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【緒　言】

消化管などの粘膜は上皮細胞の単層により覆われている。消化管粘膜は,

体の内と外を隔てる物理的障壁となるのみならず,上皮層に散在する粘液産生

細胞(杯細胞)より分泌されたムチンを主体とする粘液層の形成や抗菌ペプチ

ドの分泌を介して個体防御において積極的な役割を果たしている。この粘液層

は,また,上皮を機械的な障害作用から保護し,細菌の上皮への到達を阻止する

働きを担っている。さらに,粘液中には上皮細胞の修復を促す因子(消化管ト

レフオイルファクター)も存在しており,粘膜の損傷治癒に対しても貢献して

いることが明らかになりつつある。

トレフオイルファクターファミリー(trefoilfactorfamily:TFF)ドメインペプ

チドは粘液産生細胞(杯細胞)の分化,増殖に関わる物質として明らかにされ

てきたが,近年,消化管上皮の損傷治癒への効果が注目されている。トレフオ

イルファクターファミリーには, TFFl, TFF2およびTFF3と呼ばれる3種類が

存在する。これらのペプチドのアミノ酸配列中には共通した6個のシステイン

残基が存在し, 3カ所でS-S結合して=三つ葉型=様の構造をとることからト

レフオイル(クローバーなどの三つ葉植物)ファクターと名付けられた。トレ

フオイルファクターファミリーの正常組織での発現部位は, TFFlが胃底腺の

muckneck cell, TFF2が胃幽門部の粘液産生細胞,そしてTFF3が小腸,大腸の

杯細胞である。

TFFペプチドは消化管粘膜の保護,創傷治癒や組織修復に重要な役割を演

じていることが徐々に明らかとなってきている。例えば,消化管の潰癌性病変

においてTFFドメインペプチド発現の増強が見られたり1),2)異所性の発現が認

められたりすることから3),粘膜の修復機転に関与する可能性が考えられる。あ

るいは,実験的に潰癌を起こすためのエタノール,インドメタシンの投与前に

リコンビナントTFFドメインペプチドを先行投与しておくと,ラットの胃粘膜

障害が完全に予防されたとする報告4)や, TFFノックアウトマウスでは実験潰癌

が慢性化するという報告5)もあり, TFFドメインペプチドが防御因子として機能

する可能性が考えられている。さらに,実験的胃潰痕モデルや大腸炎モデルに

リコンビナントTFF3を経口あるいは経直腸的に投与し,組織修復が促進された

という報告もあり6),将来的に消化管疾患治療薬として臨床応用されることが期

待されている。
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消化管に特異的といわれているこれらペプチドが口腔にも発現しているこ

とがJaglaら7'によって報告された。その後,耳下腺におけるTFFペプチドの発

現が感染の上昇を妨げている可能性を形態学的に示唆する報告8)はあるものの,

現在に至るまでTFFペプチドが口腔内における組織修復に関わるエビデンスに

ついては解明されていない。

本研究は, TFFペプチド,特にTFF3が口腔粘膜において果たす防御的かつ

抗菌的な役割を明らかにし,歯周病に対するワクチンとしてのTFF3の応用を目

指すことを最終目的とする。本研究は,初期段階として遺伝子工学的なアプロ

ーチを試みるものである。まず,マウス組織への遺伝子導入によるTFF3の機能

解析のために,動物細胞におけるタンパク発現用の遺伝子の構築を行い,大腸

菌系ならびに噛乳動物細胞系への遺伝子導入およびタンパク発現により,構築

したベクターの機能確認を行うOその後,新たな非ウイルス系導入剤であるHVJ-

ェンベロープを用いてマウス個体へのTFF3遺伝子導入を行い, TFF3ペプチド

のマウス個体内での発現解析を行う。
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第一章　マウスTFF3遺伝子挿入タンパク発現ベクターの構築

【材料および方法】

マウスTFF3遺伝子のサブクD一二ング

C57BL/6マウスの小腸組織からRNAを抽出し, RT-PCRによりmRNA由来

のcDNAを作製する　T4DNAリガーゼによるライゲ-ションを行い, pCR�"II

ベクター(図1)への連結を行う。マウスTFF3遺伝子挿入ベクターpCR�"IIは

宮崎医科大学寄生虫学講座の名和教授より供与された。
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図1　ベクターマップ

