
(57)【要約】

【課題】　テロメラーゼ触媒サブユニット（TERT）遺伝

子の転写活性調節の研究を可能にし、テロメラーゼを誘

導する物質をスクリーニングすることを可能にする手段

を提供する。

【解決手段】　本発明の遺伝子導入細胞は、テロメラー

ゼ触媒サブユニット（TERT）遺伝子と、該TERT遺伝子の

上流に連結された構成的プロモーターとを有するTERT発

現ベクターを導入することによって不死化した正常体細

胞に、TERTのプロモーターと該TERTのプロモーターの下

流に連結された外来遺伝子とを有するベクターを導入し

てなる。本発明のテロメラーゼ誘導物質の検出方法は、

上記遺伝子導入細胞を被検物質と接触させて、外来遺伝

子の発現の有無及び発現の程度を測定することによって

、該被検物質がテロメラーゼを誘導するか否かを検出す

ることを特徴とする。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 と 、 該 TERT遺 伝 子 の 上 流 に 連 結 さ れ た 構
成 的 プ ロ モ ー タ ー と を 有 す る TERT発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 不 死 化 し た 正 常 体
細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー と 該 TERTの プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 と を
有 す る ベ ク タ ー を 導 入 し て な る 遺 伝 子 導 入 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー 、 シ ミ ア ン ウ
イ ル ス ４ ０ （ SV40） プ ロ モ ー タ ー 、 及 び マ ウ ス ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ PGK） プ ロ
モ ー タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ 記 載 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 正 常 体 細 胞 は 、 正 常 繊 維 芽 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 外 来 遺 伝 子 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ CAT） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も １ 種 由 来 の 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 遺 伝 子
導 入 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ 項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 被 検 物 質 と 接 触 さ せ て 、 外 来
遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 及 び 発 現 の 程 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 該 被 検 物 質 が テ ロ メ ラ ー ゼ
を 誘 導 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 及 び 発 現 の 程 度 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 光 強 度 に よ っ て 測
定 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 導 入 細 胞 、 及 び そ れ を 用 い た テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 に 関 し
、 詳 細 に は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 と 、 該 遺 伝 子 の 上 流 に 連 結 さ
れ た 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と を 有 す る TERT発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 不 死 化 し た
正 常 体 細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー と 該 TERTの プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝
子 と を 有 す る ベ ク タ ー を 導 入 し て な る 遺 伝 子 導 入 細 胞 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 核 細 胞 の 染 色 体 の 両 末 端 に は 、 そ れ ぞ れ テ ロ メ ア と 呼 ば れ る 特 殊 な 構 造 が あ る 。 ヒ ト
の 場 合 、 テ ロ メ ア は 、 テ ロ メ ア に 結 合 す る タ ン パ ク 質 と 5’ -TTAGGG-3’ の 繰 り 返 し 配 列 か
ら な る テ ロ メ ア DNAか ら な る 。 テ ロ メ ア DNAは 、 2～ 10kbp程 度 の 二 本 鎖 テ ロ メ ア 配 列 か ら な
っ て い る が 、 3’ 末 端 部 分 は 、 約 500塩 基 ほ ど 突 出 し た 一 本 鎖 テ ロ メ ア DNA配 列 か ら な る 。
テ ロ メ ア DNAは 、 細 胞 分 裂 に お い て DNAが 複 製 さ れ る 際 、 新 生 鎖 の 5'末 端 を 複 製 機 構 の 持 つ
性 質 の た め に 完 全 に は 合 成 で き な い こ と と 、 鋳 型 鎖 の 5'末 端 が 複 製 後 に 一 部 分 解 さ れ る こ
と か ら 、 短 縮 す る 。 し た が っ て 、 細 胞 分 裂 を 繰 り 返 す 度 に テ ロ メ ア DNAが 次 第 に 短 縮 す る
こ と に な る 。 一 般 に 、 正 常 体 細 胞 で は 、 あ る 一 定 の 回 数 細 胞 が 分 裂 し 、 テ ロ メ ア DNAが あ
る 一 定 の 長 さ ま で 短 縮 す る と 、 増 殖 が 停 止 し 、 い わ ゆ る 細 胞 老 化 が 起 き る と 考 え ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 で 、 生 殖 細 胞 、 幹 細 胞 、 活 性 化 リ ン パ 球 な ど の 細 胞 や 、 ９ ０ ％ 以 上 の 癌 細 胞 で は 、
テ ロ メ ア DNAを 延 長 す る 酵 素 で あ る テ ロ メ ラ ー ゼ が 発 現 し て い る た め 、 分 裂 を 繰 り 返 し て
も テ ロ メ ア DNAは 短 縮 せ ず 、 分 裂 寿 命 が な い 。 す な わ ち 、 こ れ ら の 細 胞 は 不 死 化 し て い る
。 テ ロ メ ラ ー ゼ は 、 テ ロ メ ア DNAの ３ ’ 末 端 を 逆 転 写 し て 延 長 合 成 す る TERTと 呼 ば れ る 触
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媒 サ ブ ユ ニ ッ ト と 、 そ れ に 結 合 す る 幾 つ か の テ ロ メ ラ ー ゼ 結 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び テ ロ メ
ア 配 列 合 成 に 必 要 な 鋳 型 RNAで あ る TR（ Telomerase RNA） か ら な る 。 ヒ ト に お い て は 、 TER
T以 外 の 遺 伝 子 は 、 生 体 内 の ほ と ん ど の 細 胞 で 発 現 が 確 認 さ れ て い る が 、 TERT遺 伝 子 は 、
正 常 体 細 胞 に お い て 通 常 は 発 現 し て お ら ず 、 テ ロ メ ラ ー ゼ の 活 性 制 御 は TERTの 発 現 制 御 に
よ っ て な さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 解 析 は 主 に 癌 細 胞 な ど テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 の あ る 細 胞 な ど を
