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(54)【発明の名称】 遺伝子が破壊された哺乳動物細胞の作製方法および遺伝子の機能解析方法

(57)【要約】
【課題】  簡易かつ安価に、遺伝子の機能を解析するツ
ールおよび方法を提供すること。
【解決手段】  目的のタンパク質の遺伝子配列を含むＤ
ＮＡを遺伝子増幅技術で作製し、その一部に抗生物質に
抵抗性の遺伝子を導入してターゲッティングＤＮＡを作
製し、このターゲッティングＤＮＡを哺乳動物細胞に導
入し、前記抗生物質を入れた培地で前記哺乳動物細胞を
培養した後、酵素免疫検定法を利用して、培養細胞の中
から目的のタンパク質の発現がない細胞株を選別するこ
とを含む、目的のタンパク質をコードする遺伝子を破壊
した哺乳動物細胞の作製方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  目的のタンパク質の遺伝子配列を含むＤ
ＮＡを遺伝子増幅技術で作製し、その一部に抗生物質に
抵抗性の遺伝子を導入してターゲッティングＤＮＡを作
製し、このターゲッティングＤＮＡを哺乳動物細胞に導
入し、前記抗生物質を入れた培地で前記哺乳動物細胞を
培養した後、酵素免疫検定法を利用して、培養細胞の中
から目的のタンパク質の発現がない細胞株を選別するこ
とを含む、目的のタンパク質をコードする遺伝子を破壊
した哺乳動物細胞の作製方法。
【請求項２】  遺伝子増幅技術がＰＣＲ法である請求項
１記載の方法。
【請求項３】  抗生物質に抵抗性の遺伝子が、ネオマイ
シン耐性遺伝子、ハイグロマイシンBホスホトランスフ
ェラーゼ遺伝子およびブラストサイジンSデアミナーゼ
遺伝子からなる群より選択される請求項１または２記載
の方法。
【請求項４】  哺乳動物細胞が、ヒトの癌由来の細胞で
ある請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】  癌が、扁平上皮癌、大腸癌および肺癌か
らなる群より選択される請求項４記載の方法。
【請求項６】  ヒトの癌由来の細胞が、Ca9-22細胞、RE
RF細胞、Calu-3細胞、HT-29細胞およびCaCO2細胞からな
る群より選択される請求項４記載の方法。
【請求項７】  ターゲッティングＤＮＡを電気穿孔法で
哺乳動物細胞に導入する請求項１～６のいずれかに記載
の方法。
【請求項８】  酵素免疫検定法が酵素結合免疫吸着検定
法である請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】  酵素免疫検定法を利用して、培養細胞の
中から目的のタンパク質の発現がない細胞株を選別する
工程が、目的のタンパク質とは別のタンパク質の発現量
が変化した細胞株を酵素免疫検定法で選別し、選別した
細胞株において目的のタンパク質の遺伝子配列が変異を
起していることおよび／または目的のタンパク質の遺伝
子の発現がないことを調べることを含む請求項１～８の
いずれかに記載の方法。
【請求項１０】  特定の遺伝子を破壊した哺乳動物培養
細胞とその遺伝子を破壊していない哺乳動物培養細胞と
の間で、特定のタンパク質の発現量を比較することによ
り、その遺伝子の機能を推定することを含む、遺伝子の
機能を解析する方法。
【請求項１１】  特定の遺伝子がタンパク質をコードし
ており、特定のタンパク質は前記遺伝子がコードするタ
ンパク質とは別のタンパク質である請求項１０記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、遺伝子が破壊され
た哺乳動物細胞の作製方法および遺伝子の機能解析方法
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に関する。
【０００２】
【従来の技術】２００１年２月に、国際ヒトゲノムプロ
ジェクトチームとセレラ社がヒトゲノムを終了した。こ
れらの結果から、ヒトの遺伝子の個数は３～７万程度で
あると予測されている。この翻訳産物であるタンパク質
のうち、約６０％は機能が明らかにされているタンパク
質であろうとされているが、残りの約４０％は機能がわ
かっていない。
【０００３】現在、世界はポストゲノム時代へと突入
し、ゲノム研究の重点は、遺伝子の機能解析へと移行し
ている。
【０００４】遺伝子の機能解析には、バイオインフォマ
ティックス、タンパク質発現、タンパク質機能の予測と
解析、遺伝子組換え動物、ノックアウト動物などの技術
が利用されている。
【０００５】遺伝子組換え動物の技術では、ある特定の
遺伝子を組み込んだ動物を作ることにより、どのような
形質あるいは病気を持った動物が誕生するかを調べるこ
とにより、組み込んだ遺伝子が生体内でどのような機能
を持っているかを調べる。
【０００６】ノックアウト動物の技術では、ある特定の
遺伝子を破壊し、誕生した動物の形質の変化や病気の発
生を調べることにより、破壊した遺伝子が生体内でどの
ような機能を持っているかを調べる。
【０００７】これらの動物を使った方法は、手間と費用
がかかるという問題があった。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、簡易かつ安
価に、遺伝子の機能を解析するツールおよび方法を提供
することを目的とする。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、ヒトの培
養細胞を用いて、細胞が産生するタンパク質のうち、特
定のタンパク質のみの産生を抑制する細胞を簡便かつ安
価な方法で作製することに成功し、本発明を完成させる
に至った。すなわち、本発明は、目的のタンパク質の遺
伝子配列を含むＤＮＡを遺伝子増幅技術で作製し、その
一部に抗生物質に抵抗性の遺伝子を導入してターゲッテ
ィングＤＮＡを作製し、このターゲッティングＤＮＡを
哺乳動物細胞に導入し、前記抗生物質を入れた培地で前
記哺乳動物細胞を培養した後、酵素免疫検定法を利用し
て、培養細胞の中から目的のタンパク質の発現がない細
胞株を選別することを含む、目的のタンパク質をコード
する遺伝子を破壊した哺乳動物細胞の作製方法を提供す
る。
【００１０】遺伝子増幅技術はＰＣＲ法であるとよい。
【００１１】抗生物質に抵抗性の遺伝子としては、ネオ
マイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシンBホスホトラン
スフェラーゼ遺伝子、ブラストサイジンSデアミナーゼ
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遺伝子などを例示することができる。
【００１２】本発明の方法は、癌由来の培養細胞をはじ
めとするすべての培養細胞に応用可能である。
【００１３】哺乳動物細胞は、ヒトの癌由来の細胞であ
るとよい。
【００１４】癌は、扁平上皮癌、大腸癌および肺癌から
なる群より選択されるとよい。
【００１５】ヒトの癌由来の細胞としては、Ca9-22細
胞、RERF細胞、Calu-3細胞、HT-29細胞、CaCO2細胞など
を例示することができる。
【００１６】ターゲッティングＤＮＡは電気穿孔法で哺
乳動物細胞に導入するとよい。
【００１７】酵素免疫検定法としては、酵素結合免疫吸