5



タン/fク発虜用プラスミドの準停

His tag融合タンパク質発現ベクターであるpQE60ベクター(QIAGEN,

Germany) , GST融合タンパク質発現ベクターであるPGEX-3Xベクター(GEヘ

ルスケアバイオサイエンス,UK)ならびにpCAGGSベクターを用意し,これらベ

クターにTFF3遺伝子を連結してタンパク発現用プラスミドの構築を行うoなお,

pCAGGSベクターは大阪大学の宮崎教授より供与されたo

タン/fク発ER用プラスミドの作製

mTFF3連結pCR�"IIベクターを鋳型としてPCRを行う　mTFF3遺伝子は

5,_側にNc。l切断配列を　3'一側にBamHI切断配列を有した塩基配列に設計し,

pCR�"IIベクターに組込んだ　Denaturing 94℃, annealing 48℃ extension 68℃に

おいて25cyclesのPCRを行い,pCR�"IIベクターに連結したmTFF3遺伝子配列

の増幅を行った。その後1% agarose gelを用いた電気泳動を行い, 265bp

fragmentsを切り取り　Geanclean kit III (Q-Bio gene, USA)を用いてプロトコール

に従いDNA断片の精製を行った。

次に,クローニングキット(プロメガ, USA)を用いてTAベクターであるpEGM

ベクターに連結したoすべてのプラスミドはコンビテントE. coli DH5αに塩化

カルシウム法によりトランスフォーメーションし, LB培地のプレート上にて

37℃で培養を行った。培養されたコロニーを数個ピックアップし, PCRによっ

てインサート陽性コロニーを選択する。インサート陽性コロニーはLB液体培地

にて大量培養を行い, Plasmidmidikit(Qiagen)を用いてプラスミドDNAの精製を

行った。シークエンス反応はDNA sequencing kit (Applied Biosystems, USA)を用

いて行い,検出はABI PRIZM 3100 (AppliedBiosystems)によって行った。塩基配

列の解析はアプリケーションDNASISを用いて行った。

pQE60ベクターにインサートmTFF3を連結するために, mTFF3連結pEGM

プラスミドDNAを制限酵素NcolとBamHIで切断し, pQE60ベクター連結のた

めのインサートmTFF3DNA断片を得た。マルチクローニングサイト情報(図2

A)により, pQE60ベクターも制限酵素NcolとBamHIで切断したo Ncol-m

TFF3-BamHI断片とNcol, BamHI切断pQE60はT4 DNAligaseを使用してライゲ

-ションを行った。上述のようにコンビテントE.coliJMIO9を用いてトランス
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フォーメーションし, LB平板培地上でコロニー培養を行った。培養したコロニ

ーについてはXgalを基質としたカラーセレクションを行い,インサート陽性コ

ロニーを選択した。さらに, PCRによってmTFF3DNA断片の存在の有無を確

認した。 mTFF3DNA断片陽性のコロニーをLB液体培地で大量培養し,プラス

ミドDNAの精製を行った。精製したプラスミドDNAはベクターマップから作

製したプライマーを用いたシークエンス反応を行い, AB工PRIZM3100(Applied

Biosystems)を用いて塩基配列の検出を行った。 DNASISにより正しくベクター

にインサートが組込まれていることを解析した。

ECe軌鳩邑S
上　　_ :i

国劇　　BElm紺　晦は
CCATGGGAGGATCCAGATCT

由朗録　Hind冊

脚輔独誠だ門舶閏AGだ協AG Eコ

図2A pQE60ベクターマップ
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pGEX-3XベクターにインサートmTFF3を連結するために, mTFF3連結

pEGMプラスミドDNAを用いて制限酵素によるインサートの切断を行った。

PGEX-3XベクターのMCS情報(図2B)より制限酵素BamHI, EcoRIを用いて

切断を行った。 PGEX-3Xベクターも同様に制限酵素による二重切断を行い, T4

DNAligaseによるライゲ-ションを行った。コンビテントE. coliDH5αにトラ

ンスフォーメーションし, LB平板培地にプレーティングを行い,単一プラスミ

ドを有するコロニーの選択を行った。 PCRによるインサートの確認,プラスミ

ドDNAの精製,シークエンスにより, mTFF3連結pGEX-3Xベクターの構築を

ff-・."'-.

相:'^Db on

Fa飾コr Xa

&温爵威 ". m I ・・: 、・ ∴一、

・}、、∵ A 了琵琶丁鐙最監丁鐙盈農†鐙轟琶

BIJTi H I　.　　　、　　　　….
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m

--～

＼

、＼.

＼
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f

/
/

'軋p由
良ゝI

図2B PGEX-3Xベクターマップ

pCAGGSベクターへのインサートmTFF3の組込みも上記mTFF3連結

PGEX-3Xベクター同様の操作を行い, mTFF3連結pCAGGSベクターを作製し

た.なお,制限酵素についてはpCAGGSベクターのマップ(図2C)に基づき
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EcoRIを用いた。シークエンスにより作製したmTFF3連結pCAGGSベクターの

塩基配列の確認を行った。

∴:、i: :

W^^mM
タjjjaBai藍歪冠鰻湖

,嶺.、・-、pT　∴:/i

ヽ__二三　1m~∴

1ミ∴.、-ち .卜∴

Fy野も臣節
.i ∴・:・

1<:二　　　二二∴

脚正村

欄重野

戎緊翌私宅㌻息富農的

タン/ loク発虜真顔

・.1三　　、 ・`・,I_ :

