 

をレトロウイルスベクターによりマウス

造血幹細胞に導入し、放射線照射したマウ

スに移植する。標的タンパク質は DD のた

め迅速に分解されるため低分子化合物 Sh

ield-1 の投与無しでは発現されないが、i

n vivo に Shield-1 を投与することで急

速に安定化され、dose-dependent に発現

量の可逆的な増加を示す。移植早期以降は

 Shield-1 投与を行わない限り標的タン

パク質は発現しないため、その後の再構築

時期における細胞分化や成熟細胞の生存

等には影響は無い。このシステムを用いる

ことにより、特定の分子がある発現量にお

いて、移植早期の限られた期間に、造血幹

細胞における複製ストレスに及ぼす影響

を解析することがはじめて可能になる。 

 

 
４．研究成果 

計画に従いタンパク質発現誘導を生体

内で可能にするシステムの構築を進めた。

研究初期において、本計画の中核を成すd

egradation-domain (DD)/Shield-1システ

ムにおける発現リークの問題に直面し、ベ

クター骨格に改変を加える等で克服を目

指したが、結果的に当システムの系として

の限界が明らかとなった。次年度から計画

を変更し、Bujardらによる遺伝子発現誘導

系、Tetracycline-inducibleシステムとD

D-システムとの融合系の構築を検討した。

backbone vector として当研究室の開発

による、「ドキシサイクリン添加によって

目的遺伝子の発現を ON にする全ての必

要エレメントを含んだレンチウイルスベ

クター（All-in-One LV）」を使用した。

このベクター中の(r)tTA エレメントを t

TA と交換して All-in-One LV の Tet OF

F version を構築し、それぞれAIO-On、A

IO-Offと命名した。この両ベクターに、D

D-赤色蛍光タンパク融合遺伝子をクロー

ニングし、産生ウイルスによって血球系が

ん細胞株へと導入を行った。得られた安定

細胞株を用いてドキシサイクリンによる

転写調節とShield-1による翻訳後発現調

節の組み合わせを試み、FACS解析により定

量的に目的蛍光タンパクの発現量評価を

行った。結果、発現リークの抑制および発

現調節特性の面で、AIO-OnとDD-システム



の組み合わせが特に優れていることが明

らかとなった。DD-システム系の欠陥を補

完するために計画を余儀なく変更するに

至り、当初の予定に遅れることとなったが、

結果的には目的の達成が期待できる新た

なタンパク発現誘導ベクター系の構築に

成功した。今後、他の研究資金により研究

を継続し、本研究において得られた成果を

生かすことで、当初の計画を完遂する予定

である。 
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