着検定法（ELISA法）が好ましい。
【００１８】酵素免疫検定法を利用して、培養細胞の中
から目的のタンパク質の発現がない細胞株を選別する工
程は、目的のタンパク質とは別のタンパク質の発現量が
変化した細胞株を酵素免疫検定法で選別し、選別した細
胞株において目的のタンパク質の遺伝子配列が変異を起
していることおよび／または目的のタンパク質の遺伝子
の発現がないことを調べることを含んでもよい。
【００１９】本発明の方法により作製した、特定のタン
パク質の遺伝子が破壊された哺乳動物細胞をin vitroで
用いて、その遺伝子の機能を細胞レベルで解析すること
ができる。例えば、特定のタンパク質の遺伝子を破壊し
た哺乳動物細胞とその遺伝子を破壊していない哺乳動物
細胞との間で、別のタンパク質の発現量を比較すること
により、破壊した遺伝子の機能を推定することができ
る。その一例として、後述の実施例に示されるように、
SLPI(secretory leukocyte protease inhibitor)の遺伝
子配列の部分を破壊し、SLPIの発現を阻止した細胞にお
いては、pIgR(polymeric immunoglobulin receptor)の
発現が生じた。このことから、SLPIがpIgRの発現を抑制
していることが証明された。
【００２０】本発明の方法で作製した遺伝子欠損培養細
胞を利用して、遺伝子の発現に関与する遺伝子のプロモ
ーター領域に結合するタンパク質の機能解析や細胞が産
生するタンパク質が他の細胞に及ぼす影響を調べること
ができる。
【００２１】また、本発明は、特定の遺伝子を破壊した
哺乳動物培養細胞とその遺伝子を破壊していない哺乳動
物培養細胞との間で、特定のタンパク質の発現量を比較
することにより、その遺伝子の機能を推定することを含
む、遺伝子の機能を解析する方法を提供する。特定の遺
伝子がタンパク質をコードしている場合には、特定のタ
ンパク質は前記遺伝子がコードするタンパク質とは別の
タンパク質であるとよい。
【００２２】本発明の遺伝子機能解析法により、簡易か
つ安価に、遺伝子の細胞レベルでの機能を解析すること
ができる。
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【００２３】現在，行われているノックアウトマウスで
は目的としたタンパク質によっては胎児のうちに死亡
し，目的のマウスを得ることが出来ないことがある。し
かし，本発明の方法では、発生，発育に関係ない培養細
胞を用いるから，多くのタンパク質の機能解析に応用で
きる。
【００２４】本明細書において、「ターゲッティングＤ
ＮＡ」とは、標的とする特定の遺伝子に変異を導入した
ＤＮＡをいうものとする。
【００２５】「タンパク質の発現がない細胞株」とは、
タンパク質の産生がない細胞をいうものとする。
【００２６】「タンパク質の遺伝子の発現がない」と
は、タンパク質のアミノ酸配列をコードするmRNAがない
細胞をいうものとする。
【００２７】「タンパク質の発現量を比較する」とは、
発現の有無も含めて、発現量の違いを調べることをいう
ものとする。
【００２８】
【発明の実施の形態】以下、本発明を詳細に説明する。
【００２９】まず、目的のタンパク質の遺伝子配列を含
むＤＮＡを遺伝子増幅技術で作製する。目的のタンパク
質はいかなるものであってもよく、その遺伝子配列は、
GenBank，EMBL，DDBJなどのデータベースから得られ
る。また、遺伝子配列は、実験で単離した、データベー
スには登録されていない新たな遺伝子の配列であっても
よい。
【００３０】遺伝子増幅技術としては、ＰＣＲ法などを
例示することができるが、これに限定されることはな
い。
【００３１】遺伝子増幅技術でＤＮＡを増幅するには、
鋳型とプライマーが必要である。鋳型は、実験に使用す
る生物の培養細胞や体細胞から得られたDNAであればよ
く、この鋳型は、細胞を界面活性剤，タンパク質分解酵
素で処理した後，フェノールでタンパク質を除き，アル
コールを加えてDNAを析出させることにより、調製する
ことができる。
【００３２】プライマーは、対象となるタンパク質の遺
伝子配列の一部からなる約18～30bpの遺伝子配列で，グ
アニンとシトシン数とアデニンとチミン数の割合，さら
に他の遺伝子との相同性などから設計し、公知の方法で
合成することができる。
【００３３】上記のような鋳型とプライマーを用いて、
ＰＣＲにより、目的のタンパク質の遺伝子を含むＤＮＡ
を増幅するには、例えば、以下のようにするとよい。
【００３４】鋳型DNA 100～500 ngに10 x PCR buffer 1
0 μl,  200 mM dNTP 16～32.μl,10～100 pmol プライ
マー, Taq polymerase 2.5 unitsを加え 滅菌蒸留水で
全量を100μlとした場合、denature  94℃，1分，annea
ling 55～60℃，1～2分，extension 72℃， 1～3分のサ
イクルを25～35回繰り返す。
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【００３５】得られたPCR productは0.7 ％ agarose 電
気泳動法を用いて目的のバンドが存在することを確認
し，agarose gelから切り出し，QIAEXII(QIAGEN)でfrag
mentを精製するとよい。
【００３６】目的のタンパク質の遺伝子配列を含むＤＮ
Ａに抗生物質に抵抗性の遺伝子を導入してターゲッティ
ングＤＮＡを作製する。
【００３７】抗生物質に抵抗性の遺伝子としては、ネオ
マイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシンBホスホトラン
スフェラーゼ遺伝子, ブラストサイジンSデアミナーゼ
遺伝子などを使用することができる。
【００３８】ネオマイシン耐性遺伝子を含むDNA断片（N
eo断片）はpMC1NeoからBamH IとXhoIとで消化し、上記
のごとくagarose電気泳動法により精製し、平滑末端と
することにより得られる。
【００３９】ハイグロマイシンBホスホトランスフェラ
ーゼ遺伝子ではBamH Iで, ブラストサイジンSデアミナ
ーゼ遺伝子ではSpe IとEcoR Vで消化し，ネオマイシン
と同様な操作により抗生物質耐性遺伝子を得ることがで
きる。
【００４０】目的のタンパク質の遺伝子配列を含むＤＮ
Ａに抗生物質に抵抗性の遺伝子を導入するには、以下の
ようにすればよい。
【００４１】目的のタンパク質のDNAを適当な制限酵素
で切断し，抗生物質抵抗性遺伝子の精製法と同様に精製
し，平滑末端とする。両遺伝子の混合溶液にDNAライゲ
ースを加え，両遺伝子を結合させる。この溶液の一部を
コンピテントセルと呼ばれる大腸菌に加え，寒天プレー
トに播き，一晩培養する。出現したコロニーを液体培地
で増やし，大腸菌に入った遺伝子を精製，制限酵素で消
化し，電気泳動で出現したバンドが予想される大きさか
どうかで判断する。遺伝子の精製は大量の場合は市販カ
ラムを用いて行えばよい。少量の場合は界面活性剤で細
胞を破壊し，遺伝子をアルコールで析出させて精製すれ
ばよい。
【００４２】上記のようにして作製したターゲッティン
グＤＮＡを哺乳動物細胞に導入する。