〃　　、目iasMs

ペ、 、甘、乙n,ミズ

+, J甘ノ{糾′紬.ち

図2C pCAGGSベクターマップ
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m白　目H莞

作製したmTFF3連結pGEX-3Xベクター, mTFF3連結pCAGGSベクターを

トランスフォーメーションしたE. coliJMIO9を用いてタンパク発現を行った。

すなわち　ampicilin, 2% glucoseを添加したLB液体培地中でE. co//JM109コロ

ニーを37℃,8時間の培養を行った。培養開始3時間経過後, IPTGの添加を行

った。培養終了後,遠心分離により菌体を回収し, pH7.2のPBSで洗浄した。

菌体をソニケ-ションにより破砕し, 1500回転, 15分間の遠心分離により可溶

性画分と不溶性画分を得た。
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SDS-PA GE雷気泳励

可溶性画分ならびに, 8M尿素添加のPBSで溶解処理をした不溶性画分は

SDS-PAGE用のバッファーと混合し, 100℃,5分の加熱処理を行ったO調整した

試料はポリアクリルアミドゲルにアプライし,電気泳動を行った。泳動後のゲ

ルはクマシーブリリアントブルー染色液に浸して,タンパク質の泳動パターン

の検出を行った。

【結　果】

TFF3産経タン/loク発冴ベクターのシーク=ンス

Hisタグ融合タンパク質発現ベクターpQE60へのインサートTFF3マウス遺

伝子連結は, TFF3マウス遺伝子配列+36に位置するタンパク発現開始コドン

ATGから, +279に位置するタンパク発現終了コドンTGA直前のTTTまでの全

長およそ245bpの塩基配列を用いて行った(図3)0

1　atcctgtgca gtggtcctga agcttgcctg ctgcc革ga gaccagagcc ctctggctaa
61　tgctgttggt ggtcctggtt gctgggtcct ctgggatagc tgcagattac gttggcctgt

121 ctccaagcca atgtatggtg ccggcaaatg tcagagtgga ctgtggctac 'ccctctgtca

181 catcggagca gtgtaacaac cgtggctgct gctttgactc cagtatccca aatgtgccct

241 ggtgcttcaa acctctgcag gagacagaat gcacattttg鮎gctgtcca ggctccagga

301 agggagctct gcaccctgga ctcctgctgc tgatggtggt ccaagggtag caagcatccc

361 cgatctgctc cctgctgcag gccaataaag gagccaggag tcctgaagaa taaagacctc

421 acagccaaca caaggctgat ctgattgctg

図3　マウスTFF3遺伝子配列

5'側のフレーム部位のシークエンスよりpQE60ベクター構造中に存在する

3'側のフレーム部位のシークエンスよりインサートTFF3に続くとNcolサイト

が確認され, pQE60ベクターとインサートTFF3の正しい連結が確認された(図

4A),また, 3'側のフレーム部位のシークエンスよりインサートTFF3に続く
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BamHI,Blgllサイトが確認され,正しい連結であることが確認された。同様に,

GST融合タンパク発現ベクターpGEX-3Xへの連結は, TFF3マウス遺伝子配列

+64のGCTから+276に位置するTTTまでの全長およそ215bpの塩基配列を用

いた(図3)。 5'側のフレーム部位のシークエンスより制限酵素BamHIの配列な

らびにTFF3配列を確認し, 3'側のフレーム部位のシークエンスよりインサート

TFF3に続くEcoRIの配列より連結が正しいことを確認した(図4B),晴乳動物

発現ベクターpCAGGSへのインサートTFF3の連結もシークエンス解析により

確認を行った。

(A) pQE60/TFF3シークエンス

5　-　GAATTC ATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGG

Eco RI

3'一一. ggagacagaatgcacatttggatcc

(B) pGEX・3X/TFF3シークエンス

5　-　ATCGAAGGTCGTGGATC

Bam H

3'一一. ggagacagaatgcacattt

tggccc畿gagaccagagccctct- I
〟co/

AGATCT CGTCACCATCACCATCACTAAGCT

BamHI BglII

cagattacgttggcctgtctcca

GAATTC ATCGTGACTGACTGAC

Eco RI

図4　シークエンス解析

大腸菌発冴系によるタン/loク質発冴

作製したPQE60-TFF3, pGEX・3X-TFF3ベクターについてIPTG添加によ

るE. coli培養実験を行いTFF3ペプチドの発現を確認した。 pQE60-TFF3では

TFF3ペプチドの発現sDS-PAGEで確認することができず,タンパク発現が行わ

れていないことが判明した。 pGEX・3X-TFF3ベクターでは, SDS-PAGEにより

融合したGSTタンパク27kDaを含む推定分子量33kDaの位置に明確なバンド

が認められた。 E.coli株BL21.DH5α, JM109の間におけるタンパク質発現効率

を比較したところ, E. coliJMIO9株が最も顕著な目的タンパク質のバンドが認

められた(図5)。 JM109株では,可溶性画分より不溶性画分において目的タン
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バク質のバンドが著明に見られ, IPTG添加によるタンパク質発現誘導が明らか

に認められた(図5).これらの結果より　pGEX・3X-TFF3ベクターは大腸菌発

現系において有効に機能することがあきらかになった。

62-

47.5"

32.5-

25-

図5　GST融合TFF3タンパク質の発現

【考　察】

本研究において,タンパク質発現ベクターとしてHisタグ融合ベクターと

GST融合ベクターの2種類のベクターを用いて遺伝子導入用のベクターの構築

を行った。 pQE60ベクターはC末端にHisタグを発現するように設計されたベ

クターで,目的タンパク質の発現が行われなければHisタグの発現は認められな

いという特性を有している。それゆえ, Hisタグ抗体によるHisタグの確認がで

きれば,目的タンパク質も発現されていることが確認できる利点があるため,

ベクターとして選択した。 pGEX・3Xベクターは高レベル発現系のtacプロモー

ターを採用しGST遺伝子のC末端に目的遺伝子を配列するように設計されたベ

クターである。それゆえ,大腸菌内で融合タンパクとして目的タンパク質を大

量に発現することができるという利点を有している。本研究では,長所の異な
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るベクターを選択することにより,有効に機能するTFF3ペプチド発現ベクター

