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要旨

G タ ン パ ク質共役費容体 で ある ア デノ シ ン 鬼昌受容体 (慮墨ゑ濃) を芸対す るア ン ダ ゴ = ス トぼ

噂息や ア レ ル ギ -

疾患に対す る治療薬 と して 注目 きれ て い るが
､
をヂっ 菌類 鬼3 慮琵蔓≡対す るア

ン タ ゴ ニ ス トが存在 しな い た め に マ ウス や ラ ッ トを涌い た i n 由 o 評価試験が行 えず 与 医薬

品と して の 開発 は未 だ蓬展 して い ない o そ こ で 本研究 で は ､ ヒ ト 鬼3 鬼義 ア ン タ ゴ ニ ス トの 評

価が 可能 なモ デ ル 動物 と して ､ 鞄色体上 の ゑ3 鬼瓦遺伝子 を ヒ ト ゑ蓮鬼温配列に置換 した マ タス

を作製 したo しか しなが ら､ マ ウス 体 内にお い て ヒ ト A 3鬼毘 は pぬo 昏p態oi n 如 法皇d e 昌一ki 汲 盈 紀

(P王3 毘) γ を介 した シ グナ ル 伝達経路を活性柁ず る 三 とが 出来ず ､ ヒ ト 鬼3鬼盈 と特定の 守

タス G タ ン パ ク質との カ ッ プリ ン 列 こ絃種差が存在する こ とが 明らか とな っ たo 次に我 郎 ま､

こ の種差 の 問題 を克思す るた め ､ 染色俸上 の 鬼3 鬼R 遼伝子 をキメ ラ 鬼3 為義 配列 (藤娘内儀域

は マ ウス A 3 A R 配列 ､ そ れ以外ほ ヒ ト 慮3 Å濃 配列 より成 る) に置換 した マ ウス を傍襲 した o

マ ウス 体内にお い て キメ ラ A 3 A R は P 王3 濫 γ を介 した シ グナ ル 伝達経路を正常 に活性化 し､

ニれらの 活性 は ヒ ト鬼3 A 玉将異的ア ン タ ゴ ニ ス トに よ っ て 完全 に抑制 され る こ とを確認 した o

さらに我 々 軌 ア ポ ユ タ オジ ン 発現 マ ウ ス お よぴ キメ ラ A 3 ÅR 置換 マ ラス を涌 い て ､ 降級をこ

お ける A 3 A R の機能的発現 を初 めて 発見 した o 奉研究 で停車 した 卑メ ラ Å3ÅR 置換 マ ウ ス ほ ､

ヒ ト A 3 感 ア ン タ ゴ ニ ス トの薬理評席が 可能恕唯 一

の
”

鬼3Å混 ヒ 卜すヒマ ウス
'プ

と して 有周 で

あるとともに ､ 未 だ不 明な点の 多い Å3ÅR の 生理学的解析を行う上 で も葬常に強力なツ - ル

となると考 えられ る｡



緒論

G タ ン パ ク質共役受容体 ( G P C 蕊 = ま多種 多様 な生歯現象を三関卑 して旨､ る 三とが 報告きれ

て い る受容体 で あり ､ それ ゆえに稀 府 な疾患に封ず る治療薬 の標的と しても注目を集め て旨㌔

る 1 議 o 実際､ 現在市販 きれ て い る医薬品 の 5 O % 炭よ ほ 鎧菅e 監 を標的と した治療薬 習 ある こ

とが 知られて い る きラo

医薬品 の 開発遠軽に溶 い て ､
妄ず っ 菌類を伺 い た前鑑床試験捻医薬品 湊堵4ヒ食物 の 皇n 威 ∇o

評儀を行う上 で非常に重要 なス テ ッ プで あるB しか しなが ら､ G P C 監 に対するア ゴ ニ ス 鞍や

ア ン タ ゴ ニ ス トの親和性着こ絃 ヒ トとぼ っ 菌類 の 間 で種差が観察され る ニとが多く ､ そ の 結果

ヒ ト G P C 混 蔓こ謝す る化合物がをヂっ 菌類 モ デ ル で 評価出来 ない と い う ことが しぼ しば見受をす

られ る 8) o 特に ､ ア デノ シ ン受容体の 1 つ で あるア デ ノ シ ン A 3 受容体 (鬼男ゑ監ラ 経 ､ ヒ トと

をずっ 歯舞 間で の ア ミノ酸 レ ベ ル で の相 同性 7 4 % と低 い ことが知られて お 琴 く通常 招 鎧P ぢ混

にお ける ヒ トとをヂっ 菌類間 で の 相同牲 絃 鮎 -

9 5 % ) ､ こ の 間題に 強く直面 して い る 郎) o

生体内に溶 い て ､ ア デ ノ シ ン は そ の受容体 を介して様 身 な生理現象 に関与する こ とが知 ら

れ て おり ､ 現在ま で に 4 種類 の G P C R がア デ ノ シ ン 受容体と して単離されて い る ( ア デノ シ

ン Å1
､
Å望見 ､ Å2 B ､ お よ び Å3 受容体) ‰王0) e Å3 ゑ盈 結 G y o タ ン パ ク質が索 ッ プ リ ン グず る

G P C 混 で あり､ 眉や精巣 ､ マ ス ト細胞や額粒球 を飴 め ､ 多くの 勝者 にお い て も広く そ の発現

が確認 されて い る 8
- i 労

o ア デ ノ シ ン などの リ ガ ン ドが結合す る こ とに より落性イヒきれた 鬼3 鬼瓦

は ､ p h o 8 P h o 払p a 昏e a (P L C ) βを介した細鹿内 C 急か豊 の 上昇や p払o 8 P 態oi n 窃壷畠逮e 3
- k i n 盈 紀

( P Ⅰ3 監) の ク ラ ス 王B ア イ ソ フ ォ ー ム である PⅠ3 監 J

Y の 活性化を欝聾す る こ とが 知 られ て い

る 1 8
- 18)

o ゑ3 A 濃 に よ っ て 活性化された PⅠ3 監 γ ほ ､ p T O 臨i n k i n 盈畠e B ( P 琵B o 別名 鹿毛ラ や ､

m it 樗 e n
-

a eti v 最短d p T Oもei n ki n a 8 e ( 班ゑぞE ) フ ァ ミ リ
-

で あ る e x 毛雷魚C e n 由盈T

s皇g n ai
-

r e 琶滋 a七e d k i n a 紀 il望 (E 監笈ii2 o 別名 p 4 望j4 4) や p 3 8 恕 どの リ ン 酸化 を引 き起 こ し､

細胞増殖や ア ポ ト ー

シ ス ､ 細胞周期などを制御 して い る と考えられて い る 呈屯 郎 ‰ 望急) o また ､

A 3 鬼R に よ っ て活性化きれ る P 王3 監γ を介 した シ グナ ル鐙達経絡は ､ 王g E 潜 よ ぴ抗原特異的守

ス ト細厳にお量子る親類粒 の増強や 鬼3ÅR の細鹿内移行などを引き起こすた めに も重 要で ある

ことが報告されて い る 2 8 腐 o

鬼3 Å混 と疾患の 関連に つ い て ､ 現在まで数多くの 韓告が行 われて い る o B謎争む頗 ､ 血管に

お ける ゑ鮎もR の 発現溶 よぴそ の予測され る榛能よ り ､ ゑ3 鬼混 に対す る絶食幼が蔚 や心癖 にお

ける抗虚血症 の保護剤とな撃得る可能性が考 えられて い る 7きo また ､ 様 身 なガ ン 細厳に 溶 い

て 鬼3 鬼R の 発現上昇が観察され る ことよ撃 ､ 鬼3 鬼汲 絃抗ガン邦 搾標的と して も注 目 を集椿 て

い る 望5
- 望7)

o さらに近年 ､ マ ス ト細胞や Å3 鬼昆 の ノ ッ クア ウ トマ ウス を伺 いた 実験よ り ､ 鬼3 鬼監

ア ン タ ゴ ニ ス トは噂患や慢性 閉塞性肺疾患 ( C O ㌘D) な どに対す る新規治療薬とな 哲得 る こ

とが強く示唆され始 めて い る 6 , 7 盈 2 & 遥3) o

こ の ような背景 の 下 ､ 鬼3ゑ急 に対す るア ゴ ニ ス トお よぴア ン タ ゴ 芸 ス トの 探索が 行われた

結果 ､ 現在まで に様 々 な化合物が単擬されて きた 6 ･7) o 我 身 も ､ 噂息や ∈O P D に対す る治療

薬の俵靖化合物と して ､ 非常 に強力怒 ヒ ト 鬼3 鬼民 ア ン ダ ゴ ニ ス ト 琵ぎ望6 7 写苧 を単乾 した 輔 車

しか しながら ､ ヒ ト 鬼昌A R に対す る強力なア ン タ ゴ ニ ス ト ( 魔 慈 8 . 1 n 誠
､
オ -

ダ
-

き は ､ をヂ

つ 菌類 Å3Å混 に対 して i O O O 倍以土襲 い親和性 しか示 きず､ 売口えて皐ヂっ 菌類 鬼議鬼毘書こ対ず る

ア ン タ ゴ ニ ス トほ 盈 債が好期 オ
ー ダ - i;A よと葬驚喜こ弓艶 ､ 絶食物 しか 見出き絶て も㌔な い S サマラo そ

@



の た め ､ をヂっ 菌類を周 い た 鬼3 鼻翼 ア ン タ ぎ = ス 鞍 荷 主毘 Vi ▽e 評儀を行う ニ 藍揺事業史 不可能

で あり ､ この こ とが治療薬と して の 鬼3 鬼農 ア ン ダ ゴ 芸 ス ト将 開発が索だ遼展 して い なも㌔東き

な原因とな っ て い る 7) e

そ こ で 本研究 では ､ ヒ ト鬼3良民 ア ン タ ぎ ニ ス トの 評価が 可能 な尊 デj レ ギ タス と して ､ 鬼3 盛盈

ヒ ト化 マ ウス の 造成を開始ず る こ とと した e まず尊 皇牽をこ溶 い で我 考 経 ､ マ ラス 鬼遠慮温遺伝

子 をヒ ト墾に置換 した
"

ヒ ト Å3Å混 置換 マ ウス
写'

を作製 した o しか しなが ら､ マ タ ス 体内着こ

溶 い て ヒ トÅ3 Å瓦 経 P王3 琵 γ を介 した シ ダナjt , 伝達経路を活性柁ず る 三とが出来ず ､ P 王3 琵 γ

の 活性化をこ関与する マ ウス G ijB タ ン パ ク質 は ヒ トゑ3 盛盈 に カ ッ プリン グ出来恋い
-

野能性が 示

唆 きれた o ニの 問題 を寛厳す るた めに ､ 第 2 牽にお い て我 身 は ､ マ タス ゑ3慮澄 渡蓉子 をヒ ト

j マ ウス の 卑メ ラ A 3 ÅR ( 細浪内儀域は マ ウス Å3 鳥混 配列 よぅ成り ､ 練飽外商域お よぴ藤盤轟

領域は ヒ ト A 3鬼瓦 配列 か ら成 る) に置換 した
``

キメ ラ 鬼3 盈混置換 マ ウス
''

を作製 し評鹿を行

つ たo そ の結果 ､ キメ ラ A 3 ゑ混置換 マ ウス 捻 ヒ ト Å3 Å混 ア ンタ ゴ ニ ス ト搾評価 を行 うニ との

出来 る
``

鬼3 A R ヒ ト化 マ ウス
''

で ある こ とを証明 した o 最後 に第3 牽で 揺 ､ 細飽内 e a 望
ヰ

蔑の

変動 をモ ニ タリ ン グ出来る マ ウス と し て ユ タオ ジ ン発現 マ ウス を作製 し､ こ の マ ウ ス を用 い

る こ とに よ っ て 経線に お ける 鬼3Å監 の機能的発現 を初めて 発見する ことが 出来た o ま た ､

Å3 Å琵 ヒ ト化 マ ウス 由来好感 にお い て ､ A 3 Å盈 ア ン ダ ゴ ニ ス トを伺い た 鬼3 Å混 の孝幾態解析を

行 っ た o 奉研究 で作製 した 鬼3鬼瓦 ヒ ト稚 マ ウス は ヒ ト鬼8 威 ア ン タ ゴ ニ ス トの薬 理評蔵 を行

ラ
.
た 椅 の 唯

一 の モ デ)i ,動物と して 葬常に有用で あると ともに ､ 未だ不明な長の 多 い 鬼き鬼濃 の

生理学的解析を行う上 でも強力なツ - ル となると考えられ るo



第 玉章 巳 ト 鬼3 鬼最澄換 守 タ ス 形 作袈と評儀

1 -

1 . 萎ま じめを≡

盈3 鬼監 に対する ア ン タ ゴ ニ ス ト捻 ､ 噂息やア レ ル ギ
-

疾患をこ対する治療薬 と して期待きれ

て お り ､ 現在 ま で に多数 の 柁食物が ス タリ - 芸 ン グきれて い る 亀守,空き5望8
- B き)

o しか しなが ら ､ ヒ

ト 鬼3 鬼混 ア ン ダ ゴ ニ ス ト結をずっ 歯舞 の ゑ3 鬼毘 に対 して畿も§親和性 しか示 きず ( ヒ ド 盈8 盛R

と比 べ て 1 O O O 倍以上要約 ､ラ､ 与ずっ 歯舞 の Å3鬼昆 に対す る効果的なア ン タ ゴ = ス トも来だ見出

されて い ない 6 ･やB そ の た 軌 Å3 Å濃 ア ン タ ゴ ニ ス 卜者ま医薬品の初期開発 ス テ - ジに お い て逆

襲 で あるをずっ 菌類を用 い た i n vi v o で の前臨床評儀 を行 うこ とが 出来ず ､ 三 の こ とが 鬼8 鬼荒

ア ン タ ゴ ニ ス ト の 医薬品と して の 開発が 遅れて い る大きな要因とな っ て い る 7ラe そ こ で 奉牽

で は ､
ヒ ト Å3 Å農 ア ン タ ゴ ニ ス トの評価責竃可能な号 デ)i ,動物と して ､ 染色体上 の 鬼3 ゑ混 遼蓉

子 を ヒ トÅ3 ÅR 配列に置き換 えた
”

ヒ ト鬼3 Å温置換マ ウス
'ラ

の 作製お よぴそ の評庸 を行 っ た e

1
- 2 . 実数材料お よぴ方蔭

1 ) 童な試薬

･ 放射線標識 A 3 ÅR 特異的 ア ゴ ニ ス ト

顔
-(4 -

a n i n o
-

3
-【1 望5王】i o d 盛 e n 野冶 a逮e n o si x i e ぜ

- H ･ m e 也yi 野 O n 盈血豆盛e ( 搾王3A B
･

肥 e 腐 7き

ア マ シ ャ ム より購入 した

I A 3 速記 特異的ア ゴ ニ ス ト

( 蘇 +響-

p h e n yli 紺 P T O p yi a d e n o 8i n e (( 激 P‡廃 ワ)

シ グマ よ野購′九 した

･ 鬼3 ゑR 特異的ア ゴ ニ ス ト

盟
-

eh i o r o - A P ･( 3 -

i o 盛oもe n 野 馳d e n o 昏i n e
-

轟
'
･ N ･

m e 地yl
-

瞥 O n a m 皇逢e ( e王･‡B 一 対丑監お 7〉

協和発酵二 葉 (凍き 医薬研究セ ン タ -

にて合成 した

書 ヒ ト A 3 A 箆 棒異約ア ン タ ゴ ニ ス ト

望
-(鍾- b r o m op h e n yi)

･

7
, 8

一

曲 y 由o せ p 君O P yl
-

1 慶i n i速急芸0 晩I -

13 p 駆i n
-

5 く速遜 -

o n e

戯あy d f O e hi o 畠d e I( E ぎ2 6 7 7 押 f 細

協和発酵 二葉 (樵) 医薬研究セ ン タ - にて合成 した

･

望,4 ,6
-

t Ti 由七どO p h e 野1 ウ シ息 清ア ル ブミ ン (T 討デ
ー B S 鬼)

ヨ ス モ バ イ オより康一丸 した

･ 抗
'

T N P 王g E 抗棒

杭 T N P 王g E 抗体 を生産す る マ ウス B ジ ン パ 球細胞殊 くゑ警C C 番号 : T ‡選
一

急速望き の

無魚津鰭巻上清 より ､ ゲル ろ過カ ラム を層旨ヽて精製 した

2 ) ヒ ト A 3 Å盈 c D 鮎 ク ロ ー ニ ン グ

市巌 の ヒ ト肝療 p 窃Iy A
＋

監甜A (イ ン ビ トロ ジ ュ ン) 4 拷 を鋳型と し､ S 甘㌘富民 S e 混王P T

P r e a m p 態患e 盈鮎 n S y 醜e m 払r 昆芳容も s恵T a n 達c D 国魚 S y n 払 e 島i 昏∈イ ン ビ ト ロ ジ 諾 ン) を凋む
､ て

00

素顔 e D 討盈 を合成 したe

-

奉鎖 e D 討Å を 0 , 5 担 含む 望8 拝1 の 反応韓 (P y 君O b e 盛 転顎魚 雷､ e .望 n 誠 漸 腎P 轟､ O , 5 単位

の P y T 盛 e sもp o抄嘘 e 雷盈8 e ( タカ ラ バ イ 郎 ､ 各 o . 5 印加 の プライ マ
- 奴盈昏(5

事
-
r

T A e 鬼g 鬼 C 鍔 腰 e

6



警官g e r g g C T C 鬼ぢ
･

3
'

) お よぴ 放逸昌 ∈5
夢
- e 魚雷琶e e e T e 磯 警酢 習晋g 警管g 戯

一

瞥夢
一

郎 げ ロ

リゴ)ラ を調整 し､ 9 複驚 で i 分間 ､ 6 8
Q

c で 望 分間 か らなる反応 を呈 サイ ク ル と して 計 3 8 サ イ

ク ル 待 っ た 8 P C 混 反応後､ 全量 を i , 5 % ア ガ ロ - ス ゲ舟電気泳動妄こ供 し､ 約 1 事O
-返態 の i3 討鬼

断片を唱法q 由c k G el E 恵漁 民ぬ o n k i毛 ( 率ア ゲ ンき を 郎 ､ て封収 した¢ 七驚 で得た 望5 e 喝 の

ヒ ト Å3 A 温 c D N 鬼 を普む D N 鬼 断片を ､ 5 0 喝 の プラ ス ミ ド夢T 7 B呈硯e 苧 V e e 樋野 ( タ 寿 ラ バ イ

オ) と共 に 1 0 拝L の蒸留永に溶解 し､ L i琶盈鮎 n h i夢h (発揮紡) を i O 幽魂 え 1 6 ℃ で 望 時間連

結反応 を行 っ た o 続 い て ､ 上記連結反応 で得 られた級換えプラ ス ミ ドを摘も､ て 丸掻薗 D H 5

α ( 棄揮紡) を形質転換きせ た後 ､ ア ン ピ シ リン 耐性 ヨ 日 = - より 喝I A p r e夢§声量n 娩 n ip 君e P

監主毛 ( 卑 ア ゲン) を伺 い て プラ ス ミ ド D 対Å を単離 した o イ ンサ
- トの 有無結 ､ ア ガ ロ

- ス 電

気泳動 によるサイ ズ比較 に より凍課 し､ 塩基配列経 D 討鬼 シ
-

ク エ ンサ ー 鬼迅Ⅰ P 昆王S 翫 昌7 7

お よび B ig 33 y e T e r n li n a ぬ T C y cl e S e q ti 柁 C主記者 温e a 逮y 監e 急eii o n 荒立も V e r .望 ( ア プ ラ イ ドバ イ

オ シ ス テ ム) を使用 して 決定 したo シ
ー ク エ ン ス プライ マ - にほ ､ R i 1 3 p Ti n e T H 逮 (5

'
-

g T T

T T C C C Å g T C Åe g ÅC
- 冒) ち M 1 3 p ri m e r 罵Ⅴ ( 5

'
- C A g g 鬼鬼鬼C 鬼誓C T 腰 g 鬼e

-

3
き

) 似 上 ､ プ

ロ リ ゴ にて 合成) を使用 した o 以下 ､ 上記 で得 られた ヒ ト 鬼3盈混 c D 尉鬼 を含む プ ラ ス ミ ドを

T A 屯Å3 R と称すo

3ラ 鬼3 ÅR 遺伝子 を含む マ ウス ゲノ ム D 斑Å の 取得お よび解析方法

1 2 91S v E v 系碇 マ ウス ゲ} ム D N Å ライ ブラリ ー ( ゲノ ム シ ス テ 滋 ズラ よ野 鬼3 鬼混 遺伝 子

を有す るク ロ
ー ン をゲノ ム P C 現 に よ っ て ス タ 1) - ニ ン グす るた め ､ マ ウ ス Å鮎藍盈 の 芸 ク ジ

ン 1 の塩基酉己列 3番ラよりセ ン ス プライ マ ー

(5
'
･

盈g C 腰 g g Å鬼冨t3 C 幽£ 盈鬼C 鬼t;e 鬼& 3
'

) とア

ン チ セ ン ス プ ライ マ - (5
'
･ T A C C T 欝ÅだT g T e 軸だ T T g 鬼e G C 欝

一

議
'

) の プ ライ マ - セ ッ 声宕釣

O ･ 3 6
- 払 の増幅 バ ン ドが検出される) と ､ セ ン ス プ ライ マ ー

鮮 警夢管葦終e ㍍ e ℃亀ゑだ管警G T

g g
-

3
'

) とア ン チ セ ン ス プライ マ - (5
'
- t3A 富 T T T 奮鼻だ T e 鬼 m e T 鬼C 欝

･

3
'

) 野 プライ マ - 暫

ツ ト ( 約 o .5 6 ･ 地 の増幅 バ ン ドが検出され る) を設計 し恵 o 上髭プ ライ マ ー 経 ､ プ ロ ジ ゴ蔓こ

て合成 した o 上記プ ライ マ
ー

セ ッ トをゲノ ム D N 鬼 ライブラリ - P C 温 ス ク リ ー ニ ン グサ - ど

ス (倉敷紡績) - 送付 し､ 上記 2 セ ッ トの P e 監 で 陽性を示 す マ ウス 33 鞘Å 導Å p B e五o B 盈e 証

プラ ス ミ ドを購A した (受付 ロ ッ ト番号 : G S l 1 9 9 望3 8 ､ ク ロ ー

ン番号 : 望0 7 挽望)) o

上記の p B ei o B ゑC Ⅱ プラ ス ミ ド 5 将 を E e o R I に て切断 した の ちア ガ ロ
-

ス ゲ ル 電気泳動

に供 し ､ ニ ク ソ ン 1 領域を含む約 9 . 8
- k b の D 河鹿 断片お よぴ 芸 タ ブ ン 2 領域 を含む約 6 . 5

一恵も

の D N Å 断片 をQ 王Åq 血塊 G el E x 毛君最盛 o n 汝辻 を用 い て 珂敬 した o

上記 で得た 各 E e o R 王断片 1 8 喝 を E c o R 王 で畷紛擾 ､ ウ シホ腸由来ア ル カリ轟 ス フ ァ タ
-

ゼ ( タカ ラ バ イ 郎 で巌ジ ン酸化 した プ ラ ス ミ ド p Bl u e 紀 君睦もⅡS 監くう ( ス トラタ ジ
-

ンき 凄8

喝
J
と共に 1 0 拝1 の 蒸留永に溶解 し､ L ig 急転 n h i 轟 を まO 担カ日え 王6 驚 で 3 時間連結反応を行

つ たo 続 い て ､ 上記連結反応 で得られ た観換えプ ラ ス ミ ドを伺 い て 尭腸菌 D 琵昏 α を彰質転換

させ た後 ､ 得 られた複数の ア ン ピ シジ ン 耐性 ヨ ロ ニ - より Q 鞄 T e P S p 由 H i n 皇p F e P 私宅 を用

い て プラ ス ミ ド D 討Å を単離 した o イ ン す - トの有無娃 ､ ア ガ ロ
- ス 電気泳動をこ£ るサイ ズ

比較に より凄賢 した o 32X 下 ､ 上記 で 得られた 守 タス 盈8 鬼盈凄伝子の 芸 タ ジ ン i 領域を含むプ

ラ ス ミ ドを野B S
-

e x 呈､ エ ク ソ ン 望額域を含むプラ ス ミ ドを p B S
-

e 霊宝 と称すe

逮) ヒ トÅ3 A 盈相 国組換えベ ク タ - の 構築



マ ウス 鬼3 ÅR 逮伝子 をヒ トÅ3鬼民 ef) 国展藍夢弓をこ置換ずる 恵め 形 相閉経換 え ベ ク タ -

と して ､

以下ぎ乙示す
盲

6 つ の 誌 ニ ッ 旨か ら成る 巳 ト 鬼3 鬼琵 相同艶換 え ベ ク タ
-

を設計 した (囲 ま･

王ラ

1 . ネガテ ィ プセ レ ク シ ョ ン マ - カ - と して 搾 ､ ジ フ テ ヲア 萄素 魚 断片 (昏管 戯 発現 註 ニ

ブ ト ( R 討盈 p ol y n e T 盈8 e 正 プ ロ モ
ー

タ
-

下洗毒£ D T
-

盈 濠伝 子と S 腎鍾8 由来ポジ ゑ 待凝配

列 を配置)

2 . 約 6 .O
- k b の 5

'

磯 の 相同組換 え用 ア - 良 (S 現 象王か ら ∇ タス 鬼3 鬼盈 遺伝 子 の 芝 タ ジ ン ま

内の 腰 G 帝散開始 コ ドン ま で の マ ウス ゲ ノ ム D 封Å 由来 蕃爵き

3 . 約 i . 0
- k b の ヒ ト Å3 鬼温 e D N 鬼 配列 (A T G 翻訳開始 コ ドン か ら管盈鎧 葡罰俸 塵 コ ドン ま

で を含む)

速. 約 0 . 5
-k b の マ ウス ゲノ ム D 国Å 配列 ( マ タス Å3 盛況 蛍伝子 の 孟 ク ジ ン 2 内の 管魚鎧 葡駅

停止 コ ドン か らポリ 鬼 付カロ配列ま で を含 む 3きき)

5 . 帝培 に l o 女㌘ 配列 が付加 され た ､ ポ ジテ ィ プセ t / ク シ ョ ン マ
-

カ - と して の ヒ ポ キす ン

チ ン フ ォ ス ホ リ 感 シ ル トラ ン ス フ ェ ラ - ゼ ( H P R T ) 遺伝子発現 ユ ニ ッ ト ( ホ ス ホ グジ

ャ リ ン酸 卑ナ
- ゼ プ ロ モ -

タ
-

下詫 に 三 P 混甘 遺伝子 を配置)

6 . 約 2 . 8
･恵b の 3

'

鯛の 相同組換 え周ア
- ム くマ ウス 鬼3鬼混 凄伝子 の エ ク ソ ン 望内 の B a 斑 琵

Ⅰ か ら A p Bt 王 ま で マ ウス ゲノ ム D 阿鼻 由来 繊)

上記 の ヒ ト Å3Å濃 相 同観換 えベ ク タ
ー 絃 ､ 以下に 示す方添 (全 1 5 工程) で構築 したe 全

て の 工穣 にお い て ､ D N Å 断片は ア ガ ロ - ス ゲ ル電気泳動に よ っ て 分離 した後 ､ 喝‡鬼喝滋藍 G eま

E x 七T a e 畠o n k it ( キア ゲ ン) を用 い て精製 した o 各プラ ス ミ ドは ､ 形質転換 した 大腸菌 I)琵畠

α よ り 喝‡鬼p r e p 鞄i n 奴i n ip r e p 協 毛も しく ぼ 喝tjk 6 1もe 君 動転di 監iも ( 卑 ア ゲンき を潤 い て精製

す る こ と に よ撃取得 した o 連結反応 を行 っ た制 限酵 素の 認識 配列周辺 の塩基配列 怒らぴ喜芸

P C 盈増幅断片 の食塩基配列揺 ､ 各 工程にお い て D 討鬼 シ ー タ エ ン す
-

鹿追王P 混王S 施 3 7 7 お よ

び Bi g D y e T e r m i n & もo 君 e y ei e S e q tl e n ei n g R e 盈& y 蔑e 盈eti o n E 皇恵 V e T .望 ( ア プライ ドバ イ オ シ

ス テ ム) を使用 して 決定 し､ 塩基配列 の凍罷 を行 っ た o

主監皇: マ ウス Å3ゑ混 遺伝子の エ ク ソ ン 2 領域を含む マ ウス ゲノ ム B 国鳥 が挿A きれた プラ

ス ミ ドp B S
-

e x 2 を B 盈ぬ H 壬 と Å野盈王 で切断 して得られる約 望.轟
- k b の 33 討鬼 断片 を (鬼p a

王 で 切断 した末端ぼ D 対A B iti n 七i n g 琵iも ( タカ ラ バ イオ) を用 い て 平滑托 して お ( き､ S m 盈

王と B a n 琵王 で切断 した帝洩 に 互o 好 配列が付加さ絶たポジテ ィ プセ レ ク シ ョ ン マ - 労 -

と して の ヒ ポ卑サ ン チ ン フ ォ ス 示 7) ボシjt , トラン ス フ エ ラ
ー ゼ遺伝 子発現 温 = ツ トを宥す

る プラ ス ミ ドp 監O 8 ei e e七 琵ぎ毘T ベ ク タ
- ( レ 卑 シ コ ン = こi i g 最もi 8 n 諾ig h を伺 い て導晃

しも プ ラス ミ ドpi o 汐
- 芝野盈T t 払鬼3 R ･

鮮 n 望 を作製 した ( 図 芝-

2ラo

重畳遥: 合成オジ ゴ くセ ン ス 鎖 : ぎ
･ C T 鬼g C T ゑg e T 鬼e C 鍔 鬼腰 T e g T e e e G 冨 e 富g 深慮琶g T

