
(57)【要約】
【課題】 TRPM2遺伝子を定常的に高発現している細胞を単離することができる方法、及び
この方法により得られる TRPM2遺伝子定常発現細胞などを提供する。
【解決手段】細胞に TRPM2遺伝子発現ベクターを導入する工程と、上記細胞を還元剤を含
む培地中で培養することにより生存細胞を選択する工程と、生存細胞の中から上記ベクタ
ーが保持する選択マーカーの形質を示す細胞を選択する工程とを含む TRPM2遺伝子定常発
現細胞の製造方法。還元剤を溶解させた培地又は緩衝液中に、外来 TRPM2遺伝子を染色体
中に保持する細胞を含ませてなる TRPM2遺伝子定常発現細胞液。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 に TRPM2遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 工 程 と 、
　 上 記 細 胞 を 還 元 剤 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 生 存 細 胞 を 選 択 す る 工 程 と 、
　 生 存 細 胞 の 中 か ら 上 記 ベ ク タ ー が 保 持 す る 選 択 マ ー カ ー の 形 質 を 示 す 細 胞 を 選 択 す る 工
程 と
を 含 む TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
還 元 剤 を 溶 解 さ せ た 培 地 又 は 緩 衝 液 中 に 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持 す る 細 胞 を
含 ま せ て な る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 請 求 項 ４ 】
還 元 剤 が グ ル タ チ オ ン で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 請 求 項 ５ 】
培 地 又 は 緩 衝 液 中 の 還 元 剤 の 濃 度 が 、 100～ 500μ Mで あ る 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の TRPM2遺
伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 請 求 項 ６ 】
外 来 TRPM2遺 伝 子 と 、 チ オ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 、 カ タ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 及 び SOD遺 伝 子 か ら な る
群 よ り 選 ば れ る 外 来 性 の 還 元 性 酵 素 遺 伝 子 と を 染 色 体 中 に 保 持 す る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現
細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
(a)　 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 か ら 分 離 し た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 又
は 請 求 項 ２ 若 し く は 請 求 項 ６ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で
酸 化 ス ト レ ス を 加 え る 工 程 と 、
(b)   請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 か ら 分 離 し た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、
又 は 請 求 項 ２ 若 し く は 請 求 項 ６ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 非 存 在
下 で 酸 化 ス ト レ ス を 加 え る 工 程 と 、
(c)   被 験 物 質 の 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 と 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ
オ ン 濃 度 と を 比 較 し て 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 を 低 下 さ せ る 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 と
を 含 む TRPM2阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
酸 化 剤 が 過 酸 化 水 素 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 中 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 、 こ の 細 胞 液 か
ら 分 離 し 凍 結 さ れ た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 又 は 請 求 項 ２ 若 し く は ６ に 記 載 の TRPM2遺
伝 子 定 常 発 現 細 胞 と 、 酸 化 剤 と 、 カ チ オ ン 指 示 薬 と を 備 え る 、 TRPM2阻 害 物 質 の ス ク リ ー
ニ ン グ 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 が さ ら に カ チ オ ン 指 示 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 導 入 さ
れ た も の で あ り 、 か つ カ チ オ ン 指 示 薬 を 備 え な い 請 求 項 ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
外 来 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持 す る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 を 還 元 剤 を 含 む 培 地 又 は
緩 衝 液 中 で 保 存 す る 、 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 保 存 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 死 を 介 し て 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 虚 血 性 脳 疾 患 、 家 族
性 躁 鬱 病 な ど を 引 き 起 こ す TRP(Transient Receptor Potential) M2を 定 常 的 に 発 現 す る 細
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胞 の 単 離 な い し は 製 造 方 法 、 こ の 方 法 に よ り 得 ら れ る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 TRPM2遺
伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 保 存 方 法 、 並 び に TRPM2阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び キ ッ ト に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 TRP(Transient Receptor Protein)フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 、 受 容 体 刺 激 に よ り 活 性 化
さ れ る カ チ オ ン チ ャ ン ネ ル で あ る 。 TRPフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 、 浸 透 圧 、 温 度 、 酸 化 還
元 状 態 の 変 化 な ど 、 様 々 な 外 的 要 因 に 応 答 し て 活 性 化 さ れ て 細 胞 内 に カ チ オ ン を 流 入 さ せ
、 細 胞 の 生 死 、 増 殖 、 生 殖 活 動 、 血 管 収 縮 、 細 胞 膜 電 位 の 制 御 な ど 多 彩 な 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 中 で も 、 TRPM2は 、 哺 乳 動 物 の 脳 、 肺 、 小 腸 、 脾 臓 、 骨 髄 、 血 球 系 細 胞 な ど で 発 現 し て
お り 、 酸 化 ス ト レ ス に 応 答 し て 細 胞 死 を 引 き 起 こ す 。 即 ち 、 細 胞 は 酸 化 ス ト レ ス に 応 答 し
て 、 細 胞 内 の β － NADを β － NAD + に 酸 化 し 、 細 胞 内 の ADP－ リ ボ ー ス 濃 度 を 上 昇 さ せ る 。 こ
の ADP－ リ ボ ー ス や β － NADが TRPM2を 活 性 化 し て 、 Ca 2 + や Na + の よ う な カ チ オ ン を 細 胞 内 に
流 入 さ せ 、 細 胞 死 を 引 き 起 こ す （ ビ タ ミ ン ,78巻 7号 ,2004） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 TRPM2に よ り 引 き 起 こ さ れ る 細 胞 死 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ツ ル ハ イ マ ー 病 、 家 族 性 躁
鬱 病 、 虚 血 性 脳 疾 患 な ど の 原 因 に な っ て い る こ と が 考 え ら れ て い る 。 こ の た め 、 TRPM2を
阻 害 す る 物 質 は 、 こ れ ら の 疾 患 の 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る 。 TRPM2を 定 常 的 に 高 発 現 す る
細 胞 を 使 用 す れ ば 、 TRPM2の 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る が 、 T
RPM2が 高 発 現 し て い る 細 胞 は 、 弱 い 酸 化 ス ト レ ス に で も 応 答 し て 細 胞 死 を 引 き 起 こ す こ と
か ら 、 TRPM2を 定 常 的 に 高 発 現 し て い る 細 胞 自 体 を 入 手 す る こ と は で き な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 TRPM2遺 伝 子 を 定 常 的 に 高 発 現 し て い る 細 胞 を 単 離 す る こ と が で き る 方 法 、
こ の 方 法 に よ り 得 ら れ る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 及 び こ の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 を
用 い て TRPM2阻 害 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 主 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 本 発 明 者 ら は 研 究 を 重 ね 、 TRPM2遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を HEK
293細 胞 に 導 入 し 、 還 元 剤 を 含 む 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 、 TRPM2を 定 常 的 に 高 発 現 し て
い る 細 胞 を 単 離 す る こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 こ の 細 胞 は 、 還 元 剤 を 含 む 培 地 又 は 緩 衝 液 中 で TRPM2を 定 常 的 に 発 現 し た 状 態 で
生 存 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 こ の 細 胞 は 、 還 元 剤 を 含 む 培 地 又 は 緩 衝 液 中 で 保 存 し て お け ば 、 そ の 後 、 還 元
剤 を 含 ま な い 培 地 又 は 緩 衝 液 中 に 移 し て も 、 緩 衝 液 中 で は 4時 間 程 度 、 培 地 中 で は 数 日 間
程 度 で あ れ ば TRPM2を 高 発 現 し た 状 態 で 生 存 し た 。 こ れ を 利 用 し て 、 こ の 細 胞 を 被 験 物 質
の 存 在 下 に 酸 化 剤 で 刺 激 し 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 被 験 物 質 の 非 存 在 下 に お け る 細 胞 内
カ ル シ ウ ム 濃 度 と 比 較 す る こ と に よ り 、 TRPM2を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ で き る こ
と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 上 記 知 見 に 基 づ き 完 成 さ れ た も の で あ り 、 以 下 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の
製 造 方 法 な ど を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 項 １ ． 　 細 胞 に TRPM2遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 工 程 と 、
　 上 記 細 胞 を 還 元 剤 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 生 存 細 胞 を 選 択 す る 工 程 と 、
　 生 存 細 胞 の 中 か ら 上 記 ベ ク タ ー が 保 持 す る 選 択 マ ー カ ー の 形 質 を 示 す 細 胞 を 選 択 す る 工
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程 と
を 含 む TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 製 造 方 法 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 項 ２ ． 　 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 項 ３ ． 　 還 元 剤 を 溶 解 さ せ た 培 地 又 は 緩 衝 液 中 に 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持