の構築を目指した。

pQE60ベクターならびにpGEX・3XベクターへのTFF3遺伝子のサブクロ

ーニングは, PGEM-Teasyベクターを介して行った。すなわち, TAベクターで

あるpGEM-TeasyにTFF3遺伝子を組込み, TFF3遺伝子連結pGEM-Teasyのク

ローニングを行い,このベクターからTFF3遺伝子をサブクローニングし,最終

的にpQE60TFF3,およびpGEX・3XTFF3ベクターを作製した。シークエンス

解析によりTFF3遺伝子の5'-側および3'一側フレーミングが正しい塩基配列であ

ることを確認した。

大腸菌発現系を用いてp(〕E60 TFF3,およびpGEX-3XTFF3ベクターのTFF3

ペプチド発現を検討した。大腸菌株間にタンパク発現量の差異が存在するため

に, E. coliBL21, DH5α, JM109株を用いてタンパク質発現実験を行づたpQE60

TFF3はいずれの大腸菌株においてもタンパク発現が認められなかった(結果は

割愛)。それに対してpGEX・3X TFF3はいずれの大腸菌株においても目的タン

パクの発現が認められたが, E. co//JM109株において最も顕著なタンパク質の発

現が認められた。これらのことから,融合タンパク質としてTFF3ペプチドを発

現させるベクターの方が有効であることが示唆されたO　このベクターを用いて

大量のリコンビナントTFF3ペプチドの生成が期待され, TFF3ペプチドの添加

実験等の汎用性が期待された。
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第二章　晴乳動物細胞ならびにマウスへのTFF3遺伝子の導入

【材料および方法】

脱励脚の培養

マウス腸管上皮由来細胞であるMODE-K細胞,サル腎臓由来細胞である

COS-7細胞ならびにヒト腸管上皮由来細胞であるCac0-2細胞を用いた。 MODE-

K細胞, COS-7細胞およびCac0-2細胞はATCCより得た。すべての細胞は, D-

glucose, 25mM HEPES, 10% FCS, 4mM L-glutamine, 50 units/ml penicillin, 50 fxg/ml

streptomycin添加DMEM (Dalbecco's modified Eagle's medium)を用いて　5% CO 2

下37-Cにて培養を行った。

培養紺への遺伝子導ス

MODE-K細胞, COS-7細胞ならびにCac0-2細胞へのpCAGGS-TFF3ベクタ

ーの導入には遺伝子導入剤であるSuperFect (QIAGEN, )とHVJ-エンベロープ(石

原産業,大阪)を用いて行った。いずれの導入剤も添付プロトコルに従った。す

なわち,プラスミドDNA50ドgを無血清DMEM150い1中に入れ混和するoこれ

に対してSuperFect30fxlを添加し　5-10分間室温放置後,血清,抗生剤添加の

DMEMlml加えた。 HVJ-エンベロープを用いた調整においては,プラスミド

DNA50¥xgにHVJ-エンベロープ40m-1およびキット中の試薬Aを混和し氷上で

5分間放置後,試薬Bを6汁1添加し遠心分離によりペレットを得た。このペレ

ットに緩衝液30[xlと試薬C5|xlを添加混和後,培養細胞への添加を行った。遺

伝子導入に先駆けて細胞を60mmプレートに継代し,一晩培養を行い調整した。

40-50%コンフルエントの状態の細胞に調整したプラスミドベクターを投与し,

新鮮な血清添加DMEMを加えて24-48時間の培養を行った。

遺伝子導ス舶b)らのRNAの必出

培養後の細胞はpBSにて洗浄し,トライゾ-ル1mlを培養プレートに加え

てよく混和する。フェノール/グアニジン融解した細胞液を1.5mlエッペンチ
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ユーブに移し, 0.2mlのクロロフォルムを加えて激しく混和して,クロロフォル

ム抽出を行った。遠心分離により水屑を分離し,イソプロパノールを加えて混

和し,室温にて10分間放置する。 15,000rpmの遠心分離を行い, RNAの沈殿を

得た　75%の冷エタノールにてRNAを洗浄し,遠心分離にて再度RNAの沈殿

を得た。沈殿を風乾後, RNase丘eewaterに溶解した。

R T-PCR

抽出したRNAはoligodTprimerを用いてRT反応を行った。 PCRは, TFF3

sense primer ATG GAG ACC AGA GCC CTC TG, TFF3 antisense primer AAA TGT

GCATTCTGTCTCCT(240bp)を用いて,アニーリング60-C,エクステンショ

ン68oC, 25サイクルで行った。

遺伝子導二八mmの鬼疫染色

遺伝子導入を行った培養細胞にトリプシンーEDTA 1 mlを加えて,接着細胞

を剥離し,遠心分離により細胞の回収を行った。 PBSで回収細胞を洗浄し, 4%

パラフォルムアルデヒドにて固定した。細胞は, PBS洗浄にてパラフォルムア

ルデヒドの除去を行った後　70%エタノールに懸濁し,シリコンコートのスライ

ドグラスに滴下,風乾して細胞標本を作製した。細胞標本は, 100%メタノール

処理を行い1%BSAによる室温, 60分間のブロッキング反応を行った　PBS

洗浄後,抗ラットTFF3ビオチン化ウサギ抗体を用いて4oC,一晩の抗体反応を

行った。 PBS洗浄後,ストレプトアピジンCy3を用いて室温, 60分間の反応を

行った。 PBS洗浄後,エタノール系列(70%,90%,100%)に浸潰し脱水した。

標本を風乾し,退色防止剤と核染用のHoechstを添加して封入した。遺伝子発覗

の検出は蛍光顕微鏡(オリンパス,Germany)にて行った。

レポーター分子産窟ベクターの膚築

TFF3連結pCAGGSベクターへレポーター分子Green fluorescent protein (GFP)