ÅC
-

ぎ､ ア ン チセ ン ス 療 : 5
'
- C T e C C C 琶C 誓夢琶g 鬼g琶鬼兵雷管e C 琶g T 鬼琶C 機 e ℃魚雷ぜ も プ

ロ ジ ゴに て脅威ラ を 9 8 ℃ で i 8 分間加熱した の ち室温で ア ニ - リン ダきせ
､
貰p 盈 壬 と 鞄 n

王 で切断 したプラ ス ミ ドpi o 恵㌢
- 琵P 混

r

F - 塩魚3 茂-

急ぎm 望 に Lig 急転 n 琵皇鍵 を 郎 ､ て 尊兄 し ､ プ

ラ ス ミ ド pi o 盗㌘偲選
･ 琵P 監㌣改良3 髭-

盈若n 望 を作製 した (図 星
-

望) o

去盈遥: プラ ス ミ ドp B S
･

e x 望 を P 昏も王 と B 盈 m H 王で畷断 して得 られる約 旦.8
- k b の 迅討鬼 断片

を ､ P sも王 と B a m 芝‡ で切断 した プラ ス ミ ド p B i 顎e S e 軸も窪S 監毛
- 紀 hi客鹿ぬ監 護皇富逸 を凋も､

8



て 導入 し､
プラ ス ミ ドÅ3 漫- e i を作製 した ( 寓 i -

望) o

三豊遥 : 合成オ ジ ゴ ( セ ン ス 鏡 : 5
'
一 問 g e 琶

`

C 鍔 苧『習琶宅汀 鬼e
･

3
学

､ ア ンチ セ ン ス 鏡 : 5
'
- e 底魚

鬼e C 琶C g が遠 慮
-

3
タ

､ プ ロ リ ゴをこて合成) を 9 0 驚 で 1 O 分間加熱 した 鍔 ち室 温 で ア 芸 - リ

ン グさせ ､ 琵由 e Ⅱ と 鞄 n 王 で切断 したプ ラ ス ミ ドÅ違琵･ C ま に 鎚g 盈 鮎 n 抜富も を周ら
ちて導入

し､ プ ラ ス ミ ド Å3 混-

C 望 を作製 した ( 囲 i
一

望きo

重畳遥: マ ウス ゲ ノ ム D 国魚 を鋳型と して ､ P 野 8b e sもP oiy m e 警盈 紀 潜 よぴプライ マ
-

( 昏
亨
-

e 鍔

鬼A T T G T 蛋鬼夢 ℃軸 T T A C e T T 喜連 鞄 溜 潜よぴ 5
'
- e 鍔 g A T e e T 習C 琶 g A g e 鬼琶 が守

C T
i

3
'

( 以上 ､ プロ ジ ゴに て脅威)ラ を伺 い て P e 温度応 を行 っ た凌 ､ 増幅きれた釣 o . 3 8
- 払

の. D 鮮魚 増幅断片を 宅c 8 盈王 と B 盈 m 琵王 で切断 し､ 霊e o 温Ⅰと 温象 n ≡玉 で切断 した プ ラ ス ミ

ドp Bl t l e 紀 Tip 毛S 琵(
-) に Lig a 鮎 n 琵i轟 を用 い て 導入 し､ プラス ミ ド鬼3 混

･t:3 を搾聾 した( 図

1
-

3) ｡

三豊遥 : プラ ス ミ ド 慮3 R
･ C 望 を S a e Ⅱ と B 盈m H 王 で畷断 して 得られ る約 8 .ま5

- k b の 33 対義 断

片を､ S & e Ⅱ と B 盈 n 三王 で切断 したプ ラ ス ミ ド鬼3 正
一C 3 にt i 夢色鮎 n 淀ま癖 を 熟 ､ て 導Å し､

プ ラ ス ミ ドÅ3 混
- C 4 を作製 した (因 i

･

郎 o

三豊ヱ : プラ ス ミ ド Å3 R
-

C 4 を S a e 江と E e o 箆Ⅰで切断 して得 られる約 8 .毎
ー 払 の D 説免 除片

を､ S a e Ⅱ と E e o R 王 で切断 した プラ ス ミ ドp i o x P
-

混E
-

H P 蕊苧h A 3 R -

a r m 望 に u 誓a 畠e n 琵i療

を用 い て導入 し､ プラス ミ ドp l o x P
- C ･

H P 肝 放免8混･

盈r n 望 を搾寮 した ( 囲 之-

3) o

主窪遥: マ ウス ゲノ ム D 封ゑ を鋳型と して ､ P 野 盛 鰯も P 海 況 e 警盈8 e お よぴプライ マ - 掛 e 鍔

g A T C C 鬼 T 留署 A g C T C ぎゑゑÅ g T T e y e
- ぎお よぴ 5

'
･ t3g g 幽Å T T C 誓g t3 A T 欝 e T g T O T e 鬼富

ÅÅA A g
-

3
チ

( 以上 ､
プ ロ ジ ゴ にて 合成)) を屈もヽて P C 温反応 を行 っ た後 ､ 増幅きれた約 e . 3 5

- 汝

の D N 鬼増幅断片を E e o R 王 と B a n H 王 で畷新 し､ 玄e o 洗王 と B 盈 m 琵 王 で切断 した プラ ス ミ

ドp B l 協e S C fip もS 琵(うにLi ぎa 塩o n 迂i毒麹 を招 い て 導Å し駕 プラ ス ミ ド廃語温- 封ま を韓聾 した右図

1
-

3) ら

去塵腰: マ タス ゲノ ム D 討Å を鋳型と して ､ P y r o転郎毛P o 抄m e 雷魚 紀 お よぴプライ マ - 好
･だg g

g A T C C Å欝C ゑ T 誓C C C 鬼ゑC 鬼鬼C 魚雷C 鬼 C
･ ぎお よぴ 昌

亨
･ e 夢監ゑ虚空 T e C 腰 賢慮e e 軸 C 慮だe

C C ゑ鬼t3
･

ぎ( 以土 ､ プロ リ ゴに て 合成∋) を伺 い て P t;R 反応 を行 っ た後 ､ 増幅きれ た約 0 .慧-盗も

の D 河鹿 機構断片 を E c o 混王 と B 盈 m H 王 で切断 し､ E e o 盈王と B 盈 n 望王 で畷新 した プラ ス ミ

ドp Biti 鰯 e 軸毛呂監(うにii g 盈塩o n 琵主蕗 を伺 い て 尊A し ､ プラ ス ミf ドゑ3 盈
･ 封望を作製 した( 蘭

i
-

4) o

三盈 戯 : プラ ス ミ ドA 3 農
- 対空 を E e o 盈王と S p 恵三で切断 して 得られる約 O v望

･

恵もの D 鞘ゑ断片

を､ E e o 混Ⅰと 鞄転王 で切断 した プ ラ ス ミ ドÅ3 蕊
･国王をこti 誓盈ぬo n H i 癖 を層 い て 導入 し､

プ

ラス ミ ド慮8 茂･ 国3 を拝製 した ( 囲 ま一

連ラo

主監法皇: プラス ミ ぎゑ8 R
･ 討3 を S 盈e 圭と 討c o 壬 で切断 して 得られる釣 O .逮

-汝転 の お誕鬼 断片

を､ S a c 壬と 封e o Ⅰ で切 断 し恕 プラ ス ミ ド℃鬼
･鼓鬼3 現 に L i琶霞もi 8 n 琵i章麹 を涌 い て準Å し､ プ

ラ ス ミ ド鬼き濃･ 封4 を椎柴 した (図 圭一

4) c

主監逢室: プ ラ ス ミ ぎp B S
･

e x l を 鮎 e 王と S m 盈 王 で切断 して 得られる約5 - k b 荷 D 封鬼 断片 を､

国連e 王と S a e 王 で切断 したプラ ス ミ ド 曳き盈
･ 紺i ( 国連e 王 で切断 した末端揺 B 野良 迅壬ti汲恵汝g

濫孟もを涌 い て率浄化 して おi ) に Lig 急転o n 箆短態 を伺 い て 導入 し､ プラス ミ ド鬼3 箆
- 甜さ を

搾楽 した ( 図 星-

逮) o

主監⊥皇墨: プラ ス ミ ド曳き民- N 痩 を S 最e 王 と 濫c o 琵王 で琴新 して得られ る約 呈.望
i恵も の 33 N 鬼 断片



を､ S a e 王と E c e 民王 で切断 した プラ ス ミ ド 鬼3 混-

鰐5 に L i琶汲も皇o n H i琶態 を 郎
㌔て 導入 し､ プ

ラ ス ミ ド鬼3毘･ 封6 を作製 した (図 i 湖 ¢

工程 1 4 : プ ラス ミ ドゑ3 温一

国6 をS p e 王 と E c o 農芸 で切断 して 得 られ る約 7
- 払 の D 討鬼 断片 を

､

沌 e 王 と E c o 京王 で切 断 した プ ラス ミ ドpl o 恵君
･ 漫E ･ G - H P 況ゃ払鬼3 況･

急ぎn 望妄こ L ig 最もi o 温 挽 蕗

を用 い て 導入 し､ プ ラ ス ミ ド pi o 塞ぎ
-

盈罰 n l
-琵P 野 坂盈3 温ー

盈T 迅 望 を作製した (露 呈域 o

三豊遊 : プラ ス ミ ド p E O S e呈e c毛 D で くレ 考 シ ョ ン) を 温容君笠 で噴新 して 得ちれる 約 且. 3
一

恵も

の D 討Å 断片を､ 鮎 君ヱ で切断後ウシ ホ藤由来ア ル カリホ ス フ ァ タ
- ゼ で盈ジン 酸化 したプ

ラ ス ミ ド pi o x P
-

a r m l
･ 琵P 肝 払Å3 混-

a 若 m 望 に ii 誓盈iJi o 汲 挽琶あ を涌 い て 導入 し､ ヒ 車 鬼 醜 農

相同級換 え ベ ク タ ー

を作製 した ( 図 i -

5) e

5 ) ヒ ト A 3 Å濫費換 玉S 細漉株 の樹立

1望9/S v E v 系疑 の マ ウス 妊性韓細脇 ( E S 細臆) 株 で ある 鬼誤望.盟 ( レ 考 シ コ ン = まも 封i 5

培地 ( D 観E 鮎 培地 ( レ 卑 シ コ ン = こ 1 5 % ウ シ胎児魚津 ( レ キ シ コ ン) ､ 0 . 1 汲 は の βメ) レ溶

プ ト ニ タ ノ
ー

ル ( レ キ シ コ ンラ､ 2 n 鮎 の L
･

グル タミ ン ( レ 卑 シ コ ンラ､ 5 8 単位才汲も の ペ ニ シ

リ ン ( レ キ シ コ ン) お よ び 5 0 将i m 王の ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( レ キ シ コ ンきを添カ日) を招い て ､

フ ィ
ー ダ - プ レ -

ト上 で 3 7 ℃ ､ 8 % C O 2 条件 下で培養 を行 っ たo

フ ィ
ー ダ ー プ レ ー

トは ､ ゲラチ ン コ 一 声処 理を施 した細胞培養周デ ィ ッ シ ュ に マ イ ト マ イ

シ ン C 処理 マ ウス 匪線緑芽細砲株 S T O 細飽 くレ 卑 シ コ ン) を培養 して 搾製 したo す なわち､

0 .
1 % ゲ ラチ ン溶液 ( レ 卑 シ コ ン) で 2 時間以上細鹿培養周デ イ ツ シ 畏 の培養薗を覆 うこ とに

より ゲラチ ン コ - ト処理 を行 い ､ S T O 細脇を 7 % の ウシ胎児血清お よぴ 望 n Ri の L
･ グ)t ' タ ミ

ン
､ 5 0 単位ぬ1 の ペ ニ シジ ンお よぴ 5 0 Ligj m まの ス ト レ プ トマ イ シ ン を含む D 閲E 凹 培地 宅レ

キ シ コ ン) に 4 . 4 × i O 5 鱒I m l になる よう懸濁後 ､ 9 6 宍プ レ
-

鞍を己 8 , e 字 私y 究 ､ 急速 究プ レ -

トに O . 5 n 呈 ､ 3 c m デ イ ツ シ ュ に 望 m l ､ 6 e m デイ ツ シ 註をこ 凍 m l ､ 臥昏 e m デイ ツ シ 註 に i望 私呈

を播種 し､ 3 ? ℃ ､ 5 % C O 2 条件下で 4 8 時間鎚上培養 したも の を フ ィ -

ダ
- プ レ - 声と した o

ÅB 望. 2 細鹿 - の ヒ ト 鬼3 Å盈 楯岡艶換え ベ ク タ ー の導入は ､ エ レ タ ト日 ボ レ -

シ ョ ン添を涌

い たo まず ､ 3 . O X 1 0 8 細魔 の 盛B 望. 2 細鹿 を 6 e n デ イ ツ シ 温 の フ ィ
- ダ - プ レ - ト - 播種 し

4 8 時間培養後 ､ 8 . 5 e n デ ィ ッ シ ュ の フ ィ
ー

ダ
- プ レ -

ト - 耗代 しさらに 望凌 時間堵馨 した ｡

培養複 7 m まの P B S ( レ キ シ コ ン) で 望 国衆浄 したの ち ､ 望 n L の トリプ シ ン溶液 ( レ 牽 シ コ

ン) を添加 し､ 那 ℃ ､ 5 % C O 2 条件 下で 1 き分間敦慶 した｡ 鬼B 2 .望 細鹿が完全をこプ レ - トより

剥がれ た こ とを建認 した の ち､ 望 n i の M 王5 培地を添加 し4 0 困程度激 し( ピ ペ ッ テ ィ ン グ し､

i .8 X i O 7 細脇 を凄 )む分離 で沈殿 させた後 0 . 9 私1 の P B S 緩衝液に懸濁 したe

P B S に懸濁 した A B 2 .望細庖 ( i . O X I O
7 細胞) を ､ S 盛夏 で切断する こ とによ撃直鎖状と し

た ヒ ト鬼3盛農 相開級換 え ベ ク タ ー 望5 p 者 とともに G e n e P 奴等e T e u 腎e も嘘 ( バ イ オラ ッ ド､ 電

極間軽離 4 m m ラ 内で 混食 した後 ､ 細盛観合装馨ジ - ン パ ル サ -

( バ イ オ ラ ッ ドき を用も篭て

パ ル ス 電圧 8 .望3 k V ､ 電気容量 5 0 0 拝F の条件 で濠鎮子導入 を行 っ たe 遺伝子導入後 ､ 鬼遊望一望

細盛経 7 0 m l の 鮎1 5 培地 に懸濁 し､ 1 8 n ii放で艶 7 枚 の 8 . 5 c n フ ィ
- ダ - プ レ - 鞍に播種

した o

遺伝 子導入 より 望遠 時間培養後 ､ H j U 鮎 p p呈e 汲 哲n も( ×里0 8) (イ ン ビ トロ ジ ェ ンラ をま×濃

度 で含む R4 五霞培地 で 5 日間培養 した o そ の後 ､ H T S t lP 夢i e 私 e 温も ( ×呈O 8) (イ ン ピ 巨ロ ジ ュ

ンきを 五× 濃度 で含む H l轟替地 で きらに 3 日間培養する ことを乙より ア ミ ノプチ ジ ン 耐性 ヨ 田

豆O



ニ ー を出現させ た の ち ､ P 畜S で 2 固洗浄 し 3 O 拝l の トリ プ シ ン溶液を添売口した 風塵 9 6 穴 プ

レ ー ト - 1 コ ロ ニ -

/ 究 になる よう､ ヨ ロ ニ
- を直接拾 い あをヂて採取 したQ 3 7 ℃ ､ 5 % e O 望条

件下 で i 5 分野以上放置 した 乳 7 O 妙穴 の 鮎 1 5 培地を添廃 しピ ペ ッ テ ィ ン グを行 な っ た後 ､

細彪懸濁液 をあらか じめ i O O 担 の M 1 5 培地 を添加 して お い た 9 6 宍フ ィ - ダ - プ レ -

巨をこ播

種 し培養 を行 っ た o 4 日後 ､ レ プ リ カプ レ - トを作製 し､ さらをこ 5 日間培養 した e レ プ リカ

プ レ ー トは ､ P B S 緩衝液 で 2 回 洗浄後 望5 担 の トリ プ シ ン 溶液 を添漉 して 3 亨驚 ㌔ 5 % ∈O 豊条

件下で 1 5 分間以上放置 した の ち ､ 2 5 pi の M 1 5 培地 で懸濁 した o 続 い て 望e % D 済S O ( シ グ

マ) と 4 0 % ウシ胎児鹿清 ( レ 考 シ コ ン) を含 む D 拭E 誕 培地 (以下 ､ 望X フ リ - ジ ン グ培地

と称す) を 5 0 如 添加 し ､ よく混合させ た後 ､ 5 e 担 の 細胞懸濁液 を分散 し､ あらか じめ ゲラ

チ ン ヨ - ト処理後 1 穴に つ き 1 0 O pi の M 1 5 培地 を添カ日して お い た 9 6 究プ レ
-

巨に移す こ と

に よ り作製 した o 残 り の細施懸濁液 を含むプ レ - トほ マ ス タ
-

プ レ - トとして -

8 O ℃凍結保存

した o

レ プリ カ プ レ ー トを用 い た ゲノ ムサザ ン プロ ッ ト (後述 = こよ野 ､ 這確に相 同艶換 え表芸行

われ て い た E S 細砲 ク ロ ー ン株 を選別 した後 ､ C 托 花e 芝野 シ ス テ ム を周 い て該 宅S 細泡ク ロ ー

ン抹 より薬邦耐性遺伝子発現 ユ ニ ッ ト ( H P 昆T 発現 ユ ニ ッ ト) の 除去を行 っ たo まず ､ 凍結

保存用 ス ト ッ ク より E S 細胞 ク ロ ー ン株 を起 こ し､ 8 e m デ イ ツ シ 註 フ ィ - ダ ー プ レ ー トま で

拡大培養 したo l n l の P B S で 2 回洗浄後 ､ 1 m i の トリプ シ ン溶液 を添廃 し3 7
Q

c ､ 5 % e O 望

条件下 で 1 5 分間放置 した の ち､ 王 n l の 班1 5 培地 を添廃 し4 O 回数 しく ピペ ッ テ ィ ン グを行

い ､ 遠 心分離に より細脇を沈殿 させ た . 沈殿 した細盤 をo . 9 m l の P B S に懸濁 し G e n 曽 P 滋 s e T

C tl V e も七e ( 電極間距離 4 m m ) 内 で 2 5 拷 の C T e 発現プラ ス ミ ド p B §1 8 5 (イ ン ビ トロ ジ ェ

ン) と汲合 した o p B S 1 8 5 経 O . 1 m M の E D T 鬼 を含む 1 n M の トリ ス (p H 8 . 0) 溶液に溶解

した も の を 削 ､ た6 ジ
-

ン パ ル サ
ー

を 剛 ､ て ､
パ ル ス 電圧 0 .望3 返Ⅴ､ 電気容量 5 0 O p F の条件

で凄伝子導入 した後 ､ 1 O 汲l の M 1 5 培地に懸濁 して 8 . 5 e m フ ィ
-

ダ
- プ レ ー

トデ イ ジ シ 註

に全量を播種 し､ 望逢 時間培養 したo 望4 時間後 ､ 培地交換 を行い ､ きらに 3 日間培養 したo

培養後 ､ P B S で 望 回洗浄 した の ち 望 n i の トリプ シ ン溶液 を添親 し3 7
Q

c ち 5 % e O 望条件下 で

1 5 分間放置 した後 ､ 2 m l の M 1 5 培地を添加 し 凄O 回教 しく ピ ペ ッ テ ィ ン グしたの ち ､ 遠心

分擬に より沈殿 させ た細胞 を 1 0 n l の M 1 5 培地に懸濁 して細脇数を轟弓定 したo 続 い て ､ 6 -

チ オ グア ニ ン ( × 1 O O O ､ シ グマ) を 1 ×濃度で含む 朗1 5 培地を伺い て 5 0 O 鰍 m l ､ 轟o 歯/ 迅i ､

5 僻/ m i に細漉 を希釈 し､ 各 1 O m L ず つ 8 . 5 e m フ ィ
ー

ダ
- プ レ - トデ ィ ッ シ ュをこ播種 して 7

日間培養す る こ とで H P R T 発現 温 ニ ッ ト東条タ ロ - ン の コ ロ ニ - を出現させた e これ ら コ ロ

ニ ー ほ P B S で 2 回洗浄した 後 ､ 3 0 pi の トリプ シ ン溶液 を添加 した丸底 9 6 究プ レ
-

ト - ま

コ ロ ニ ー

/穴に怒る よう ､ 各ク ロ
ー

ン あた り 4 8 コ ロ ニ - を直接拾 い あ盲ヂて採取 した e 続 い て ､

3 7 ℃ ､ 5 % C O 望条件下 で 1 5 分 閑以上放置 した後 ､ 7 O 拶穴の Ri i 5 培蟻 を添加 し 4O 回教 しく

ピ ペ ッ テ ィ ン グを行 い 分散 させ た細鹿懸濁寮 を､ 各究に 1 8 0 担 の M 呈5 培地を添加 した 9 6

宍 フ ィ ー ダ ー プ レ ー トに播種 して 3 日間培養を行 っ たo 連 日後 ､ 望連 発フ ィ -

ダ
- プ レ ー ト -

耗代 し 2 日間培養を行 っ た o 3 日後 ､ 3 c m フ ィ ー

ダ
ー プ レ - トデ ィ ジ シ 孟をこ縫代 して 3 日間

培養 を行 っ た の ち ､ 縫代方蔭と同様にデ イ ツ シ 孟 より 剥離擾 ､ 遠}む分耗に よ撃 沈殿 させ た細

脇 を o .き n i の 朗1 5 培地 に懸濁 して O . i n 呈ず つ 細巌凍結周チ 孟
- プをこ労注 した の ち ､ 2 × の

フ ジ
- ジ ン ダ培地を 0 . 1 m i ず つ 添加 し､ 凍結保存涌 ス トッ ク と して ･

i 6 8
o

C に て保管 した o 上

記凍結保存用 ス ト ッ タを各 1 奉ず つ 融解 し､ 望 n i の 班1 5 培地 の Å っ たゲラテ ン コ - ト処理

量i



済み 3 e m デイ ツ シ 立 に播種 して 3 日間培養を行 っ た 8 増殖 蓮せ た E §細飽 タ ロ - ン 株揺 ､ 次

項に示す方法で ゲノ ム 争ず ン プ ロ ッ ト解析を狩ら､ ､ 薬剤耐性凄伝予 (箆野最T 発翠 認 ニ ッ 鞍き

が除去 され たタ ロ
-

ン を選別 した o

6 ) ゲノ ム サザ ン プ ロ ッ ト解析

ゲラテ ン コ -

ト処理済み ( フ ィ
- ダ ー

細虚無 し) の 9 6 究プ レ - トも しく捻 3 e 温 デ ィ ッ シ

ュ で培養 した A 澄望. 2 締盛 をP B S で 望 回洗浄 したの ち､ 呈8 m 朗 の トリ ス (夢H 写ぷ ､ i O 汲Ai

の E D T A ､ 1 0 m M の 紺色Cl ､ O .毎% 符サ ル コ シ ル ( イ ン ビ トロ ジ 芸 ン) ､ 王 迅 gi m 呈の P F O 短in 如 e

E (イ ン ビ ト ロ ジ ュ ン) を含む細施蒔解凍 を適当慶添加 し 婚6 宍プ レ - ト狩場普 昏0 担､ 3 c 汲

デイ ツ シ 三 の 場合 2 m 呈ラ､ 6 0 ℃ で 望遠 時間消ずヒ処理 を行 怒 っ たo 処理後 ､ 7 5 m Ri の 野盈el を

含む エ タ ノ 1 t , を適当量(9 6 穴プ レ ー トの蕩含 まO O 担､ 3 e m デイ ツ シ 註 の 壕普 4 正盛) 加 え ､

室温で 3 O 分i2R 上放置す る ことによぅゲノム D 封Å を改発 きせ た o 沈殿 したゲノ ム D 封鬼 を

7 0 % エ タ ノ
-

ル で 3 回洗浄 した後､ 9 6 穴プ レ ー トの 場合をこ結 O . 4 単位l担 の E e o 盈王 宅タ労 ラ

バ イオ) と 1 6 7 n gf担 の R N a 魯e 鬼 (イ ン ビ トロ ジ 誌 ン) を含む溶液を 3 O 担 添加 し ､ 3 7℃ で

望0 時間消化反応 を行 っ た . 3 c m デイ ツ シ 孟 の 場合 には ､ 亨8 % エ タ }
-

j レ でリ ン ス 後 の ゲノ

ム D N Å を T E 溶液 ( イ ン ビ トロ ジ ェ ン) に溶解 した の ち ､ 5 将 の ゲ ノ ム D 封鬼 を 望O 単位 の

玉e o 混王 で切断 した ¢ E c o R 王 で 処理後の 溶液 経ア ガ ロ - ス ゲル 電気泳動をこ供 した の ち､ B 田鹿

断片を0 . 4 討 の 鮎 O H にて 取払o n d 封＋ ナイ ロ ン フ ィ ル タ ー

( ア マ シ ャ ム フ ァ ル ∇ シ ア) -

転写 した ｡

相同鼠換えが 正確 に行われ たか どうか を解析す るた め の ゲノ ム サザン プ ロ ッ トに 周 p る 轟
,

磯プ ロ - ブには ､
マ ウ ス Å3ÅR 遺伝子 の エ ク ソ ン 1 上涜 の E e o 温王 - S n a 壬額壌を用 い た(図

i
-

6) o プラ ス ミ ドp B §
-

e x l を 1 0 0 p g 鋳型と して 含む 望0 担 の 反応液(霊威泡q 態塩 魚 T ､ O .望 n 鮎

d 甜T P 昏､ O ･ 5 単位の E g 払q p oly n e T 盈 紀 ( タ労 ラバ イ 郎 ､ 各 8 .さ p 凝 の プライ マ
ー

(5
才

一 戯 漁 g A %

e A C C g C C 鬼g T C C 鞠 A T g T g ぜ お よ ぴ 5
'
･ ℃免官 C Åg e 鬼e 警鷲鼻 e 醜 習王挽鹿妻鍔 T T 琵琶G

-

那

( フ ァ ス マ ッ ク に て合成) を調整 し､ 9 4 ℃ で 5 分間加熱後 ㌔ 9 逐電 で 1 分間､ 6 O 驚 で 遷e 秒 間､

7 望℃で 1 分間か らなる反応 を 呈すイ ク ル と して 計 8 0 サイタjt , 待 っ たo P C 琵 反応凌 ､ 重患 を

1 ≠5 % ア ガ ロ - ス ゲ ル電気泳動 に供 し､ 約 O . 3
-

姐 の D N 鬼 断片 をQ ‡鬼q 滋盛 鎧ei E 冨短盈Cii o n k i宅

を用 い て 回収 した o 回収 した D N 鬼 断片揺サザ ン プロ ッ ト周プロ - プと して涌 い る た 軌 T 7

Q 滋c k P fi m e E i七( ア マ シ ャ ム フ ァ jt , マ シ ア) を用 いて【a ･ 8 望P】D e o 野 e醗i di n e 昏
'
-

も君主p 態8 轟董蒔鉄塊

( 等望P -達e T P ) ( M E N ) 棟畿 を行 っ た o 以下 ､ こ の D 封ゑ 断片を 轟
'

磯プ ロ - プと して 摺 い るo

相同絶境えが 正確妄こ行われたか どうかを解析す るた め の ゲノ ム サザ ン プ ロ ッ トをこ潤 い る 3
ダ

側 ブロ ー プに は､ マ ウス A 3 鬼瓦遺伝子 の 誌 ク ジ ン 望下溌 の 軸 盈王 - 選e ¢混差額域を周 い た (図

呈
･

6きo プラ ス ミ ドp B S
･

e x 望を 1 繊 p g 鋳型 と して含む 望0 捗i の反応液( E 霊 泡q も 盛 T ､ 8 事 望 m Ri

d H T f ?畠 ､ 0 . 5 単位の 霊宝T a q p oly n e T a 畠e ( タカ ラ パイ 浄) ､ 各 8 .毎日凝 の プ ライ マ
-

( 5
'
･ e e 警習雷e

C ℃免 職 T C 鬼 T e C T C 鬼 C T T C e
-

3
'

およぴ 昌
'
- A T T T 官署 e 鬼鑑 T 雷管 g A T 雷T 琶警が だ管警T e

一

議
'

)

( フ ァ ス マ ッ ク にて合成) を調整 し､ 9 凌℃ で 5 分間加熱後 ､ 9 凄驚 で 五分 閤､ 鎚
Q

e で 望分間か

らなる反応 をi サイク ル と して 静 3 0 サイ ク ル行 っ 恕o 警e 温度応後 ､ 堂慶 をま. 5 % ア ガ ロ - ス

ゲル電気泳動 に供 し､ 約 e .望4
- k b の D 国鬼 断片を勾玉鬼喝u i盛 G e呈E 富もぎ盈感 o n k iもを涌 い て 回 顧

したo 回収 した B N 鬼 断片経サザ ン プ ロ ッ ト周プロ
- プと して 周を､ るため ､ 管写 喝嘘 c鼓P 疫 m e

琵皇毛をこよ り 豊望P -逮C
'

T P 襟乾 した o 鎚下 ､ こ の 訪国魚 断片を3
'

磯 プ ロ
- プと して 伺 い る o

ま望



E c o R 玉 で畷新 した ゲノ ム D N 鬼 を泳動後転写 した 琵y b o 弘達 甜キ ティ 日 ン ヲ イ j レタ
- と 昏

き

飼 プ ロ - プ も しくは 3
'

磯プ ロ
- プ を ハ イ ブ リ ッ ド溶液 (毎X S S P E (イ ン ビ ト ロ ジ 芸 ンラ, さX

デ ン ハ ル ト溶液 ( 和光純薬) ､ 0 . 5 % S 33 S) 申をこぞ 6 5 ℃ 下 で
-

晩ノ ㌔イ プリ ッ ド姦せ 浩 の ち ㌔ 望

x S S P E と 0 . 1 % S B S を含む溶浜 を招 い て 6 5 驚 で i 5 分間 の洗浄 を 3 固 ､ 0 .望X §S P 窓 と

o . 1 % S D S を含む溶液 を招 い て 6 5 ℃ で 1毎分間の 洗浄 を望 回行 っ たc 洗浄後 の メ ン プ レ ン 揺 荒

線フ イ ル ム 監o d 盛 S eie n t 退e ‡m 盈gi 喝 Fii x n X
- O Ri A T 湖 底農( ヨ ダッ ク) と重ね奮わせ て