用 い て 解 析 さ れ 、 様 々 な 転 写 因 子 が 結 合 し て 転 写 を 亢 進 し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ 非
特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 正 常 体 細 胞 で TERT遺 伝 子 の 転 写 が 抑 制 さ れ 、 が ん 細 胞 で そ の 抑 制
が 解 除 さ れ て い る か に つ い て は 全 く わ か っ て い な い 。 ま た 、 正 常 体 細 胞 で 弱 い な が ら も テ
ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 で き る 遺 伝 子 と し て は c-mycな ど の 報 告 （ 非 特 許 文 献 ２ ） が あ る が 、 テ
ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 で き る 薬 剤 な ど は 全 く 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 、 総 合 的 に 解 釈 す る と 、 テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 試 験 方 法 が で き れ ば 、 細 胞 の 老 化 の 回 避 等 が 可 能 に な る 物 質 を 見 出 す こ と が 考 え ら れ
る 。 細 胞 の 老 化 は 、 が ん 、 糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 な ど の 成 人 病 を 引 き 起 こ す 要 因 で あ る こ と か
ら 、 テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る 物 質 が こ れ ら 老 化 に 伴 う 疾 患 の 一 助 と な る も の と も 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Horikawa, I., Cable, P. L., Mazur, S. J., Appella, E., Afshari, 
C. A., and Barrett, J. C.　 Downstream E-box-mediated regulation of the human tel
omerase reverse transcriptase (hTERT) gene transcription: evidence for an endoge
nous mechanism of transcriptional repression.　 Mol Biol Cell, 13: 2585-2597, 200
2.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Wu, K. J., Grandori, C., Amacker, M., Simon-Vermot, N., Polack, 
A., Lingner, J., and Dalla-Favera, R.　 Direct activation of TERT transcription b
y c-MYC.　 Nat Genet, 21: 220-224, 1999.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 の 転 写 活 性 調 節 の 研
究 を 可 能 に し 、 テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 手 段
を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 TERTを 強 制 発 現 さ せ る ベ
ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 外
来 遺 伝 子 を 連 結 し た ベ ク タ ー を 導 入 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 開 発 す る こ と に よ っ
て 、 細 胞 の 寿 命 を 気 に せ ず 、 テ ロ メ ラ ー ゼ の 転 写 活 性 を 外 来 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 持 続 的 に
見 る こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子
と 、 該 TERT遺 伝 子 の 上 流 に 連 結 さ れ た 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と を 有 す る TERT発 現 ベ ク タ ー を
導 入 す る こ と に よ っ て 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー と 該 TERTの プ ロ モ ー
タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 と を 有 す る ベ ク タ ー を 導 入 し て な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 他 の 好 適 例 に お い て 、 前 記 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 サ イ ト メ
ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー 、 シ ミ ア ン
ウ イ ル ス ４ ０ （ SV40） プ ロ モ ー タ ー 、 及 び マ ウ ス ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ PGK） プ
ロ モ ー タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と を 特 徴 と
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す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 好 適 例 に お い て 、 前 記 正 常 体 細 胞 は 、 正 常 繊 維 芽 細 胞 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 他 の 好 適 例 に お い て 、 前 記 外 来 遺 伝 子 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 蛍
光 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 由 来 の 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 は 、 上 記 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 被 検 物 質 と
接 触 さ せ て 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 及 び 発 現 の 程 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 該 被 検 物
質 が テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 の 好 適 例 に お い て 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無
及 び 発 現 の 程 度 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 光 強 度 に よ っ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に よ れ ば 、 正 常 体 細 胞 で の テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 抑 制 の メ カ ニ ズ ム
を 知 る 上 で 、 細 胞 の 寿 命 を 気 に せ ず 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 の 転
写 活 性 調 節 の 研 究 を 行 う こ と が 可 能 で あ る と い う 有 利 な 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に よ れ ば 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 迅 速 か つ 鋭 敏 な ス ク