す る 細 胞 を 含 ま せ て な る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 項 ４ ． 　 還 元 剤 が グ ル タ チ オ ン で あ る 項 ３ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 項 ５ ． 　 培 地 又 は 緩 衝 液 中 の 還 元 剤 の 濃 度 が 、 100～ 500μ Mで あ る 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の T
RPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 項 ６ ． 　 外 来 TRPM2遺 伝 子 と 、 チ オ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 、 カ タ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 及 び SOD遺 伝
子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 外 来 性 の 還 元 性 酵 素 遺 伝 子 と を 染 色 体 中 に 保 持 す る TRPM2遺 伝
子 定 常 発 現 細 胞 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 項 ７ ．  (a)　 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 か ら 分 離 し た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細
胞 、 又 は 項 ２ 若 し く は ６ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 酸 化
ス ト レ ス を 加 え る 工 程 と 、
(b)   項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 か ら 分 離 し た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 又 は
項 ２ 若 し く は 項 ６ に 記 載 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 酸 化 ス ト
レ ス を 加 え る 工 程 と 、
(c)   被 験 物 質 の 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 と 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ
オ ン 濃 度 と を 比 較 し て 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 を 低 下 さ せ る 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 と
を 含 む TRPM2阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 項 ８ ． 　 酸 化 剤 が 過 酸 化 水 素 で あ る 項 ７ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 項 ９ ． 　 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 液 中 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 、 こ の 細
胞 液 か ら 分 離 し 凍 結 さ れ た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 、 又 は 項 ２ 若 し く は 項 ６ に 記 載 の TRP
M2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 と 、 酸 化 剤 と 、 カ チ オ ン 指 示 薬 と を 備 え る 、 TRPM2阻 害 物 質 の ス ク
リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 項 １ ０ ． 　 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 が さ ら に カ チ オ ン 指 示 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 が 導 入 さ れ た も の で あ り 、 か つ カ チ オ ン 指 示 薬 を 備 え な い 項 ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 項 １ １ ． 　 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持 す る TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 を 還 元 剤 を
含 む 培 地 又 は 緩 衝 液 中 で 保 存 す る 、 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 保 存 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 TRPM2遺 伝 子 を 定 常 的 に 高 発 現 す る 生 存 細 胞 が 得 ら れ た 。 こ の 細 胞 を
用 い れ ば 、 TRPM2を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 TRPM2阻 害 物 質 は 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 家 族 性 躁 鬱 病 、 虚 血 性 脳 疾 患 な ど の 治 療 薬 と し て 有
用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
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　 本 発 明 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 単 離 、 製 造 方 法 は 、 細 胞 に TRPM2遺 伝 子 発 現 ベ ク タ
ー を 導 入 す る 工 程 と 、 上 記 細 胞 を 還 元 剤 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 生 存 細 胞 を 選
択 す る 工 程 と 、 生 存 細 胞 の 中 か ら 上 記 ベ ク タ ー が 保 持 す る 選 択 マ ー カ ー の 形 質 を 示 す 細 胞
を 選 択 す る 工 程 と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 通 常 の 外 来 遺 伝 子 の 定 常 発 現 株 の 選 択 は 、 遺 伝 子 導 入 、 選 択 マ ー カ ー に よ る 遺 伝 子 導 入
細 胞 の 選 別 、 ク ロ ー ニ ン グ の 順 序 で 行 う こ と が で き る が 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 定 常 発 現 す
る 細 胞 は 、 TRPM2の 発 現 量 が 多 い こ と か ら 、 弱 い 酸 化 ス ト レ ス に も 応 答 し て 細 胞 死 に 至 る
。 こ の た め 、 通 常 の 細 胞 培 養 環 境 下 又 は 通 常 の 保 存 環 境 下 で は 死 滅 し て し ま い 、 生 存 細 胞