【００４３】哺乳動物細胞は特に限定されないが、ヒ
ト、マウス、ラットなどの細胞、例えば、Ca9-22細胞、
RERF細胞，Calu-3細胞 HT-29細胞，CaCO2細胞などのヒ
トの癌由来の細胞、IEC6細胞，NIH3T3細胞などのマウス
やラットの培養細胞を用いるとよい。
【００４４】ターゲッティングＤＮＡの導入には、電気
穿孔法、マイクロインジェクション法，リポフェクショ
ン法，リン酸カルシウム共沈法などを用いることができ
る。
【００４５】電気穿孔法を用いる場合には、以下のよう
にすればよい。
【００４６】細胞を培養液で分散し，細胞数を調整した
後，これにターゲッティングDNAを加え，電気穿孔用の
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キュベットにいれる。キュベットに細胞に適した電圧
（約250ボルト前後）をかける。この細胞に培地を加え
稀釈した後，96穴プレートに分注し，培養する。培養
３，４日後から抗生物質を加えた培地に変え，ターゲッ
ティングDNAが組み込まれた細胞を選択する。
【００４７】リポフェクション法，リン酸カルシウム共
沈法では、ターゲティングDNAとリポフェクチン試薬ま
たはリン酸カルシウム試薬と混合し，これに培養細胞を
加え，培養することでDNAを核に導入する。
【００４８】マイクロインジェクション法では、マニュ
ピレーターを用いて，ターゲティングDNAを細いガラス
管に取り，細胞の核に直接入れる。
【００４９】その後、抗生物質を入れた培地で哺乳動物
細胞を培養した後、培養細胞の中から、目的のタンパク
質の発現がない細胞株を酵素免疫検定法（好ましくは、
酵素結合免疫吸着検定法）で選別する。
【００５０】培養は、抗生物質の種類、哺乳動物細胞の
種類に応じて、適当な条件下で、適当な培地組成で行え
ばよい。
【００５１】培養細胞の中から、目的のタンパク質の発
現がない細胞株をＥＬＩＳＡ法で選別するには、以下の
ようにすればよい。
【００５２】96wellのプレートの各wellに目的のタンパ
ク質に対する抗体を入れ，２，３時間静置する。Wellを
洗浄後，ブロッキング試薬を加えて一晩，静置する。洗
浄後，細胞の培養液を各wellに加え１時間静置し，洗浄
する。続いてホースラディシュペルオキシダーゼやアル
カリホスファターゼを標識した目的のタンパク質に対す
る抗体をいれ，1時間静置する。洗浄後，発色試薬を加
えて，発色後，各wellの溶液の発色をプレートリーダー
で測定する。
【００５３】上記のように、破壊した遺伝子の発現産物
を直接ELISA法で検出してもよいが、目的の遺伝子を破
壊することによって現れる別のタンパク質の発現をELIS
A法で検出してもよい。例えば、後述の実施例に記載す
るように、SLPI遺伝子の破壊によるpIgRの発現をELISA
法により検出してもよい。すなわち、後述の実施例で
は、実験により遺伝子に変異を受けた多くの細胞の中か
らpIgRの発現の有無をELISA法で確認し，その結果得ら
れたpIgRを発現している細胞がSLPIの遺伝子配列に変異
を起していること，および遺伝子発現のないことをRT-P
CRで確認している。
【００５４】上記のようにして作製した、特定の遺伝子
を破壊した哺乳動物細胞を培養し、特定のタンパク質の
発現量を例えばELISA法により調べる。また、その遺伝
子を破壊していない哺乳動物培養細胞についても、同様
の方法で特定のタンパク質の発現量を調べる。そして、
両者の結果を比較することにより、その遺伝子の機能を
推定することができる。特定の遺伝子がタンパク質をコ
ードしている場合には、特定のタンパク質は前記遺伝子
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がコードするタンパク質とは別のタンパク質であるとよ
い。後述の実施例では、SLPI遺伝子を破壊し、SLPIの発
現を阻止した細胞において、pIgRの発現が生じた。この
ことから、SLPIがpIgRの発現を抑制していることがわか
った。
【００５５】
【実施例】以下、本発明を実施例によって具体的に説明
する。なお、これらの実施例は、本発明を説明するため
のものであって、本発明の範囲を限定するものではな
い。
【００５６】［実施例１］
材料と方法
１．genomic (g)DNAの精製
ヒト大腸癌由来のHT-29細胞を75 cm2のフラスコを用い
て，コンフルエントになるまで培養した後，0.25 ％ tr
ypsinにて細胞をフラスコ面から剥離し回収した。HT-29
細胞を5 mlの10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) -1 mM E
DTAに分散し，続いて，5 mlの1 ％ SDSを含む10 mM Tri
s-HCl buffer (pH 8.0) -1 mM EDTAを加え，静かに混和
した。終濃度が10 μg/mlになるようにRNaseを加え，37
 ℃で30分間処理した。続いて，20 mg/mlのproteinase 
K 10 μlを加え，37 ℃，16時間，消化した。その後，
フェノール・クロロフォルム抽出を２回行ない，エタノ
ール沈殿法でgDNAを得た。得られたgDNAは蒸留水に溶解
した後，分光光度計でその濃度を測定した。
【００５７】２．SLPIのPCR productの作製
PCRは以下のごとく行った。gDNA  100 ngに10 x PCR bu
ffer 10 μl, 200 mMdNTP 16 μl,  20 pmol primer
（表１のSLPI 5およびSLPI 6のプライマー）, Taq poly
merase 2.5 unitsを加え 滅菌蒸留水で全量を100 μlと
した。denature94 ℃，  1 分，annealing 55 ℃，2
分，extension 72 ℃， 3分のサイクルを35回繰り返し
た。得られたPCR productは0.7 ％ agarose 電気泳動法
を用いて目的のバンドが存在することを確認し，agaros
e gelから切り出し，QIAEXII(QIAGEN)でfragmentを精製
した。
【００５８】３．SLPI targeting geneの作製
pBluescript IIをEcoRVで消化した後，Taq polymerase
でその3'端にdTTPを結合したpBluescript II(T) vector
と上記で得られたfragmentとをligase kit (Takara)を
用いて，室温で30分間反応させた。このligase mixture
をXL1 Blue competent cell（Stratagene）に通法に従
い導入し，ampicilin加LB plateに播き，一晩37℃で培
養した。出現したコロニーを1mlのampicilin加LB mediu
mに取り，一晩振盪培養した後，アルカリ法を用いてpla
smid (SLPI-pBS) を精製した。得られたSLPI-pBSはXbaI
（Takara）, KpnI（Takara）とPvuI（Takara）で消化
し，agarose電気泳動法によりSLPIのfragmentを持つコ
ロニーを確認し，SLPI-pBSを精製した。得られたSLPI-p
BSはNdeIで消化し，agarose電気泳動を行ない，NdeIのf