を連結するために, GFP融合ベクターpEGFPからサブクローニングによりGFP

遺伝子をTFF3連結pCAGGSに組込んだ。
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マウスへの遺伝子虐産

8週齢のC57BL/6マウスを広島実験動物より購入し,実験に使用した。マ

ウスは広島大学実験動物施設においてspecific pathogen free (SPF)環境下で維持

管理された。すべての実験は,広島大学の規約に則って行った　TFF3連結

pCAGGSベクターDNAならびにTFF3, GFP連結pCAGGSベクターDNAを導入

剤のHVJ-エンベロープを用いて調整し,マウス腹腔内に接種した。接種後3な

いし5日目にマウスを解剖し,大腸,小腸を含む各臓器を採取し,凍結ブロッ

クを作製した。

マウス超l#Iの痕理fin fat.染色

マウス臓器の凍結ブロックからクリオスタットを用いて薄切切片を作製し

た。凍結切片は固定後,へマトキシリン&エオジン染色を行った。また,蛍光

顕微鏡によるGFPの検出を行った。

【*.'蝣　里】

遺伝子導ス卿におlfるTFF3 mRNA発ER

COS-7細胞, MODE-K細胞およびCac0-2細胞へのpCAGGS-TFF3遺伝子の

導入を行い,抽出したRNAを用いてRT-PCRを行った。図6は,プラスミド

DNAをSuperFectを用いてCOS-7細胞へ導入後のRT-PCR結果を示している。

レーン1,4がpCAGGS-TFF3を導入したCOS-7細胞,レーン2,5はpCAGGSベ

クターを導入したCOS-7細胞を示している。ちなみに,レーン3はベクターを

導入していないCOS-7細胞を,レーン6はMODE-K細胞のRT-PCRである。

COS-7細胞へのpCAGGS-TFF3導入は2回のトライアルを行った結果である。

2回ともTFF3mRNAの243bpのバンドが認められた.ネガティブコントロール

のpCAGGSベクターを導入したCOS-7細胞では2回ともTFF3mRNAのバンド

は認められなかった(図6)。また,ベクターを導入していないCOS-7細胞にお

いてもバンドは認められなかった。
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M 1　2　3　4　5　6

M: 100bp ladder

1 : PCAGGS-TFF3 t「ia11

2 : PCAGGS

3 : COS-7 eells

4 : PCAGGS-TFF3 trial2

5 : PCAGGS

6 : MODE-Kcells

図6　COS-7細胞におけるTFF3mRNAのRT-PCR

次に, 2種類の導入剤によるMODE-K細胞, Cac0-2細胞への遺伝子導入の

結果を示したものが図7および図8である.図7のレーン1,2はHVJ-エンベロ

ープを用いてMODE-K細胞への導入を行ったもので,レーン3,4はSuperFect

を用いた導入結果を示している　HVJ-エンベロープ, SuperFectともpCAGGS-

TFF3遺伝子によるTFF3 mRNAの243bpのバンドが認められ, TFF3の発現が確

認された(図7)。ネガティブコントロールのpCAGGSベクターを導入した

MODE-K細胞においてはTFF3 mRNAのバンドは認められなかった。

さらに,図8はCac0-2細胞への遺伝子導入の結果を示している。レーン1,2

はHVJ-エンベロープを用いてMODE-K細胞への導入を行ったもので,レーン

3,4はSuperFectを用いた導入結果を示している。 MODE-K細胞における発現結

果と同様の結果を示した。

M 1 2　3　4

M: 100bp ladde「

1 : PCAGGS-TFF3(HVJ)

2 : PCAGGS vector (HVJ)

3 : PCAGGS-TFF3(Superfeet)

4 : PCAGGS vector (Superfeet)

図7　MODE-K細胞におけるTFF3mRNAのRT-PCR
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M 1　2　3　4　5

M: 100bp ladder

1 : PCAGGS-TFF3 (HVJ)

2 : PCAGGS vector (HVJ)

3 : PCAGGS-TFF3 (Supeげect)

4 : PCAGGS vector (Superfeet)

5 : Caco-2 cells

図8　Cac0-2細胞におけるTFF3mRNAのRT-PCR

図9は, COS-7細胞ならびにMODE-K細胞に対して導入剤であるHVJ-エ

ンベロープを用いてpCAGGS-TFF3遺伝子導入を行い,細胞間のTFF3 mRNA発

現の状況を比較した結果である。レーン1とレーン4においてTFF3mRNAのバ

ンドが認められ,いずれの細胞においても遺伝子導入, mRNAの発現が確認さ

れた.ネガティブコントロールであるレーン2のpCAGGSベクターを導入した

COS-7細胞,レーン3の遺伝子導入を行っていないCOS-7細胞においてはバン

ドが認められなかったのに対して,レーン5のpCAGGSベクターのみを導入し

たネガティブコントロールのMODE-K細胞においては弱いバンドが認められた

(図9)0

M 1　2　3　4　5

M: 100bp ladde「

1 : PCAGGS-TFF3

2 : PCAGGS vector

3 : COS-7 cells

4 : PCAGGS-TFF3

5 : PCAGGS vector

COS-7　MODE-K

図9　細胞種間におけるTFF3mRNAのRT-PCR
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遺伝子暮スmmizおけるTFF3タン八ク質発塀