リ ー ニ ン グ が 可 能 と な る と い う 有 利 な 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 に よ れ ば 、 既 知 の も の 、 未 知 の も の を 問 わ ず 、
テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る 作 用 が あ る か 否 か を 検 出 す る こ と が で き る と い う 有 利 な 効 果 を 奏
す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 と 、 該 遺 伝
子 の 上 流 に 連 結 さ れ た 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と を 有 す る TERT発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に
よ っ て 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー と 該 TERTの プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連
結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 と を 有 す る ベ ク タ ー を 導 入 し て な る 。 こ こ で 、 「 正 常 体 細 胞 」 と は 、
造 腫 瘍 性 を 有 さ な い 体 細 胞 を 意 味 し 、 「 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 」 と は 、 正 常 体 細 胞 の 性 質
を 維 持 し た ま ま 、 遺 伝 子 導 入 な ど に よ っ て 無 限 増 殖 が 可 能 と な っ た 、 す な わ ち 不 死 化 し た
体 細 胞 で あ っ て 、 か つ 造 腫 瘍 性 を 有 さ な い も の を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 、 内 在 性 の TERT遺 伝 子 が 発 現 し て い な い 正 常 体 細 胞 内 で 、 外
因 性 に TERT遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 正 常 体 細 胞 の 性 質 を 維 持 し た ま ま 不 死
化 し て い る 。 こ の た め 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 、 正 常 体 細 胞 で あ り な が ら 、 寿 命 を 気
に せ ず に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に は 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー と 該 TERTの プ ロ モ ー タ ー の
下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る 。 こ の TERTの プ ロ モ ー タ ー は 、 正 常 体 細 胞
に お い て 、 TERTの 転 写 を 制 御 す る も の で あ り 、 通 常 は リ プ レ ッ サ ー 等 何 ら か の 抑 制 機 構 が
働 く こ と に よ っ て 不 活 性 化 さ れ て い る 。 よ っ て 、 TERTプ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ て い
る 外 来 遺 伝 子 は 通 常 は 発 現 し て い な い 。 し か し な が ら 、 例 え ば TERTプ ロ モ ー タ ー を 活 性 化
す る 物 質 等 に よ っ て TERTプ ロ モ ー タ ー が 活 性 化 す る と 、 前 記 外 来 遺 伝 子 は 発 現 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 し た が っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 、 上 記 の よ う に 不 死 化 し て い る こ と に 加 え て 、
TERTプ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に よ り 発 現 す る 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る た め 、 こ の よ う な
本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に よ れ ば 、 TERTプ ロ モ ー タ ー の 活 性 、 す な わ ち TERTの 転 写 活 性 を
持 続 的 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 作 製 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 ま ず 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒
サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 遺 伝 子 と 、 該 TERT遺 伝 子 の 上 流 に 連 結 さ れ た 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と
を 有 す る TERT発 現 ベ ク タ ー を 正 常 体 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 TERT遺 伝 子 の 強 制 発 現
に よ り 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 を 得 る 。 次 に 、 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 に 、 TERTの プ ロ モ ー タ
ー と 該 TERTの プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 と を 有 す る ベ ク タ ー を 導 入 し 、
本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま ず 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト （ TERT） 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に つ い て 説 明 す る 。
本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に 導 入 す る TERT発 現 ベ ク タ ー は 、 TERT遺 伝 子 と 、 該 TERT遺 伝 子 を
強 制 発 現 さ せ る た め に 、 該 TERT遺 伝 子 の 上 流 に 連 結 さ れ た 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 TERT遺 伝 子 と し て は 、 哺 乳 類 動 物 由 来 の も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ
ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 等 由 来 の TERT遺 伝 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ト を 含 め た 多
く の 哺 乳 類 動 物 の TERT遺 伝 子 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 そ の 配 列 情 報 は 、 NCBI、 GenBan
k等 の デ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 導 入 に 用 い る TERT遺 伝 子 の DNAは 、 例 え ば
、 上 記 の よ う に し て 入 手 し た 配 列 情 報 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 該 プ ラ イ マ ー を 用
い て 、 cDNA又 は ｍ RNAラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に 導 入 す る TERT発 現 ベ ク タ ー の 構 築 は 、 例 え ば 、 市 販 の 強 制 発