･

8 8 驚

で
- 晩感 光させ ､ 翌日現像 したo

7 ) ヒ ト Å3 威 置換 マ ウス の 作製

相同絶換 えが正 常に行われ た E S 細鹿絃 ､ 8 適齢 の C 5 7 B ii6 3 メ ス マ ウス (日本 ク レ アき よ

り取得 した受精後 3 . 5 日妊 の 紅塵塊 肉に マ イ ク ロ イ ン ジ ュ ク タ - 宅戚茂科挙ラ を周も､ て導晃

した o 匪盤胞 1 額あたり ､ 1 8 - 呈5 額 の 玉S 滴娩 を導入 した o 導入後 ､ 8 適齢 狩 ‡e 箆 偽妊娠 マ

チス ほ 本ク レア) の 子宮内に移 した o 子宮内 - の移境妊教は ､ 片儲 あたり 1 8 額 と し､ マ

ウ ス 1 匹あた り 2 0 儲 の 匪盤浪 を移壊 し たo 移植後 i 7 日で得 られ る産経か らの 率メ ラ マ タス

の 璃定揺被毛の 色 ( コ ー トカ ラ ー

) より行 っ た o 産仔 の 全身 の被毛色 を観察 し､ 1 望9 S 官選腎 マ

ウス 由来 で ある茶褐色 の 被毛が全 身に 古め る% を考 メ ラ率と して 算出 した o 敏毛 が す べ て

c 5 7 B u 6 3 マ ウス 由来 の黒色 で あ っ た場合考メ ラ率は 0 % ､ 被毛す べ て が茶褐色 で あれぼ､

卑メ ラ率ほ 3 .0 0 % と朝定 した 学 年メ ラ マ ウス の 生蒸細賂が導 入 した 宅S 廃盤由来で あ るか 緒 ､

考メ ラ マ ウス を C 5 7 B u 6 3 メ ス マ ウス と変配 させ ､ 得 られた産仔 の ゲノ ム D 誕盈 を ゲノ ム サ

ザ ン プ ロ ッ ト解析す る こ と に より確認 した o マ ウス の 尾 ( 5 - i O m m ) を切 り取 り ､ 3 0 8 担

の 細漁港解液 で溶解 した の ち､ 上記 6 ) に従 っ て ゲノ ム すず ン プ ロ ッ トを行 っ た o

8 ∋ 骨髄細飽由来 マ ス ト細泡 ( B 泌 C) の 作製

マ ウ ス か らの 骨髄緬庖 由来 マ ス ト細胞 ( B M M C ) の 作製揺 ､ 凱習癖盈毛tlr 象 らの 寿猿
感妄こ獲

っ た｡ まず ､ 1 O 適齢 の オ ス B ÅもB le 鬼 マ ウス 望8 匹 宅日本ク レ ア) よ野掃出 した揮療をス ラ

イ ドガ ラ ス を用 い てす 哲潰 した後 ､ それぞれ最終幾度1 8 % ( v i v) の タシ胎児息清 (諾R ≡き､ 呈8

m M の 琵E P E S B u u e 君 S oii 1畠o n ( イ ン ビ トロ ジ ェ ン) ㌔ 0 .皇 n M Q3 望 メ ル カプ ト ニ タ ノ ー ル

(イ ン ビ トロ ジ ュ ン) ～ 5 0 n g 魚 の ゲン タ マ イ シ ン け カ ライ テ ス タラ､ 3 .遠 退誓ji の P もがoま亀e C 盈

昆 m e 畠 姐 n a (p 盛 e 腎 e e d) レ クチ ン を添加 した 驚P M 王呈6 速e 培地 (イ ン ビ ト
ロ ジ 笠 ンラ 蔓こ 望×

1 0 6 紳砲/ 地主となるように懸濁 し3 7
v
℃ ､ 5 % C O 2 条件下で 5 日間培養孝 ､ 培養よ清 を固敬 したo

こ の培養上清 を ぎ腎姐
･ S C M 8 7)とす るo

続 い て ､ 8 遷歯 牙 ス の野生墾 マ ウス (C 轟7 B t i 6 ､ 日本 ク レ アラ お よび意在学改変 マ タ異 形

大腿骨を痛 出後 ､ 注射針をこて骨寵腔内に B 封封C 培地く監㌢H 王i 6 戯 培地 ( イ ン ピ ト田 ジ 忘 ン)

に ､ それぞれ最終壌度 1 0 % の ウ シ胎児息清 (3 汲Hラ､ 8 . i 私 誕 の s o di 敬 汲 P y 君怒∇汲もe ∈イ ン ビ

ト ロ ジ ェ ン) ､ 8 . i 汲 如 の n ¢n -

e 8 S e n ti ai a 汲i n o 盈e主遠 (イ ン ビ トロ ジ 孟 ンき､ 毎e 廼隻の 望メ ル

カ プ トニ タ ノ - プレ (イ ン ビトロ ジ 淀 ン) ､ さO n gii の ゲ ン タ 腎 イ シ ン ､ ま8 %宅Ⅴ械 の P 簡 閲
- S e 鮎

を添加) を注入 して 骨髄細鹿を取得 した の ち､ 澄 繊 C 培地を 熟
蔦て 3 7 ℃ も 5 鶴 e 8 窒粂韓下

で培養 を行 っ た o 培地変換は 連 日おき に行 っ た¢

骨髄細施が B 閲 M G に分化 して い るかを確認す るため ､3;A 下をこ示す貰鬼e S 解析を行な っ たむ

望毎 日閤培養 した骨髄細脇 よ g) 望×呈8 昏細飽を分取 し､ 警B S くイ ン ピ 半日 ジ 芸 ンラ で 皇 国洗浄

1 3



した の ち ､ 8 ･望 将 の P E 環畿 琉 守 ラス e
-

k呈も抗体 ( B B パ イ 藩 華イ 孟 ン スラ と O .望 将 の 野菜警e

樺畿 乾 T 対管玉g E 抗捧( E Z
- L 畠b ei 夢王T C P 若 ぬ ぬ L 盈b eii n g k i宅( ピア ス) を 鄭

勺て ､ 抗 警日管三富選

抗体を F王T C で標韓 した) を含む P B S を≡懸濁 し､ 淡よ で ま 時間反応毒せ 髭 8 反応後 ､ 緬亀を

P B S で 望回洗浄 し ､ 現象e S e 必皇態tiT ( B D バ イ オ 華イ エ ン ス) を周 い て P E お よぴ 声量習e の蛍

光強度を淘定 した o また ､ コ ン ト ロ
-

ル と して ､ 抗体 を反応きせて い な旨毛細胞 を開 い て 同様

の 測定を行 っ た o

9 ) 盈T
L
P C 監

8 遠藤オ ス の野生撃 マ ウス (C 5 7 B u 6 ､ 日本ク レ ア) お よ び達伝子改変ギ タス £撃盛立 野

療 ､ 腎臓 ､ 精巣を摘出 しハ サミで細 かく刻ん だ複 ､ 各 3 O n 夢分をテ フ ロ ン教示 モ ジ 王 ティ ザ
- を伺 い て すり潰 し､ もoもai 混N A を抽出 した o B 搬 e は 1 X I O ? 細胞 をP B S で 望回洗浄 した

後 ､ も嘘 ai R 討Å を抽出 した o も虎 ai R 封Å の抽出には ､ 勾王座ぬ君ed 逮e 若(考 ア ダ ンき盤 よぴ 温田e 盈野

P r o毛e et Riin i 鮎も ( 卑 ア ゲン) を声恥 ､ た o 抽出 した も醜 al 昆封鬼 各 5 将 よ撃 ､ S tA P e 若S c 癖毛

Fi r sも
ー 艶 君a n d S y n ぬ e si s 艶昏短 n fo r R T

L P C R ( イ ン ビ トロ ジ ェ ン) を伺 い て 逆転写 反応 を行

い
､

一

本鎖 c D 封鬼 を合成 したo

マ ウス A 3 A 混 特異的増幅断片 (o . 9 1 3
- k b) を増幅きせ るプライ マ - と して ､

マ タス 鬼3 鬼瓦

eⅠ) 封A 配列よりプ ライ マ
ー

m Å3 Å混ぜ ( 5
'
･真底e A t3C A C g 幽 ゑC 夢g ゑC T g g C T 欝

･

劉 お よぴ

m Å3 慮混
-

3
'

( 冒- A A T C T g Åg g T e T g A C 鬼g A g C C T g Å誓
-

劉 を設計 した o また旬 巳 トÅ3 A 混

特異的増幅断片 (o .
9 1 望

- k b) を増幅させ るプ ライ マ -

と して ､ ヒ ト Å3盛況 の e B 討鬼 配弼 よ撃

プライ マ ー h A 3 鬼毘･

5
'

( ぎ･ 底魚C A g e A C T 欝C T C 管g 管e 見 でで富 琶C C ぜ) およぴ 恵ゑ3 鬼瓦
-

3
手

(5
'
-

T C A g A g 鍔Å T g g C Å宮 ゑG C 鬼C A C 鬼g
-

3
'

) を設計 した o さらに ､ βア クチ ン 特異的増

幅断片(O ･ 7 9 3
- k b) と して ､ マ ウス 由来βア クチ ン e D N ゑ配列 よりプ ライ マ

- 鼓盈t: - 轟
'

∈8
'
-

g & T

腰 C 欝C T g C g e T C g T C g T C g浪e
･

3
事

) お よぴ b 鬼e
-

き
タ

鮮 ぢ触 感慮 g g 鬼慮夢欝 e 警夢

g Å鬼監鬼琶ゑg C
-

3
'

) を設計 した o プライ マ
ー はフ ァ ス マ ッ ク に て脅威 したo

-

本鎖 c D 封盈 を O -5 担含む 望O 担 の反応液 ( E 玄ヨ泡q ぬ態 魚 雷も O .望 m 娼 妓紺T P 8 汚 8 . 霞単位 招

E ぬ q p oly m e T a 紀 ( タ漆ラ バ イ 郎 ､ 各 e . 5 p 朗 の プライ マ
-

) を調整 し竜 P e R を行 っ た ｡

マ ウス Å3 Å混 特異的増幅断片経 ､ プ ライ 常
-

ぬ盈議Å混ぜ溶 よぴ m ゑ3 ゑ汲一

語
'

を周 い て 9凄驚 で 1

分間ミ 6 8 ℃ で 望分間か らなる反応 を1 サイク]t , と して 計 3 0 争イ タj レ行 っ た o ヒ 較 ゑ遠慮玉特

異的増幅断片は ､ プ ライ マ
ー

放免3 鬼瓦ぜ お よび 恵良3 ÅR ･ ぎを涌 い て 9 逢℃ で 呈 分間 ､ 錦 ℃ で 望

分間か らなる反応 を1 サイ ク ル と して静 男0 サイク ル行 っ た o βア クチ ン特異的増幅断片揺 ､

プライ マ ー b 鬼C -

5
'

お よぴ もÅC:ぜ を招い て 9 4 ℃で i 分間 ､ 8 轟℃で 望分間からなる反応 を 豆 草

イ ク ル と して 計 望望サイ ク ル行 っ たo P e R 反応複 ､ まe 担 を 呈.望% ア ガロ - ス ゲル 電気泳動毒乙

供 し､ 特異的増幅断片を検出 した o

呈 0 き 細鹿真美を用 い た結合実験

鮭凍 らの 方鋲 細 を用 い て ､ 怒 馳 e より細脇膜面分 を調整 した¢ 各 藩班 H e を野繋S で洗浄

後 ､ テ フ ロ ン薬 療 号 ジ ュ ナイザ
-

を涌い て 5 m i の膜調整溶液 (轟 n iRi 敬呈轟･

琵G H 野琵 7 . 奴 5

ぬ鮎 M g C l 2 = こ懸濁 したo 懸濁溶資を 凌0 幸O O O X 監 で 望O 分間遠心 し､ 得られた沈殿物繕再度

テ フ ロ ン製ホ 号 ジ ェ サ イザ -

を伺 い て 望 n 豆の厳罰整溶液を三懸濁 した ｡ 療蛋白質懸濁溶資 の蛋

白質濃度ほ ､ B C 鬼 P T e t ei n 魚島昏盈y 若e 喝 e 監毛k iも ( ピア ス) を招 い て 鴻定 した e

i 4



【1望8Ⅰ】ÅB 一 班E C 鬼 を用 い た結督実験揺 ､ 経木 ら 5轟きお よぴ S 急呈腎 a恵o ぎe ら
望餅丹 労資を芸準 じで 行

っ た o 膜播昏溶液(昏8 m 期 限主長
一

技e呈(p 琵 7 . 鋭 呈e 迅 M M g G呈望､ 望 U l 汲呈急速e 罷O 昏iEi倍達 飽 n 皇n 盈昏e

( シ グ マ H に療蛋白質懸濁浮薄 1 0 0 i噂 を加 え ､ 最終凄慶 8 . O 6 望5 ､ 8 .呈望5 ､ 8 .望5 ､ O 息 i . 8 ､

盟. O 改M のi1 2 ら王】Å丑- H 選C 鬼 を添加 した 母 各反応薮をこ亭ま､ 最終濃度 呈% 短軸 と怒るようをこ D H S O

( シ グ マ ) を加 えたo 非特異的結合娃 ､ 上記庶路液 に最終渡度 量8 0 将 g 3( 藤 野挽 を添親 し

て 濁定 した o 反応液 は 望5 ℃ で 1望O 分間反応きせ た後 ､ マ ル チ ス タジ
- ン 夢B 花ラⅤ グラ ス フ

ァ イ パ
ー

B ( ミ リポア) を用 い た フ ィ jt , ト レ - シ ョ ン着こよ 汐反応 を停止 きせた o 蛋白質 の 吸

着した フ ィ jt , タ - を洗浄 した膜結合溶液を用 い て 3 囲洗浄 した後 ､ コ プラ f

y 涛 タ ン タ
-

( メ

ッ カ - ド) を伺 い て 放射線豊を瀦定 した o 【1慧さ王】ゑ澄
･

弧 C 鬼 の 鬼3 鬼混 特異的結合盈 ほ ､

【王2 8Ⅰ】盛B -

はE C Å の結合量より葬特異的結合畳を引 い た登 より算出 した o

結合阻審美験は ､ 上記 の反応系に最終濃度o . 8 転院 の 【1空きⅠ3Å選一朗選C 鬼 と ､ 最終濃度 8 . 8 8 1 ､

o . o 1 ､ O 1 ､ 1 . 0 ､ i 8 ､ 1 0 0 n M の A 3 ÅR 特異的ア ン タ ぎ ニ ス ト監ぎ望6 7 7 7 を添漉 し､ 翻 慈 した o

1 1 ) 練泡内 C a 望
ヰ

畳 の 測定方法

B 鵬 C を最終濃度 1 O O n gi m 呈の 坑 T N P Ⅰg E 抗体を含む B 泌 C 替地 を用も､ て 5 % C: 0 望､

3 7 ℃条件下 で 1 6 時間培養 した後 ､ か レシタム 鞠定緩衝液 紹O m 親 王霊P E S 転H 7 , 銑 1 1 5 m 既

知 C i ､ 5 . 4 m M E C i ､ 0 . 8 n 観 閲官eiB ､ 1 . 8 n M C 亀C i 2 ､ 王乱8 m M グル コ
- 漢 (以 上 ､ ナ カ

ライ テ ス タ) ､ 0 .
2 % ( w j v) ウシ 息清ア ル プミン ( シ グマ ) ､ 望, 5 n H P r 盛 孤 魯盛盈 ( シ グマ))

で 2 回洗浄 したの ち､ 最終黄塵 き日射 の Fl u o
･ 昌鬼凹 も し( は F 鮮 魚

一

望Å班 ( 孝 リ キ - ラプ ロ
-

プ) と最終濃度 o . 5 % の Pl t l T O ni e F ･

ま望7 ( シ グマラ を添加 した カ ル シ ウム 朝憲緩衝液 に懸濁 し

て 5 % e O 望､ 3 7 ℃条件 下 で 五時間培養 したo

F l t1 0 -

3 を用 い た測定は以下 の方簸 で行 っ た o 上記 の ま 時間培養後 ､ B 泌 C をカ ル シ タム

沸定瑳衝液 で 望回洗浄後 ､ カ]L
, シ タム 測定緩衝液をこて 望.昏X 王8 番線娩I n i になる よう懸濁 し皇8 O

担 ず つ 9 6 宍プ レ
-

トに分注 した o 9 6 穴プ レ - ト柱 5 % C O 望､ 3 7
Q

G 条件下で 3 8 分間堵饗 し

た後 ､ 最終濃度 1 O O 由封 の 鬼3ゑ混 特異的ア ゴ ニ ス ト ぢ豆
･王B 一 班E e 鬼 も しi は 1 O 毘密ぬ1 の

T N T - S s Å ( コ ス モ バイオ) を添加 し､ F D S S 6 O 解 (浜栓 ホ ト ニ タ ス) を周を㌔て 産8 8 戚 の

盛起波長 によ っ て 生 じる 昏3 0 丘姐 の蛍光波長 を､ プル
-

ダイ タ ロ イ ア タ ミラ
- に透過轟せた

の ち､ 敏光 5 2 O - 5 6 O 戚 の フ ィ ル タ
- で 1 分間瀦憲 したe き8 8 威姐 の 蛍光波長萎ま､ C l ･壬B - 肥 e 鬼

や T N P
- B S 鬼 の 無添加時 を 1 .e と した場合 の 相対値 と して 表記 した o Å鮎も盈 特異的 ア ン タ ゴ

ニ ス ト 監野2 6 7 7 7 捻 ､ C l
-‡B ･ 弧 C A を添激す る ま0 分前に ､ 最終濃度 1 0 O 威張 で 添カロしたB

F t u 盈 -

2 を伺 い た鴻定ほ㌫下の方放 で行 っ た o よ記の 五時間培養後 ､ B 弧 C をカ ル シ タム

朝憲緩衝液 で 望 回洗浄後 ､ 如 レシ タム劫定緩衝寮 にて 5 X 之8 き細鹿j 讃退 に 怒るよう懸濁 し､ 5 8 0

担 労 を瀬定用チ エ
- プに分注 したo 沸定男チ ュ

ー ブは 5 % C O 望 ､ 3 粍 条件 下で 3 O 分間放置

した後 ､ 蛍光瀦定装置 C 鬼ぎ
･

皇i O ほ 本分光ラ にセ ッ トし､ 最終轟度 量e O 毘Ri の e呈
･‡澄- ぢ鬼

の 添旗 潜よぴその 望 分後に添加す る 呈O n g/ n 呈の T 溺習
･ B S ゑ ( コ ス モ パ イ 郎 に よる細泡内

c a 望ヰ凄度狩 よ昇を溺定 したo 琵ぎ望6 7 7 写 経 ､ ∈呈
一

重B 一 班E ぢ鬼 の 添カ日望 分 掛 こ､ 最終濃度 呈e O 転姐

で添加 した o 緬脇 内 C 急熱 量 乱 3逢8 n 血 お よび 3 紳 n m の 鹿起寮長をこよ っ て 変じる 昌呈O n n

の蛍光波長 を C 鬼ぎ
ー

呈i O を伺い て モ ニ タ
- し､ 蛍光比 ( 3速8!3 8 8 汲 n ラ をチ ャ

- ト聴音こ記録 し

た o 蛍光比 は ､ C圭一王B ･ 艶E C 見 や T 鰐P
- B §鬼 の無添加時を i . O とした者含 の相対底 と して 表記

した o

i 5



1 2 ) 巌額粒活性 の 車窓方幾

B M M e に溶 ける脱聴粒活性 と して ､ B 雌 e よ苧放出きれ る巌資鐙 マ
- 労 -

で あ るβ - キ

ソサ ミ ニ ダ
- ゼ畳 を瀦定 した｡ 測定方法は ､ 以前 に報告きれ て い る方法 鞄 8 6きを -

部改良 して

行 っ た o B M M C を最終濃度 I O O n gl m l の 境 菅 野 Ⅰg E 抗棒を含む B 臓 C 培地を伺 い 苛 5 %

C O 2 ､ 3 7 ℃条件下で 1 6 時間培養 した 敷 T> T O 盈e 緩衝液 ( 1 e n 誕 H 濫P E S (p H 7 風 王きO n M

N a C l ､ 5 n R i 昆C i ､ 0 ･ 6 m M 濫琵2P O 屯 0 . 8 m 朋 鮎g e i 望､ i n 鮎 e a eま2 ､ O .王% 転Ivラ ダル コ -

ス (以上 ､ ナ カ ライテ ス タ) ㌔ 0 . 1 % 転Iv) ウ シ鹿清 ア ル ブミ ン 宅シ グマき= こ懸濁 して 9 6 宍プ

レ -

ト - 5 × 1 O 5 細鹿!ウ ニ ル ず つ 播種 した . 各ウ ニ ル に ､ 最終濃度 8 ､ 0 ふ 呈乳 量O e 8 転院 の

Cl -ⅠB -

M E C A を添加 して i 分間 3 7
Q

c で イ ン キ エ ペ - 卜 した後 ､ 最終轟魔 王8 盈gj 私l 形

T N T - B S ゑ を添加 して 3 0 分間 3 7 ℃ で イ ン キ 孟 べ - シ ョ ン を行 っ た o ケ モ 労イ ン を添迦する

場合は ､ 最終濃度 1 O n Ri の m a c y o p も喝 e i毘盈盈 m 最もo fy P r 虎 e皇n -

1 鐙 (泌王P
-

i a ) も しくぼ

r e g 由 a 嘘d o n 最 盛 v 亀ti o n of
r

T G e n e 革p T e 各 班 d a n d 8 e C T e 短d ( 民兵好ぎE S) を Ci
-

王B - M 五C 鬼 の 代

わり に添加 した ｡

反応後 ､ 2 , O O O 夢 で 5 分間遠}むを行 っ て土清を回収 し､ 最終凄度 望 痕由 の F N i 触 p h e n y王

国
‾

a c e七yi
-

磨
･

glil C O 組 m in id e ( シ グマ) と最終濃度 2 O m 封 の ク エ ン酸溶液 (p 琵4 . 5) を上漕

に添加 して 3 7 ℃ で 1 時間反応きせた後 ､ 最終濃度 1 8 0 ぬ如 の グリ シ ン溶液 (p ヨほ0 . 7) を添

加 し､ ミク ロ プ レ - トリ
ー

ダ
-

( / ミイ オ ラ ッ ド) を用 い て 4 0 5 n A i の 蛍光度を車窓 した o

B 別 封 C 中に含ま れ る堂 針h e x o 組 記法ni d a s e 塵捻 1 % 敬呈もo a X -

王8 8 を添加す る こ と に よ っ て

沸定 した ｡ 各 針h e x o s 昆m in id 盈8 e 活性は ､ B 馳 e 中の全 B
-亀e x o 8 a n i n i ぬ 統 括性 を 王8 8 % と

した場合 の % 表記 で示 した8

1 3 ) ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト陰に よるリ ン酸化蛋 白質の 検出方法

リガ ン ド結合に よ っ て活性化された 鬼3産別 こよ っ て 誘導きれる P 監遇 お よび E R E まl望 の ジ

ン酸化 は ､ 以下 の方放で検出 した ｡ 各 B 馳 C に最終幾度 1 声朗 の ei 儲
･ 凹選e A を添加 して

3 7 ℃で 0 ､ 3 ､ 1 5 分間イ ン キ エ ペ - 卜した後 ､ 冷 P B S に て 2 回洗浄 し､ 細胞溶解液 ( 6望.轟 汲 M

取is
- H C l (p H 6 . 8) ､ 望% 転iv) S 33 凱 1 0 % 琶Iy c e T Ol ､ 5 0 n M dit hi 醜h f ei毛olくイ ン ビ トロ ジ 芸 ン) ㌔

0 . 1 % ( w / v) b r o m p h e n ol bl tl e ( シ グマ)) に溶解 したe 禰飽溶解液を9畠℃ で 5 分間熱 した複 ､

遠心をこより洗顔物 を除き ､ 5 一

望0 % ダラ ジ ェ ン ト e -

P 鼻G E L ( ア ト -

= こよる S D S
一

髪ゑG 濫 に供

した o 分離 した 蛋白質バ ン ドは電気泳動転写装置ホ ライ ズプ 日 ツ ト 鹿茸
-

6 8 7 7 墾 ( ア 声 - ) を

用 い て Ⅰm m o bil o n 取 a n 8f e T Ai e n b r a n e s ( ミリポア = こ転写 し ､ 5 % ( w i v) ス 考 ム ミル クを

含む T B S T ほO m 朗
'

T d 8
･ H C l( p 琵7 . 6) ち i 5 8 温 M 封a Cl ､ 0 . i % 菅野 e e n 一

望0 ( シ グマ )き を用 い

て 室温で i 時間ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た o

-

次抗体に は ､ 抗リ ン酸化 P 琵B (S e T 4 7 3) 抗体 ( セ ル シ グナ ル テク ノ ロ ジ -

) も しくは

扶ジ ン酸才ヒE 混瓦1i望 (T h T 望0 望i毛y r 望0 4) 抗体 ( セ ル シ グナル テク ノ 冒 ジ
-

) を 5 % ( 闇i p) B S 慮

入 野 T B S T で 王0 0 8 倍希釈 した もの を伺 い た e メ ンプ レ ンをこ対 して 王政抗体 を 逢
Q

C で 蔓 晩反

応 させ た の ち､ 3 回 T B S T で洗浄 した｡ 続い て ､ H o T 8 e T aiあ番あ P e 和 恵盈盈昏e 凄絶抗 ラ ビ ッ ト 2

次扶体 絶 ル シ グナ ル テ ク ノ ロ ジ ー

) を 5 % ( w iv) ス 孝 義 ミル クÅり T B S T で 望O 8 0 薄希釈

した 2 次抗棒 を室温で 呈 時間反応 きせ た後 ､ メ ン プ レ ン を 3 回 T 芸S T で洗浄 し､ P ぬ昏ぬ細野e

琵混P W e 轟馳 m B i o も D e毛e cti o n 民主毛 ( セ j レシ グナ ル テ ク ノ ロ ジ
-

) を潤い て 特異白雪バ ン ドを検

量6



出 した¢

ま た､ 閉 じサ ン プ ル を泳動 したメ ン プ レ ン を搾製 し ､ 呈 次続俸と しぞ抗 ㌘監B 抗 俸 姥 j レシ

グナ ル テ ク ノ ロ ジ -

) も しく 揺抗 芸濃毘呈i望抗体 ( セ ル シ グテ ル テ ク } 日 ジ
- ラ を屑 い る 三 と

に より ､ 葬リ ン 酸化 P 濫蓋 潜 よぴ E 温監 il望 の 検出を待 っ たo

1 4 ) 鬼3 逸民 の 轟脇内移行の 鴻定方駄

A 3 Å混 の細胞内移行 は Cl
-

王B - 如霊e 鬼 で弼馨 した後の 緬施療丘の Åきゑ汲 量の 変絶ニを濁憲ず

る ニ と より算出 したe 客 B 馳 C に轟終車度 量 群朗 の e 呈
-

王B ･ 肥 e Å を車力冒し 豊毎 分 臥 3 7 ℃

で 反応 させ た後 ､ 冷 P B S で 望 回洗浄 して細浪湊上よ 撃 Ci
-王B 一 服 ぢゑ を除去 した o 樋脇湊よ

の 慮3 鬼R 量結 ､ 最終蔑度 望 n M の【1望5Ⅰ3 鬼B 一 関濫C 鬼 を用 いた 凍施療鰭禽葉酸をこより瀦 憲 し浩( 芝

-

2 . 実験材料およぴ方蔭の 1 0 ) 参照) o 鬼8 ゑ玉 堂は ､ C l -王B 一 対E e 鬼 を添加 し密 か っ た場

合 の Å3 A 盈 量を 1 O O % と した壕合の % 表記 で示 した o

1 5 ) チ
-

タ解析

【1望瑚鹿茸- M E C Å 結合実敦か ら得 られる 彪 麓溶 よぴ 品 a x 催事ま､ P ri 昏払 ソ フ トウ ェ ア ( グラ

フ パ ッ ドラ を用 い て 算出 したo ア ン ダ ゴ ニ ス トの 慮 雀は ､ 給食阻害実験 より褒め られた 王C 墨8

燈より C h e 喝 ゼr 屯8 0 ぎ の計算式 茅顔を周 い て 褒 めたo

i 7



1
- 3 . 結果

1 ) ヒ ト Å3 ÅR 置換 マ ウス の 作製

i . O H I O
? 額の 呈望9 系 マ ウス 由来 E S 細鹿珠 鬼B 望.望妄言ヒ ト 鬼き盈盈 相同線換え ベ ク タ -

望5 将

を エ レ ク トロ ボ レ
ー

シ ョ ン絵 で導 入後､ ア ミノ プテ リ ン亨敵性 霊長 藤娘錬 よりゲノ ム サ ザ ン プ

ロ ッ ト解析を周 い て 相同艶換え捧の選択を行 っ た ｡ 奉賛ザ ンプ ロ ツ 鞍解析 では ､ 野 生型 マ ウ

ス の ゲノ ム D N 鬼 を E e o R 王 で頃断 した場合 ､ 5
'

髄 プロ
- プを伺 い る こ と喜こよ学的 9 . & 恵も の

D N A 断片が ､ ぎ磯プ ロ
- プを涌 い る ことに よ野約 6 ,轟

･友態 の D 討盈 断片が検出きれ る8 一

方､

相国組換え体の ゲノ ム 33 N A を E c o 混‡で切断 した場合 ､ 5
き

嶺げ ロ
- プを招 い る こ と に より約

8 . 5
･ k b の D 溺Å 断片が ､ 昌

'