遺伝子導入した細胞をTFF3ビオチン化抗体で免疫染色した結果が図10,図

11および図12であるO　図10はHVJ-エンベロープを用いて遺伝子をCOS-7細

胞へ導入した結果を示している。上段が蛍光顕微鏡像で下段が位相差顕微鏡像

を示している。 PCAGGS-TFF3遺伝子を導入したCOS-7細胞において赤いCy3

の蛍光を発している細胞が認められ, TFF3が発現していることが免疫染色によ

り示された(図10,左)。 pCAGGS遺伝子を導入したCOS-7細胞においては非

常に弱い蛍光が若干認められた(図10,右)0

PCAGGS-TFF3

(COS-7 cells)

PCAGGS

(COS-7 cells)

図10　HVJ-envelopeを用いて遺伝子導入したCOS-7細胞の免疫染色

図11は2種類の導入剤を用いて遺伝子をMODE-K細胞へ導入した結果を

示している。図1トAはHVJ-エンベロープを用いてpCAGGS-TFF3遺伝子を

MODE-K細胞に導入した結果を示し,図11-BはSuperFectを用いて導入した結

果である。いずれの導入剤においてもpCAGGS-TFF3遺伝子を導入したMODE-K

細胞で明らかな蛍光を発する細胞が認められた(図11,左列)。それに対し,
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pCAGGS遺伝子を導入したMODE-K細胞ではほとんど非特異的な蛍光は認めら

れなかった(図11,右列)。

A PCAGGS-TFF3

(MODE-K cells)

pCAGGS

(MODE-K cells)

図11遺伝子導入したMODE-K細胞の免疫染色
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図12は2種類の導入剤を用いて遺伝子をCac0-2細胞へ導入した結果を示し

ている。図12-A左側はHVJ-エンベロープを用いてpCAGGS-TFF3遺伝子を

Cac0-2細胞に導入した結果を示し,図11-BはSuperFectを用いて導入した蛍光

顕微鏡結果を示したものである　pCAGGSベクター遺伝子を導入したCac0-2細

胞においてもやや赤い蛍光を発する細胞が認められた(図12-A右側)0 HVJ-エ

ンベロープに比してSuperFectを用いて遺伝子導入した方が蛍光を発する細胞が

多い傾向が示された。

A PCAGGS-TFF3

(Cac0-2 cells)

PCAGGS

(Cac0-2 cells)

図12　遺伝子導入したCac0-2細胞の免疫染色
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マウスへの遺伝子#産/こよるTFF3タン/loク質発頭

作製したpCAGGS-TFF3-GFPベクターおよびpEGFPベクターDNAをHVJ-

エンベロープを用いて8週齢のC57BL/6J野生型マウスへ接種を行った結果を図

13に示す。上段最左列はHVJ-エンベロープのみを接種したマウスの小腸組織像

を示しており,順にpEGFPベクター, EDTA共存下におけるpEGFPベクター,

PCAGGS-TFF3-GFPベクターを接種したマウスの小腸組織像を示している。下段

は,各々に対応する大腸組織像を示している。マウス個体内における導入遺伝

子の発現はGFPの蛍光により検出された。接種したベクター問の遺伝子発現状

況を比較すると,小腸においてEDTA共存下において接種したpEGFPのみで

GFPの発現が認められた(上段,右から2列目)。同一マウスにおける大腸でも

わずかなGFP発現が検出された(下段,右から2列目)。しかし, PCAGGS-TFF3-

GFPを含むそれ以外のベクターを接種したマウス個体では明らかなGFP発現は

認められなかった(図13),

pEGFP!EDTA PCAGGS-TFF3-GFP

図13　遺伝子接種マウスにおけるGFP発現

図14は, EDTA共存下においてpEGFPを接種したマウス小腸の蛍光顕微鏡

像およびH&E染色像を示したものである。上段が蛍光顕微鏡像,下段がH&E

染色像である。GFPの蛍光発現は小腸の筋層の内側に主に認められた(図14-A),
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その部位を拡大した蛍光像とH&E染色像からGFPの発現はバネ-ト細胞周辺

に生じていた(図14-B),

A　　　視野1

図14　遺伝子接種マウスの小腸におけるGFP発現部位

図15はEDTA共存下においてpEGFPを接種したマウスの小腸,大腸以外

の臓器におけるGFPタンパクの発現をみたものである.肝臓,顎下腺ならびに

腎臓組織における蛍光所見では, GFPの蛍光を発現している細胞がいずれの組
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織においても若干見られた(図15,上段)。各臓器の他の視野においても同様の