現 が 可 能 な 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ベ ク タ ー に 、 予 め プ ロ モ ー タ ー 部 分 を 除 去 し た TE
RT遺 伝 子 DNAを 該 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 市 販 の 制 限 酵 素 、 試 薬 等 を 用 い て 組 み 込 む
こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ
ー 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ SV40） プ ロ モ ー タ ー 、 及 び マ ウ ス ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー
ゼ （ マ ウ ス PGK） プ ロ モ ー タ ー な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 中 で も 、 正 常 細 胞 へ
の 感 染 効 率 が 良 い と い う 観 点 か ら 、 マ ウ ス PGKプ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 上 記 構 成 的 プ ロ
モ ー タ ー を 有 す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pMSCVpuro、 pMSCVneo、 pMSCVhyg（ い ず れ
も BDバ イ オ サ イ エ ン ス ・ ク ロ ン テ ッ ク 社 か ら 入 手 可 能 ） を 挙 げ る こ と が で き る が 、 そ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 技 術 分 野 で 汎 用 さ れ て い る 種 々 の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の よ う に し て 構 築 し た TERT遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 は 、 常 法 に よ り 行 う こ と が で
き る 。 遺 伝 子 導 入 法 と し て は 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 、 フ ァ ー ジ に よ る
形 質 導 入 、 プ ラ ス ミ ド に よ る 形 質 導 入 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 エ レ ク ト ロ ポ ー シ
ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の
中 で も 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 が 、 遺 伝 子 導 入 の 効 率 が 高 い こ と か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 に お い て 、 遺 伝 子 導 入 を 行 う 正 常 体 細 胞 と し て は 、 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 例 え ば 、 繊 維 芽 細 胞 、 上 皮 細 胞 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 中 で も 、 細
胞 培 養 が 一 般 的 に 安 易 で あ る こ と か ら 、 繊 維 芽 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 TERT遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 正 常 体 細 胞 で は 、 形 態 は あ ま り 変 化 せ ず 、 一 般 的 に
増 殖 が 多 少 良 く な る 。 前 記 TERT遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 正 常 体 細 胞 が 不 死 化 し た か
否 か の 確 認 は 、 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た 正 常 体 細 胞 の 種 類 に も よ る が 、 遺 伝 子 導 入 後 に 細 胞 を
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培 養 し て 、 細 胞 が 分 裂 寿 命 の ２ 倍 以 上 増 殖 す る か 否 か 確 認 す る こ と で 行 う 。 但 し 、 分 裂 寿
命 が 数 代 か ら １ ０ 代 程 で あ る 正 常 体 細 胞 は 、 遺 伝 子 導 入 後 、 ５ ０ PDL以 上 培 養 し て 不 死 化
し た か 否 か 確 認 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 次 に 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 不 死 化 し た 正 常 体 細 胞 に 、 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
と 該 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外 来 遺 伝 子 と を 有 す る ベ ク タ ー を 導 入
し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と 該 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ た 外
来 遺 伝 子 と を 有 す る ベ ク タ ー （ TERT遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー － 外 来 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー ） の 構
築 に つ い て 説 明 す る 。 ま ず 、 TERTの プ ロ モ ー タ ー の DNAは 、 NCBI、 GenBank等 の デ ー タ ベ ー
ス で 入 手 し た 配 列 情 報 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ゲ ノ ム ラ
イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 外 来 遺 伝 子 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 い わ ゆ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の よ う な mR
NAの 確 認 を し 易 い も の 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 確 認 を し や す い も の が 好 ま し い 。 特 に 高 感
度 で 、 か つ 迅 速 に 確 認 し 得 る と い う 観 点 か ら 、 外 来 遺 伝 子 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 、 β － ガ ラ ク シ ダ ー ゼ 、 蛍 光 タ
ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 GFP、 dsRed、 dsRed1-E5） な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 中 で
も 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 高 感 度 か つ 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る こ と か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 次 に 、 本 発 明 の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
　 本 発 明 の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 は 、 上 記 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 被 検 物 質