磯 プ ロ
- プを用い る こ と に より約 8 . 8

- 払 鍔 D 封盈断片が 検出され

る ( 図 1 ･

6) 8 4 0 0 ク 田
- ン の ア ミ ノ プテ リ ン耐性 E S 細鹿株を用 い て よ驚 の ゲ} ム 菅ザン プ

ロ ッ ト解析を行 っ た結果 ､ 片方の 染色捧上 の マ ウ ス 鬼3 鬼民 意位子 が ヒ トÅ3 鹿澄 渡範 子をこ置換

された組換え俸が計 1 6 ク ロ ー ン 国定された (図 1
-

7ラo

続 い て ､
C f efi o x P シ ス テ ム を用 い て ､ 相同観換 え捧 の 染色体よ より 好 況で 発現 ユ ニ ッ トの

除去 を行 っ た o 1 6 ク ロ
ー ン の相同組換え俸より ､

コ ロ ニ
- 彰態と増殖能が 良い 凄 グ ロ - ン を

選択 し､ C r e 発現 ベ クタ
- を

-

通性発現 させた後 ､ 6
- チ 矛 グア ニ ン蔚性株 よりゲ ノ ム サザ ン

プロ ッ ト解析を用 い て 琵P R で 発現 ユ ニ ッ トが除去 きれた株 の選択 を行 っ たo 本 サザ ン プロ ッ

ト解析 で は ､ fi P R T 発現 ユ ニ ッ トの 除去された相同観換え棒 の マ タス ゲノ ム D N 鬼 を 玄e o盈Ⅰ

で切断 した場合 ､ 3
'

磯 プ ロ
- プによ っ て約 5 . 8

- 姐 の D 甜鬼 断片が検出きれ る く図 1 `郎 o 王望

ク ロ ー ン の 6
- チ オ グア ニ ン耐性株 を用 い て 上記の ゲノ ム サザ ン プ ロ ッ ト解析 を行 っ た結果 ､

全て タ ロ - ン にお い て 琵P 蕊T 発現 ユ ニ ッ トの 除去が観察された (露 呈
-

9ラo

琵P R T 発現 ユ ニ ッ トが除去 きれた相同組換 え捧よ哲 ､
ヨ ロ ニ

-

形態と増殖態が 良 い ク ロ ー

ン を選択 し､ e 5 7 B u 6 3 マ ウス の 経盤痕内 - と導Å した o 芸S 細脇 を尊Å した匪盤泡 を偽鮭穀

マ ウス の 子宮内に入れ る ことをこより ､ 6 e
- 1 0 O % の 牽メ ラ率を有す る 密 ス 額俸が 雛 望O 匠壷仔

され ､ う ち 4 匹捻 E S 細鹿 由来 の 生殖系列細泡 を有して い たo ニ の 生殖系列 牽 メ ラ棒 を

C 5 7 B u 6 3 マ ウス と掛 け合わせ る ことに よ っ て 片方 の ア ジjL , が ヒ ト ゑ3 ゑR 蔓こ置換 きれた - チ

ロ 体を取得 し､ きらに - テ ロ 俸同士を掛け合わせる こ とに よ っ て 両方 の ア ジル が と 鞍 速急鬼温

に置換きれた ホ モ 捧 を取得 したo - テ ロ 捧お よぴホ モ 俸の 出現率ほメ ンデj レの添鼻音j に従 っ て

い たo これ ら - テ ロ 俸お よ ぴ ホ モ 俸 の 朝 熟ま､ ゲノ ム サザ ン プ ロ ッ ト解析に て 行 っ 恵 ( 囲

ま
･

1 0) o

2 ) ヒ ト 盈3 A R 置換 マ ウス にお ける ヒ ト 鬼3ゑR の 発現

ヒ 声 ÅきÅ濫 置換 マ ウス に お い て ヒ ト 鬼3良民 が正常に発現きれ て い るか調 べ るた め に ､ 彪 ､

肝療 ､ 腎藤 , 緒集お よび B 朗朋 e におをテる 鬼豊泉筑 の 温 謝 鬼 盈 をも 腎㌢P e 温 故を伺 いて解析

したo 健属 した B 施随C は ､ p o k e 腎 e e d レク チ ン 璃激静鏡細魁 の培養 皇帝 (イ ン タ
-

ロ イ 考

ン 8 な どの マ ス ト細塵分化誘導因子 を含む
き7ラ) を含 んだ培地を涌 い て ､ 骨髄細胞 よ り分f巨額

導させ て 作製 し､ マ ス ト緬巌 の分柁 マ - 労
-

で ある 重富E 受容体お よび e
- k iも が発現 してを､ る

ニと を確羅 した (擬 1
一

旦ま) c 琵㌢㌘C R 解析の 結果 ､ ヒ ト 鬼昌ゑ最 澄換 マ ウス の 各良薬番お よび

B空淀姐C にお ける ヒ ト鬼3 鬼R の n 混N 鬼 発現 パ タ
- ン萎ま､ 野生型 マ タス妄こお春子る マ タス 鬼3盛況

Q3 汲 昆封廃 案現 パ タ
-

ン と同等 で あ っ た (囲 i
-

1 望) o また､ ヒ ト ゑき鬼盈 置換 ギ タ ス で蔓ま､ 守

呈8



タス 戯 鬼R の m 混国見 を鏡出ずる 三 と惑呈出采なか っ た (図 星･

呈望誤き母

数に ､ B 狐 e 細飽蹟上にお 汁る 鬼3 Å混 野菜現 を､ 彪 鬼盈 特異的ア ぎ 芸 ス トを急誉亀吉3鷹選一 班
_
E e 鬼

を伺い た結合賓験 より確認 した 昏 野生型 マ ウス お よぴ ヒ ト 鬼3鬼混置換 マ タス 由来 B 泌 e の

細鹿渡上にお ける 鬼3 鬼洗 の発現畳 ( 盈 必 叡 は ､ 著れぞれ ま8 6 .望d = 隠 9 お よぴ 呈ア8 . 8 堂互王. 5

f m oif m g で あり ､ そ の 発現豊は開等で あ っ た ( 寂 互-

1 3 慮き¢

3 ) ヒ ト Å3 Å最澄換 マ タス にお い て ヒ ト 鬼3 鬼毘 捻ア ゴ ニ ス ト結合畿漆芸低下 して い る

A 3 鬼民 に対する【1 2 昏王】Å丑-

雛E C A の親和性 には種差が存在 し､ 巴 ト鬼3 ゑ盈毒こ対する 盛 儀経

0 ･ 6 n M で ある
一

方
､
ラ ッ ト 彪 鬼R に対す る 風 儀は i . 5 鎚ほ である こ とが顛 られ て い る 鰯 c

我 身 は ､ 野生撃 マ ウス 由来B M 鮎 e 上の マ タス Å3 ゑ混 に労サ る【l三春王】ÅB - H E e 鬼 の 盛 儀娃 ま.凍き

± 0 ･ 1 7 n B4 で あり ( 図 1 -

i 3 Å) ､ ラ ッ ト A 3 ゑ混をこ対する 威 儀と同等 で ある ニ とを確 かめた o
一 方 ､ ヒ ト Å3 Å最 澄換 マ ウ ス 由来 B 紅組C 上 の ヒ ト A 3 Å混を己対する【1 2 昏王3 Å遊- 封E G 盈 の 彪 麿

は 1 ･ 4 2 ±0 ･望7 n M で あり ( 図 1
･

1 3 Å) ､ ヒ ト細飽土の ヒ ト 鬼3 鬼温 に対する 盈 鷺 娘6 盈 H )

と比 べ て 2 倍以上弱 い ことが確認 されたo o

続 い て ､ 同様 に ヒ ト Å3 Å混 特異的ア ンタ ゴ ニ ス ト E ぎ望6 7 7 写 の親和性 を鞠定 した 結果 ､ 巴

ト ゑ3 ÅR 置換 マ ウス B至成敗C 上 の ヒ ト Å3ゑR に対する 濫 獲 結 e .望7 ± O .ま呈 汲㍍ で あり ( 図

1
･

1 3 B ) ､ ヒ ト細胞上の ヒ ト A 3 ÅR をこ対す る 監ぎ2 6 7 7 7 の 遜 感 絶望O ± 8 . 幻 8 n H 蓬磯ラ と同等

で あ っ た o また ､ マ ウ ス A 3 ゑR に封ず る 監ぎ望6 ママ7 の 盛儀ほ 略 軸 O n Ai iZit 土 で あ巧く図 星
･

1 3 患ラ､

ラ ッ ト Å3 Å温 に対す る 盛 儀 (呈0 ,8 0 0 n M 以上
3 45) と同等で ある こ と を確認 した o

4 ) 監ぎ望6 7 7 7 結 ヒ ト 鬼3 A R 置換マ ウス 由来 B 泌 C で の Cl -王B ･ M E e 鳥添廓 に よる細胞内 e 盈望す

畳上昇 を節制す る

リガ ン ドに より網漁された A 3 ÅR は ､ G 汝 タ ン パ ク質を介して細痕内 ぢ盈空車盈を皇昇 きせ る

1亀城
o
マ ウ ス 体内にお い て ヒ ト A 3 良民 が細鹿内 C a 望

＋

塵上昇を誘導出来 るか調 べ るた めをこ､

鬼3 A R ア ゴ ニ ス ト Cl
-

王B ･ 班E C Å の 添加に よ る ヒ ト 盈3 良民馨換 マ ウス 由来 B蓄盛随e で の 舞塊肉

C Bi空車畳 の 変動 をFl u o
-

3 (図 1
･

1 凄) お よびF 現 ア盈
一

望 ( 緊 ま一

1 5) を伺 い て解析 した 8 野生墾 マ ウ

ス お よび ヒ ト Å3 鬼R 置換 マ ウス 由来 B 班】姐C では ､ 呈8 0 n A i 巧 e量･I B ･ M E C 鬼 添加蔓こ よ っ て 細

胞内 C a 2
＋

量の 上昇が観察された ( 図 1 -

1 4 墨 と E およぴ露 呈
-

1 5 ゑ と e) ｡ 野生墾 ∇ タス 由来

B 馳 C で は ､ E ぎ2 6 7 7 7 を添加 して も C量
-ⅠB - M E C 鬼をこよる細胞内 C 盈望＋盈土昇は締 嘱きれな

か っ た が ( 図 豆
-

1 4 C お よび図 1
･

1 5 B ) ､ ヒ トÅ3 ÅR 置換マ ウス 由来 Bヨ紙H C で 絃 監ぎ望6 7 7 7 g3

添加 に よ っ て Cl -ⅠB ･

Ri E C Å に よ る細胞 内 C 盈望
＋

量よ昇が 完全に締倒された (函 i -

呈4 F 潜 よび

図 呈-

iさD) o

5 ) ヒ ト 鬼3 A 蕊 置換 マ タス では 鬼3Å濃 に よる マ ス ト細脇の 脱磨鐙増強が起 三 らな い

王g E 抗体お よぴ扶原で弼教 され る マ ス ト細鹿 の腹帯粒は ､
鬼3ゑ毘 を三 よ っ て 活性化 される

PⅠ3 琵γ を介した シ グナ ル伝達経路に より増強 される こ とが知られて い る i 7 書望鵡 o マ ウ ス 捧内に

お い て ヒ ト 鬼3ゑ濃 が マ ス ト細巌 の 巌療粒増強を誘導出来るか調 べ るた め に ､ ei
･王義一 恕E g 盈 添

加に よる ヒ ト 鬼3 ゑR 置換 マ ウ ス 由来 B 紙】娼C で の脱頼経 をβ - 卑 ソ 骨ミ = ダ
- ゼ (濃腰粒時

に マ ス ト細盛 より放 出され る脱頼経 マ
- カ - 4 8き) の敦地盤と して淘定 した o 王夢窓 抗体潜 よぴ

抗原 で刺激 した野生型 マ ウス 由来 B 観閲C で 捻 ､ 添加 した Cl
･

王B ･ M E C 鬼 招 蔑度依存的にβ -

i 9



卑 ソ単 ミ ニ ダ
- ゼ放 出量 の増強 が観察 きれた ( 琵 呈

-

呈6 鬼きo
- 方 ､ 巳 ト 鬼3 鬼監 守 ラス 由来

B 鮎M C で は C l -王B -

H E C 魔 の 添旗 によ るβ - 率 ジ 華 悪 霊 ダ
- ゼ の 幾組盈e3 変化を豊観察萎れな

か っ た ( 窺 1 -

i 6 B) 8 続 い て ､
ヒ ト ゑ3鬼R 置換 マ ウス にお い て P壬3 笈 ア漆芸蓋 驚喜≡機能 してをちる

か凍覆す るた 捌 こ､ ケ モ カイ ン受容棒をこよ っ て 活性化きれ る P圭3監 ッ が マ ス 鞍藤抱 の 厳頼経

増強を増強出来るか どうか調査 した｡ そ の 結果 ち 野生墾 マ タス 由来 B 泌 C と岡穣蔓こ､ ヒ ト

Å3遠景 置換 マ ウス 由来 B空妊姐C をケ モ カイ ン H 王P
-

i 銀 も しくほ 温良 閉 篭S で弼資す るとβ -

キ ソサ ミ ニ ダ
- ゼ放出量 の 増強が観察された ( 親 王

-

i 6 C ) o 鎚土よ撃 ､
ヒ 鞍 鬼3鬼監 密漁 マ タ

ス にお い て ､ P壬3 濫 γ はケモ カイ ン受容終に よ っ て 正 常に活性才巳され る こ とが 示 き新ノた o

6 ) ヒ ト A 3 A 玉 置換 マ ウス でさま P王3 監γ を介 した ヒ ト 鬼3Å荒 か らの シ ダナ7レ鐙凌 が寵れない

リガ ン ド結合により鞠激きれた Å8 Å及 ぼ ､ P壬3 監 γ を介して P 琵丑 お よぴ E 蓋琵豆i望 の ジ ン酸

化 を誘導す る 即 6) o
L
マ ウス 体内に溶 い て ヒ ト 鬼3鬼監 が こ の リ ン酸化を欝導出来 るか簡 べ るた

め に ､ C l
-

‡B 一 班E C Å 添加をこよ る ヒ ト ゑ3 鬼最 澄換 マ ウス 由来 B 凹三組∈ 内で の P E 迅 盤 よぴ

E 琵監1/2 の リ ン 酸叱 をウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法を招 い て解析 した o 野生型 マ タス 由来 B空疫姐C

で は Cl
-

王B
-

Ai E C 鬼 添加 3 分後喜こお い て P 監B お よび E R 監1i望 の リ ン 酸化が検出きれた (図

1
･

1 7 A ) o
-

方 ､
ヒ ト Å3 Å混 マ ウ ス 由来 B 搬 C で 経 ､ t;l

･王B ･ Ri E e ゑ 添廟 に よる E 混濫旦l望 の U

ン 酸化 経観察されず ､ また P 琵B のリ ン酸化 も非常 に雪駄 ､程度で 轟っ た く図 i - 1 7 郎 o

鼻声A 監 に よ っ て活性化された E 亀鑑l 彪 ほ A 昌ÅR 自身の ワ ン酸化 を誘導 し､ そ の 結果 鬼3 ゑ昆

の 緒鹿 内移行 が引き起 こされ る 鋪 o マ ウス 体内にお い て ヒ ト Å3ゑ盈 の細鹿 内移行 が 正 常に行

われ る か調 べ るた め に ､ C l
･I B 一 朗丑C Å 添加 1 5 分後 に お 汁る ヒ ト 鬼3 鬼監 置換 マ ウス 由来

B 紅組C 細脇療上 の A 3 A R 量 をt1 2 毒王払丑-

M E C Å の結合畳として 鞠窪 した ｡ 野生型 マ ウス 由来

B 腿 C で は Cl -I B ･ R i 宅C 鬼 添力日に より約 5 0 % の Å昌Å蓋 の 緬鹿 内移行が観療轟絶た が ､ ピ 鞍

A 3 A R 置換 マ ウス 由来B R u C で 捻そ の Å3 ゑR の 細娩内移行率揺望8 % 線度 に過 ぎなか っ た宅図

1
-

i 8) o

望8



i
-

4 . 考察

Å3鬼R をこ対するア ン ダ ゴ ニ ス トほ噂息やア レ ル ギ
-

疾患着こ封ず る治療薬 と し て 期待 垂れ

て い るに も関わらず ､ をヂっ 菌類 の 鬼3鬼混 に効果的なア ン タ ゴ ニ ス トが 存在 しない た 範をこ妄ヂっ

歯舞 モ デ ル を用 い た i 丑 Vi 腎O 評庸寓験 を行えず ､ そ の 結果 ゑ蓮底温 ア ン ダ ゴ = ス 嘗㌔ の 開発をま現

在停滞 して い る 即) o 本章にお いて 我 身 ほ ､ ヒ ト Åきゑ濃 特異的ア ン ダ ゴ ニ ス トの薬理学韓評健

が 可能なモ デ ル 動物 と して ､ マ タス ゑ3 鬼漁連伝 子 を ヒ 巨鬼3 Å盈の 配列に置換 した
'i

ヒ ト 鬼窪鬼昆

置換 マ ウ ス
''

の作製を試み たo 現在ま で に 号 筏 ラ グ トア ル プ宅 ン凄藍 子 4 ,i)率プジ浄 ン尊厳 予

感
､
エ リ ス ロ ポ エ チ ン (E g o ) 受容体達転予 感 をヒ 車型に置換 した 巴 ト音ヒマ ウ ス が報告きれ

て い るが ､ G P C 盈 をヒ ト化 した飼ぼ奉研究が初め て で ある｡ G P C 温書こ対す るア ぎ ニ ス 鞍やア

ン タ ゴ ニ ス トの 多く 経 ､ ヒ トとをヂっ 菌類の G P C R 開にお い てその 親和性に種差がみ られ る 三

とが知 られ てお り ､ ヒ ト G P C R に対する化合物の 評価 ををヂっ 菌類 で行う ことが 困難怒壕督が

多い 宙｡ G P C R ヒ トイヒマ ウス は ､ こ の ような種差 の 問題 を察敦サ るた めに舞常に有力な驚 デ

ル動物 となると考 えられ るo

我身 は ､ マ ウス Å3 良民遺伝子 の O R ぎ領域をヒ トゑ3 ÅR c D 討鬼配列喜こ置換す る寿蔭と して ､

相同組換 え故を用 い た o
-

巌約に ､ 相同組換 え駄を用 い ると置換後 の染色体土に 捻 ポジ テ ィ

プセ レ ク シ ョ ン マ -

カ
- が挿入されたまま残される o しか し怒が ら､ 相 同組換え書生を涌 い て

濫P O 受容体遺伝子 を ヒ ト型に置換 した マ ウ ス にお い て ､ E P O 受容体遺伝子 の 近傍 に挿入 さ

れ る相 同組換えベ ク タ - 由来の ポ ジテ ィ プセ レ ク シ ョ ン マ - カ ー の 影響をこよ っ て E P O 受容

体の 私 蔑封Å 発現急が蹄制きれ る ことが観察きれ て い る 繊 o そ の た め奉研究 で 桂 ､ 相同組み

換え後 の 染色体上よ り ､ C T e 乃o 濫P シ ス テ ム を招 い て相同線換 え ベ ク タ ー 由来 の ポ ジ テ ィ プ セ

レク シ ョ ン マ ー カ -

(三P 混T 発現 昆 ニ ッ ト) を除去 したo その結果 ､ ヒ ト鬼3鬼毘 置換 守 タス

におけ る ヒ ト Å3 A R の 発現量絃 ､ 汲 R N Å レ ベ ル お よぴタ ン パ タ質レ ペ j レをこおい て ､ 野生墾

マ ウス にお ける マ ウス Å3 鬼昆 と同等 で あるこ とを確 か鋳 た ( 図 1
･

ま空港 よぴ 1
-

1 3) o

次に我 郎ま､ ヒ ト 鬼3 ゑ監 が マ ウス 体内 で 正常に機能す るか どうか確藩ずるた め に ､ 為3逸混

によ っ て 引き起こ きれ る稀 府 な細巌応答を調 べ たo ヒ トゑ3 ゑ玉置換 ギ タス 由来澄 搬 e でを豊､

ゑ3 ゑ洗 ア ゴ ニ ス ト Cl
-

ⅠB - H 霊C 鬼 の添加 に よ っ て 細飽 内 t3盈望＋畳の 上昇が訴導きれ ､ さらに そ

の上昇 絃 ヒ ト Å3 A R 特異的ア ン タ ゴ ニ ス ト 監ぎ望6 7 7 7 の添凝をこよ っ て完全をこ締制 きれ る こ と

を趨認 した (図 星
-

呈4 お よぴ 1 -

1 5) o

しか しながら､ 予期外な事に ､ ヒ ト 彪 ゑ蕊 は 王g E 抗俸溶 よぴ抗原 で商港 きれた 守 ス ト細泡

の脱紫綬を増強する こ とが 出来なか っ た ( 図 1 -

i 6 B ) o 鬼3 A R に よる マ ス 較細鹿 の 艶額粒 の 増

強は ､ P王3 E 37 の活性化 を介して い る ことが知られて い るが 窒鵡､ ヒ ト 鬼3 盈最 澄換 守 タス で は

鬼8 ÅR が PⅠ3 監 γ の 活性化 を介 して 誘導す る ことが知られて い る P E 遇お よぴ E 混監il望 の リ ン

酸子巳 1 6) を検出す るこ とが 出来怒か っ た (図 1 ･

i 7) o また ､ 選果E 皇i望 の ジ ン酸柁 に 蓋 っ て衝撃

され る ゑ3 ÅR の 細痕 内移行 豊磨の 割合 も､ 野生型 マ ウス と比 べ て ヒ ト鬼3 良民 置換 マ タス で は顕

著に低下 してし
.

､ た (図 1
-

1 8) o ヒ ト鬼3 ゑ濫 置換マ ウス で は ､ ケ モ カイ ン 受容俸を介 し藍 P王泥

γ の活性化に よる脱額粒 の 促逐 2 8) ほ定 常に観察きれる 三 とから (国 王
一

旦6 Cラ､ 我 身 ほ
i`

ヒ ト

鬼3 ゑ蕊 揺 P 王8 琵γ の活性陀に 関与す る マ ウス G タ ン パ タ質と寿 ッ プ
i) ン グする 三 と が 出来怒

い
' き

とい う夜鋭 を考えた (露 呈
一

旦9) 0

-

般的に ､ G タ ン パ ク質が カ ッ プリ ン グして い る 鎧P C 昆 と放 べ て ､ G タ ン パ ク質感ミカ ッ プ

望旦



リ ン ダ して い ない G P C 毘 で ほ ､ そ の リガ ン ドに 対す る親和性 が有意を三蔑下す る三 と が麹られ

て い る 軸 一縄) e 奉研 究にお い て我 府 は ､ 巳 ト ゑ3 Å最 澄換 マ ラス 由来 態 雌 e 皇 帝 巳 卜 鬼3 鰻 に

対す る A 3 鬼R ア ゴ ニ ス ト【1 28王】鹿茸･

紙 E C ゑ の親和性 ( 彪 値 L 遠望土8 一望7 盛姐) ほ ､ 監 事練鹿株

上野 ヒ ト Å3 逸民 に対す る親和性 ( 彪 燈 o , 6 n M 細) と比 べ て 望倍L;R 上 弱く怒 っ てむ㌔るこ とを

示 した ( 図 1 一

呈きÅ) o こ の結果ほ ､

``

ヒ ト ゑ3 演義 ほ ､ ある ギ タス 鍔 タ ン パ ク 賓と蓋常を己労 ッ プ

リ ン グする こ とが 出来な い
''

と い う我 身 の 夜蔑 を支持 して い る 昏

P 王3 E γ の活性化に関与す る マ タス G タ ン パ ク質が ヒ ト 鬼詔ゑ混 とカ ッ プリ ン グ出来恋い理

由と して ､ ヒ トと マ ウス 開における Å3 慮盈 の細魅内領域の ア ミ} 酸配列の 細岡性 の 乾さが考

えられ るo 実際 ､ ヒ トと マ ウス 間で の 鬼3 Å温の 細飽内儀域 の ア ミ } 酸配列 鍔相 国性萎ま7 8 % と ､

他の G P C R の場合 (相同性 の 平均 9 O % ) と比 べ て 有意をこ低 い e また ､ P壬昌監γ の 活性才ヒに関

与す る マ チス G タ ン パ ク質は ､ 細胞 内C a 望･ 量の 上昇 に関与す る マ ウス G タ ン パ タ質 よ 撃も､

こ の 種差の 影響 を受 けやす い と考えられ るo

我 身 以外に も､ Åu eh a m p a 盛 らの グル
- プは ､ イヌ Å3ÅR をア プ リ溶 ミ ドリザjL , 腎蹄由来

C O 昌一

7 細胞練 4 7)や マ ウス 感 に発現させ た場合 ､ Å3 ÅR ア ゴ ニ ス トに 対ず る親和性が低下す る

こ とを示 してお り ､ Å3 鬼R と G タ ン パ ク質の カ ッ プリ ン グにお ける種差の 存在 を示唆 し て い

るo ま た ､ G P C R で ほな い が ､ ヒ ト 玉P O 受容体置換 マ ウス の常客をこお い て ､ マ ウス 体 内で

は ヒ ト E P O 受容体ほ マ ウス の細胞 内シ グナ ル伝達因子と正常に カ ッ プリ ン グ出来 ない 可能

性が 示唆されて い る 感 o

現在 ま で ､ ヒ ト Å3 A R か らの細塊肉シ グナ ル伝達経路を解明するた め の研究が 数多く報告

されて い るが ､ そ の 多く の研究 にお い て ヒ ト鬼3 鬼R を発現させた蔓ずっ 菌類由来細抱 (主にチ

ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー

卵巣(t:H O ) 細胞) が招 い られて い るo その韓督の申をこ接㌔ 今回 の我身

の 飯鋭 とは異 なり ､ C H O 細胞にお い て ヒ ト Å3 Å混 に よ る P王3 琵γ を介 した細盤内 シ ダテ ル 伝

達経路の 活性化 ( P 濫B や E 亀鑑1j望 の リ ン酸化) が観察きれて い る場合 もある l磨o も しか し

た ら､ これら C 琵0 細娩 にお ける ヒ ト 鬼3鬼瓦 か らの 細胞内 シ グナ ル鐙達蔓慧､ ヒ ト 鬼3鬼混 の 生

体 内を反映 しない レ ベ ル で の過剰発現に よる結果 で あるかも しれない 母 我 身 は ､ 発現塵を乾

く抑えた ヒ ト鬼3Å昆 発現 C H O 緬塵株 で は ヒ トゑ3 鬼監 か らの P 王3 琵 ¥ を発 した細巌内 ジ グナ

)i, 伝達が観察されず ､ こ の 細鹿珠に ヒ ト G y o タ ン パ タ質を共発現させ る と ヒ ト 鬼3 戯 か らの

P I 3 琵 γ を介 した細脇 内シ グナ ル伝達が 正常に渡れ るように なる こ とを確認 して い る ∈ヂ - 夕

示 さず) 0

本章 で は ､ ヒ ト Å3 Å混 特異的ア ン タ ゴ ニ ス トの 薬理学的評価が可能 なモ デル動 物 と して ､

ヒ ト 鬼3 ゑ最 澄換 マ ウス を作製 した o マ ウス 体内にお い て ､ ヒ ト 鬼3 慮混 ぼ細胞内 e a 望ヰ豊 の土

昇 させ る こ とが 出来た が ､ マ ス ト細魔 の脱額粒増強などを含む P 王3 琵γ を介 した シ グナ ル 蓉

達経路 を活性化す る こ とは 出来なか っ たo 本研究ほ ､ 鬼3 ゑ盈 と G タ ン パ ク質の カ ッ プ リン グ

に 関す る種差の 存在 を初め て 明穣 に し､ マ ス ト細脇 の泉源鐙増強喜こ起鰯ずる噂息や ア レ ル ギ

ー 疾患に対す るゑ3 鬼瓦ア ン タ ゴ ニ ス トの 効果 を評価出来 る鬼3 ÅR ヒ ト化 マ ウス の 作製 の た め

に は ､
マ ウス 鬼3 Å濃 をと 車型に置換す るだけで は不十分で ある ことを示 して い るo こ の 間題

を解決するため には ､
ヒ ト Å3 鬼箆 棒異的ア ン ダ ゴ ニ ス トとの 結合お よぴ マ ウス G タ ン パ タ質

との カ ッ プリ ン グの 両方 を維持する ､ ヒ トi マ ウス の キメ ラ 鬼3ゑ監 などの 開発 な どが 必 要で あ

ると考 えられ る¢

2 望
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- B S 鬼右-ラ

廿 まe 蚤gi n L 謂 野 - B §ゑ (辛)

□ e n gj 威 T 好
一 B S 盈くう

書 柑 n g!in L T 軒狩 - B S 鬼(十)

E3 まe 喝 触L T W - B §鬼

考 量¢喝 観 首輪P - 鮎 ゑ ヰ 1 0 戯 城野 一号 ぽ

窃 I O 喝j 威 顎 野 - B §鬼 ＋ l O 戯 汲鹿討T E S

園1 - 1 6 事] ガンぎ添畠田によるⅠ顔およぴ抗原弼激B 蜘 C 習の親猿亀舜増強

毛糸､ B 粕E で翻激した野生聖マウス由来B M 朗 Cく魚 油 よぴとトA 3 良民置換苛ウ呆由来B 鰍 C ∈B 鳩

抗原穿添カ日時( E3) もし宅は抗原としで m - B S 鬼添奴時宅稚きにおける､ c里-王B - M E C ゑ藩奴による

髭辛抱量の増襲を､ B ヘ キソサミニダ
ー ゼ放出量として溺愛した o

∈c:) 王g 芝で刺激した野生整マウスおよぴヒトÅ3 鬼R 置換マウス由来迅 搬 ∈に ､ 統幕くT 紺P
- B S 鬼ほ 共に

ケ毛虫インであるM 王P - i α( ♯きもしく披見鬼封T E S ( 霞ラを添カ8 した時 戯脱額鞄畳をβ 汽 キジサ蓋ニ

ダ ー ゼ放出量として讃定した o
磨 ～ キソダ蓋ニダ ー ゼ放浪量は ､ 全β 鴨 キジサミニ ダ ー ゼ豊を呈e8 % とした場普の% 寮監 で示した¢

愛て 砕鐘は3 固の独立した薬寮群将卒均濠で示し､ エラ
ー パ ー はその 軍機僅 の標準爵養毛S E M ) を示す¢

車
,
p < 8 事e 5

,
C l 一 過 - M E C Å罪添恕時と砕比較(s ぬお設毛

学

畠t t e 醜によるき

3 8



鬼

C ト王蕃- 蝦 C Å添凝凌

の時間( 分)

B

耶 マウス

由来昏 槻 e

昏
‡

3
'

1 5
'

1野T マウス

由来B 紺 C

C l - 王罫- 弧 e A 添加後

砕 時間(分) ¢
!