8
ragmentを除いたSLPI-pBSをagaroseから上記のごとく精
製し，Blunt end kit(宝酒造)を用いて平滑末端とした
[SLPI(-NdeI)-pBS]。
【００５９】neomycin resistance geneを含むDNA断片
（Neo断片）はpMC1Neo (Stratagene)からBamHI（Takar
a）とXhoI（Takara）とで消化し，上記のごとくagarose
電気泳動法により精製し，平滑末端とした。SLPI(-Nde
I)-pBSとNeo断片とをligateし，XL1 Blue competent ce
llに導入し，ampicilin加LB plateに播き，一晩培養し
た。出現したコロニーをampicilin加LB mediumに取り，
一晩振盪培養し，上記のごとくplasmid [SLPI(Neo)-pB
S]を精製した。得られたplasmidはXbaI, KpnIとPvuIで
消化し，泳動パターンおよびPCR法を用いてNeo断片が挿
入されていることを確認後，カラムで精製しSLPI(Neo)-
pBSを得た。
【００６０】４．Ca9-22細胞へのtargeting geneの導入
targeting geneの導入は電気穿孔法を用いて行った。Ca
9-22細胞を培養し，回収後，培地を用いて1 x 107 cell
 ／ mlに調整した。これにClaI（Takara）で消化してli
nearとした10 μgのtargeting geneを加え，室温で10分
放置した後，キュベットに入れ，0.25 kV, 250 μFの条
件でtargeting geneを導入した。通電後，室温に10分間
置き，30 mlの培地を加え，96 well plateの各wellに10
0 μlずつ分注した。plateはCO