を 得 る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て は 、 還 元 剤 溶 液 で 外 来 性 TRPM2遺 伝 子 保 持 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ
り 、 TRPM2を 高 レ ベ ル で 発 現 し つ つ 生 存 す る 細 胞 が 得 ら れ る 。

　 TRPM2遺 伝 子 と し て は 、 ヒ ト TRPM2遺 伝 子 （ GenBank accession no.AB001535） を 用 い る
こ と が 好 ま し い が 、 他 生 物 種 の 対 応 遺 伝 子 を 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 TRPM2の 活 性 を 保 持
し て い る 限 り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 配 列 に お い て 、 １ 又 は ２ 以 上 の 塩 基 が 付 加 、 欠 失 、 又 は 置
換 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヒ ト TRPM2遺 伝 子 は 、 そ の 塩 基 配 列 に 基 づ き 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と
し て 用 い て ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 ま た 例 え ば 、 ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ ー を PCRの 鋳 型 と し て 用 い
て 、 上 記 塩 基 配 列 を 基 に 適 当 な プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 常 法 に 従 い PCRを 行 う こ と に よ っ て
も 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 TRPM2遺 伝 子 を 組 み 込 む ベ ク タ ー は 、 細 胞 の 種 類 に 応 じ て 適 宜 選 択 す れ ば よ い 。 ベ ク タ
ー に は 、 例 え ば ネ オ マ イ シ ン 、 ゲ ネ チ シ ン (G418)、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン B、 カ ナ マ イ シ ン 、
ブ ラ ス チ ジ ン 、 マ イ コ フ ェ ノ リ ッ ク ア シ ッ ド 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン の よ う な 薬 剤 に 耐 性 を も
っ た 遺 伝 子 が 含 ま れ て い れ ば よ い 。 但 し 、 ゼ オ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 フ ェ ロ マ イ シ ン の
よ う な 活 性 酸 素 を 産 生 し て DNAを 切 断 す る 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー は 使 用 し 難 い 。 使 用 可 能 な 選
択 マ ー カ ー を 含 む ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 ベ ク タ ー の PCI-neo等 、 昆 虫
細 胞 ベ ク タ ー の pIX等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 細 胞 の 種 類 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 哺 乳 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 な ど を 用 い る こ と が で
き る 。 公 知 の 哺 乳 動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば HEK293細 胞 、 Vero細 胞 、 Hela細 胞 、 CV1細 胞
、 COS1細 胞 、 CHO細 胞 、 ナ マ ル バ 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 公 知 の 昆 虫 細 胞 と し て は 、 例 え ば S
f9細 胞 、 MG1細 胞 、 High　 Five T M 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 中 で も 、 ヒ ト 細 胞 に お け る TRPM2の
機 能 を 正 確 に 反 映 さ せ る た め に 、 ヒ ト 由 来 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 特 に 、
培 養 が 容 易 で 遺 伝 子 導 入 効 率 が よ い 点 で HEK293細 胞 、 Hela細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 遺 伝 子 導 入 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 電 気 穿 孔 法 な ど の 公 知 の 方
法 で 行 え ば よ い 。

　 TRPM2遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し た 後 、 グ ル タ チ オ ン 、 メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ビ タ ミ ン Ｃ 、 等 の 還 元 剤 を 含 む 培 地 中 で 培 養 し 、 生
存 細 胞 を 選 択 す る 。 こ れ に よ り 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 有 す る こ と に よ り TRPM2遺 伝 子 を 高 レ
ベ ル で 発 現 し て い て も 生 存 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と が で き る 。 還 元 剤 と し て は 、 特 に グ ル
タ チ オ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 培 地 中 の 還 元 剤 の 濃 度 は 、 還 元 剤 の 種 類 に よ っ て 異 な る が 、 100～ 500μ M程 度 と す る こ
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と が 好 ま し く 、 100～ 200μ M程 度 と す る こ と が よ り 好 ま し い 。  上 記 の 還 元 剤 濃 度 の 範 囲 で
あ れ ば 、 TRPM2の 活 性 化 に よ る 細 胞 死 を 抑 制 で き る と と も に 、 細 胞 を 正 常 に 生 育 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 培 地 は 、 BME、 MEM、 DME、 α MEM、 ES、 IMDM、 Fischer、 RPMI1640、 WEの よ う な 公 知 の 培
地 を 制 限 な く 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 例 え ば 5%CO 2 の よ う な 公 知 の 雰 囲 気 中 で 培 養 す
れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 細 胞 の 種 類 に よ っ て 異 な る が 、 32～ 37℃ 程 度 で 、 3～ 8時 間 程 度 培 養 す る こ と に よ