3
,

1 5
!

芸 リン酸化 濫 姐 Ii2

巳トÅ3 鬼最 マ ウス

由来藩閲巨∃姐 C

母
亨

3
,

1 S
苧

ヒトA 3 Å濃 マ ウス

由来最独 切∈

令
,

3
!
15 ,

≡ E - liz

や I3 ン酸概 評監 B

P 腿

図1 - 1 7 C i -王B 一 服 C 鬼添加によるE 罷監if2 およぴp 監B のリン酸叱

野生聖 マウスおよぴヒトÅ3 Å最澄換マウス由来B 鵬 e に量ii 鮎のCI J 蓄一 朗蓋e 慮を添力日し､

o ､ 3 ､ 1 5 分後にお汁るE 艮監1i2( 廃 油 よぴp 監遊くBきの事ノン酸守巳をウニ 長タンプ日ツト法を

用しヽ て後出した o

3 9



野生聖 マウス由来 ヒトÅ3 鬼最澄換マウス由来

B 肋 C B 鰍 c

′
‾ ■■

ヽ

宗 1 O O

;i ,5

a 惑

星警…;
恥
) n

園1 - 1 8 B R4 M C 細鹿渡上からのÅ3 Å及の報逸内移行

野生聖マウスおよぴヒ卜Å3 姐 置換マウス由来B 蜘 C をI i3 M の∈l -量B - M 藍∈鬼で

i5 分間潮激した後 ､ 藤娘凍上の鬼3 鬼盈量を【
125Ⅰヨ鬼B

一 朗E C 鬼の 結合豊とし首測定したo

デ - 封まも C l 一重B 一 朗E C Åを添加 しない時の【
量25王3 ÅB - M E C 鬼舜韓含量を呈8O % とした場舎の

% 表嘗己で 示した ｡

全て の鐘は独立した3 回の秦験辞の平均佳を示し､ エ ラ ー パ - はその畢均俵 招壌準偏差

(s e w ) 僅を示す . 車, P < 0 .e 5
, 野生聖 マウス由来B M M ∈との 比較(s 紬血戚

'

s t もe s毛による)

ヰ0



ヒトA 3 A R

マウスB M M C

P L C β

1
1
/

細胞内C a 2 ･ 皇†

[車] ヰ
′

｢

抗原刺激マスト細胞の

脱額他の増強

*
(ぬ
マウスG

i, .
タン パク貫

/
PI3 K r

f ‡
M

,= th
k

i
n

a;
s e

E R K l/2

A 3 A R リン鼓化
1

l n t e m ali z a ti o n

[垂]

図1 - 1 9 マウスB M M C におけるヒトA 3 A R の細胞内情報伝達経路の推定図

ヒトA 3 A R 置換マ ウス 由来B M M C に おける､ ヒトA 3 A R を介した細胞内什報伝達経路の

姓定固を示す ｡ 細胞内c a
2 ＋Jt の 上 昇に閑与するマウスG u oタンパク井はヒトA 3 A R と

正 常にカップリング出来るが ､ p1 3 K r の活性化 に関与するマウスG u oタンパ ク質は

ヒトA 3 A R とカップリング出来ないと推定される｡

4 1



第 2 牽 キメ ラ 鬼3 鬼漫 置換 守 タ ス 形 作製と評庸

2
-

1 , 経 じめに

第呈 牽を這お い て 我 J& は ､ ヒ ト鬼3 良民 ア ン タ ゴ ニ ス 斡の 評凍が可能な 驚 デjt , 動物 と して ､ 艶

色俸上 の 鬼3ゑR 遺伝子 をヒ ト 鬼3 Å澄 配列に 置換 した
``

ヒ ト 鬼3 鬼最 澄換 守 タス
}'

を搾襲 した 合

しか しなが ら､ ヒ ト Å各ÅR 絃 マ ウス 体内にお い て P Ⅰ3 監 γ を介 した細胞内情韓伝達を転える

こ とが 出来ず ､ その 原潟と して ヒ ト 鬼3Å濃 は
-

審の マ ウス G タ ン パ タ質と労 ッ プリ ン グ出来

ない ことが推察された｡ そ こで本章で ほ ､ ヒ ト 鬼3鬼監 の細盤内領域を マ タス ゑ3鬼毘 由来配列

に置換 した ヒ トl マ タス の キメ ラ 底3 鬼混 を設計 し､ 艶色体七の 鬼墨鬼混 達哉子 を考 メ ラ ゑ3 廃混

配列 に置換 した
``

卑メ ラ Å3Å混 置換 マ ウ ス
''

の 作製お よぴ評細を待 っ た¢

2
-

2 . 実験材料お よ び方法

i ) 主怒試薬 ､ 材料

･ 放射線標韓 鬼3 Å温 特異的ア ゴ ニ ス ト

【1 瑚 腰 ･(4 -

a z n i n o せ i o d o b e n 野i) a d e n 鵬i n e
～

5
'
- N n e 軸呈ぽ O n 象 瓢皇& e (【

1望8王3 A B 一 関芸e 彪 ?)

ア マ シ ャ ム より購入 した

･ Å3 鬼温 特異的ア ゴ ニ ス ト

( 敵 N 6 - P h e n yii s o p ァo p yi a あ n o 8in e (( A)
-

P 王ぷ 7)

シ グマ より購入 した

I Å3 ÅR 特異的ア ゴ ニ ス ト

2
-

c hi o T O 一 腰 -( 3 -

i o d o b 壱n 野 鮎d e n o Bi n e
-

5
'
- N ･

n eもh yl
一

転T O n 盈 私id e ( Cもー王B 一 班窒C 腰 弱

協和発酵 工業 (株) 医薬研究セ ン タ ー に て 合成 した

･ ヒ ト Å3 ÅR 特異的ア ン タ ゴ ニ ス ト

K F 望6 7 7 7 (2 -く4 - b r o m op 鼓e n yl)
-

7
,
8

- ぬ y 血o せ p T O P yl
･

i 望 ･

i n i 血 霊O 晩ま･‡3 p 虚 汲
-

轟(逮緒 -

O n e

dih y む o ch l 痩i逢e)
7
,
S 萄

協和発酵 工業 (樵) 医薬研究 セ ンタ - にて合成 した

･

亀も6
･

も疫ぬt r op h e n yl ウシ虚清ア ル ブ ミ ン ( T N P 瑠S 鬼ラ

コ ス モ バ イ オ より購入 した

･ 抗 T N P Ⅰg 選抗棒

涜 T N P 王g E 抗体を生産す る マ ウス B リ ン パ 球細胞株 (j U C C 番号 : 晋ⅠB
･

1 4 望き の

無息清培養 土清 よ哲 ､ ゲル ろ過 カ ラム を涌 い て精製 した

･ プラ ス ミ ドp B S
-

e 芸1 およ ぴ p B S
･

e 嘘 (鬼3鬼盈 遺伝子 を含む マ ウス ゲ } ム D H 鬼)

第 1 牽に て 作製

･ ヒ ト鬼3 ÅR 置換マ ウス

第1 牽に て作製

2 ) 相 同組換えベ ク タ ー

の 構築

マ ウス 鬼3 Å琵 遺伝 子 をヒ ト7 マ ウス の キメ ラ 盈3 鬼盈 配列 に置換するため の 確同線換 え ベ ク

タ -

と して ､ 以下 に 示す 6 つ の 昆 ニ ッ 旨か ら盛る キメ ラ 鬼3 鬼農相同線換 えベ ク タ
- を設計 し

忠 ( 鍔 望一

里)

蓬髪



i . ネガ テ ィ プセ レ ク シ ョ ン 守 - 労 - と して 招 も ジ ヲ テリ ア 毒素 鬼 断片 嬉野鬼) 発現 還 =

ツ ト ( R 封鬼 p oly m e T a S e 荘プ ロ モ
-

タ -

下露をこ B 平鹿 遼伝子 と S 腎逐8 由来ポジ 盛 付魂配

列を配置)

望. 約 6 .0
- kも の 5 儲 の 相同艶換え用ア - ム (S m 盈 ‡か ら マ チス ゑ3 鬼R 遼鎮 子 の 芸 ク ジ ン 1

内 の A T G 勧駅 開始 コ ド ン まで の マ ウス ゲノ ム D N 鬼 由来 暮昏))

3 . 約 1 . 0
一恵b の 卑メ ラ 鬼8 A 混 e D N A 配列 ( 函 望一

望ラ

4 . 釣 o . 5
- 払 の マ ウス ゲ ノ ム D 討Å配列 ( マ ウス 鬼瓦色濃 遺伝子 の エ ク ソ ン 望 内の で鬼窃 葡訳

停止 コ ドン か らポ リ A 付加配列まで を含む 嘘ラ

5 . 帝嫁 に 1 o x P 配列が付加 きれた ､ ポ ジテ ィ プセ レ ク シ ョ ン マ - カ - と して の 巴 鮮卑す ン

チ ン フ ォ ス ホ 7) ボ シ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ く琵P R でき 遺伝子発現 温 ニ ッ 車 宅ホ ス ホ グリ

セ リ ン酸キ ナ
- ゼ プ ロ モ -

タ
-

下詫に H P R で遺伝子 を配置)

6 . 約 望. 8
･k b の 3

'

儲 の相 同組換え用ア - 良 ( マ タス ゑ3Å混 凄鎮子 の エ ク ソ ン 望 内 の B 盈汲 H

王 か ら Åp a 王ま で マ ウス ゲノ ム D N A 由来 漸ラ

上記 の キメ ラ Å3 A 農 相同級換 え ベ ク タ - 蔓も 以下に示す方法 (金 望4 工程) で 構築 した o

全て の 工 程にお い て ､ D 封Å 断片は ア ガ ロ - ス ゲル電気泳動 に よ っ て 分離 した 後 ､ 喝 掬 ui 速

G el E xもT 盈etio n k it ( 卑ア ゲン) を用 い て持薬 した o 各 プ ラ ス ミ ドは ､ 形質転換 し た来聴菌

D fI 5 α よ り Q 王冬p T e P S p in 翫in ip T e P 監皇毛も しく は Q Ijk B lb e 君 臨 di 監毛く卑ア ダ ン) を伺 い て

精製す る こ と に より取得 した o 連結反応 を行 っ た胡限酵素の 認韓配列周辺 の塩基配列 ならび

に P C 混 増幅断片 の全塩基酉己列は ､ 各工 程にお い て D 討ゑ シ - ク エ ン サ - 鬼遊王P 盈王S M 3 守守 お

よぴ B ig D y e T e r m i n a もo r C y cl e S e 環現e n ei n g R e 盈d y 鮎 盈ぬ o n 濫皇毛 V e r . 望 ( ア プライ 野パ イ
､

オ

シ ス テ ム ズ) を使周 して 決定 し､ 塩基酉汐fl の確認 を行 っ たo

三豊蓬‥ マ ウス ゲ ノ ム D 討ゑ を鋳型と して ､ P y T 盛 e 醜 P ol y m e r 魚島e お よびプライ 守 -

掛 e 鍔

A 腰 T e C C g T C C Å T 良鬼A J& T 琶C 鬼 C
･

8
'

港 よぴ 5
ぎ
ー C C 鬼 C 管免疫T T g T C 慮習g T g T 欝e C 戯

t

C

T A C -

3
ず

(猷上 ､ プ ロ リ ゴ に て合成H を用 い て 9速℃ で 姦分間迦熱後 ､ 9 凄
Q

c で ま 労 ､ 5 8 琶 で

灘 砂 ､ 7 望℃ で 1 分からなる反応 を 皇 サイク) レと して静 8 サイ ク ル待 っ た 得 ち､ 9 速習 で i

分 ､ 6 8 ℃ で 2 分か らなる反応を1 サイ ク ル と して計 望望サイ ク ル行 うP e 監反応 を待 っ た後 ､

増痔きれ た釣 0 ･ 1 王
･ k b の D 討鬼 増幅断片を E e 8 蔑王 と S p e 王 で切断 し､ 選e 窃混苦 と 軸 e 王 で圃

新 したプ ラ ス ミ ド p Bl u e s e Tip 毛呂駄き( ス トラタ ジ ー ン = こ 鎚雷魚七重o n H 呈め (寮洋紡) を周

い て導入 し､ プラ ス ミ ド ch i m e f 盈 ･

i を作製 した ( 潟 望潮 .

主産遥: プラス ミ ドT 良
一態幽 霊 (寮 1 牽 王 - 2 参照) を鋳型 と して ､ P y T 盛 e 威 P o 紬 e 警盈昏e お

よびプライ マ -

酔 琶C T C T A 誓Å欝 g 醜 T 鷲鼻底魚ゑT e e 鹿野 T 富
-

急
事

お よぴ 5
ラ
ー 彪短 g3 g だe 永

嶋 腰 C T 鍔 C T g 琶C C C T 琶 g g ぜ 似 ム プ ロ リ ゴ にて脅威)ラ を済もちて 9 逐電 で 5 分間加

熱後 ､ 9 4 ℃で ま 分 ､ 5 8 ℃で 3 8 砂 ､ 7 望℃で 1 分か らなる反応 をi 草イ 夕j レと して 計 奉ずイ

ク ル 行 っ たの ち､ 9 凄℃ で 1 分 ､ 6 8 ℃ で 望分 からなる反応 をi サイ ク) レと して計 望望 争イ グ

ル行 う P C 毘反慈 を行 っ た擾 ､ 増幅された約 O .望
･ k b の D 鮮魚 増幅断片を Ⅹも盈王 と B 盈 設琵 王

で切断 し､ Ⅹも良書 と B 盈 m H 王 で切断 したプラ ス ミ ドp 藩主ti e 紀 軸もS 昆く
･

ラをこ hi琶a毛主⑳n 琵豊富亀 を

宛 い て導Å し ､ プ ラ ス ミ ド e ぬ e r 亀 一

望 を作製 した ( 国 営潮 e

墓監遥: プラ ス 宅 ド℃鬼池魚3 R を鋳型 と して ､ P y r 8b e 威 P o 紬 e 雷魚畠e およぴプライ マ
-

(5
'
-

習晋琶

逢昌



g A T C e T T C T 習γ雷魚g T 誓g
fT g 鬼e e g T 警e 晋 g T A T e

-

3
'

お よぴ き
ラ
ー

琵琶塊 e 鷲尾 g T e e g T 鬼e 琶

ÅC C ÅC C ででe 習A T T 管e 遠野でg
･

3
チ

( ㌫よ ､ プ ロ ジ ゴ看三て 脅威)き を涌 い で 9逐電 で 5 分間カ口

熱擾 ､ 9 4 驚 で 呈分 ､ き8
Q

c で 3 8 砂 ､ 7 望
Q

c で 五分か らなる反応 を まずイ グ ル と して 計 8 サイ

ク ル 行 っ た の ち､ 9 速℃ で 1 分 ､ 6 8 ℃ で 望分か らなる反感 を i サイタj レと して計 望望 サイ タ

j レ行 う P C 温 反応 を行 っ た後 ､ 増幅され た約 o .空き
一恵b の D 討鬼 増幅断片を S p 母王 と B 弧 繋

Ⅰ で切断 し､ S p e 王 と B 盈 m ≡王 で切断 した プラ ス ミ ドT k 鼓鬼3 監看≡ Li富盈毛皇8 n 私誓ぬ を周彰与

て 導入 し ､ プ ラ ス ミ ド c h i m e T a -

3 を作製 した (図 望域 e

三豊遥: プ ラ ス ミ ド T A
- h A 3 R を鋳型 と して ､ P y T Ob e 8 も P o呈y m e 雷魚S e お よ ぴプライ マ

-

酔 夢C T

C でÅ 幽盛 C e 鬼 T 鍔 鬼ÅÅ m T C 鬼 T T g 琶
-

3
'

お よび 5
ラ
ー

磯 ゑ鹿野 T e
'管 e 妄評 Åe 琶 e 海 底垂汗

g嘗g g T T C 鶴 C T T g ぜ (以上 ､ プ ロ リ ゴにて合成= を用 い て 9 4 驚 で S 分間廃 熱後 ､ 9 凍
Q

c

で 呈分 ､ 5 8 ℃ で 3 O 砂 ､ 7 望℃ で 1 分か らなる反応 を1 サイ ク ル と して計 轟 サイ ダ J レ行 っ た

の ち ､ 9 4 ℃ で 1 分 ､ 6 8 ℃ で 望分か らなる反応 を 1 サイ タjt , と して計 望望サイ ク ル 行う P C 混

反応 を待 っ た 壊 ､ 増幅された約 0 . 1
-k b の D N Å増幅断片 を Ⅹb a Ⅰと E e o 蕊Ⅰ で切 断 し､ 汲 盈

Ⅰ と E c o R Ⅰ で切断 した プ ラ ス ミ ド p B l u e s c rip もⅡS 磁
･

如こ L i欝a もio n n 療 を 熟 ､ て 導Å し､

プ ラ ス ミ ド ch i m e r a -

4 を作製 した ( 図 2 ･

3) o

三豊遵 : プ ラ ス ミ ド eh i m e T a
･

1 を E e o 混Ⅰ と S p e 王 で切断 して 得られ る約 8 1 i
- 払 の D 封鬼 断

片と プラス ミ ド c hi m e T a 一

望 を B a 迅fI I と X b 盈王 で切断 して 得られ る約 0 .望･返態 の D 封Å 断

片 を､ E c o R Ⅰ と B a m 文 王 で切断 した プ ラ ス ミ ドp B i u e 紀 軸もⅡS 駄) に Li夢a ぬ n n g h を周

い て導入 し､ プ ラス ミ ドch i n e T a -

1 ＋望 を作製 した ( 図 2 - 銑

三豊虐 : プ ラス ミ ド 盛i n e T 盈 -

3 を S pi Ⅰ と E c o 混王 で切断 して得 られ る約 O .望さ
･ 払 の I3討鬼 断

片 を､ S p 王王 と E c o R I で切断 した プ ラ ス ミ ドch i m e r 象
･

4 に I i g 盗もio n 昆 g h を月恥
､ て 尊兄 し､

プラ ス ミ ド ch i n e F a ･

3 ＋4 を作製 した ( 図 望一

重) o

墨整ヱ : プ ラ ス ミ ド e h i 迅 e T a
-

i ＋望 を B gl Ⅱ と E c o 蕊王 で切断 して 蒋ら鈍 る約 8 . 8
-鼓動 の 諺封盈

断片 を､ E e o R 王 と B 盈 n 宝 玉 で切断 した プラ ス ミ ド chi n e 君盈 -

3 ＋鍾妄芸 L i誓盈 鮎 n H i 癖 を周を蔦

て 導入 し ､ プラ ス ミ ド ch i m e 若色 ･

1 ＋望＋3 キ鐘 を作袈 した ( 図 望-

銑

過 : マ ウ ス ゲ } ム D H 鬼 を鋳型 と して ､ P y r 盛 e 8毛P oiy n e ぎ盈B e お よぴプライ マ
ー

掛 G 富欝

g A T C C Å T g g 鬼g C T C g ゑÅ良 好で C T C 溜 お よび 5
'
- G 鍔 幽遠

'

T T C 鍔 C 腰 夢 e T 欝 T C T e 鬼欝

ゑÅÅÅぎ
ー

3
'

( 以上 ､ プ ロ リ ゴ に て 合成= を用 い て P C R 反応を行 っ た後 ､ 増蒔きれた豹 O .き5
一恵も

の B N ゑ 増幅断片を E c o 温Ⅰ と B a n 琵Ⅰ で切断 し､ E e 8 混王 と B 盈 m H 王で切断 した プラ ス ミ

ドp Bl u e s c rip 七S E(
-) に L i雷魚tio n 琵まg h を届 い て導Å し､ プラス ミ ド慮3 漫一国呈 を搾襲 した( 囲

2
-

4ラo

墓蓬澄: マ ウ ス ゲ ノ ム D N A を鋳型と して ､ P y T 盛 e s竜P 軸 m e T 盈昏e お よぴ プライ 守 -

掛 C 琶夢

紺 C e Å富C A 官署C C C 鬼鬼C 鬼鬼C 鬼富C 鬼 C
-

昌
'

お よび 5
y
- e g 欝ゑ廃警

'

T e e 遠野g ゑC C 鬼琶e 鬼e g

C C 鬼慮e ･

那 ㌫上 ､ プ ロ リ ゴに て 合成H を用 い て P e 温度応 を行 っ た後 ､ 増幅され た約 8 暮喜
一返態

の D N 鬼増幅断片 を E e o 蕊王 と B 亀 m 琵王 で切 断 し､ E c 盛 夏 と B 盈 m H 王 で畷新 した プラ ス ミ

ドp B lt l e S e Tip もS 濫(
･如こ Liぎ盈鮎 n 琵i富h を招 い て 導入 し､ プ ラ ス ミ ド鬼3 盈一対2 を作製 した( 図

望溺 o

主監辺 : プ ラ ス ミ ド鬼8 盈-

N 望 を 貰e o蔑王と S p も言 で 切断 して 得 られ る約 o .望 鶴 形 D 溺鬼 断片

を ､ E c e 混Ⅰと S 野ぬ重 で切断 した プラ ス ミ ド鬼3 昆
･ N 五 に ti g 急転o n 払琶h を伺 い て 導入 し､ プ

ラ ス ミ ド鬼3 R ･ 甜8 を作製 した ( 図 慧･

5ラo
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三選ユ皇: プ ラ ス ミ ド 鬼3 漫
-

N 3 を S a e 王と 施 o 王 で頃断 し苛 得 られ る約 8 . 4
-

監転 の f3 鰐ゑ 断片

を､ 鮎 e 王 と 封 e o 王で頃新 したプ ラ ス ミ ド e hi m 鐙T 盈 -

呈ヰ望ヰ3 ♯魂を乙i i 夢色虫8 n 諾皇筈h を伺 い て 導

入 し､ プ ラ ス ミ ド c慮3 盈一 国 を作襲 した (潟 望-

昏) o

三盈速星 : プ ラ ス ミ ド p B S
一

紙 i ( 第1 牽 1 -

2 参照き を 鮎 e 量と S 私 盈至で切断 し℃得 られる

約 5 .8
- k b の D N Å 断片を ､ 鞘盈e 王と S 盈e 王 で頃新 したプ ラ ス ミ ド 鬼3 選

一

N 1 (封通e 王 で切断

した末端は D 国魚 Bl t n もi n g 私宅( タカ ラ バ イ オ) を伺 いて 平滑化 しておく 粍 Li琶盈恵e n 汲匿義

を用 い て 導入 し､ プラ ス ミ ド慮3 蕊一 対5 を停製 した ( 図 望
一

番ラo

主監 ぷ蔓: プ ラ ス ミ ド cÅ3 R -

N を S 盈e 王 と E c o 蔑壬 で切断 して 得ら鈍 る約 呈B 一恵転 野 D 鮎 断片

を ､ S a c I と E e o R 王 で切断 したプラ ス ミ ドÅS 汲- 国5 蔓こ u 雷魚毛由 n 重監事蕗 を伺い て 導入 し､ プ

ラ ス ミ ド a T m l ヰc Å3 蕊一 国 を作製 した ( 図 望-

6) o

重畳皇室: プラス ミ ドT A
･放免3 R を鋳型と して ､ P 野 O b 軸毛㌘oまy m 虐ぎ盈S e 溢 孟ぴプライ マ

-

酔 夢C 欝

が速 T T C 磯 A C g g C T 鳩 T C C
-

3
'

お よび 5
'
･ T T 誓 g A T e C 鬼T 鬼e 欝C 誓 機 尾e 宮 腰 逸琵琶琶

ででC ぜ ( 以上 ､ プ ロ リ ゴ に て食感) を用 いて 9 4 ℃ で 5 分闘魂 熱擾 ､ 9 4 ℃ で 1 分 ､ 5 8 驚 で

3 O 砂 ､
7 望℃ で 1 分からなる反応を 1 サイ ク ル と して計 S サイ タj t ,行 っ たの ちち 9 4 ℃ で 五

分､ 6 8 ℃ で 望分か らなる反応 を1 サイ クル と して 計 2 望サイ ク ル行うP e 逸民応を行 っ た後 ､

増幅 された釣 O . 1 8
- k b の 33 N A 増幅断片 をE c o 蕊王 と B 盈 m H ‡ で切断 し､ 芸e o 温王 と B a 皿王

王 で切断 した プラ ス ミ ドp B l u e s c Tip もⅡS 駄) に ii g a もi o n 挽 療 を 郎 ､ て導 入 し､ プラ ス ミ

ド e態i m e T a -

5 を作製 した (図 2 ･

6) o

主監 遊 : マ タス ゲノ ム D N 鬼 を鋳型と して ､ P y T O b e 轟も P oiy m e T 盈 銀 盤 よぴプ ライ マ -

掛 C 管琶

Å戯 T C T ÅC 琶 C g T ÅT 鬼A 盈A ℃良鬼ゑゑ鬼Åg T T C ぜ お よぴ 5
'
-

e g 琵琶腰 G C T 管e g 由細 物

g T T C T g
-

ぎ 似 七､ プ ロ ジ ゴ に て合成ラ) を用い て 9 速
Q

c: で 5 分弼廓熱後 ､ 9 速習 で ま 分 ､ 昏8 驚

で 3 0 秒 ､ 7 望℃で 1 分か ら怒る反応 を 1 争イ ク ル と して計 8 サイク ル行 っ たの ち ､ 鮎驚 で

1 分 ､ 6 8 ℃ で 望分か ら怒る反応 を i サイ ク ル と して 計 望望 サイク ル 行う P C 盈反応 を行 っ た

後 ､ 増幅きれ た約 O . 4 7
･ k b の D N Å 増幅断片を E c o R 王 と B 盈 m 三 重 で留新 し､ 玉e o 濃王 と

B a n 諾 王 で墳新 したプ ラ ス ミ ドp B呈tie 8 C 軸も江S 鮮 紅 ti 冨盈も呈o n 払 癖 を周 い て 準A し､ プ

ラ ス ミ ドe hi 血 e T 盈
-

6 を作製 した ( 図 望-

6) a

主監 遜 : プラ ス ミ ド (患i 迅 e f 盈 ･

昏 を M i u 壬 と E e 8 混Ⅰ で切断 して 得られる約 e . i 8
･ k も の f3討鬼

断片を ､ 瓦吸取 王と E e o 監王 で切断 した プラ ス ミ ド ch i m e 君a -

6 に ti 冨a 畠e n 琵呈蕗 を済も､ て 尊兄

し､ プラ ス ミ ド e hi m e r a
-

5 ＋6 を作製 した ( 図 望
-

6) Q

主監盟 : プラ ス ミ ドp B S -

e x 2 (第 1 牽 1 -

2 参照) を P 醜 Ⅰと B 盈n H 王 で塀際 して 得 られ る

約 1 t 8
- k ぁ の D N A 断片を､ P sも王と B a n 琵壬 で畷新 したプラ ス ミ ドp B呈ti e 紀 軸 も琵S 蕊(

一 紙

ii g aもi o n 笠ig h を用 い て導入 し､ プラ ス ミ ド慮3 温- C i を作製 した ( 図 望･

7ラ｡

主 監娼: 合成オジ ゴ 柁 ン ス 鎖 : 5
'
-管で管 e e 夢 C g g m g g T ゑC

- 3
ラ

､ ア ンチセ ン ス 鎖 : き
'
- e 底魚

鬼C e 富C g 鑑ÅÅ 鬼ぜ ､
プ ロ リゴ に て合成) を 9 0 ℃ で 五0 分間加熱 した の ち室 温 で ア ニ -

リ

ン グさせ ､ 琵由c Ⅱと 琴p n 王 で切断 した プラス ミ ド鬼讃温
- C 1 に L ig 盈もi o 設 琵短払 を伺 い て聾泉

し､ プラ ス ミ ドÅ3 混
-

C 望 を作製 した ( 図 望-

?きo

主監呈塁: プ ラ ス ミ ド Å3 監
- C 望 を 鮎 e 琵と B 盈 n 琵王 で畷新 して得 ら鈍 る約 e . i 5

- k 転 の D N 鬼 断

片を ､ 鮎 c 琵と B 盈 n H 蓄 で切断 した プ ラ ス ミ ド c払i 蝕 e F 盈
-

き＋6 着こ u 欝盈鮎 n 琵主監瓦 を涌 い て 導

A し､ プラ ス ミ ド e盈§選一C を作製 した (図 望-

7きo

孟鑑凝 : プ ラ ス ミ ド p B S
-

e x 望 を B 盈 m 琵 t と 海 象王 で切断 して得 られ る約 望. 8 ･汲も の B N 鬼 断

鍾5



片を ( A p a 王 で切断 した素鴇 ほ t) N 鬼 B 呈現n も皇n g 鮎も を伺 い て 軍滑托 して おくラ､ S n 盈 王 と

B 盈 血 H 王で頃断 した 両増 に 1 o x P 配夕弓が付加 され た ポジテ ィ プ暫 レ ク シ ョ ン 守
- カ - と し

て の ヒ ポキサ ンチ ン フ ォ ス ホ リ ポ シ ル トラ ン ス フ 芸 ラ
- 守 (琵野蔑響き 遺伝子発現 毘 ニ ッ ト

を有す るプラ ス ミ ドp 監0 8 e呈e et 野 琵T ベ ク タ
- ( レ 尊 シ ョ ンき に 鎚g 急転o n 技量琶亀 を伺 い

て 導入 し ､ プ ラ ス ミ ド p呈o 玉野
･ 好 評 鼓鬼3 温

ー

盈r m 望 を作製 した (図 望
-

7ラo

墓室塾室主: 脅威 オリ ゴ( セ ン ス鎖 : 5
'
- e TT 鬼 g C

7

T 鬼g e で盈e C g g 鬼ゑ警官e e
'

T e e e c g t3g 琵琶癖 夢g T

A C
-

3
'