2
インキュベーターで３

日間培養した後，150 μg/mlのgeneticin（GIBCO）を含
む培地にかえ選択を開始した。約２～３週間培養し，顕
微鏡下で一つのコロニーが出現しているwellをマーク
し，複数個のコロニーが存在するwellは除いた。各well
の細胞がコンフルエントになるまで培養した後，その上
清におけるpIgRの蛋白量をELISA法を用いて検索した。p
IgRの発現量の高いコロニーはさらに培養し，実験を行
うまで液体窒素中に保存した。
【００６１】５．pIgRのELISA法による測定
96 well plateの各wellにリン酸緩衝生理食塩水（PBS, 
pH 7.2）で1000倍に稀釈したポリクロナール抗ヒトSCウ
サギ抗体（DAKO）を50 μl加え，4 ℃で一晩放置し，コ
ーティングした。wellを0.1 ％ Tween 20加PBSで洗浄し
た後，1 ％ BSA-PBS 100 μlを各wellに加え，1時間，
室温でブロッキングした。さらに，wellを0.1 ％ Tween
 20加PBSで洗浄した後，細胞の培養上清50 μlを加え，
室温で1時間反応させた。wellを0.1 ％ Tween 20加PBS
で洗浄後，PBSで1000倍に稀釈したhorseradish peroxid
ase（HRP）標識ポリクロナール抗ヒトSCウサギ抗体（DA
KO）50μlを加え，室温で1時間反応させた。wellを0.1 
％ Tween 20加PBSで洗浄した後，10 mg/ml o-phenylene
diamine および0.01 % H

2
O
2
を含むsodium acetate buff

er, pH 5.0, 100 μl を各wellに入れ，室温で30分間放
置した。反応後，10μl の0.2 Ｍ H

2
SO
4
 を加えて反応

を停止し，microplate reader（Bio-Rad）を用いて490n
mの測定波長で吸光度を測定した。



(6) 特開２００３－２５９８８０

10

20

30

50

9
【００６２】６．Southern blot analysis
スクリーニングにより得られたpIgRの発現の高いコロニ
ーを75 cm2のフラスコを用いてコンフルエントになるま
で培養した後，上記のごとくgDNAを分離精製した。得ら
れたgDNAの10 μgをPstIおよびXbaIで一晩消化した後，
0.7 % agarose電気泳動法を行なった。ゲルの写真を撮
影後，アルカリ溶液（0.2 M NaOH, 1.5M NaCl）でgelを
処理してDNAを変性し，nylon membrane (amershampharm
acia biotech)に転写した。精製したNeo断片をAlphos d
irect labeling kit (amershampharmacia biotech)でal
kaline phosphataseをラベルし，probeとした。 membra
neをこのprobeと55℃で一晩，hybridizeした後，1st wa
shing buffer ( 2 M urea, 0.1 % SDS, 0.16 M NaCl, 
0.01 M MgCl

2
, 2 % blocking reagent, 0.05 M phospha

te buffer, pH 7.0)で, 60℃  10分間， 2回洗浄後， 2
nd washing buffer(0.05 M trishydroxyl aminomethan
e, 0.1 M NaCl, 2 mM MgCl

2
）で室温, 5分間， 2回洗浄

した。続いて，membraneにCDP star (amershampharmaci
a biotech)を滴下し，フィルムに2時間露光し，現像し
た。
【００６３】７．培養細胞からRNAの抽出
RNAはacid guanidinium thiocyanate phenol-chlorofor
m extraction methodを用いて抽出した。細胞を72時間
培養後，上清を除き，細胞をPBSで洗浄した後， 1 flas
k (75 cm2) あたり5 mlのsolution D（4 M guanidinium
 thiocyanate,25 mM sodium citrate,  pH 7.0）を加え
て細胞を溶解した。その後，22 gageの注射針と1 mlシ
リンジを用いてsolution Dを吸引排出し，DNAを機械的
に細断した後，15 mlの遠心管に移した。さらに，2 M s
odium acetate（pH 4.0）を0.5ml，フェノールを5 ml，
クロロホルムを1 mlを加えて良く混合し，氷中に30分間
放置後，4 ℃，1800 x gで20分間遠心分離して上層を回
収した。これに1 volumeのisopropanolを加え，-80 
℃，2時間静置後，4 ℃，1800 x gで20分間遠心分離
し，RNAを得た。RNAは70 % ethanolにて洗浄後，蒸留水
に溶解した。RNAを希釈した後，分光光度計（Beckman）*

10
* で260 nmおよび280 nm の吸光度から濃度および純度を
確認し，使用時まで-80 ℃で保存した。
【００６４】８．reverse transcriptase-polymerase c
hain reaction (RT-PCR)法
上記で得られたRNA 1 μgを，65 ℃，5分間加熱denatur
e後，氷中に5分間静置し，これにcDNA反応溶液としての
 ribonuclease inhibitor（Takara）1 unit，10 × RT 
 buffer (375 mM KCl, 15 mM MgCl

2
, 50 mM DTT, 250 m

M Tris-HCl，pH8.4) 1 μl，25 mM dNTP (amershamphar
macia biotech) 2 μl，10 × hexanucleotide mixture
 (Boehringer Mannheim) 1 μl，Rous sarcoma associa
ted virus-2 (RAV-2) reverse-transcriptase（Takar
a）0.5 Uをそれぞれ加え，滅菌蒸留水で10 μlに調整
し，42 ℃，1時間反応させた。その後，94 ℃，5分間加
熱して反応を停止させ，氷中で急冷し，cDNAを作製し
た。
【００６５】得られたcDNA 溶液1 μlに対して10 × PC
R buffer (500 mM KCl, 2 0 mM MgCl