と 接 触 さ せ て 、 TERTプ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に よ る 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 、 該 被 検 物 質 が テ ロ メ ラ ー ゼ を 誘 導 す る か 否 か を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま ず 、 本 発 明 の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の 検 出 方 法 の 原 理 に つ い て 説 明 す る と 、 上 述 の よ
う な 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 利 用 す る こ と に あ る 。 遺 伝 子 導 入 細 胞 に 接 触 し た テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導
物 質 は 、 何 ら か の 形 で 、 TERT遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 不 活 性 化 し て い る 因 子 に 作 用 す
る か 、 又 は 自 ら 該 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て 遺 伝 子 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 変 化 を 引 き 起 こ し
、 該 プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ せ た 外 来 遺 伝 子 の 発 現 及 び 発 現 に 必 要 な 因 子 に 作 用 す る も の と
考 え ら れ る 。 そ れ に よ っ て 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 の 外 来 遺 伝 子 を 発 現 す る よ う に な る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 し た が っ て 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 を チ ェ ッ ク す る こ と に よ り 、 被 検 物 質 が テ ロ メ ラ
ー ゼ を 誘 導 す る か 否 か を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 遺 伝 子 導 入 細 胞 に 関 し て は 、 上 述 の 説 明 を 参 照 さ れ た い 。 外 来 遺 伝 子 に つ い て は 、 上 述
し た よ う に 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 に 、 高 感 度 で 迅 速 に テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 を 検 出 し 得 る と い う 観 点 か ら 、 外 来 遺 伝 子
と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ
） 、 β － ガ ラ ク シ ダ ー ゼ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 由 来 の 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の
中 で も 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 す る に 当 た っ て 、 特 に 感 度 が 良 く 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導
物 質 の 定 量 が 可 能 で あ り 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る と い う 観 点 か ら
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 由 来 の 遺 伝 子 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 外 来 遺 伝 子 と し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 由 来 の 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有
無 と 程 度 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 蛋 白 が ル シ フ ェ リ ン な ど の 基 質 と 反 応 す る こ と に よ っ て 生 じ
る 発 光 の 強 度 に よ っ て 感 度 良 く 測 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 外 来 遺 伝 子 と し て 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 由 来 の
遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 や ア セ チ ル 基 導 入 さ れ
た 放 射 ラ ベ ル ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 放 射 線 量 等 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 外 来 遺 伝 子 と し て 、 β － ガ ラ ク シ ダ ー ゼ 由 来 の 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現
の 有 無 を 酵 素 免 疫 測 定 法 や 発 色 基 質 を 用 い た 呈 色 反 応 の 強 度 等 に よ っ て 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 外 来 遺 伝 子 と し て 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 由 来 の 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 有
無 を 、 特 定 の 波 長 の レ ー ザ ー で 蛍 光 を 励 起 さ せ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 、 蛍 光 プ レ ー ト
リ ー ダ ー 、 蛍 光 顕 微 鏡 等 に よ っ て 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の 検 出 方 法 を 用 い て 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
ス ク リ ー ニ ン グ の 対 象 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 種 々 の 化 学 物 質 、 微 生 物
、 植 物 等 の 抽 出 物 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き
る 。 ま ず 、 ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 、 1000細 胞 /wellに な る よ う に 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細
胞 を 蒔 く 。 な お 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 例 え ば RKO細 胞 の よ う な 内 在 性 の テ ロ
メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 細 胞 に TERTプ ロ モ ー タ ー － 外 来 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た も の
を 、 ネ ガ テ ュ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 遺 伝 子 導 入 さ れ て い な い 正 常 体 細 胞 （ 本 発 明 の 遺 伝
子 導 入 細 胞 と 同 種 の 正 常 体 細 胞 ） を そ れ ぞ れ ２ つ ず つ 蒔 く 。 次 に 、 各 細 胞 を 蒔 い た ウ ェ ル
に ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 物 を 加 え て ２ 日 後 に 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 の 確 認 を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の 一 時 ス ク リ ー ニ ン グ で 得 ら れ た 候 補 化 合 物 は 同 様 の 方 法 で 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 行
い 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 活 性 が あ る か ど う か を 確 認 す る 。
二 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 通 過 し た も の は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が な い 正 常 体 細 胞 に お い て 、 そ
の テ ロ メ ラ ー ゼ 誘 導 活 性 に 濃 度 依 存 性 が あ る か 、 テ ロ メ ラ ー ゼ の 活 性 を 誘 導 し て い る か を
調 べ る 。 さ ら に 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が な い 正 常 体 細 胞 に お い て 、 長 期 培 養 に よ り 誘 導 さ れ
た テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 に よ っ て テ ロ メ ア の 延 長 が お こ っ て い る か 否 か を 確 認 す る 。 同 時 に 、
テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が な い 正 常 体 細 胞 に お い て 、 細 胞 の 寿 命 の 延 長 あ る い は 不 死 化 が お こ る
か ど う か 、 細 胞 の 機 能 的 若 返 り が あ る か ど う か を 調 べ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 を 下 記 実 施 例 に て 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ れ ら 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 何 ら 制 限 す
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 １
（ hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 ）
　 ま ず 、 Nakamura, T. M.ら 　 Science, 277: 955-959, 1997に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、
酵 母 の テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 遺 伝 子 の 相 同 性 を 利 用 し て ヒ ト の デ ー タ ー ベ ー ス （ Genbank AA28
1296） と 比 較 し 、 候 補 と な る 遺 伝 子 断 片 を 見 つ け 、 最 終 的 に は テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が 強 い ２
９ ３ 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 配 列 番 号 １ に 示 す よ う
な hTERT遺 伝 子 の 完 全 長 cDNAを 得 た 。 次 に 、 得 ら れ た hTERT遺 伝 子 の 完 全 長 cDNAを 、 pMSCVp
uro（ BDサ イ エ ン ス ・ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） 、 pLXIN（ BDサ イ エ ン ス ・ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） の
EcoRIサ イ ト に hTERT遺 伝 子 の 完 全 長 cDNAを 含 む も の を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 pMSCVpuro-hTER
T、 pLXIN-hTERTを 作 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス の 作 製 ）
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　 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 (PT67お よ び GPE86)を 10%FBS DMEM high glucose培 地 に て 培 養 し 、
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 に 、 10%FBS DMEM high glucose培 地 を 入 れ た T-25フ ラ ス コ に
5x10 5  細 胞 ／ フ ラ ス コ に な る よ う に 蒔 い た 。 翌 日 、 Effecten transfection Reagent（ キ
ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 、 pMSCVpuro-hTERT又 は pLXIN-hTE
RTを パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら ２ ４ 時
間 後 、 2mlの 新 し い 培 地 に 替 え て さ ら に ２ ４ 時 間 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 培 養 上 清 を １ ５ mlチ ュ ー ブ に 回 収 し 、 ウ イ ル ス の 保 存 を 行 っ た 。 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の
方 は 、 2mlの PBS(-)で 洗 浄 後 、 ト リ プ シ ン -EDTA液 1mlを 入 れ て 細 胞 を は が し 、 3mlの 血 清 入
り 培 地 を い れ て 良 く サ ス ペ ン ド し 、 15mlの ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ 2μ g/ml） （ pMSCVpuro-hTE
RTを 用 い た 場 合 ） 又 は G418（ 1000μ g/ml） （ pLXIN-hTERTを を 用 い た 場 合 ） を 含 ん だ 培 地
を 入 れ た T75フ ラ ス コ に 0.5mlず つ 蒔 き 、 ３ ７ ℃ の 炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ５ 日 培 養 し
、 薬 剤 選 択 を 行 っ た 。 薬 剤 選 択 に よ る 死 細 胞 が 出 て き た と き は 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ 2μ g
/ml） 又 は G418（ 1000μ g/ml） を 含 ん だ 10%FBS DMEM high glucose培 地 で 培 地 替 え を 行 っ
た 。 逆 に 、 死 細 胞 が ほ と ん ど 出 ず コ ン フ ル エ ン ト に な っ た と き は 、 選 択 薬 剤 を 含 ん だ 培 地
で １ ０ 倍 希 釈 し て 、 継 代 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 薬 剤 選 択 終 了 後 、 サ ブ コ ン フ ル エ ン ト の 細 胞 の 状 態 に な っ た と こ ろ で 、 T25フ ラ ス コ の
場 合 は 2ml、 T75フ ラ ス コ の 場 合 は 8mlの 選 択 薬 剤 を 含 ま な い 10%FBS DMEM high glucose培
地 に 交 換 し て 約 ２ ４ 時 間 後 に ウ イ ル ス を 含 ん だ 培 養 上 清 を 15mlチ ュ ー ブ に 回 収 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 回 収 し た 培 養 上 清 を 、 0.45μ mの フ ィ ル タ ー で 濾 過 し て 、 1mlず つ サ ン プ ル チ ュ ー ブ に 分