頻度で発現しており,遺伝子を発現している細胞の頻度は低かった。 H&E染色

像との比較による発現部位の特定は困難であった(図15,下段)0

Submandibular

図15　遺伝子接種マウスにおける肝臓,顎下腺,腎臓におけるGFP発現

【考　察】

本研究では,第1章で作製したTFF3遺伝子を組み込んだレポーター分子融

合のタンパク質発現用ベクターの機能解析を行うために,動物細胞ならびにマ

ウス個体への遺伝子導入を行いタンパク質発現機能の解析を行った。

近年,ガンを制御する遺伝子を体内に注入し,その遺伝子の働きでガンを

抑制しようとする遺伝子治療の研究が盛んに行われている9),10)遺伝子治療は,

遺伝子を細胞に導入し,その発現を制御する技術が基本となっており,遺伝子

導入技術は,疾患関連遺伝子やタンパク質の機能解析から抗原の導入による新

規ワクチン開発,ひいては遺伝子治療薬等の開発に大きく貢献する。遺伝子治

療の成否の鍵を握るのは,安全でかつ効率的な遺伝子導入法である。

これまでの遺伝子治療では,遺伝子導入剤としてレトロウイルスを代表と

するウイルスの利用が主で,低いながらもその病原性が懸念されている。本研
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究で用いたセンダイウイルス(Hemaglutinating virus of Japan, HVJ)のエンベロー

プ(膜)はセンダイウイルスのゲノムRNAを完全に不活化したもので,ヒトや

実験動物への感染性や増殖性はなく,安全な遺伝子導入ができるという特性が

ある　HVJ膜エンベロープを用いた遺伝子導入の機序は, HVJ膜エンベロープ

のHNタンパクが標的細胞膜上のシァル酸レセプターと特異的に結合し,細胞

と接触する.その後,膜エンベロープのFタンパクの働きによって膜融合が起

こり,細胞質へ導入したい分子を直接導入する11)。非ウイルス性のトランスフ

ェクション試薬としてSuperFectを用いたが,この試薬は一定の形状の活性型デ

ンドリマ-から形成されている12)活性型デンドリマ-は中心から枝分かれし,

末端には正に荷電したアミノ基を有し,核酸のリン酸基の負荷電と結合する。

SuperFect試薬とDNAの複合体は細胞表面に結合し,非特異的なエンドサイト

-シスにより細胞内に取り込まれ,試薬がエンドソ-ムのpHを変化させ,リソ

ソームのヌクレア-ゼ活性を阻害して, SuperFect-DNAの安定性を増す。非ウイ

ルス性のトランスフェクション試薬では,食食作用によって細胞内に取り込ま

れた際,導入遺伝子の多くがリソソームによって脂質とともに分解されるとい

う欠点がある　HVJ-エンベロープでは,リソソームによる分解を受けることが

ないので,高い導入効率が得られると考えられる。また, HVJ-エンベロープが

細胞に結合するために必要なシァル酸レセプターは,ほとんどの動物細胞や動

物組織の細胞膜上に存在しているため,本研究が目指すマウス個体への遺伝子

導入,タンパク質発現に有効であると考えられる。

遺伝子導入のベクターは種々の特性を持つものが存在し,使用目的に応じ

て選択される。本研究では,最終的に動物への遺伝子導入,タンパク質発現を

目的とするため,晴乳動物でのタンパク質発現用ベクターを選択した。晴乳動

物細胞におけるタンパク質発現では,形質転換効率が悪いことや発現した目的

タンパク質の量の少ないことがしばしば認められ,目的タンパク質の検出が困

難な場合がある。そこで,エピトープタグやレポーター分子が用いられ,これ

らを融合したベクターが開発されているO組換えタンパクにエピトープタグや

レポーター分子を付加して発現させることにより,検出感度を元進したり,高

純度に感度よく精製したりすることも可能である.エピトープタグやレポータ

ー分子には, 6-10残基のヒスチジンを末端に付加したタンパク質であるHis-tag

タンパク質(His) ,細胞の増殖や分化や細胞死を制御する転写因子であるc-myc,

へマグルチニン(HA)エピトープタグ,グルタチオンS-トランスフェラーゼ
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(GST)あるいはレポーター分子のGFPが存在する0本研究ではエピトープ性