2
，250 mM Tris-HC

l, pH 9.3) 10 μl，senseおよびanti-senseプライマー
 100pmol，2.5 mM dNTP 16 μl，Taq DNA polymerase
（Takara） 2.5 unitsを加え，滅菌蒸留水で100 μlに
調整した後，サーマルサイクラー（Perkin-Elmer Cetu
s）にて，以下に示す温度の周期変化を与えた。PCRはde
nature，94 ℃，1分間，annealing，55 ℃または60℃，
2分間，primer extension，72 ℃，3分間のサイクルを2
5または35回行った。増幅されたPCR-productは，0.7 % 
または1.6% agarose gel（Bio-Rad）を用いて電気泳動
を行い，エチジウムブロマイドにて染色後，image mast
er (amershampharmacia biotech)を用いて写真撮影を行
った。
【００６６】本検索に用いた各primerのシークエンスお
よびproduct sizeを表１に示す。なお， 各primerはす
でに発表された遺伝子配列をもとに作製した22-24)。
【００６７】
【表１】

【００６８】成績
本検索に用いたtargeting geneの構造を図１に示す。gD
NAとSLPI 5およびSLPI6のprimerを用い，PCR法を行った
ところ予想されるサイズ（2.5 kb）にそのproductが認
められた（図２a，lane 3）。このproductをpBluescrip
t II (T)に挿入し，得られたpalsmidをSLPIのprimer（S