注 し て -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ ヒ ト 正 常 繊 維 芽 細 胞 NHF細 胞 及 び MRC-5細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ）
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 に 、 翌 日 に 30％ ～ 40％ 程 度 の 細 胞 密 度 に な る よ う に 希 釈 し
た ヒ ト 正 常 繊 維 芽 細 胞 の NHF細 胞 お よ び MRC-5細 胞 を 10%FBS DMEM high glucose培 地 4mlを
入 れ た T25フ ラ ス コ 蒔 い た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ウ イ ル ス 培 養 上 清 に ポ リ ブ レ ン を 最 終 濃 度 で 8μ g/ml
に な る よ う に 加 え た 。 NHF細 胞 お よ び MRC-5細 胞 の 培 養 上 清 を 取 り 除 き 、 PBS(-)2ml加 え て
ア ス ピ レ ー タ ー を 用 い て 十 分 に PBS(-)を 取 り 除 い た 。 次 に 、 hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー を 含
む ウ イ ル ス 上 清 （ ポ リ ブ レ ン +） を 1ml加 え て ２ 分 間 程 お だ や か に 細 胞 表 面 を 流 す よ う に 振
盪 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル の 1.0mlの ピ ペ ッ ト を 用 い て ウ イ ル ス を 取 り 除 き 、 新 た に hTERT強 制 発
現 ベ ク タ ー を 含 む ウ イ ル ス （ ポ リ ブ レ ン +） を 1ml加 え 、 細 胞 の 表 面 を 十 分 に 覆 う よ う に 混
合 し 、 34℃ ま た は 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 1～ 4時 間 培 養 し た 。 さ ら に 、 新 鮮 な 培 地
を 2ml加 え 、 穏 や か に 混 合 し 、 培 養 を 行 っ た 。 細 胞 が サ ブ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で （ 通
常 ３ 日 程 度 ） 培 養 を 行 い 、 経 代 培 養 の 時 の 要 領 で 細 胞 を 剥 が し て G418（ 500μ g/ml） 又 は
ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ 0.5μ g/ml） の 入 っ た 10%FBS DMEM high glucose培 地 12mlを 入 れ た T-7
5フ ラ ス コ ２ 枚 に 蒔 き 、 ２ 週 間 、 薬 剤 選 択 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 の よ う に し て hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー 導 入 し た NHF細 胞 （ 以 下 、 NHFT細 胞 と 呼 ぶ ） 及
び MRC-5細 胞 （ 以 下 、 MRCT細 胞 と 呼 ぶ ） は 、 ２ ０ ０ 代 以 上 培 養 す る こ と が 可 能 で あ り 、 よ
っ て こ れ ら の 細 胞 は 不 死 化 し た と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ２
（ hTERTプ ロ モ ー タ ー － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 ）
　 ま ず 、 hTERTプ ロ モ ー タ ー を 含 む 正 常 細 胞 TIG-3-20（ 繊 維 芽 細 胞 ） （ ヒ ュ ー マ ン サ イ エ
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ン ス 研 究 資 源 バ ン ク か ら 入 手 可 能 、 登 録 番 号 ： JCRB0506） の ゲ ノ ム DNAを 、 ２ 種 の プ ラ イ
マ ー （ TRP3p28U： 5'-TGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTAT-3'（ 配 列 番 号 ２ ） 、 及 び TRP3PE2473L
： 5'-GCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTT-3'（ 配 列 番 号 ３ ） ） を 用 い て PCRを 行 う こ と に よ っ て
増 幅 し 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 の TA-Cloning Kitを 用 い て 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 準 拠 し て
、 pCR2.1ベ ク タ ー (kitに 含 ま れ る )に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 得 ら れ た hTERTプ ロ モ ー タ ー を 含 む ゲ ノ ム DNAか ら 制 限 酵 素 SacIお よ び BamHIで 切 り 出 し
た も の （ hTERTプ ロ モ ー タ ー 、 配 列 番 号 ４ ） を pGL3Basic vector (プ ロ メ ガ 社 )の SacI/Bgl
IIサ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し て pGL3-TRP-Luc DNAを 作 製 し た 。 さ ら に 、 pGL3-TRP-Luc DNAを
、 ２ 種 の プ ラ イ マ ー （ TRPLUC44U-XHOI： 5'-AATCTCgAggACACACTAACTgCACCCATA-3'（ 配 列 番
号 ５ ） 、 及 び TRPLUC3861L-NOTI： 5'-ATTCgCggCCgCCTgTCCTACgAgTTgCAT-3'（ 配 列 番 号 ６ ）
） を 用 い て PCRを 行 い 増 幅 さ せ た 。 PCRは 、 KOD Plus DNA polymerase (東 洋 紡 社 製 )を 用 い
て 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 、 ９ ４ ℃ で ２ 分 間 加 熱 後 、 ９ ４ ℃ で １ ５ 秒 、 ６ ８ ℃ で ３
分 を １ サ イ ク ル と し て ２ ５ サ イ ク ル 反 応 を 行 い 、 続 い て ６ ８ ℃ で ３ 分 間 加 熱 を 行 っ た 後 、
氷 上 に 置 い た 。 こ れ を 、 制 限 酵 素 XhoIお よ び BamHIで 切 断 し て 、 pSIR retoro virus vecto
r（ BDサ イ エ ン ス ・ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） の XhoI/BamHIサ イ ト に 挿 入 し て 、 hTERTプ ロ モ ー タ
ー － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー pSIR-TRP-Lucを 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ NHFT細 胞 及 び MRCT細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ）
　 上 記 の よ う に 作 製 し た hTERTプ ロ モ ー タ ー － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー pSIR-TR
P-Lucを 用 い て 、 前 述 の hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス の 作 成 と 同 様 の 手 順
で ウ イ ル ス を 作 成 し 、 標 的 細 胞 で あ る 繊 維 芽 細 胞 (NHFT及 び MRCT)に 感 染 さ せ 、 細 胞 を 樹 立
し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 得 ら れ た 細 胞 （ 以 下 、 NHF-TRPLuc細 胞 お よ び MRCT-TRPLuc細 胞 と 呼 ぶ ） に お い て 、 導 入
し た hTERT-Luc遺 伝 子 が 染 色 体 上 に 組 み 込 ま れ て い る こ と を 、 本 技 術 分 野 に お け る 通 常 の