､ ア ン チセ ン ス 鎖 : 5
'
- C 管C C C C 昏e g 夢g g 鬼筈g 済 T e C 監g T 鬼誓e 鞠 C 管盈琶

-

3
'

､ プ

ロ リ ゴに て合成) を 9 0 ℃ で i e 分間加熱 した の ち室温 で ア ニ
- リン グさせ ､ H p 盈 i と 鞄 n

I で切断 したプラ ス ミ ドpi o 濫ぎ
･ 琵P 肝 翫ゑ3 R

-

急ぎ m 2 に L i琶aも皇e 汲 琵皇g転 を招 い て 尊大 し､ プ

ラ ス ミ ドp lo x P 偲E
･

琵P 混T
L
h 鬼3 温

･

a T i n 望 を作製 した ( 囲 2
･

銑

主整遥墨: プラ ス ミ ド cÅ3 混
- C を S a e Ⅱ と E c o 混Ⅰ で切断 して 得られる約 0 . 8 儀 の D N 鬼 断片

を､ S a e 江と E c o R I で切断 した プ ラス ミ ドpl o 寛ぎ偲E
-

琵P 肝 払鬼3 鼠･

m 望 に Lig 盈患o n 迂皇毒麹

を用 い て 導入 し､ プ ラ ス ミ ド pi o E P
-

R E - C 一 正P 盈やch i A 3 R
･

盈r m 望 を作楽 した ( 図 空域 e

主監墨: プ ラ ス ミ ド a r n l ＋c 鬼3 R
- N を S p e Ⅰ と E e o 混 王 で切断 して得 られ る約 7 ･ e

-恵も の D 溺鬼

断片 を ､ 封もe Ⅰ と E c o R Ⅰ で 切 断 した プ ラ ス ミ ド pl o 濫P 偲 E
- e ･ 珪P 現下 e払底3 R -

a ぎm 望 に

L ig ati o n 詫ig h を用 い て 導入 し､ プ ラ ス ミ ド pl o 芸ぎ
ー

a r m l
-

琵P 蔑㌣ e hi A 3 毘-

a r n 2 を作製 した

(親 2
-

8) e

圭塵遥逢: プラ ス ミ ド p 監O S el e eも D T ( レ 考 シ コ ンラ を R 昏雷Ⅱ で切断 して 得られる 約 1 ･ 3
- kも

の D N A 断片を､ R s T Ⅱ で切断後ウシ小腸由来ア ル カリホ ス フ ァ タ
- ゼ ( タカ ラ パ イ 浄ラ で

厳 リ ン 酸化 した プラ ス ミ ドpi o E P
-

a T m l
･ 琵P 肝 ch i A 3 温-

a f m 2 に ii 琶急 転 n 玉均錘を用旨㌔て 導

入 し､ キメ ラ A 3鬼温 相国経換えベ クタ - を作製 した ( 国 営潮 o

3 ) キメ ラ A 3ÅR 置換 E S 細胞珠 の 樹畢

第 1 牽参照o 宝S 細抱 - ほ ､ S ai I で堺断す る ニ とにより直鎖状と した 卑メ ラ 鬼讃慮濫 相同観

換 えベ ク タ - を 望5 日膚 導入 した o

4 ) ゲノ ム サザ ン プ ロ ッ ト解析

第 1 牽参照｡

5 ) 卑メ ラ 鼻3 A R 置換 マ タス の 作製

第1 輩参照｡

6 ) 骨髄細脇由来 マ ス ト細胞 (B 泌 C) の 作製

第i 牽参照｡

7 ) 混T L P e 玉

算 1 牽参照o キ メ ラ 彪 鬼現 時異的確梅酢片 (O . 9 i 3
- k もぅ を増蒔きせ るプライ 守 - と して ､

ヒ ト 鬼3Å混 c D N Å 配列 より プ ライ マ
- 邑盈3 鬼琵･

5
亨

( 5
き
-

鬼鬼e 鬼g e 威 T g∈T e T 琶 T C 盈 照 琶

欝C C
-

3
'

ラ お よび 血ゑ昌ゑ義
一

3
'

好
- 鬼腰 e T g 鬼 舘 T C T g演C A g A g ∈C T 醜 g

･ ぎラ を伺 い た o

凄8



8 ) 細鹿膜 を伺 い た接骨実験

第 1 牽参照¢

9 ) 細飽内 C 盈2
阜

量の 朝憲方鋲

第 1 牽参照B 淘定紋 Fl t1 0 -

3 Å朗 ( モ リ キ 註 ラプ ロ - プラ を用 い て待 っ た o

1 0 ) ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト故 に よるリ ン酸化蛋白質の検出方汝

第 1 牽参照｡

1 1 ) 鬼3 A 混 の細池内移行 の瀦定方鋲

第 ま 牽参照o

1 2 ) 鼠療粒活性 の鴻定方法

第 1 牽参照e 最終濃度 1 0 汲謝 の ヒ ト 鬼3 Å混 特異的ア ン タ ゴ ニ ス ト 監ぎ望6 7 7 7 結 ､ 最終重度

1 0 血鮎 の Cl ･I B ･ M E C Å を添加す る 1 分間前に加 えた o

1 3 ) デ ー タ解析

第1 牽参照o

連写



2
-

3 . 療果

呈) 牽メ ラ Å3 慮濫 の 設計

ヒ ト 鬼3鬼濃 と同 じ親和性 で ヒ ト 鬼3 鬼箆 棒異的ア ンタ ぎ ニ ス トと緒督 し､ 且 つ ▽ タ ス 岱 タ

ン パ ク 質と正 常に労 ッ プ リ ン グし鬼3鬼農か らの細鹿内シ グナ ル を渡す こ とe 3 出来 る 鬼遠慮盈 と

して ､ 細胞外額域お よび細施療領域が ヒ トゑ3 Å監配列か ら成 り 毎 細胞 内儀域揺 マ タ ス 盈豊泉濃

配列 か ら成 る ヒ 車′マ タス の 考メ ラ 鬼3 Å温 を設計 した ( 函 望一

望ラo

2 ) キメ ラ Å3 ゑ濃 置換 マ ウス の作製

1 ･ O X 脚 額の 1 2 9 系 マ ウス 由来 E S 細鹿株ゑB 望.望に 率メ ラ 鬼3慮玉章削司級換えベ ク タ -

望墨 縄

をエ レ ク トロ ボ レ
-

シ ョ ン添 で導Å複 ､ ア ミ ノ プテ リ ン耐性 E S 細胞株 よ野ゲノ ム サザ ン プ

ロ ッ ト解析 を伺 い て楯 岡綴換え俸 の 選択 を行 っ た o 奉サザ ン プ ロ ッ ト解析 で 経 ､ 野生型 マ ウ

ス の ゲノ ム D N Å を E c o R王 で切断 した蓉食 ､ 5
'

磯 プ ロ
- プを伺 い る こ とに よ野約 9 . 8

- k h の

D 封Å 断片が ､ 3
'

償 プ ロ - プを用 い る こ とに より糸 6 事5
一芸由 の D N 鬼 断片が検出き鈍 るo

一

方 ､

相国組換え体 の ゲノ ム D H 鬼 を 玄e o 混壬 で塀 際 した場合 ､ 5
'

磯 プ ロ
- プを伺 い る ニ と に よ野約

8 恩 払 の D N A 断片が ､ 3
'

磯プ ロ - プを用 い る こ とによ撃約 9 . 1
- 姐 の D 国鬼断片 が検 地きれ

る (図 2
･

1 O) o 2 8 8 ク ロ ー

ン の ア ミノプテ リ ン耐性 E S 藤娘棟 を涌 い て 土驚 の ゲノ ム サザ ン プ

ロ ッ ト解析 を行 っ た緒果 ､ 片方 の 染色体よめ マ タス 鬼8鬼R 遺伝子がヒ ト鬼3 鬼汲藩街子に置換

された組換 え俸が計 1 8 ク ロ ー

ン 柄定された

続 い て ､ C T e 触 ⅩP シ ス テ ム を招 い て ､ 相同観換え捧 の艶色捲土 よ琴 芝P R T 発現 温 蒜 ツ トの

除去を行 っ たo i 6 ク ロ
ー ン の相同艶換え体より ､ ヨ ロ ニ -

形態と増殖龍が 良い 4 グ ロ - ン を

選択 し､ C T e 発現 ベ ク タ ー を
-

適性発現 させ た複 写 6
- チ舟 ダア 芸 ン酸性株よりゲ} ′ム 賛ずン

プ ロ ッ ト解析 を用 い て 琵P 混T 発現 ユ ニ ッ トが除去きれた棟の 凄艶を行 っ た B 奉賛ず ンプ ロ ヲ

ト解析 では ､ 技P R T 発現 ユ ニ ッ トの 除去 萎れ た相 同線換え捧の 守 タ ス ゲノ ム 33 封鬼 を 貰e 8 温夏

で切断 した場合 ､ 3
'

儲プ ロ
- プに よ っ て約 5 . 3 一 払 の D N 鬼 断片が検出きれ る 潤 望･

ま急きo l 望

ク ロ ー

ン の 6
- チ 密 グア ニ ン耐性棟 を届 い て 上記 の ゲノ ム サザ ン プロ ッ ト解析を行 っ 恵嫁菜 ､

全て ク ロ ー ン にお いて 野 R 管 発現 ユ ニ ッ トの除去が観察 きれ た ( 図 望-

ま望) ら

三P R T 発現 ユ ニ ッ トが除去された相 同組換え体 よぅ ､
ヨ ロ ニ

-

形態と増殖畿が 轟 い タ ロ -

ン を選択 し､ C 5 7 B u 6 3 マ ウス の 舷盤胞内 - と準Å したe E S 細盤 を導A した旺最盛 を偽妊娠

マ タス の子宮内にÅれ る こ とをこより ､ 6 e - i O O % の 考メ ラ率 を有す るオ ス 健棒が艶 王5 匹産仔

され ､ うち 6 匹 経 玄S 細盤由来 の 生殖 系列細脇 を有 して い た 8 こ の 生殖 系列 キ メ ラ捧 を

C 那 B u 6 3 マ ウス と掛接合わせ る ことをこよ っ て片方 の ア ジル が考メ ラ ゑ墨盈箆蔓こ置換きれた′ ㌔

テ ロ 俸を取得 し､ き らに ㌔もテ ロ 捧闘士 を掛 け合わせ る ニ とに よ っ て 両方 の ア ジ) レが脅 メ ラ

廃語ゑ茂をこ置換されたホ モ 俸を取得したe - テ ロ 俸お£ぴホ モ体の 娩現率はメ ンデル の 蔭農弓董こ

篠 っ て い た o これ ら - テ ロ 終審 よぴホ モ 捧の判別経 毛 ゲ } ム サザン プ ロ ッ ト解析蔓こて行 っ た

く図 望
･

i 3) o

3 ) キメ ラ 鬼豊ゑ玉置換 ギ タス にお けるキメ ラ 鬼還鬼濃 の 発現

率メ ラ鬼3 鬼最澄換マ ウス にお い て 脊メ ラ ゑ語鬼昆が 正常に発現きれて い るか調 べ るた め に ､

盛 ､ 肝臓 ､ 腎療ち 精巣およ ぴ B 班誠e をこお善子る 盈3 良民 の n 汲討鬼 豊 を､ 監督P e 監 縫 を潤も㌔て
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解析 した む 軽周 した B 班 M C ほ ､ p 盛 e 腎 e e d レ クチ ン 執敦勝敗細鹿野 培養土清 (イ ン タ
-

ロ

イ キ ン 3 な どの マ ス ト締胞分ずヒ寮導因子 を含む 菖?)) を含ん だ培地を届い て ､ 骨髄細胞 よ野分

化訴準 させ て作製 し､ マ ス ト細胞 の分化 マ
- カ -

で ある 王感 受容体お よび e
-

ki忠盛笠発現 して

い る ニ とを藤羅 した (図 2
-

1 4) o 混苧P C 監 察析 の 結果 ､ 考メ ラ 鬼3盈温 置換 腎 タス 将 各藤巻お

よび B 闘過重C におをテる卑メ ラ 鬼3 鬼瓦 の m 混鮮魚 発現 パ タ
-

ン ぼ ､ 野生撃 マ ラス にお け る 苛 タ

ス Å3 A R の m R 封Å 発現 パ タ
- ン と同等 で あ っ た 宅図 望

-

i 5ラ8 また ､ 卑メ ラ 鬼3 威 置換 マ ウ

ス で は ､ マ ウス Å3 慮長 の m 正対Å を検出す る こ とが 出来なか っ た ( 図 宏一

i 8 苫ラB

次に ､ B 泌 C 細施療上にお ける Å3 ゑ長 の発現 を､ 鬼熟も現 時異的ア ゴ ニ ス トP 望8王3 鬼選 一班E e ゑ

を用 い た 結合実験 より磯落 した o 野生型 マ ウ ス お よぴ 牽メ ラ A 3 ゑ最 澄換 マ タス 由来 Bヨ旺的C

の藤娘膜上における Å3 ゑR の発現畳 ( 盈 放 健) は ､ そ れぞれ 1 昏4 . 9 ± 5 .6 溶 よび i毎O . 3 j: 1 望1

空由 o y m g で あり ､ そ の発現畳桂岡等 で あ っ た (図 2
-

呈6 Å) o

4 ) キメ ラ Å3 A R は ヒ ト ゑ3鬼丑 と同 じ親和性 で Å3 A 混特異的リガ ン ドと緒督出来る

Å3 A 混 に対す る【1望5王3 鼻毛- M E e Å の親和性 には種差が存在 し ､ ヒ ト ゑ3鬼急 に対す る 彪 値ほ

0 - 6 n Ai で ある - 方 ､ ラ ッ ト A 3 ÅR に対す る 彪 健 ほ 1 . 5 n M で ある ことが知 られて い る 8餅o

我 J & は ､ 野生型 マ ウス 由来 B 朗 M C 土の マ ウス Å3 Å茨 に対す る【ほ昏胡ゑ澄･ 親玉t3ゑ の 彪 健 は 1 . 7 i

±o .O 9 n M で あり (鰐 望
-

1 醜) ､ ラ ッ ト Å3鬼R に対す る 彪 塵や第 1 牽 で淘定 した間瀬定健と

同等 である こ とを建課 した o また ､ ヒ トゑ3 Å混 置換 マ ウス にお ける ヒ トÅ3 兵盈 と経典 なり(第

1 牽参照) ､ 卑メ ラ Å3 鬼R 置換 マ ウ ス 由来 B‡蛇はC 上 の 卑メ ラ 鬼3 ゑ監 に対す る【1望霞王】鼻毛- 施玉C 鬼

の 風 儀 ほ O . 7 3 ±8 . 1 4 n H で あり ( 図 望
･

1 6 Å) ､ ヒ ト細胞上 の ヒ ト鬼3 ゑ混 に対す る 盛 儀 (0 . 6

n Rq) と同等 で ある こ とが確認 された o Q

続 い て ､ 同様 に ヒ ト 鬼3 ÅR 特異的ア ン ダ ゴ ニ ス ト E ぎ望6 7 7 写 の親和性 を測定 した緒発 ､ 考

メ ラ A 3ゑ民選換マ ウス B 朗】姐C よ の ヒ ト A 3 A 盈喜こ対す る 威 儀 捻 0 .五5 堂8 . 1 王 威姐 で あ撃 ∈図

2
･

1 6 B ) ､ ヒ ト細胞上お よび ヒ ト Å3 A R 置換 マ ウス 由来 B 紛 e よ の 巴 ト 慮男鹿濫 蔓こ対す る

監ぎ2 6 7 7 7 の 盛 儀 と同等 で あっ た (第 i 牽参照) o また ､ マ ウス 慮3 鬼混 に対す る 濫ぎ望那 7 7 の

慮 麓 捻 1 0 ,O e O n M 以上 で あり ( 図 望
･

i6 B ) ､ ラ ッ ト鼻3 鬼監 に対す る 盛儀 宅略8 8 8 壷組 数よぅ

と国辱で ある こ とを薩課 した (努星章参照) e

5 ) K F 望6 ? 了7 は キメ ラ 鬼3 鬼瓦 置換 マ ウス 由来 B M M C の 細胞 内 e 急か 慶上昇を蹄刺す る

リガン ドに よ り弼資 され た 鬼3 鬼混 は ､ G ii o タ ン パク 質を介 して細胞内 e 盈望ヰ量 をb 昇きせ る

1屯1 轟き
e
マ ウス 体内にお い て 考メ ラ A 3 鬼混 が細鹿 内 C 盈望ヰ急上昇を顧導 出来るか調 べ るた めをこ､

Å3 ÅR ア ゴ ニ ス
ー
ト Ci

･I B ･ M E C Å の 添加 によ るヒ ト盈3 逸民置換マ タス 由来 愚鮎]姐C で の細盤内

C 盈望＋量 の 変動 を蛍光 C 盈2
＋

量イ ン ディ ケ
ー タ ー F i u o -

3 を伺 い て解析 した8 野生墾 マ ウス 溶 よぴ

卑 メ ラ Å3Å盈 置換 マ タス 由来 B 跳 C で は ､ l o o n M の ei
-

王& 関選C 鬼 添親指こよ っ て 細臆 内

C a 2 ♯量の 上昇 が観療され た ( 図 望･

1 7) 8 また ､ 野生型 マ ウス 由来 雷 挽 C でほ 琵ぎ望6 7 7 7 を添

加 して も el
一三B - M 苫C 鬼 によ る細胞内 e a 2

＋

盈よ昇ほ抑制されなか っ た が ( 図 望
･

ま7 鬼∋､ 卑メ ラ

鬼3鬼瓦 置換 マ タス 由来 B 紙姐C で は 監野望6 7 7 7 の添売口をこよ っ て e呈一重遍･ 泌霊C 鬼 に £ る藤娘内

C a 望ヰ畳上昇が 完全に抑制 きれた (図 望
･

五7蓄) o

6 ) マ ウ ス 体内にお い て 考メ ラ 鬼3 Å盈 揺 P Ⅰ3 琵γ を介 したシ ダサブレ転達 を正常に誘導地来る
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第 1 牽にお い て 我 々 ほ ､
マ ウス 体内にお旨､ て ヒ ト 鬼3 Å盈 ほ ㌘王3 監γ を介し恵 冨監監呈i望 脅

p 琵B の リ ン 酸柁お よ療 鬼3鬼R 符 細脇 内移行を誘導す る ことが 出来ない 三と を示 した¢ 今回

我 身 ほ ､ マ ウス 体内にお い て 考メ ラ 鬼3 鬼瓦 が こ の P 招監γ を介 した シ グナ ル鎮護を誘導地来

るか調 べ るた 捌 こ､ e i
･

王B
･

H 窒C 鬼 添男臼に よ る卑メ ラ 鬼3 鬼最 澄換マ ウス 由来 B王妊済e で の P E B

お よぴ 苫昆琵1/2 の リ ン 酸陀 をウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト蔭を涌 い て解析 し恵昏 そ の 結果 ㌔ 野生墾 守

タス 由来 B M M C と同様 に ､ 卑メ ラ ゑ3 鬼温置換 守 タス 由来 患亙戯娼e にお い て も ei
-‡B

･

】紘濫e 盈

添加 3 分後にお い て P 監遇 お よぴ 志茂琵呈i望 の ジ ン 酸イ転が検 出きれた ( 図 望
･呈& A ) o

次 に我 身 は ､ キメ ラ Å3 慮最 澄換 マ ウス 由来 B M R i e 藤娘療土 の キメ ラ 鬼3 鬼農 将細胞内移行

率を調 べ るた めに ､ C H B
- M E C Å 添魂 i 5 分後 にお 汁る B 施組e 細鹿渡上帝 鬼昌鬼濃 畳を

【i望5Ⅰj ÅB ･ M E C Å落合畳と して 朝憲 した o その結果 ､ 卑メ ラ Å3 鬼農 産換 マ ウス 由来 B M 恕C 細

施療上 の 卑メ ラA 3 Å毘 の 細鹿内移行率は ､ 野生型 マ ウス 由来 B 泌 e 藤娘廉上 野 守 タ ス 鬼3 鬼混

と同等で ある こ とが確認 され た ( 常 望
･ 1 8 B ) o

7 ) キメ ラ A 3鬼昆をまマ ス ト細魔 の巌額粒 を増強 し､ その 増強は ヒ ト鬼3 ゑ混 特異的 ア ン タ ゴ ニ

ス トに より完全 に抑制 され る

マ ウス 体内にお い て ､ キメ ラ Å3 Å混 がⅠg E 抗体お よぴ抗原 で刺激きれた マ ス ト細癒 の 鼠頼

粒増強を誘導出来 るか調 べ る ために ､ e H B ･ 班E C A 添加に よる ヒ ト 鬼3鬼温 置換 マ ウス 由来

B M M C で の 巌額う鮭をβ - キ ソサミ ニ ダ
ー ゼ(厳密軽時に マ ス ト緬巌 よ汐放出きれ る脱藩粒 マ

ー カ ー 姻) の放 出量と して測定 したo 第 1 牽で示 した通 り ､ ヒ ト Å3 鬼混 由来 B 狐 C で絃

Cl ･ⅠB
-

Ai E C Å を添加 して もβ - キ ソサ ミ ニ ダ
- ゼ の 放 出量 に変化 経 み られ な か っ た ( 図

2
-

1 9 B ) o
一

方 ､
キメ ラ Å3Å蕊 置換マ ウス 由来 B 泌 C で は ､ 野生墾 マ タス 由来 B 弧 e と同

等 の C呈
･ I B - M E C Å 添加 によ る濃度依 存的なβ - 卑 ソず ミ ニ ダ

- ゼ放 出量の 増強が観察きれ

た (図 2
･

1 9 鬼 お よぴ C) o

次 に我 身 ほ ､ キメ ラ Å3鬼R 妄こ よ っ て 増強 され る マ ス ト細胞 の貌聴粒が ピ ト鬼3 底箆 棒轟的ア

ン タ ゴ ニ ス ト 笈ぎ望6 7 7 7 に よ っ て韓磯 きれ るか調査 した o 野生墾 マ ウス 由来 B 鵬 e で 穏

琵ぎ望6 7 7 7 を添加 して もC l
･王B - 朗玉C 鬼 による厳寒粒 の 増強は締濁され 怒か っ 恕が毛図 望一 望繊 ､

キメ ラ A 3 ÅR 置換 マ ウス 由来 B 泌 C で 捻 E 野望6 7 7 7 添加 に より e呈
-‡選一 班E C 鬼 に よ る腹帯鮭

の増強が完全 に抑制された ( 観 望
-

2 e Cラo

5 8



2
-

4 . 考察

第 1 牽 で は ､ ヒ ト鬼3ÅR 特異的ア ン タ ゴ ニ ス トの 薬 理学約評健が 可能なモ デ ル 動物 と して ､

マ ウス 鬼3 良民凄伝子 を ヒ ト 慮3 鬼瓦 の 配列に置換 し恵
`宅

ヒ ト 鬼3慮濃 密換 マ チス
亨き

を作製 した o

しか しなが ら ､ マ ラス 体内にお い て ヒ ト鬼最良昆 ほ マ ス ト細鹿 の 監察投機漁を始め とず るP ‡昌濫

γ を介 した シ グナ ル 伝達経路を活性化する こ とが 出来ず ､ その原 因と して ヒ ト 戯 鬼監 経 -

部

の マ ウス G タ ン パ ク質とカ ッ プリ ン グ出来ない 可能性が推察 きれ たe そ 三 で 奉研究ほ ､ ヒ ト

A 3 底R の 細胞内儀域を マ ウス G タ ン パ ク質が 正常にカ ッ プリ ン ダ拙来 る よう マ ウス 鬼3 鬼毘配

夢ト と置換 した ヒ トi マ ウス の 卑メ ラ 鬼3良民 を設計 し ､ 鞄色捧土 の 彪 ゑ蕊 凄伝 子 をキメ ラ

Å3 ÅR 配列に置換 した
”

キ メ ラ A 3Å玉置換 マ ウス
''

を作製 した o

他種の Å3 A R 配列 を組 み合わせた 牽メ ラ Å3 A R に つ い て ､ 今ま で報告された飼絃 覆い o し

か しなが ら､ A 3 Å監 ア ゴ ニ ス トお よぴ ア ン タ ゴ ニ ス トと の結合に 結 ､ 彪 盈真 の 細塵界領域潜

よび細鹿渡領域が重要 で ある こ とが知られ て い る 磯 J 2) o また ､ よく知られて い る G P C R の 一

つ で ある ロ ドプ シ ン 受容体 の解析 より､ G タ ン パ ク質の カ ッ プリ ン グをこぼ G P C 温 の全 て の 細

胞内領域 が 関与 して い る こ と が報告 きれて い る 錦 o そ こ で奉研究で 結 ､ 細盤外領域お よぴ細

塵膜領域 は ヒ トÅ3 鬼瓦 と同 じ親和性 で ヒ ト A 3 Å濃特異的ア ン タ ゴ ニ ス トと結合出来 る ように

ヒ ト Å3Å濃 配列 から構成 し､ 細塊 肉額域は マ ウス G タ ン パ ク質とカ ッ プリ ン グし 鬼8 慮温 か

らの 細鹿 内 シ グナ ル伝達 を正常に伝 える ことが 出来る ように マ ウス 鬼3 ゑ盈配列か ら構成 した ､

ヒ トi マ ウス の キメ ラ Å3 A 丑 を設計 した (図 望一

望) o

キメ ラ 鬼3ÅR 置換 マ ウス にお けるキメ ラ A 3 鬼瓦 の 発現パ タ
ー

ンお よぴ発現畳 軌 野生璽 マ

ウ スをこお ける マ ウス A 3 ÅR と同等で あ っ た ( 図 2 - 済 および 望･ は 鬼) e また ､ キメ ラ 彪 鬼盈 置

換 マ ウス にお い て ､ キメ ラ A 3 ÅR ほ ヒ ト細脇株上の ヒ ト 彪 Å民会萄と同 じ親和性 で 鬼3 ÅR ア ゴ

ニ ス ト Cl ･王B -

M E C A と結合す る こ とが 出来た ( 図 望
-

1 最良ラo きらに ､ 考メ ラ 慮讃A 濫 費換 マ ウ

ス 由来 B 妊駅C を C 王･王B ･ M 濫C 見 で刺激す る こ とによ り ､ 五) 細臆内 C 盈空車量の 土昇( 図 望ー

呈7き､

2 ) P 監B お よ び E 農民Ii望 の リ ン酸1ヒ( 親 2 -

1 醜) ～ 3 ) 鬼3 慮混 の 細盤内移行 ( 図 望
-

1 8 B ) ､ 壕)

王琶蓋 お よび抗原 で 部数 された娩療粒 の増強 ( 図 望一

旦9) の 全 てをこおい て ､ 野生撃 守 タ ス 由来

B 馳 C と同等 の 活性 が観察された o 臥上の 結果 より ､
マ ウス 体内に お い て キメ ラ 鬼3 盈R は

P王3 毘γ の 活性化に 顕与する マ ウ ス G タ ン パ ク質とも正 常にカ ッ プリ ン ダし､ その藤娘 内 シ

グナ ル 伝達 を正 常に伝 える ことが 出来 る ことが示 された o

ヒ ト A 3盈R 特異的ア ン タ ゴ ニ ス ト 監ぎ望6 7 7 7 に対 し､ 卑メ ラ 鬼3 鬼毘 は ヒ ト鬼3 鬼毘き磨と同等

の 親和性 を示 した (図 2 -

1 6 B ) o また ､ 監F 望6 7 7 7 の 添蔑 に より ､ キメ ラ 彪 鬼漫量己よ る細 逸内

C a 望＋量上昇潜 よび B M 泌 の税額粒増強が完全に鞠潮された ( 淘 望-

1 7 お よぴ 望一

望銑 ア デ ノ

シ ン に よ る Å3 Å盈 を介 した マ ス ト藤娘の 巌額縁 の増強絃 ､ 噂患や C:O P D を経 じ 鉄 球 身 な

ア レ] レギ - 疾患 の増藩 に関与す る ことが知られ て い る 亀7 最 望 閑 3) 8 をずっ 歯舞 の 幽 鬼監妄こ対す る

効果的なア ン タ ゴ ニ ス トが未だ見出され て い ない 現在 ､ 奉研究 で 作製 した 卑メ ラ 鬼3 鬼R 置換

マ ウス は これ らの疾患 に対す る ヒ ト A 3 鬼毘特異的ア ン ダ ゴ ニ ス ト野 効果 を評価す る こ とが出

来 る唯
一

の
u

ゑ3 鬼盈 ヒ ト化 マ ウス
'き

と して 葬常に 強力 なツ - ル となる呑 また ､ 上記 の 疾患鎚

外に も ､ 脳や心筋の 虚免疫 ､ 神経疾患 ､
ガ ン ､ 好酸球や好 率球喜こよ るア レ ル ギ ー

疾患 な どの

様 身 な疾患に対す る ヒ ト 鬼3 盈監 ア ン タ ゴ ニ ス トの薬理学的評価を行うよでも奉 マ タ ス ほ広く

有周 で あると考 え られ るo きらをこ ､ 未だ不明な点の 多い 盈3 展濃 狩 生理学的洩寵を 鬼窪虞温 ア ン

5呈



タ ゴ ニ ス トを 劉 ､ て 解析サ る ニ とが 出来る 菅 デ ル ギ タス と して も も 奉 守 タス萎ま期待 きれ るo

奉研 究をこお い て 我身 は ､ ヒ トと 守 ラス 閏蔓こお喜子る 鬼3 ゑ混 と G タ ン パク 質鍔 カ ッ プリ ン グに

溶春子る種差 の 存在 を務め て 直接的に示 した ¢ 今回我 j5 揺 卑メ ラ 鬼3 底監 を設計ず る蔓己あた り ､

藤娘内儀域全 て の 配夢弓を マ ウ ス 型 - と置換 したo しか しなが ら､ 各線海内領域 の 第 ユ ､ 策 2 ､

第 3 の細脇 内 ル - プお よ ぴ C 宋強 の 細盤内テ - ル 構蓬 の マ ウス と巳 車間の ア ミ } 酸 の 相 同性

はそれぞれ 乳 鮎 ､ 8 4 ､ 6 望% で あり ､ C 末塘細塊肉テ ー

j レ帝董が韓をこ細岡軽が 低 い 8 三鈍

ら各細逸内儀域を様 身 幾組み合わせ で置換 した卑メ ラ Å勤亀濃 を搾襲 して解析を行 う 三とをこよ

り ､ A 3Å裁 と G タ ン パ ク質の カ ッ プリ ン グ機構に関する新た恕知見が得 られ る こと が期待 さ

れ るo

本章 で作製 した 卑メ ラ Å3 ゑ最 澄換 マ ウス ほ ､ 澄界 で 初め て 窃P e 汲 の ヒ トすヒをこ成功 した
``

G P C R ヒ ト化 マ ウス
''