が低く一般的に用いられているHisタグ,GSTタグおよびレポーター分子のGFP

を融合したベクターを選択した　Hisタグ融合のpQE-60ベクターはC末端に

Hisタグが発現するように設計されており,組込んだ目的遺伝子の後方に位置す

るため　Hisタグ発現の確認を行うことにより必然的に目的タンパク質の発現が

検証される　GSTタグ融合のpGEX-3XベクターはN末端側にGSTタグが発現

するように設計されており,導入細胞の中で融合タンパク質として大量の目的

タンパク質の発現が期待される。

Hisタグ融合のpQE-60ベクターへの遺伝子導入では,ベクターの3'一末端側

にHisタグ遺伝子が設計されているため,目的遺伝子が開始コドンとともにベク

ターに正しくフレーミングされていることが重要であり,連結部分のシークエ

ンスを確認することが要求される。シークエンスにより, ATGコドンを含む5'一

側のフレーミングおよび3'-側のフレーミングの塩基配列が確認され,TFF3遺伝

子を組入れたpQE-60ベクターの作製が確認された(図4)。しかし,大腸菌系を

用いたTFF3ペプチドの発現はSDS-PAGEにより確認することはできず　Hisタ

グバンドも確認できなかったことから,タンパク発現量が非常に少なかったこ

とが示唆された。 GSTタグ融合のpGEX-3XベクターにおけるTFF3遺伝子の組

込みは,同様にシークエンスによりにより確認(図4)後,大腸菌系による挿入

タンパク質の発現がSDS-PAGEにより確認された(図5)。サブクローニングに

よる挿入TFF3遺伝子の形質転換が成功したことが確認された。

マウスへの遺伝子導入,タンパク質発現には晴乳動物導入用のベクターが

要求されるため,本研究ではpCAGGSベクターを用いた。pCAGGSベクターは,

ユビキタスの非常に強い発現力を示すcAG　プロモーター,すなわち,

Cytomegalovirus enhancerとChicken β -actm promoterとをつなげた構造と,ウサ

ギのβ-グロビン遺伝子のpolyA signalサイトを持っており,導入したい遺伝子

をほぼ全身性に過剰発現させることができる13)このベクターはタグならびに

レポーター分子が融合されていないので,サブクローニング法により目的遺伝

子TFF3ならびにレポーター分子GFPの挿入を行い, TFF3-GFP-pCAGGSベクタ

ーのコンストラクトを行った。

構築したベクターの機能解析のために,晴乳動物細胞への遺伝子導入を行

い, TFF3ペプチドの発現を免疫染色により確認した。動物細胞として, Cos-7

細胞, MODE-K細胞, Cac0-2細胞を用いた　Cos-7細胞はサルの腎臓細胞由来
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であり,内在性のTFF3の発現は認められない。マウスへTFF3遺伝子を導入場

令,小腸等の消化管において遺伝子発現が想定されることから,マウスの小腸

由来の細胞であるMODE-K細胞およびヒトの小腸由来細胞であるCac0-2細胞を

用いてタンパク質発現の解析を行った　RT-PCRによりすべての細胞種において

TFF3遺伝子の発現がmRNAレベルで確認され(図6-8),構築したTFF3-PCAGGS

ベクターが機能していることが明らかとなった。 HVJエンベロープとSuperFect

の2種類の遺伝子導入試薬の間には遺伝子導入効率に差異は認められなかった。

遺伝子を導入しないCos-7細胞では全くTFF3発現が認められなかったが(図9),

MODE-K細胞とCac0-2細胞では非常にわずかながらバンドが見られ(図8,9),

内在性のTFF3mRNAが認められた。

TFF3抗体を使用した免疫染色により, TFF3-pCAGGSベクター導入細胞に

ょるTFF3ペプチド発現の解析を行った,Cos-7細胞, MODE-K細胞およびCac0-2

細胞においていずれの細胞でもTFF3ペプチド発現が確認され(図10-12),細胞

腫間の差はほとんど認められなかった。また, 2種類の遺伝子導入試薬による

導入効率の差異もmRNAと同様にタンパク発現レベルでも認められなかった

(図11, 12),これらの結果より,発現したタンパクレベルにおいても構築した

TFF3-pCAGGSベクターが機能していることが明らかとなった。

機能することが実証されたTFF3-pCAGGSベクターをマウスへ接種し,マ

ウス個体内における遺伝子導入,組織におけるTFF3ペプチド発現を確かめた。

マウス消化管においては内在性のTFF3ペプチドの発現が存在するため, TFF3

抗体を用いた免疫染色では内在性のTFF3か遺伝子発現によるものかの判断が

困難であるため, TFF3-pCAGGSベクターにさらにレポーター分子を組込んだ

TFF3-GFP-pCAGGSベクターを構築したo遺伝子導入によるTFF3ペプチド発現

はGFPの蛍光を検出することにより確認が可能となる　TFF3-GFP-pCAGGSベ

クターを接種したマウスにおいてはGFPの蛍光は検出されず(図13),還伝子

導入によるTFF3ペプチド発現は確認できなかった。しかし,コントロールとし

たpEGFPベクターを接種したマウスにおいてGFPの蛍光が主に小腸に認められ

(図14), HVJエンベロープによる遺伝子導入,タンパク発現がマウス個体内に

おいても確認された。これらのことから, TFF3-GFP-pCAGGSベクターの導入

DNA量の検討,あるいはpEGFPベクターへのTFF3遺伝子の組込みによるベク

ターの再構築に必要が示唆された。
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【総　括】

本研究では,組織修復・抗菌因子であるTFF3ペプチドを用いた遺伝子導入

による機能解析を行った。晴乳動物への遺伝子導入行うためのベクターの選択,

サブクローニングによるTFF3遺伝子のベクターへの組込みを行い,

TFF3-PQE-60ベクター, TFF3-PGEX-3Xベクター, TFF3-pCAGGSベクターのタ

イプの異なるベクターを構築した。

大腸菌系ならびに細胞系を用いたタンパク発現により,作製した

TFF3-PGEX-3Xベクター, TFF3-pCAGGSベクターの機能が確認されたoこれら

ベクターはmRNA, TFF3ペプチドレベルにおいてTFF3が発現することが

RT-PCR法とTFF3抗体による免疫染色法により確認できた。

本研究で用いた非ウイルス系のトランスフェクション試薬であるHVJ-エン

ベロープはカチオン系のトランスフェクション試薬であるSuperFectと同等の遺

伝子導入効率を示し,動物個体への導入に十分使用し得ることが示された。

マウスへのTFF3-GFP-pCAGGSベクター, pEGFPベクターの接種実験によ

り, HVJ-エンベロープによりマウス個体への遺伝子導入が成功したこと,それ

による　GFP　ペプチドの発現が生じたことが確認された。しかし,

TFF3-GFP-pCAGGSベクターにおいてはGFPの発現が検出できず,さらなる導

入条件の検討,ベクターの再構築の必要性が示唆された。
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