方 法 に 従 っ て 、 PCRお よ び サ ザ ン 解 析 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ ）
　 NHF-TRPLuc細 胞 お よ び MRCT-TRPLuc細 胞 に 、 そ れ ぞ れ 、 hTERTプ ロ モ ー タ ー の リ プ レ ッ サ
ー と し て 知 ら れ て い る Menin遺 伝 子 （ MEN1） の 発 現 を 抑 制 す る Menin遺 伝 子 （ MEN1） の siRN
Aを 以 下 の 方 法 に 従 っ て 導 入 し た 細 胞 と 、 正 常 細 胞 で hTERTの 転 写 活 性 を 上 げ る 遺 伝 子 と し
て 知 ら れ て い る c-myc遺 伝 子 を 以 下 の 方 法 に 従 っ て 導 入 し た 細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ
イ を 行 い 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が 発 現 す る か ど う か 調 べ た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、
遺 伝 子 導 入 さ れ て い な い NHF細 胞 及 び MRC-5細 胞 、 hTERT強 制 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た NHFT
細 胞 及 び MRCT細 胞 を 用 い 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 内 在 性 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る
RKO細 胞 に 、 上 記 hTERTプ ロ モ ー タ ー － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 上 記 と 同 様 の
方 法 に よ り 導 入 し た 細 胞 （ RKO－ TRPLuc） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 な お 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 プ ロ メ ガ 社 の Bright-Glo Luciferase assay system
又 は Steady-Glo Luciferase assay systemを 用 い 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 行 っ た
。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ １ ） 　 Menin遺 伝 子 （ MEN1） の siRNAの 導 入
　 Menin遺 伝 子 （ MEN1） の siRNA :5’ -CAGCCUCAGCCGCUCCUACdTdT-3’ （ dTdTを 除 い た RNA部
分 を 配 列 番 号 ７ に 示 す ） 、 5’ -GUAGGAGCGGCUGAGGCUGdTdT-3’ （ dTdTを 除 い た RNA部 分 を 配
列 番 号 ８ に 示 す ） を 、 そ れ ぞ れ 、 Fugene6（ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 製 ） を 用
い て 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 準 拠 し て 、 NHFT-TRPLuc細 胞 及 び MRCT-TRPLuc細 胞 に ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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（ ２ ） 　 c-mycの 導 入
　 pMyc6514（ ヒ ュ ー マ ン サ イ エ ン ス 研 究 資 源 バ ン ク か ら 入 手 可 能 、 登 録 番 号  CO025） か ら
c-mycの エ キ ソ ン ２ ～ ３ に 相 当 す る 部 分 を SacI/EcoRIで 切 り 出 し 、 pSV2neoベ ク タ ー （ Amer
ican Type Culture Collection（ ATCC） か ら 入 手 可 能 、 ATCC No. 37149） に ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と に よ っ て 、 c-myc発 現 ベ ク タ ー pSV2neo c-mycを 作 製 し た 。 得 ら れ た pSV2neo c-my
cを 、 Fugene6試 薬 （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 製 ） を 用 い て 、 製 造 元 の プ ロ ト コ
ー ル に 準 拠 し て 、 NHFT-TRPLuc細 胞 及 び MRCT-TRPLuc細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 NHFT-TRPLuc細 胞 に つ い て の 結 果 を 図 １ に 、 MRCT-TRPLuc細 胞 に つ い て の 結 果 を 図 ２ に 示
す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 陰 性 コ ン ト ロ ー ル で あ る NHF細 胞 及 び NHFT細 胞 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ な
か っ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る NHFT-TRPLuc細 胞 で も 、 NHF細 胞 及 び NHFT
細 胞 と 同 様 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ な か っ た 。 MRC-5細 胞 に つ い て も NHF細 胞 と 同
様 の 実 験 結 果 が 得 ら れ 、 こ の こ と か ら 、 内 因 性 の hTERT活 性 が NHFT細 胞 及 び MRCT細 胞 に は
な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 方 で 、 hTERTプ ロ モ ー タ ー の リ プ レ ッ サ ー と し て 知 ら れ て い る Menin遺 伝 子 （ MEN1） の
RNAi法 に よ る 発 現 抑 制 、 及 び hTERTの 転 写 活 性 を 上 げ る 遺 伝 子 と し て 知 ら れ て い る c-myc遺
伝 子 の 導 入 に よ っ て 、 NHFT-TRPLuc細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 顕 著 に 増 加 し た 。 し た が
っ て 、 NHFT-TRPLuc細 胞 が 、 正 常 体 細 胞 で の hTERT転 写 制 御 の 研 究 お よ び hTERTの 転 写 活 性
を 誘 導 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 MRC-5細 胞
に つ い て も NHFT-TRPLuc細 胞 と 同 様 の 実 験 結 果 か ら 、 該 MRCT-TRPLuc細 胞 が 、 正 常 体 細 胞 で
の hTERT転 写 制 御 の 研 究 お よ び hTERTの 転 写 活 性 を 誘 導 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で
あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 一 実 施 例 で あ る NHFT-TRPLuc細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 結
果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 の 一 実 施 例 で あ る MRCT-TRPLuc細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 結
果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

10

20

30

(10) JP 2006-238817 A 2006.9.14



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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