で あるo また ､ A 3 A 混 以外の 多く の G P C 温 海 い て も､
ヒ トとヒ ト以

外の 種 の 間で リガン ドの 親和性 の違 い が観察され て い る めo 特 に ､ 5 ･ h y & e 野毛 耶 も戯 泡立n 壁 i B

受容体 昏4)や n e u r o ki n i n ･

1 受容体 鞄 5 6) ､ α 望一

畳血 e n e rgi c 受容体
さ7)
I n 母u r O 嘘 温S皇n 受容体 観 で

捻 ､ ヒ トとをヂっ 菌類 の 開に溶 い て ､ そ の ア ゴ ニ ス 革も しくは ア ンタ ゴ ニ ス トの親和性 に東き

な種差が み られ るo 鬼3ÅR 以外 の G P C R に お汁るヒ ト化 モ デ ル動物 を作製す る上 で ､ 奉研究

で成功 した キメ ラ柁 の技術ほ非常に有効 で ある と考えられ るB

5 望
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キメラ鬼3 鬼艮相同緯換ぇ魂ラ専 一 構築のため の 三種1 - 尋を承す

5 5



孟珪墨

B 弧 H l 監c o 民主
S p 宅Ⅰ 監,e e Ri B a 蕊 招 Ⅹb a‡

p B l u e s e rip t 正§K(
-) ckir B e r a - i c hi m e r a -2

B 蓬王払技l

監志c B tE e o R I
C tit ■

B a n H I X bal ヰS p e王 E c o Rl

chi n er 竜 一 1 ヰ2

a

B gi立 E G O R l

血 n e r a -i 十2

B a i n 喜怒

X b ai C tli

B ぬ 戯 監e o 鼠王

c払i n e r a - 3 十4

E

B

c

g

:志c恐t E

B

cS e 醜

B gl壬量f B a m 琵王 E c o R王

chi m e r a - i ＋2 ヰ3 ♯4

蕊
鞘
6

S p呈董 藍ぢ窃鼠豊

毛虫皇提呈e T 盈 -3

s p l壬
監e 威

e 鮎由 e T a ⊥4

慧S
I

R l
穏毛 慧Sfu e嘘

監e o 最1

e払i由e r 8 - 3 キ確

a

B …珪盛ま量 E e e 監王

p Bl 顎e きe * t 荘S 監( -ラ

B a B m

藍ぢO R I
C 嘘

鋳型 : 苛ウ晃
ヂj .左D 鞘鬼

p c 汲妄
E ≡コ

B ぬ 琵主

監c e 混壬
C 嘘

B 恕 盛 怒 翫 e 温呈

鬼3 私闘呈

囲2 -

尊 卑メラ鬼3 鬼農相同線換えベタタ - の構築②
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野生髪マウス由来蓄M M C 土の 苛ウス鬼3 鬼監のK d 慈娃l .7 は ¢.e 9 感戎､ B
n 娘漆は

呈94 .9 ± 5 .6 ぬ o ぬ g であった o
一 方 ､ 考メラ鬼3 鬼汲置換苛ウス由来B M M C よ の

キメラ鬼3 Å温の K d 藩はo .7 3 j = O .まヰ n M ､ B
m 濫
漣は豆5 8 .3 豊呈2 .豊 艶 o y m g で轟っ た 窃

宅B ) 野生聖宅0 ) およぴ考メラ鬼ヨÅ毘置換軍学ス∈○き由来B M M C の細鹿渡に対する､

K ぎ芝6 7 7 7 による【
12 5王ヨÅ丑- M E C 鬼の 結合阻害率を示した e

野生型 苛ウ呆由来B 蛸 嘘C よ の 苛 ウ長鳥3 鬼鼠砕 K 摩は呈e 曹O 8 O 窒戯 鎚よであり､
キメラÅ3 鬼昆置換苛ウ呆由来B 蜘 C 皇 帝キメラ鬼3 鬼農砕K i潅はO 書呈5 蓋8 . 1 呈 n M で轟っ たo

全て の 薩は3 固 の薬療の軍機鐘で示し､ ニ ラ - i 宅 - はその標準額養(蛋.D 手き健を示した¢
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1 7 鬼3 ゑ漫アゴ ニ スト添加によるB 朗 朗C の報漁網C a 3 ♯濃度砕よ昇宅ぎ呈ti & 3∋

野生型マウス( 郎 およぴキメラ鬼3 A R 置換マウス宅B) 由来B 臓 C に ､ 豊O8 戯 癖 Cl 一重迅一 朗蓋C 鬼を

添為8 した時と､ ま00 n M の Ci - B - M E C 鬼馨添激する前に呈8窃感嘘の監ぎ2 67 7 7 を添施 した時節

報逸内C a 2
＋
量感変牝をFi狙0 -3 を用ももて検出した ｡

Flti e 13 の 蛍光強度は ､ リガンド葬添加時の蛍光量を1 とした相対壊習奉ず e
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野生型マウス
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B
書

芸罵
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学芸

墨真
紅
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l o歩
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率メラ鬼3 鬼最置換苛ラス

由来B M 朋 ∈

e 3
苧

ま5
'

♯ リン酸舷
# E 毘鼠Ii2

＋

杏
E 毘温まi2

＋ リン酸ヰ巳
P 監遜

♯ p K B

野生聖写ウス キメラ鬼3 底魚置換

由来事 鮒 C 苛ウス由来B 鵬 C

園2 -

1 8 マウス体内にお♭もてキメラA 3 娘 はPⅠ3 K y を活性総出乗る

(良) Cl -王B - M 監C 鬼添加による富民監u 2 およぴp K B のリン酸能

野生型マウスおよぴキメラ鬼3 泉温置換マウス由来B 轍 e にまii 撃砕C圭
一 迅 一 朗監C Åを添激し､

0 ､ 3 ､ 1 5 労後にお汁るE 組 まj2毛糸) およぴp 監B∈Bき癖毛j ン酸ヰ巳をウ豊 呆李ンプロ ット法を

用む育て検出した｡

∈昏きB 繊 C 観象廉皇からの鬼3 Å琵砕額鰻肉移行
i

野生空軍ラスおよぴキメラ鬼3 鬼毘置換苛ウ呆由来B 鵬 C を呈ii M の C呈一重B - 済E C 鬼で

壬5 分間琴資した後考 報泡漠よ砕鬼3 鬼監量を【
ま…5
q 鬼B 一 期濫e 鬼の嶺奮曇としで郭覆した¢

デ 00 到蓋5 C圭一 惣 一 醐濫C 鬼を漆劫汚し奄も毎時の【
重之5書3 A B 一 朗王C ゑ窃鰭脅豊を嘗¢O % とじ恵壕普帝

% 表記で示した｡ 愛で の慈接触重した詔国母薬療欝釣竿均僅を示し､ エラ - i 電 -

揺

そ将軍均壌窃標準偏差( S E W ) 鐘を示すe
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己 O 監gji a 罰轡 - B S 郎 -)

丑 呈O 喝麺ぬ T 紺野ー蓄S 鬼( ＋き

喝望i 1 9 リガンド添加によるⅠg E およぴ抗原剰藷B 泌 C での溌紫鞄の増強

i-g富で勲鼓した野生型 守ウス∈魚) ､ ヒ卜鬼3 鬼監置換マウスくB∋意義ぴキメラ戯 鬼琵置換苛ウ呆草eき由来
B 軸 ∈溶銑霧辞添廟時∈日∋もE ,く娃扶厚としでT 国ぞ- B §鬼添奴時宅破き看≡お汁る､ C蔓- n - 醐玉e 鬼添尭8 に

長石競蔑鞄量舜増藩を､ β 鴨 孝ジサ芸ニダ
ー ゼ蔑治量としで滞空しf= ¢

β- 環 孝ソダ重ニダ - ゼ放出量は､ 全β残 冬ソサ蔓ニ ダ
ー ゼ童をま榊 % とした鳩舎舜% 表書邑習 示しf= o

愛で舜潅汝3 囲の独立した薬療辞の平均藩で 示し､ エ ラ - i宅 - ほそ将 軍鞄雀窃標準換養毛S E M きを奉ず o
a
, P < 8 .O 5

ち
C l -王B - 肥 C 鬼葬添義母時と窃沈鞍宅S ぬぬ 虚

予

s i 紐sもによる∋
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園之 - 2 0 卑メラ鬼3 ÅR によるB 轍 C の競常粒増輩ほ監ぎ2 6 7 7 7 にまっで挿翻される

王墓邑と続帝で朝渡♭た野生聖苛ウ還( 簸き､ たト底3 鬼鼠置換苛ウ荒く歩きおよぴ考メラ戯 島民置換苛や黒宅eョ

由来B 臓 C にお汁る句 0 戯 ∈臼) 姦よぴ宅暮き1 0 n M の∈呈-王B 一 服 C 鬼義旗による脱額軽量密増強を
β屯 考ソサ≡ニ ダ ー ゼ放出量として朝露したQ 監ぎ26 7 7 7 は ､ ∈圭一 迅 - は邑C 鬼を畠召える1 分節に添義記した e

B へ キジダミニ ダ ー ゼ放出量はよ愛β ヘ キジサ≡ニ ダ
ー ゼ量を壬O O % としf= 壕資舜% 義監 で奉じf = ｡

嚢写の壊は3 韓砕独立しf= 実家欝将軍均獲 で恭し､ ニラ
- i竃 -

はそ将軍均擾舜標準巌差宅S E M きを示す o
*
, P < O , O 5

,
C呈- 詔 - 艦 C 鬼弗添重訂時と舜沈毅宅S ぬd e n ヂs t 毛e 威による∋
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第 3 牽 鰐臓に港沖る 鬼3 鬼監 の 機畿的発現

3 - 王 . ほ じめ に

鬼昌Å混 は脳や緒最 ､ 腎臓 ､ 息管 ､ 心臓 号 マ ス ト細庖尊寮粒球 恕どを己発零 して い る 芸 とが顛

られて い る 8 ･7ラo しか しなが ら､ 他の 臓蕃をこお ける 鬼3 ゑ温 C3 発現お よぴそ 野機能蔓こで∋も､ て 娃索

だ不 明な点が多い o そ こ で奉研究 で は ､ 全身をこア 窮 三 タ 浄 リ ン を発現す る トラ ン 畏 ジ 濃 = ツ

タ マ ウ ス を作製 し､ A 3 慮混 の機能 して い る臓番 を網羅的をこ解析ず る 三 と と したe 3 ニ夕オ ジン

は ､ 発 光オ ワ ン ク ラ グか ら単離きれた生物発光 タ ン パ ク質 であり ､ e 昆望ヰと経督す る と膏亀 の

発光 を生 じるo ユ タ オジ ンは ､ ア ポ ユ タ オジ ン ( タ ン パ ク鷺部分ラ とセ レ ンテ ラ ジ ン (発光

種ラ か ら構成 きれ ､ その 発光原理 は G 亀2 ＋をこよ っ て タ ン パ ク質の 高次構造蔓こ愛着k が起 芸 ると も

セ レ ン テ ラジ ン が酸化約分解きれ ､ その 時をこ発生する蕗起カj レポ卑 ニ ル 基が ェ ネプレギ - を蛍

光 と して 放出す ると考 えられ て い る S 弼 1) ( 図 3
･

呈) o また ､ ア ポ ェ 夕オ ジ ン発現 マ ウ ス を潤 い

て ､ A 3 鬼昆 ア ゴ ニ ス ト添カロ妄こより繍凝内 C 盈空手量が 上昇 し ユ タ オジ ン 野発光が観察きれた線審

に関 して 揺 ､ 第 2 牽 で 搾聾 した キメ ラ阜3 鬼混 置換 マ タ ス を 郎
､ て きらに詳細な解析 を行う こ

とと した o

3
-

2 . 実験材料 およ ぴ方駄

1 ) 主な試薬 ､ 材料

I Å3Å義 時異約 ア ゴ ニ ス ト

望
一 塊l o T O - 腰 - 紗i o d o b e n 野l) a & e n o si n e ぜ ･ N -

n e ぬyl
-

u r o n a 扱i速e (C l
･王B ･Ai 霊e 廃 7)

協和発酵 工業 (株) 医薬研究セ ン タ
- にて 合成 した

･ ヒ トÅ3 感 吟異約ア ン タ ゴ ニ ス ト

琵ぎ望6 7 7 7 紗( 納 T O Ⅲ OP h e 野l)
･

7
,
8

- d ih y む e 璃
･

p 若O P yl
一

之H -

i n id 農芸0 晩呈
一朝夢硯若ifi

-

轟く連銀 ･

8 n e

di h y 血 o c 地 r呈d eき7 書き磨

協和発酵 三業 (樵) 医薬研究セ ン タ - に て合成 した

･ 卑メ ラ ゑ3 A 農 産換 マ タス

第 2 牽に て作襲

･ ラ ッ ト産廃腺罪細飽由来 ゑR 4望3 細胞練

A T C C ( A T C C 番号 C 盈L ･

1 嫡望) よ りÅ 事

I G ii8 タ ン パ タ質阻嘗期 P e 虎u $ 8i s 毛o 畠n (㌢王濫)

シ グ マ より Å季

2 ) ユ タ 浄リ ン発現 ベ ク タ
-

p C 鬼窃
一兎E 喝

-

p まP R T p の作製

プラ ス ミ ドp 如Å勾望 くモ レ キ 乏 ラブ ロ - プ = こ食まれ る ア 演 芸 ク オ ジン e D 鮮魚 配列 の 莱鰭

にそれ ぞれ E e o 混‡ と 芸b 盈 ‡ の認識配列が付加 きれ るようをこ P e 混 を潤 い て増暗 した 擾 ､ 増幡

断片を E e o 監王と 馳 盈王 で切 断 した o 続 い て ､ プラ ス ミ ド p R L
-
'

T 監 ( プi3 メ 邪 よ 哲 冨払盈壬

お よ び B 盈 m H Ⅰ を伺 い て S 常連8 由衆ポ ジ鬼 付腰配夢弓を含むf)溺鬼断片を畷 り出 し ､ 回 敬 し恵 昏

ア ポ 芸 ク 済リ ン c D 溺鬼配列 を含む D N Å 断片と S 常連0 由来 ポジ 鼻 緒凝配列 を含む B 溺鬼 断片

は ､ 選c o 混王 と B 盈 m 三 重 で切 断 した プ ラ ス ミ ド p 最i u e s e 苦海毛這S 琵く
-き∈異 音､ ラ ダ ジ

- ンき蔓こ

L i富盈 ぬ n 琵i垂麹 (東経紡) を周 い て導入 しち プラ ス ミ ド慮選喝
-

p 逢 を搾熟 した ( 常 呂
一

望) 缶

マ3



次に ､ プラ ス ミ ド p 彪 e 鹿野毛
6 望きをこ含まれ る e 鬼G プ 日 華

-

タ
-

配列 野 栄鴻をこそ 紘 ぞれ S ai

王と C王盈重 の 罷液配列が付磨 きれるよう蔓芸 ㌘C 蕊 を周旨蔦葛増幅 した後 ､ 増幅断片を §盛 王と

el a 王 で切断 したプラ ス ミ ド p B i u e 紀 慧麺もⅡ監Sくヰ) ( ス トラタ ジ
- ンラ iJ芸 u 昏急患まe 毘 丑皇琶畠 (塞

浮紡) を用 い て 導入 し､ プラ ス ミ ド p B 呈t} e 紀 若OP も琵藍屋( キラe 鬼G を作製 した く図 3
一

望ラ｡

続 い て ､
プ ラス ミ ドp B ltl e 紀 君O P 毛立正S(＋きG 鬼窃 をS al 王 と霊e o 監壬 で頃新 して 薄 ら艶 る e 盈鎧

プ ロ 驚
-

タ
-

配列 を含む D 封Å 断片 を､ S ai 王 と 玄c o R 王 で切断 したプラ ス 悪 ド 鬼瓦勾
-

p 鬼 に

Li琶a もi o n H ig h (束浄紡) を用 い て尊兄 し､ プ ラ ス ミ ドp C 鬼& 威 喝 を作製 した ( 鷲 3
-

郎 e

最後に ､ プラス ミ ドp 監0 昏ei e 虎 H P 混管 ( レ 考 シ ョ ンき を 鞄 n 王 と S 盛 王 で切 断 して薄ら

れ る ､ 丙准 に主o E P 配夢弓が柑漉された ポ ジテ ィ プセ レ ク シ ョ ン マ
- 磨 - と して の と ポ 率骨 ン チ

ン フ ォ ス ホ リポ シ ル トラ ン ス フ 芸 ラ - ゼ ( E P 民でラ 発現 畏 芸 ツ 巨を嘗む B 鮎 断片 を ､ 鞄 急

Ⅰ と S ai Ⅰ で頃新 した プラ ス ミ ドp C 鬼岱
-

Å選句をこti誓急患o n 鞄 義 を周 u て 導入 し､ プ ラス 宅 ド

p C ÅG
- ÅE Q

I

P H P R T p を作製 した ( 図 3
-

3) o

上記 の全 工 程に溶 い て ､ D 国魚 断片 の 斡敬に は Q 蓋鬼q 血 塊 G el E 惑諾a e 患8 設 k iも ( キ ア ダ ン)

を伺 い たo プラ ス ミ ドは ､ それぞれの プラ ス ミ ドで形質転換きせた大腸菌 D 迂き α ( 発酵紡ラ

よ哲 Q 王A p T e p S p i n Ri主n ip T e P 監托 も しくぼ 勾玉鬼配もe T 施主ai 払忠 (キア ゲ ンき を凋も予て 転敬 し

たo 連結反応 を行 っ た 磯限酵素の 羅韓配列周辺 の 塩基配弼 ならび に P e 逸 機痛断片 の 食塩基

配列は ､ 各工程妄こおい て D N 鬼 シ
- ク エ ン サ - Å選言P 漫王S H 3 7 7 お よぴ B i夢I3 y e 海 野m i n 汲もぽ

C y ei e S e q 敬e n 盛 喝 鮎 a d y R e 亀Cti o n 監もV e 君.望 ( ア プライ ドバ イ オ シ ス テ ム) を健屑 して 汲定

し､ 塩基配列の 確認 を行 っ た o

3 ) ユ タ オジ ン発現 マ ウス の 作製

プ ラ ス ミ ドp C ÅG
- ゑ選Q

-

p 琵P R T p を制限酵 素P v 硯 王 お よ ぴ S a c 王 で切断 し線状才巳した後 奄

こ の線状化プ ラス ミ ド 2 O - 望0 0 n g を B I)F 1 交雑 マ タ ス ほ 漆 芸 ス エ ル シ
-

き より 取得 した

受精卵 の前按に顕微注入 した o 線状柁プラ ス ミ ドを注入 した計 望1 5 鱒の受精卵 は 号 底観で あ

る I G R マ ウ ス ほ 本 エ ス エ ル シ
-

ラ の卵管 - と移植 した o 得られた産仔捻 ､ 以下 に示サゲ ノ

ム P e 混 蔭に よ り ､ ア ポ ユ タオ ジン e D N 鬼 配列の 検出を行 っ た B

各 マ ウス の 尾 を1 0 m M の トリ ス (p 芝7 ぷ ､ 1 0 n M の 蓋B 鷲鼻､ 呈O n H の 封蓬e L 8 U /e の

サjL , コ シ ル (イ ン ビ トロ ジ 温 ン) ､ 呈 m gi n L の P T O 短in 盈S e 監 (イ ン ビ トロ ジ 三 ンラ を含む漆

脇溶解液 5 e O 如 に加 えたの ち､ 6 O ℃で
- 晩放置す る ことに より尾 を溶解 したo こ の 溶解液をこ

1 O 担 の 5 Ai 由盈el と ま 威 の ユ タ }
- ル を加 えて 時 O O 8 Tp m で 1 5 分間逮jむす る ニ とによ 撃

ゲノ ム D 封A を沈殿 させ たo 沈殿 したゲノ ム D 封鬼 は 7 8 % 芸 タノ
- ル で洗浄し恵蔑 ､ W o 拍

の T 霊 に溶解 した o ニ Q3 ゲ ノ ム D 討逢 を 望8 8 n g 食む 望8 担 の 反応鍍 (霊荒海喝b 曲 T ､ O ぜ望 盛は

d N T P 昏､ 0 . 5 単位 の E 芸T a q p o 抄ぬe 君a 紀 くタ カ ラバ イ オ) ､ ア ポ 註 タ オジ ン c33 国魚 g3 5
'

お よぴ

ぎ来塘配 苑よ
〉
り設計 した各 8 .き 将 の プライ ▽

- 好 一

誓富g 慮腰 T e e 誓g e 鬼鬼e 鶴筈 e e 底魚㌫鬼

T 露ぜ およぴ S
'
･

欝g T C 腰 が慮 g T T T e T T A g g g g 鬼だ鬼夢e
-

8
'

: フ ァ ス 守 ツ タ にて 脅威)き を調

整 し､ 9 速℃ で 5 分間熱 した後､ 9 凄℃で 五 分間 ､ 6逐電 で 望 分間､ 7 慧驚 で 3 分間か らなる反応

を 王 ずイク ル と して計 3 8 サイ ク ル か らな る P C 琵反応 を行 っ 恕o P e 監 反応後 ､ 呈O 担 を 丑.昏%

ア ガ ロ -

ス ゲル電気泳動 に供 しち 8 . 6 畠壌b か らなる特異的増幅断片を検出 した岱

プ ラ ス ミ ド 野C 泉G
･ 鬼三唱

一

撃琵P 瞥汚 が免色俸に準A きれて い た癖捧は ､ C 5 写B u 6諾 ほ 奉ク

レ ア) と受配きせ ､ ぎ呈 マ ウス を取得 した B プラス 宅 ド p e5盈鎧
-廃選管p 琵野済海 が 艶色藤に聾

太 さ新ノて い る こ と漆芸確認 きれた ぎ呈 マ タ 弟 は e 昏守藩tj 6 3 を静峯亨奮わ せ で ､ 得 られた 産浮ぼそ

冒逢



れぞれよ記 に示ずゲ ノ ム ぎG 箆 蔭を芸よ哲ア ポ 豊 夕 済 ジ ン e影国魚酉邑開 府 検ぬを行を蔦宅 象亀捧喜芸

導大きれ た プ ラス ミ ド p e 鬼G
- 慮選喝

-

p 琵P 漫T 夢 の 有無を評価 し恵 o

4 ) ユ タ オジ ン に よ る発光瀦定

三 ク オ ジ ン発現 マ タス より敢撃 出 した各療単 を i - 望 m n 片妄こ磯 野潟ん だ後 ､ 最 終漁度 i 8

好期 の セ レ ン テ ラ ジ ン を含む 望O O 担 の 況P M 王i 糾 e 培地 ( イ ン ビ トロ ジ 笠 ンラ の 率で B 冒驚 ､ 昏

時間イ ン 卑 エ ペ -

シ ョ ン する ことをこより ､ ア ポ ユ タ 津 リン とセ レ ン テ ラジ ン 豊 野ヨ三 タ オジ ン

を再構成 させ た o 土記反応液に 1 O O 担 の 民P 鮎旺呈6 4 O 培蝿を加 えて 望e 秒間 芸 ク浄 リ ン の発 光

量を蔑弓定 した の ち ､ き らに 4 日戯 の C 盈
2 ヰイ オ } フ ォ ア ゑ望3 1 8 7 (凝e 昏e a T e亀 B 豆o m e 彪e= ai

王n 短r n 昆 鮎 n 盛) ､ 0 ･望8 % の 惣i 転 n 濫･

ほ e ､ も しく 揺 望8 弼 の Cl
･

王B ･ M 霊e 鬼 を含む 呈8 0 担 の

農P M 王1 6 4 O 培地 を凍 えて 呈2 5 秒間 ユ タ オ ジ ン の発光量を瀦定 した e 誌 ク オ 7) ン の 発 覚盈揺 ､

マ イ ク ロ ル ミ } メ - タ - L B 9 5 3 (E G & G ベ ル ト
-

ル ドラ を周 い て 毎秒瀦若 したo

5 ) 鯵癖 由来細胞 の 単療

キメ ラ Å3鬼混 置換 マ ウス よ り鰐療 を締出 した後 ､ ハ す ミに て 細かく畷 り弟 み ､ き ら妄こ 望梗

の ス ラ イ ドガ ラ ス の 閤 で す り潰す こ と に より酵騰由来細脇 を単解 した o 藤癖 由 来 細脇 は

温P R i王1 6 4 0 培地で 望 回 ジ ン ス した後 ､ きらに 盈P M 王1 6 4 O 培地申で 3 7 ℃ ､ き% e O 望条件 下で 6

時間イ ン 卑 芝 ペ
-

トした e

6 ) 良民逮望3 細盤 の培養

ラ ッ ト経験巌房細飽 由来細胞株 ゑ混4 2 3 捜 ､ 1 0 % の ウシ胎児鹿清 (イ ン ビ トロ ジ 孟 ンラ と

5 0 感 m L の ゲ ン タ マ イ シ ン ( ナ カ ライテ ス タ∋ を含む D 観E 財 培地 (イ ン ピ 斡ロ ジ 温 ンラをこ

て ､ 3 7 ℃ ､ 5 % C O 豊島件下 で培養 した o

7き R T
-

P C 茂

ユ タ オリ ン発現 マ ウ ス の各線番 お よぴ 鬼R 4望3 細鹿 よ り ､ 勾玉ゑ盛君e d達e壷く卑ア ダ ン) およ

び 民N e a 野 P r oもe et R i皇ぬ 琵iも( 卑 ア ダ ンきを潤 い て も醜盛 混封鬼 を抽出 した 9 抽出 した 組も盛 況封ゑ

各 5 将 よ り ､ S u p e T S e 軸毛Fi r sも
･ 凱 ぎ盈n d S y n 毛払e 8i 昏 S y 畠鎚 泡 払T 野㌢P ∈混( イ ン ピ ト 顎 ジ 芸 ンラ

を伺い て 逆転写反応 を行 い ､
-

本鎖 e D N A を合成 したo

Å3 Å琵 の c D N 鬼 を増幅させる P C R 萎ま､ 払下 の 条件で行 っ たo -

奉鎖 c D 鰐ゑ を適当盈含む

望0 担 の 反応寮 (霊芝 取 q b tl 飽 r ､ O ･望 血 封 d W T P 8 ､ O . 5 単位の E ぬ q p oly n 鐙T 舶 e ､ 各 O . 5 蝉

の プライ マ
-

(5
'
-

g T C 腰 e T g C g T g 酢∈ 幽 琶 e T 誓 底魚C e G C
-

8
'

お よぴ 8
き
-

富g e 成 魚 g逢C

A 腰 盈琶g 琶T T C A T C A T g g鼻g
･ ぎ : フ ァ ス マ ッ クに て 合成)) を調整 し､ まず i 轟毛 P e 監 を行

な っ たo 9 4 ℃で 5 分間熱 した援 ､ 9 4 ℃で 1 分間､ 6 8 ℃ で 望 分間から怒る反応を 呈すイ ク7 レと

して計 望O サイ ク ル 行 っ 恵o きらを芝 五番毛P C 毘 の 反応後藤液を 1拝1 含む 望0 担 の 反応 薄 書芸 曲 喝

b 感 T ､ 0 事望 ぬ M m vP 畠､ 8 . 5 単位 の E E T a q p 軸 n e T 盈S e , 冬 o . 5 卵 形 プライ マ - ( 5
タ
-

e j g 誓e C

管C e 戯
-

C ゑ管区 T C C 管T g C T g 夢C C
-

3
'

お よぴ 5
'
-

g T C 管T 富鬼鬼G T C C C 鰐 C C 鬼℃ 娩 済 g C 鬼

C -

3
き

: フ ァ ス マ ッ クをこて合成)ラ を調整 し､ 望n 盛P e 混 を行 っ たo 9 孝℃ で 5 分間熱 した擾 ､ 9 凄驚

で i 分間 ､ 6 8 ℃ で 望分間か らなる反応 を 呈サイ ク ル と して 計 望8 サイ ク ル 待 っ た窃 慧n 遠野e 盈

得度慈鎮 ､ まO 担 を 王. 5 % ア ガ ロ - ス ゲ ル電覚泳動をこ供 し､ 約 O ヰ 凄
一恵態 符 樽農約増幅断片を検地
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したo

βア ク チ ン の e B N 鬼 を増幅 きせ る P e 汲 ほ ､ 鎚軍の 条件 習待 っ た 8
-

奉鏡 e33 国産 を適 当慶

含む 望O pi の 反応薄 ( E 孤 碍b ti 盤 君､ a .望 m ㍍ 脚 P 昏､ O . 5 単位 の 芸ⅩT & 曜 p O呈y m e ぎ後車e ､ 各 e . 5

錘姐 の プライ マ
-

( 5
'
･

g A T 腰 C g C
r

T g e 哲C 晋e g T C g T e 醜 e
-

3
7

お よぴ 5
守
一 G 魔窟 幽鬼 g鑑鬼 鶴夢

C T g g 鬼鬼 g A g Å琶e
-

3
'

: フ ァ ス マ ッ ク に て 脅威)ラ を調整 し､ P e 鼠 を行 っ た e 9 逐電 で 毎分開

熱 した後 ､ 9 4
Q

c で 1 分間 ､ 6 8 ℃ で 望 分間からなる反応 を呈 草イ ク ル と して野 望望
一

軒イ ク ル 待

っ た o P C 監反応後 ､ ま8 担 を i .5 % ア ガ ロ
- ス ゲル 電気泳動 に供 し､ 約 8 . 7 9

- 払 の 特異的増幅

断片を検出 した o

8 ) F h i O
･

3 Å対 を伺 い た細盤内 C a 望ヰ畳の 測定

鐸臓由来藤娘お よぴ Å混4 望3 細娩 を労 ル シタム 瀬定緩衝液 ほO n 班 技E P 濫S (野H 7 . 敏 1五5

m M 紺 色Cl ､ 5 . 4 m M 監C 王､ 0 . 8 威組 M g C i2 ､ 1 - 8 血R i C a e l望､ 1 3 . 8 n 封 グj レ ヨ - ス (以上 ､