LPI 5およびSLPI 6のprimer）を用いて確認した結果，p
lasmidにSLPIの遺伝子が挿入されていることが確認でき
た（図２a，lane 4）。さらに，このplasmidをKpnI, Xb
aIとPvuIで消化した結果，シークエンスから予想される
SLPIのfragmentを含む約3 kbとvectorのfragmentによる
約1.7 kbと約1 kbのバンドが認められた（図２a，lane 
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5）。また，BamHIで消化すると，約4.2 kb，約1.2 kbと
約0. 3 kbのバンドが，さらに，NdeIで消化すると600 b
pのバンドが認められた（図２b，lane 3および4）。こ
のplasmidから NdeI断片を除き，その部位にNeo断片を
挿入した。Neo断片を挿入したplasmidをKpnI, XbaI とP
vuIで消化して検討した。その結果，挿入前と比較し，v
ector由来の約1.7 kbと約1 kbのバンドのサイズに変化
はないが，約3 kbの挿入断片は約3.7kbと増加した（図
３，lane 3）。さらに，Neo断片に対するprimerを用い
てPCRを行った結果，目的のサイズのバンドが認められ
た（図３，lane 4）。以上の結果から目的のtargeting 
geneができたことを確認した。
【００６９】得られたtargeting gene をCa9-22細胞に
導入し，96 well plate を用いてgeneticinで選択を行
った。その後，上清中に分泌されたpIgRの量をELISA法
で測定し，発現の最も高い２個のコロニー（1E10細胞お
よび3E1細胞）を選び，さらに培養した。培養した細胞
からgDNAを分離し，Southern blot法を行なった結果，
両細胞ともXbaIで消化した場合，約4.8 kbの位置に強い
バンド（図４，lane 1および2）が，PstIで消化したと
き1.8 kbに強い，また1 kbに弱いが明らかなバンドを認
めた(図４，lane 3および4)。この断片のサイズはtarge
ting geneがCa9-22細胞のDNAにhomologous recombinati
onを起こしたとき，推測される値と同じであった。この
結果から，これらの細胞におけるSLPI遺伝子の発現をRT
-PCR法で確認した結果，controlとして用いたCa9-22細
胞にはSLPIの強い発現を認めたが，HT-29細胞およびtar
geting geneを導入して得られた1E10細胞および3E1細胞
にはSLPIの発現が認められなかった（図５）。これら２
個のクローンにおけるpIgRの遺伝子発現を検索した結
果，Ca9-22細胞ではその発現を認めなかったが（図６，
lane 2），1E10細胞と3E1細胞およびpositive control
のHT-29細胞にはpIgRの遺伝子発現を認めた（図６，lan
e 3～5）。また，これらRT-PCR法のinternal controlと
してβ-actinを用いたが，すべてのsampleに同じ強度の
遺伝子発現を認めた。
【００７０】1E10細胞および3E1細胞の培養上清中にお
けるpIgRの量をELISA法で定量した結果，Ca9-22細胞で
はblankと同じレベルの値を示したのに対して，両細胞
とも同様な量のpIgR蛋白の産生を認めた（図７）。
【００７１】なお、1E10細胞は、FERM P-18697として、
平成１４年２月６日付けで独立行政法人産業技術総合研
究所特許生物寄託センターに寄託してある。
【００７２】考察
pIgRは腸管，唾液腺，乳腺などの漿液性上皮細胞により
産生される分子量約80kDaの糖蛋白で，一般的に扁平上
皮細胞にpIgRの発現は認められていない1,2,25)。しか
し，同じ上皮細胞でありながら，この発現の相違がどの
ような機構によってregulateされているかは明らかにさ
れていない。pIgRの発現調節機構を解明する目的からHT
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-29細胞，Caco2細胞やT84細胞などの大腸癌由来培養細
胞が用いられ，多くの検索が行われた3-7)。その結果，
これらの細胞をTNF-α, IFN-γ,IL-4, IL-6などのサイ
トカインで刺激すると，pIgR遺伝子および蛋白レベルで
の発現が増加することが報告されている3-7)。また，pI
gRの発現機構は，その遺伝子配列の検索からNF-kBが深
く関与していることが報告されている5,6)。その発現機
構はHT-29細胞をTNF-αで刺激するとp50およびp65が転
写開始近傍のNF-kBモチーフに結合し，pIgRの転写が開
始されることが明らかにされている7)。
【００７３】一方，SLPIの局在については呼吸器，唾液
腺，胃，腸管，膵臓，肝臓，泌尿器，生殖器，乳腺，涙
腺，甲状腺，胸腺，骨髄，リンパ節，脾臓など多くの組
織でin situ hybridization法および免疫組織学的に検
索されている12-15)。その結果，SLPIは呼吸器では気管
の漿液細胞とクララ細胞に，唾液腺では耳下腺および顎
下腺の漿液性腺房細胞および子宮頚部の粘液腺に存在す
るとされているが，脾や肺胞上皮では認められていない
12-15)。また，腸管の検索ではSLPIの局在は認められて
いなかったが，近年になりpaneth細胞とgoblet細胞にの
み発現し，吸収上皮細胞には局在していないことが明ら
かにされている12)。しかし，colonic adenomaでは約半
数に発現しているとの報告もある14)。
【００７４】皮膚の扁平上皮細胞はSLPIを発現してお
り，正常状態では顆粒層に認められ，lesional psoriat
ic epidermisや創傷の治癒の際にはその発現が増加する
とされている15)。また，正常皮膚のケラチノサイトを
培養し，ウシ胎児血清を加えるとSLPIの発現が増加する
ことも報告されている15)。さらに，大腸癌や扁平上皮
癌由来の培養細胞を用いてSLPIの検索が行われ，pIgRの
発現が認められない肺の扁平上皮癌由来のHS-24や 肺胞
上皮細胞由来のA549にその発現が認められている
9,15,26)。また，大腸癌由来の培養細胞HT29-Cl.19A細
胞, Caco2-BBE細胞, T84細胞および正常の大腸と十二指
腸におけるSLPIの弱い遺伝子発現がRT-PCR法で認められ
たとする報告17)もある。しかし，本研究では口腔扁平
上皮癌由来のCa9-22細胞にはSLPI遺伝子の発現が認めら
れたが，大腸腺癌由来のHT-29細胞には認められなかっ
た。
【００７５】マクロファージはSLPI遺伝子を多量に発現
していることが知られている27,28)。Dingら27,28)はマ
ウスのマクロファージを用い，そのLPS感受性とSLPI遺
伝子発現との関係を検索した。その結果，LPS感受性の
マウスのマクロファージではSLPIがLPSに対する反応を
阻止していることを報告している。福田29)は腸管には
膨大な数の細菌が生息していることから，HT-29細胞をL
PSで刺激し，pIgR遺伝子の発現について検索した結果，
LPS刺激はpIgR遺伝子の発現を増加するとしている。本
研究の結果，pIgRを恒常的に発現しているHT-29細胞に
はSLPIの発現は認められなかった。このことはHT-29細
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胞をLPSで刺激した場合，SLPIを介してLPSに対する反応
を阻止することができない可能性を示唆している。従っ
て，福田29)が報告するごとく，LPSの刺激によりpIgRの
発現が増加したことと良く一致する。しかし，HT-29細
胞に対するLPS刺激を伝達するLPS receptorについてはC
D14やtoll like receptorの発現などについて少数の報
告30-32)があるのみで，どのようなLPS receptorが関与
しているか明らかでない。
【００７６】SLPIは肺胞マクロファージにおけるNF-kB
活性には関与しないが，肺胞上皮細胞ではIkBβの増加
を促進し，NF-kBの活性をも抑制することが報告されて
いる8)。HT-29細胞などがIL-1やTNF-αで刺激されるとN
F-kBが活性化され，蛋白合成が増加するようにな
る33)。一方，このような刺激がないときは必要ない蛋
白の発現を押さえるべくNF-kBの活性はIkBα, IkBβ, I
kBε, IkBγ, Bcl-3, p1054およびp100などからなるIkB
 familyによって抑制されている33)。細胞をIL-1βやTN
F-αで刺激するとIkB kinaseが活性化され，IkB がリン
酸化された後，degradeされ，IkBの作用を阻害し，その
結果，NF-kBが活性化する33-35)。本研究ではNF-kB活性
がup-regulateされていると考えられるHT-29細胞にSLPI
の発現が認められず，IkBは抑制されていると推測され
る。これに対して，Ca9-22細胞ではSLPIの発現が認めら
れ，NF-kBは抑制され，IkBがup-regulateされているも
のと推測される。このことはCa9-22細胞をLPSで刺激し
てもpIgRの発現が起こらないという結果，さらに，HT-2
9細胞においてはLPS刺激によりpIgRの発現の増加が起こ
るという結果と一致する29)。さらに，targeting gene
をCa9-22細胞に導入し，SLPIの遺伝子発現を抑制した結
果，pIgR遺伝子の発現がみられるようになった。このこ
とはSLPIがpIgRの遺伝子発現に深く関係していることを
示唆するものと考えられた。しかし，細胞の刺激伝達機
構におけるプロテアーゼの関与についてはユビキノンな
どがわずかに知られているだけであり，刺激伝達機構に
おけるプロテアーゼおよびプロテアーゼインヒビターの
関与についてはほとんどわかっていない36,37)。
【００７７】一般にgene targeting法は目的の遺伝子の
targeting geneをES cellに導入し，homologous recomb
inationを起こさせ，蛋白の発現を抑制することによっ
てその蛋白の機能を検索する方法である。ES cellを用
いるgene targeting法ではgeneticinで選択した後，生
き残った細胞からgDNAを抽出し，Southern blottingの
結果からhomologous recombinationが起こった細胞を選
択している。しかし，今回はpIgRの分泌量からselectio
nを行った。一般にES細胞を用いる場合，homologous re
combinationを起こす確率は10-7～10-8であるとされて
いる。本研究では1ｘ107個のCa9-22細胞を用いて，2個
のクローン（1E10細胞および3E1細胞）が得られた。従
って，確率的にも実験方法としては有用であり，図４に
示したごとく得られた両クローンにhomologous recombi
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nationが起こっていることも明らかであった。
【００７８】今回，本検索ではこの手法を培養細胞に取
り入れ，特異な蛋白の発現を抑制することでその機能を
検索した。その結果，培養細胞を用いることで，knock 
outmouseを作成しなくても簡単に蛋白の機能を検討する
ことが可能であることが明らかになった。
【００７９】結論
SLPIの上皮細胞における機能を検索する目的から，secr
etory leukocyte protease inhibitor (SLPI)のtargeti
ng geneをpIgRの発現を認めない口腔扁平上皮癌由来のC
a9-22細胞に導入してSLPIの発現を抑制し，以下の結果
を得た。
1. Ca9-22細胞にSLPIのtargeting geneを導入し、pIgR
の分泌量の高い２個のクローン（1E10, 3E1細胞）を得
た。
2. Southern blot法により、1E10および 3E1細胞にtarg
eting geneのhomologousrecombinationが認められ，Ca9
-22細胞のSLPIの発現を抑制した。
3. Ca9-22細胞におけるSLPIの発現を抑制することでpIg
Rの遺伝子発現が発現した。
4. SLPIの発現を抑制した1E10および 3E1細胞ではELISA
法によりpIgR蛋白の産生が認められた。
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【００８１】
【発明の効果】本発明の方法の利点としては、以下のこ
とが挙げられる。
１．ヒトを含む哺乳動物の培養細胞を用いることによ
り、その生物における遺伝子およびタンパク質の細胞レ
ベルでの機能を直接調べることができる。
【００８２】２．ターゲッティングＤＮＡの作製に遺伝
子増幅技術を用いることで遺伝子のスクリーニングなど
を行わなくても、遺伝子の配列さえ明らかにされていれ
ば、どのようなタンパク質のターゲッティングＤＮＡも
容易に作製可能である。
【００８３】３．ELISA法を用いて、遺伝子の組換えが
起こった細胞の確認を行うことにより、今までのように
多くの労力を使うことなく、培養上清中に放出されたタ
ンパク質を操作が容易で多数の検体を一度に扱えるよう
になった。
【００８４】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
      