ナカ ライ テ ス タ) ､ 0 .望% ( w ig) ウ シ鹿清 ア ル ブミ ン ( シ グマ) ､ 望,
5 汲 M P 若8態e 愚e 由逮宅シ グマき)

で 2 回洗浄 した の ち ､ 最終蔑度 5 p M の F
/
i u o -

3 A 朗 ( モ リキ 芸 ラプ ロ - プ) と最終濃 度 e . 5 %

の Plt l r O 由 c F -

i 2 7 ( シ グマ) を添加 した カ ル シ ウム 瀦定緩衝液 に懸濁 して 5 % e O 望, 3 7 ℃条

件下で 1 時間培養 した 8 1 時間培老後 ､ 各細飽 をカ ル シ ウム 瀦老嬢衝液 で 望 困洗 浄 した後 ､

カ ル シ ウム 測定緩衝液に て 5 . 0 × 1 0 8 雑感i m i になる よう懸濁 し1 0 O 担 ず つ 9 6 宍プ レ
-

鞍をこ

分注 した o 9 6 穴プ レ
- ト経 5 % C O 望､ 3 7 ℃条件 下 で 3 0 分間培養 した後 ､ 指示 され た濃度の

Å3 A R 特異的ア ゴ ニ ス ト Ci
一三B

-

姐E C Å を添加 し､ F 召S S 6 0 0 0 (浜鐙ホ ト ニ タ ス) を用 い て

4 8 0 故知 の盛起波長 に よ っ て生 じる 5 3 e n M の 蛍覚波長 を､ プル
- ダイ タ ロ イ ツ グ ミラ

- をこ

透過 させたの ち､ 吸光 5 望0 - 5 6 O 漁M の フ ィ ル タ - で 1 分間渦定 した e 5 3 0 改組 狩蛍 光波長萎ま､

C l -王B - M E C Å や T N P
-

B S Å の 無添加時を 1 . O と した場合の 相対値 とt / て表記 し怒o 鼻3鬼監 特

異的ア ン タ ゴ ニ ス ト 監ぎ2 6 7 冒7 は ､ C l
･

王B - M E C 鬼 を添加す る i O 分前 に ､ 最終濃度 里8 8 漁封 で

添廓 した o P T 翼 は細脇の 培地申に 望O O n 琶i m l の濃度で凍 えて 望塵時間培養 した複 号緬 飽内 e 盈芝牛

糞を淘 定 した o

9 ) ウ 三 ス タ ン プ ロ ッ ト故 に よ るリ ン酸化蛋白質 の検 出方添

A 3 鬼瓦 に よ っ て誘導され る P E 玉 お よび 志茂濫 11望 の ジ ン 酸化 経 ､ 以下の 方簸 で横 地 したe

鐸鰻由来細鹿も しく は Å混4 望古 癖胞 に指示 きれ た濃度の Cl -王B 一 班E C 鬼 を添力持して 3 冒℃で 8 ､

2 ､ 1 0 ､ 3 0 分 間イ ン キ 註 ペ
- 卜した後 ､ 冷 P B S に て 2 河洗浄 し､ 緬鹿溶解液緒監5 n 空娃 腎虚8 一法e i

(p H 6 廟 ､ 望% 転i v) S D S ､ 1 O % gly e e r oi ､ 5 0 n Ai di毛h i o 払 T ei 由i( イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン) ､ ¢.呈% 転Ivき

b T O m P h e n o呈 b h le ( シ グマ)) に溶解 したo 細脇溶解液を 9 5 ℃ で 毎 分間熱し た後 ､ 遠}む妄こよ

り沈殿物 を除き ､ 5 一 望O % ダラジ ェ ン ト e
-

P 魚G E L ( ア ト
-

) をこよ る S B S
- P 鬼G E に 供 した o 分

離 した 蛋白質バ ン ドほ電気泳動転写装置 部 ライ ズプ ロ ッ ト 鬼選一

6 6 7 7 型 ∈ア ト
-

き を涌 い て

王n m o bii o n でどa n Sf e r ㍍ e m b r a n e s ( ミリポア) に転 写 し､ 5 % ( 留/vラス 卑ム ミ ル ク を含 む T B S T

( 望8 m M で蕗s
- 琵C l( p 琵7 . 6㌔ 1 5 e 汲 M N a e 呈､ 8 .呈% 甘酸e e n 一

望8 くシ グマラ) を用 い て 室温 で 五

時間ブ ロ ッ キ ン グを行な っ た o

-

次抗体 に は ､ 抗 リ ン酸化 P 監B (S e T 那 3) 洗浄 ( セ ル シ グナ ル テ ク } E2 ジ -

ラ も しく ぼ

涜 リン酸化 選民琵1/空くT 壬鯉望O 望t 観望0凌ラ 読経 姥 舟 シ グナル テ ク } 日 ジ - ) を 5 % 毛闇iv) B S 鬼

入 り T B S T で i O O 8 倍希釈 したもの を伺 い たo メ ン プ レ ン妄こ対 して 立 教洗浄を 速驚 で 丑 晩反

7 8



応きせ た の ち､ 3 因 習愚S T で 洗浄 し藍 o 緩も､ で ､ 琵o 雷畠e T 段彪畠畠 警e 賢8 霊皇遠盈轟曽 標畿抗 ラ ピ ッ 鞍 2

次抗体 ( セ ル シ グナ ルテ ク } ロ ジ
-

) を 5 % ( w i腎ラ ス 考 ム ミj レタ見学 警澄S 管 警 望e 8 8 蒔希釈

した 2 孜抗体 を室温 で 1 時間反応 きせた 後､ メ ン プ レ ン を 3 回 官爵S T 習洗浄 し ､ ㌘払o ぬ細野e

琵民P W e 爵毛e T n B i o七 D e毛e e 塩o n 藍皇も ( セ j レシ グテ ル テ ク ノ 田 ジ
- ) を国旨㌔苦 特異的 バ ン ドを検

出 した Q

また ､ 同 じサ ン プ) レを泳動 した メ ン プ レ ン を作製 し､ i 次抗俸と して 抗 P E 選洗浄 ( セ jレシ

グナ ル テ ク ノ ロ ジ
-

) も しく経践 E 混監1i望 抗体 宅セ ル シ グナ ル チ タ } 日 ジ
-

ラ を潤む㌔る 芸 と

に よ り ､ 非リ ン酸化 ㌘琵B お よぴ E R 琵 Ij望 の 検出を行怒 っ た ¢

? ?
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-

3 . 結果

王ラ 笠 タ 浄 リ ン発現 マ ウス の 作製

プ ラ ス ミ ドp C ÅG
一 兵玉Q

-

p 琵P 混
'

T p を望皇昌儲 招 B I)野呈交簿 常 タス 荷受拷卵蔚紡をこ顕微 窪Å し

俊親 マ ウス の 卵管 - と移橿 した 結果 ､ 望i 匹鍔 産仔 を得 た｡ 産仔 の尾 よ哲回顧 した ゲノ ム さ討鬼

を鋳型 と して ア ポ ユ タ 矛 7) ン e王ラ国鳥 配列を増幅す る P C 混 を待 っ た結果 ､ 5 匹の 艶色終に プ

ラ ス ミ ド p C 鬼G
-

A 濫喝
-

p 琵P 選管p が導入きれて い た 宅図 3
-

銑 三 の 昌匹 を e 5 7革u 6 3 マ タ ス と

受配 きせ て F i マ タス を取得 した結果 ､ 染色体をこプラ ス ミ ド p e 鬼& ÅE 喝
-

p 野 富海 漆芸導入 き

れた F 1 マ ウス を計 3 匹得 るこ とが 出来た魯 ニ 招 F i マ ウス 綬 C 5 予選u 6 3 と交配 き せ ､ 得 ら

れた産仔 より漁色体に プ ラ ス ミ ドp C ゑG
-廃選管p 琵P 腎晦 が準為されて い る廟捧を選択 して い

く こ と に より ､ 本 トラン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス の 系乾を維持 したo 搾出 した トラ ン ス ジ 孟 芸 ツ

タ マ ウス の 各系綻 の つ い て各頗単にお 汁る ユ タ 寿 リ ン の 発環曇 を比較 した結果 ､ マ タス 素読

9 8 0 7 5
･

0 4
-

6 の 嫡線 ､ 筋肉､ 月凱 肝臓 ､ 精巣 ､ 姉 ､ 茸､ 頭蓋骨 ､ 尾 ､ 永晶棒 ､ 庵肪観 繊 毛 食違 ､

浄臓 ､ 腎臓 ､ 度 風 ぬ管､ 経線 の 各組耗に 溶 い て か レシ タム イ オノ ブ オ ア 彪 3 i 8ア 添加に よ

る エ ク 浄 リ ン の 発 光 応 答 が 観 察 され た ( 鴻 3 -

5) o 同様 の 三 タ オ ジ ン の 発 光 応 答 は ､

取iもo n X ･

1 0 0 の 添加 に よ っ て も観察きれた (チ - タ示 さず) o
- 方

､
毛にお い て は 鬼望3 1 8 7 添

加 に よる ユ タ 東リ ン の発覚は観察きれなか っ た ( 図 3 潮 ｡

2 ) Å3 Å混 ア ゴ ニ ス ト添淘に よ る各 線蕃 で の 細泡 内 C a 望＋塵 の 上昇

プラ ス ミ ドp C ÅG
-

A E Q
-

p fI P R T p が漁色終に導入 きれ た トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス の うち ､

エ ク オ ジ ン の発光応答が観察 された マ ウス 系銑 9 8 O 7 5
-

0 4
-

6 の脳 ､ 緒轟 ､ 鰐練 ､ 肝鋳 ち 腎藤

に ゑ3 兵長 特異的 ア ゴ ニ ス ト C呈
-

王B
-

M E e ゑ を添加 して ､
孟 ク オリ ン の発覚盈を潮整 した o そ

の結果 ､ Å3 鳥濃 の 発現 が尊督きれ て い る腰 ､ 緒巌に加 え ､ 鐸勝 にお い て も Cl
一三B ･ H E e 鬼 添加

に よ る 芝 ク オ リ ン の発光上昇が観察きれた ( 宮 3 ･

6) o また ､ 芸 タ オジ ン の 発光上昇 の観察き

れた月凱 精巣 ､ 鰐捲をこお い て Å3Å混 の m 温田鬼 が発現 して い る ことを 肝 P e 農法 を伺 い て瞳

落 した (鱗 3 1

7) o

3 ) 鰐鋳由来細塵に お げる Å3 ゑ盈 の 機能的発現

次に ､ キメ ラ 鬼3 鬼瓦 置換 マ ウス (第 2 牽参照) の鰐瞭由来練磨にお喜子る Å3 鬼盈 の機能的発

現 を調 べ る ため に ､ C l
-

‡B
- M E C Å 添力ロによ る細胞内 C 昆望ヰ塵の 土昇をぎi u o

･

3 を涌 い て 調 べ た o

その結果 ､ キメ ラ Å3 Å農 産換マ ウス 由来経線 由来細飽妄言 Ci -王B ･ 観芸C 鬼 を添加ず る こ とをこよ

り ､ 細鹿 内 C a 望ヰ畳 の 上昇 が観察 され ､ そ の 上昇ほ ヒ ト 盈3 ゑ濃 特異的ア ン タ ゴ ニ ス ト 監ぎ望6 7 7 7

を添加す る こ とに よ り完全に抑制 された ( 図 3
-

轟鬼) o

続 い て ､ 鰐臓 由来緬胞 にお い て Å3 鬼瓦 に よ る E 琵監呈l望 お よぴ P 濫B の ジ ン酸化 の 衝撃が観

察され る どう か検討 した o そ の 結 果 ､ キ メ ラ 鬼3 鬼茂 澄換 マ タ ス 由 来鰐 臓 由 来 藤娘をこ

Cl -ⅠB
･

M E C Å を添加す る こ と に よ っ て 富民監ii望お よぴ P 濫塾 の 1j ン酸托 が検出きれ ､ そ 沿 ジ

ン 酸柁 は 監ぎ望6 7 7 7 を添腐す る こ とに より完全 に蹄利きれ た ( 渓 3 ･

8 Bき｡

4 ) 鰐臆腺房細砲由来 盈盈遠望3 細泡をこお ける 鬼3 鬼監 の 機能的発現

続 い て 我 身 は ､ ラ ッ ト搾騰 の 腺房細胞由来細巌錬 鬼選種望諾妄己索 狩る 盈遠慮盈 の発 襲お よぴを

冒8



の 磯寵を調 べ た e まず初めを≡､ 良民凄望首 線脇を三彩をナる 鬼3 鬼温 田 監 監N 鹿 野 発現 を 民T
-

若e 艶 蔭を

伺 い て確認 した (潟 3
-

9) ¢ 次長芸､ 盈混4 望諾 細巌毒三おを亨る 盈3 鬼琵 の 機能的発現 を瀦 減 る た 範を芸､

C王ー王B ･

]はE e 鬼 添加をこよる細胞内 C a 望
ヰ

盈 の皇昇 を F呈u o
･

3 を伺 い て調 べ 藍 o そ の 結果 ､ 良民4望3

細飽 に ei
･王昌一

閲 E e 鬼 を添カロす る こ とを≡よ野 ､ 細胞内 e a 望
ヰ

盈 のJ = 昇が観轟き絶 句 そ 符 土昇揺

G y o タ ン パ ク質阻寒剤 で ある P T X の 添加 に より蹄潮 きれ 髭 (園 芸- i e 鬼き¢ また ､ 底最速望遠 播

磨に Cl
･ⅠB -

二組E C Å を添魂ずる こと妄こよ り細胞内の E 混琵呈l望 溶 よ ぴ P 藍呂 がリ ン酸碓ニき艶 ､ そ

の リ ン 酸1ヒをま P T X 処理に より締簡され る こ とを確認 した く図 3
-

1 0 B∋昏 良民連盟詳 細勉をこお 狩る

c l -ⅠB - Ri 選C Å 添激 による E R 琵Ii望 お よび P K B あリ ン 酸柁捻 ､ 翻激後 望 分で ピ - タ を迎 え( 鷲

針1 1 Åき､ また そ の ワ ン酸柁揺 Cl
一

重B ･ 閲芸C 鬼 の 濃度依存的に引き起 こき艶 る ニ とを確敬 した

( 宮 3
-

1 1 Bラ｡

守9



3 - 4 . 考察

奉研究をこ溶 い て我 身 捻 も 細盤内 e 鼓 舞豊 野変動 を e 盈望
ヰイ ン デ ィ ケ

- タ -

を潤 い ず蔓己簡便を芸驚

= タリ ン グ出来 る動物 モ デ ル と して ､ ア ポ 毘 ク 藩 ジ ン を全身 で発現ず る 腎 タス の搾製を畿み

た o ア ポ ェ ク オジ ン c D N Å 発 現 ベ ク タ
-

の プ ロ 驚 -

タ
-

と して 揺 ､ ▽ タス 全身 で機能ず るこ

とが麺 られて い る C ÅG プ ロ モ - タ - 磯 を周も㌔た o その鰭農 句 毛を除く ぼぽ全身鍔 藤巻で細

胞内 e 盈望ヰ量 の 上昇をこ伴う ユ タ藩 ジ ン の発光を観察ずる こ とが 出霧る - ア 欝 芸 タオ ジ ン 発現 マ

ウス の 作製に成功す る ニとが出来た ( 図 3
-

ら) o

次に我 身 結 ､ アポ ェ クオ ジ ン 発現 マ ウス の各線潜 に 鬼3鬼毘 ア ゴ 芸 ス ト G呈一重B - 弧 ∈慮 を添

加す る こ と に よ野 ､ Å3 Å混をこよ る細泡内 C a 望
ヰ

豊の よ昇漆芸観察きれ る勝者 の探索を待 っ た結果 毎

脳 ､ 精巣 ､ 葺翠擁 に溶 い て A 3 鳥温 特異的ア ゴ ニ ス ト el -I B - ㍊冨C 鬼 添廓に よる 孟 タ済 野 ン の発

光上昇が観察きれた (図 3 ･

6) o また ､ こ れらの 経巻 で 経 ､ ゑ3 鬼毘 の m 混封鬼 畜芸発現 してむヽる

ことを R T L P C R 裟を伺 い て 確認 した ( 図 3
-

7) B 脳と精巣にお ける 鬼3ゑ濃 の m R 封鬼発現 経以

前 より報告 きれて い る虚言7
- まe)

､ 鰐騰 に溶喜子る発現 を示 した飼経本研究が 初め て で あるo また も

崩 に お ける A 5Å長 の 機能的発現 結す で蔓こ報告 きれて い るが 錦 ､ 精巣お よぴ鰐換 に 翁 狩 る

ÅきゑR の機能的発現を示 した例は奉研究が初め て で あ るo

現在 ､ 細泡 内 C a 望
ヰ

畳 の淘定捻主 に蛍光4ヒ食物 で ある ぎu r 盈 -望 ､学 Fl 敬O -

3 などの e 急かイ ン デ

ィ ケ
- タ -

を発 い た方故に よ っ て 広く行われて い るo しか し恕が らも 動物 の 騰貴や組織 など

の切片 を用 い て 細鹿 内 C 盈望
＋

量 の 変動 を直接淘定す るた 捌 こは ､ C 盈2 ヰイ ンデ ィ ケ
-

タ
-

を扱者

や巌線 内に効率よく導 入 しな狩ればならず (そ の た め の 条件検討は非常に難 しい) ､ また 線審

や組織 率に含まれ草魚清成分 に よ る自家蛍光が バ ッ ク グラ ウン ドと し℃ 現れ る こ とも考慮せ

ねばならず ､ 操作が 非常に複発とな っ て しま うo その た め ､ 寒研究に て作製 した ア ポ 芝 タ 浄

リン発現 マ ウス は ､ 葬常に簡便な換得 で生体経緯をこお 狩る細巌内 e 盈芝ヰ盈の 変動 を測定ず る ニ

とが 出来 る C 盈望
ヰ
モ ニ タリ ン グ マ ウス と して 非常に有用 怒ツ

- ル で あると考えられ るe

続 い て我 郎ま､ 経験に 溶 ける Ci
･

王B
-

M 玉C 鬼 添迦 に よ る 芸 ク オジ ン の発覚が 鬼3 鬼瓦 を労 し

て い るか擾藩す るた 捌 こ､ 第望牽 で 作製 した 卑メ ラ 鬼3 ゑ混 置換 マ ウ ス の揮蹄由来細臆 を涌 い

て そ の評価 を行 っ た o その嫁 菜､ 拷鱒由来細厳 にお ける CI
-

ⅠB
一

班 E C 鬼 添加 に よる緬鮫内 G 亀空車

量の 上昇お よぴ E R 監1j2 と P E B の ジン 酸イヒは ､ ヒ ト 鬼3 鬼R 特異的ア ンダ ゴ ニ ス ト E ぎ望6 冒ヲ7

の添加に より完全に抑制され (渓 3
-

8) ､ 鰐騰 にお い て 鬼3 鬼R は機能的をこ発現 して い る 三 とが

確認 された o

経験 捻 ､ 外分泌機能と して 消化酵素 の産生 を担 う巌房細漉と内分泌機能と して ホ ル モ ン の

産生を担う ラ ン ゲル ハ ン ス 島 ､ 溶 よび鰐管より構成 され るo 我 考を豊､ 鬼3 鬼監 通覧経験 の どo3 絶

縁で発現 して い る か を調 べ るた めに ､ 今回はラ ッ ト藤頗 の巌房細巌由来棟 鬼最速望3 妄こお 狩る

鬼3 A R の発現お よびその機能 を調 べ た( 密 3 -

9 およ び 3
･

W ) o 鬼漁連望3 細逸 で ほ 鬼3 Å況 の n R 討鬼

発 現 が 観察され ､ 鬼R 4 望3 雑感 内 の C 盈2
本

曇 土昇 お よ び E R 監呈j望 と 賢覧遍 の i) ン 酸 柁 ほ

Cl ･王B -

Ri E C Å の 添加 に より誘導された窃 また ､ これ らの活性 穏 ､ G 由 タ ン パ タ 寮監嘗期で あ

る P T 冨 を添加す る こと に よ撃鞠制きれた o 以上 よ哲 ､
鬼岩魚盈 捻少 なく とも拷鏡Q3 浪弟細施をこ

機能的妄こ発現 して い る こ とが 示唆 された e 鬼箆凄望3 細娩毒こ溶 い て ㌔ E 琵琵i!蓋 お よぴ 学監B を介

した シ グナ ル 伝達経路は その 細癒増殖や抗ア ポ ト
-

シ ス 汚 鄭 こ関与する 三 とが報告きれて 畠

り 6 弼 7) ､ 鰐経線房細厳 にお い て 鬼3 盈東 経 これらの 生理換能 に閑卑 して い る可能性が考えられ

8O



るe

鰐臓を三お い て ､ ア デ ノ シ ン ほ鰐炎 の病態遅行妄こ深く関わ っ ぞ ら滝る 三とが尊書さ艶 苛も､ る 騨ラ昏

鰐炎 を引き起 こ して い る鰐療 の 周辺 で 経過魔の 遠野君 代静を芸よる細胞界招 ア デノ シ ン濃度 野

上昇 が観察きれ ､ 酵臓 習発現する ア デノ シ ン受容体 か らの シ グナ ル伝達が鰐炎の 増暮 を招 い

て い る可能性が示唆 きれて い る 6 9 ,7 e) o 実際 ､ ア デ } シ ン 鬼ま や 鬼豊泉 受容体を己対す る ア ゴ 芸 ス

ト揺鰐炎症状を増暮させ ､ また遼をここ れ ら受容体をこ対ず るア ン ダ ゴ ニ ス トは揮発症状 を改著

させ る こ とが顛 られ て い る 6 9 & 7 1) o しか し恕が ら､ 経路を三彩 狩 る 曳き鬼R の発現お よぴ そ の機能

に つ い て は未 だ報告が な い ｡ 奉研究 にお い て我 J& は初 めて ､ 鰐臓 の少 なi とも腺霧細泡に お

い て Å3 Å混 が機能的をこ発現 して い る こと を示 した o ゑ3 底混 揺 ､ 亀 の ア デ ノ シ ン受容 捧と同様

に揮発の増悪をこ関与 して い る こ とが推察きれ ､ 鬼3 慮濃 に対す るア ン ダ ゴ ニ ス 巨をま鰐炎 の 新 し

い治療薬となる可 能性が 示唆 きれ るo また ､ 揮発に封ず る 鬼3 良民 ア ン タ ゴ ニ ス ト持 薬理学的

評価を行う上 で ､ 第 2 牽 で 作製 した 卑メ ラ 鬼3ÅR 置換 マ ウス ほ有力な 驚 デ ル動物 と なり得 る

可能性 が あるo

さらに ､ 経験 にお 汁る E 混監ij望 を介 した シ グナル伝達経路は ､ ラ ン ゲル ハ ン ス 島β細巌 の

抗ア ポ ト
-

シ ス 機能 7望)や鰐ガ ン周辺 の ス トロ -

マ 内の 星 状藤娘 の細胞増殖 7急きをこ関与す る こ と

が知 られ て い るo また ､ P K B を介 した シ グナ ル伝達経路経 ､ 鰐療 の 再生 硝 や ラ ン ゲ ル ハ ン ス

島β細腕 で の 生理機能 を担う 7 5
i 7 7きほか ､ 鰐ガ ンや鰐管鹿虜の 活性化 にも閑阜す る 格 堵8) 三とが

知られ て い る ｡ 本研究 の 結果 は ､ 巌房細泡 鎚外 の 経線組織 におをチる こ れらの 生 理現象 にも

鬼3 Å混 が関わ っ て い る可能性 を示唆 してお り ､ 非常看こ興味深 い ¢

8 呈



セ レンテラジン

アポエ ラオリン エラオリン

@ *
C a2

ヰ

イ軒ン

セレンテラミド

発光

図3
-

1 エ クオリンの発光機構

エウォリン の発光機構を模式的に示す o

前駆鋳で轟るアポエウオf) ン は ､ 基質で轟るセレンテラジン存在平に姦ら写て豊ウォリン 恥 と
再構成される¢ エウオu ン のカル シウム結合領域にC a2

ヰ
イオンが績合すると､

セレンテラジンをセレンテラミドに酸たすることによっ て発光が生E るe

8芝
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結語

ゑ3鬼瓦ア ン ダ ゴ ニ ス ト娃噂愚母e O P B などの炎症をこ対す る新規治療薬 と しで 蔭 目 きれ 苦旨㌔

るB しか しなが ら､ ぼ っ 菌類 Å3 鬼毘毒芸対する効果的なア ン ダ ゴ 芸 ス 旨が存在 しなも与こと揺 ､

医薬 品 の 初期開発 ス テ - ジをこお い て 重要で ある妄ずっ 歯車を涌 い た i n 南 開 で の 前臨 床試験 を

不可能 怨もの と して い る o そ の 結果 ､ 健界申を芸おむ､ て 鬼遠慮監 ア ンタ ぎ 芸 ス トの 医薬品 と して

の 開発は未だ進展 して い ない o

第 i 牽にお い て 我 摩 捻 ､ ヒ ト 鬼3 Å盈 ア ン タ ゴ 芸 ス トの i n 繭 8 評嶺が 可能奄 尊 デ ル動物 と

して
､
マ タス A 3 鬼R 遺伝 子 をヒ ト 鬼3ゑ混 配列 に置換 した 巳 ト 鬼3 鬼民 選換 ギ タス を作製 した e

しか しなが ら､ ヒ ト 鬼3ゑ混 萎まマ ウ ス 捧内に滋 い て ､ P 壬3 濫 J

Y を介 した シ グナノレ蓉 達 を活性化

する こ とが 出来なか っ た e こ の 結果 ほ ､ P王3 監γ の 活性化に 関与す る マ タス 岱 タ ン パ タ質経

ヒ 巨 A 3 Å混 と カ ッ プリ ン グ出来ない こ とを示唆 して お り ､ 鬼3 鬼盈 と G タ ン パ タ質の カ ッ プジ

ン ダにおける種差の 存在に つ い て 考察を行 うこ と が 出来たo

第 2 牽妄こお い て我 身 ほ ､ Å3 鬼毘 と G タ ン パ ク 質の 寿 ッ プリ ン グにお 狩る種差の 問 題を克粧

す るために ､ ヒ トi マ ウス の キメ ラ A 3鬼混 (緬鹿内儀域は マ ウス Å3 慮選 配列か ら成 り ､ 細泡葬

儀域 お よび細施膜領域萎まヒ ト鬼畠A 混 配列 か ら成 る) を設計 し､ マ ウス 鬼3 盛混 濠伝 予 をそ の キ

メ ラ Å3 A 盈 配夢那こ置換 した ､ 卑メ ラ Å3 鬼昆置換 マ ウス を作製 した o 奉 マ ウ ス を涌 い た解析 よ

り ､ マ タス 体内にお い て キメ ラ 鬼3 A 濃 は マ ウス G タ ン パ タ質とカ ッ プ リン ダ し､ P ‡3 濫 γ を

介 した シ グナ ル 伝達 を正常に活性化出来 る こ とが 明らか とな っ た o また ､ 奉 マ ウ ス を周ももる

ことによ り ､ A 3ゑ盈 によ っ て誘導され る細脆 内C a 望＋豊の 上昇や マ ス ト細鹿の 脱類綬 の 増強萎ま､

ヒ ト 鬼乳良民特異的ア ン タ ゴ ニ ス トによ っ て完全に拘朝 され る ことを確認 した B 以 ーとよ 野 ､ キ

メ ラ Å3 A 濃 密換 マ ウス は ヒ ト A 3ゑ最 ア ン タ ゴ ニ ス トの評価が 可能 で ある
iS

鬼語尾混 ヒ ト才巳ギ タ

ス
''

で ある こ とが示 きれた o

第 3 牽 にお い て 我 J& は ､ ア ポ ェ ク オ リ ン発現 ∇ タス お よぴキメ ラ 鬼3鬼農 産換 マ ウ ス を伺 い

る こ とに より
､ 初め て 静銀 にお毒ナる 鬼3 ゑR の機能的発現を発見 したo 寒椿桑は ､ 牽 ま で知 ら

れ て い なか っ た経線に お ける Å8 ゑ混 の生理機能妄こ つ い て 示唆 を与 え るとと もに ､ 当琴衆や練炭

窮 ､ 鰐ガ ン などの疾患に対す る ゑ3 廃濃 ア ぎ ニ ス トの 治療薬 と して の 可能性も示 して い るo

奉研究 で開発 に成功 した
``

鬼3 Å混 ヒ ト化 マ ウス
'ラ

は ､ 噂愚母 e O P f3 怒ど狩 衣症をこ対す る治

療薬と して の 鬼3 鬼R ア ン タ ゴ ニ ス トの 薬理学的評価を行うた め の 葬常をこ強力な菅 デ ル 動物 と

なる o 今後 経 ､ 本 マ ウ ス を用い て 鬼3 Å温 ア ン タ ゴ = ス トの 医薬品と して の 群発をう登展 さ曹 て

いきた い o また､ 輝療 にお 狩る 鬼3Å蕊 の機能解析専鰐麹 に常ずる疾患の 治療タ - ダ ブ トと し

て の 鬼き盛況 の 可能性に つ い て もさらに研 究を続行 して いき恕 い o 凝 えて ､ 奉研究 で 搾襲 した

ア ポ 淀 ク オジ ン発現 マ タス と
G`

鬼3 A 監 ヒ ト音巳マ ウス
タラ

を涌い る 芸とに よ ぅ ､ さらをこ環 海 な輪

番や組織 にお げる 鬼3良民 の新た な機能 を明らか と し､ 未 だ不明な長の 多 い 盈讃ゑ濫 の 生理学的

機能 の解明に貢献 して い く こ とが 出来れ ぱ牽 い で あるo
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