<110> NIHON UNIVERSITY
<120> A METHOD OF PREPARING MAMM
ALIAN CELLS HAVING A
      DISRUPTED GENE AND A METHOD FOR ANA
LYZING FUNCTIONS OF
      GENES
<130> P01-068
<140>
<141>
<160> 8                             
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
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<400> 1
ttggcctcat agccttacct ggcataggaa        
                          30    

  
<210> 2
<211> 29
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 2
aacgaatcac agaagcagga tgtgcaaag          
                         29    

  
<210> 3
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 3
actcctgcct tcaccatgaa                             
                20    

  
<210> 4
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 4
cattcgatca actggcactt                             
                20    

  
<210> 5
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 5
ttgtctccct gaccctgaac                             
                20    

  
<210> 6
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 6
caaattccct ggagttctcg                             
                20    

  
<210> 7
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 7
ttccagcctt ccttcctgg                               
               19    

  
<210> 8
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: synthetic DNA
<400> 8
ttgcgctcag gaggagcaa                               
               19    

19
【００８５】
【配列表フリーテキスト】
【配列番号１】
【００８６】配列番号１は、SLPI 5のプライマーの塩基
配列を示す。
【００８７】
【配列番号２】配列番号２は、SLPI 6のプライマーの塩
基配列を示す。
【００８８】
【配列番号３】配列番号３は、SLPI 1のプライマーの塩
基配列を示す。
【００８９】
【配列番号４】配列番号４は、SLPI 2のプライマーの塩
基配列を示す。
【００９０】
【配列番号５】配列番号５は、pIgR遺伝子増幅用のプラ
イマー（5'末端側）の塩基配列を示す。
【００９１】
【配列番号６】配列番号６は、pIgR遺伝子増幅用のプラ
イマー（3'末端側）の塩基配列を示す。
【００９２】
【配列番号７】配列番号７は、β-actin遺伝子増幅用の
プライマー（5'末端側）の塩基配列を示す。
【００９３】
【配列番号８】配列番号８は、β-actin遺伝子増幅用の
プライマー（3'末端側）の塩基配列を示す。
【図面の簡単な説明】
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【図１】SLPI targeting geneの導入の模式図。
【図２】SLPI PCR productおよびSLPI-pBS plasmidの解
析。
a : lane 1：l HindIII, lane 2：φX174 HaeIII, lane
 3：SLPI PCR product,  lane 4：PCR法によるSLPI遺伝
子の確認,  lane 5：SLPI-pBSplasmid のXbaI-KpnI-Pvu
I消化
b : lane 1：l HindIII, lane2：φX174 HaeIII,  lane
 3：SLPI-pBSのBamHI消化, lane 4：SLPI-pBSのNdeI消
化
【図３】Targeting gene の解析。
lane 1：HindIII, lane 2:φX174 HaeIII, lane 3：SLP
I-pBS plasmid のXbaI-KpnI-PvuI消化, lane 4：PCR法
によるNeo断片の確認
【図４】gDNA Southern blot 法による解析。
lane 1：1E10細胞のgDNAをXbaIで消化
lane 2：3E1細胞のgDNAをXbaIで消化
lane 3：1E10細胞のgDNAをPstIで消化
lane 4：3E1細胞のgDNAをPstIで消化
【図５】RT-PCRによるSLPIの発現の解析。
lane 1：φX174 HaeIII,  lane 2：Ca9-22細胞,  lane 
3：1E10細胞,  lane 4：3E10細胞，lane 5：HT-29細胞
【図６】RT-PCRによるpIgRの発現。
lane 1：φX174 HaeIII,  lane 2：Ca9-22細胞,  lane 
3：1E10細胞,  lane 4：3E10細胞，lane 5：HT-29細胞
【図７】ELISA法による培養上清中のpIgRの測定。
培養上清中のpIgR量を測定した結果，1E10細胞および3E
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1細胞の両細胞ともCA9-22細胞およびblankの吸光度と比*
22

*較して約1.5倍の値を示した。
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