り 、 生 存 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 TRPM2遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し た 後 、 還 元 剤 を 含 ま な い
公 知 の 培 地 を 用 い て 例 え ば 5%CO 2 の よ う な 公 知 の 雰 囲 気 中 で 培 養 す る 場 合 も 、 確 率 は 低 い
が 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 が 得 ら れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る 細 胞 は 、 TRPM2
の 導 入 に よ り チ オ レ ド キ シ ン や カ タ ラ ー ゼ の よ う な 還 元 性 酵 素 が 誘 導 生 産 さ れ た 細 胞 や 、
こ れ ら の 還 元 性 酵 素 を 大 量 に 生 産 す る 変 異 体 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 細 胞 の 種 類
に よ っ て 異 な る が 、 32～ 37℃ 程 度 で 、 24～ 36時 間 程 度 培 養 す る こ と に よ り 、 外 来 TRPM2遺
伝 子 を 発 現 す る 生 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。

　 次 い で 、 こ の よ う に し て 選 択 さ れ た 生 存 細 胞 を 、 ベ ク タ ー が 保 有 す る 選 択 マ ー カ ー を 含
む 培 地 に 播 種 し 、 培 養 す る 。 こ の 培 地 で 生 育 す る 細 胞 は 、 こ の ベ ク タ ー が 保 持 す る 選 択 マ
ー カ ー の 形 質 を 示 す こ と か ら 、 TRPM2遺 伝 子 が 染 色 体 に 組 み 込 ま れ て 定 常 的 に 発 現 す る 細
胞 で あ る 。 選 択 マ ー カ ー の 濃 度 は 、 細 胞 が １ 週 間 程 度 で 死 滅 す る 濃 度 と す れ ば よ い 。

　 TRPM2を 定 常 的 に 発 現 す る 細 胞 は 、 還 元 剤 の 使 用 に 代 え て 、 TRPM2遺 伝 子 と と も に 、 チ オ
レ ド キ シ ン 遺 伝 子 （ GenBank accession no. JO4026） 、 カ タ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ GenBank acce
ssion no. P04040） 、 ス ー パ ー オ キ シ ド デ ィ ス ム タ ー ゼ （ SOD）  遺 伝 子 （ GenBank access
ion no. NP#000445） の よ う な 還 元 性 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 細 胞 に 導 入 し 、 定 常 的
に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て も 得 ら れ る 。 中 で も 、 チ オ レ ド キ シ ン 　 遺 伝 子 が 好 ま し い 。 こ
れ に よ り 、 TRPM2の 酸 化 ス ト レ ス に よ る 活 性 化 を 抑 制 し て 、 TRPM2遺 伝 子 を 高 レ ベ ル で 発 現
し つ つ 生 存 で き る 細 胞 と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 還 元 性 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 細 胞 へ の 導 入 は 、 遺 伝 子 導 入 、 選 択 マ ー カ ー に よ る 遺
伝 子 導 入 細 胞 の 選 別 、 ク ロ ー ニ ン グ と い う 公 知 の 手 法 で 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 還 元 性 酵 素 は 、 TRPM2遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー と と も に 同 じ ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 し て も
よ く 、 別 の ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 し て も よ い が 、 通 常 は 互 い に 別 の ベ ク タ ー を 使 用 す れ ば
よ い 。 還 元 性 酵 素 を 導 入 す る ベ ク タ ー 及 び 導 入 方 法 は 、 TRPM2遺 伝 子 の 導 入 に つ い て 説 明
し た 通 り で あ る 。

　 上 記 の 本 発 明 の 第 １ の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 が 得 ら れ る 。 こ
の 細 胞 は 、 還 元 剤 を 溶 解 さ せ た 培 地 又 は 緩 衝 液 中 に 含 ま せ て お く こ と に よ り 、 TRPM2遺 伝
子 定 常 発 現 状 態 を 維 持 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 即 ち 、 本 発 明 の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 液 は 、 還 元 剤 を 溶 解 さ せ た 培 地 又 は 緩 衝 液 中
に 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持 す る 細 胞 を 含 ま せ て な る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 細 胞 用 培 地 と し て は 、 BME、 MEM、 DMEM、 α MEM、 ES、 IMDM、 Fischer、 RPMI1640、 WEの よ
う な 公 知 の 培 地 を 用 い る こ と が で き る 。 培 地 は 細 胞 の 種 類 に 応 じ て 適 し た 培 地 を 用 い れ ば
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よ い 。 例 え ば HEK293細 胞 の 場 合 DMEMを 用 い れ ば よ い 。 培 地 の pHは 7.2～ 7.6程 度 が 好 ま し く
、 7.4程 度 が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 緩 衝 液 と し て は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 酢 酸 － 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 HEPES緩 衝 液 、
ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 中 で も 、 pKa値 が 7.2～ 7.6程 度 に
含 ま れ る た め 細 胞 の 生 存 に 適 し て い る 点 で 、 HEPES緩 衝 液 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 緩 衝 液 の pHは 、 7.2～ 7.6程 度 が 好 ま し く 、 7.4程 度 が よ り 好 ま し い 。 こ の pH範 囲 は 生 体
内 の pHに 近 い た め 、 各 種 酵 素 活 性 が 低 下 せ ず 、 細 胞 の 応 答 が 正 常 に 保 た れ る 。 ま た 、 緩 衝
液 の 濃 度 は 15～ 25ｍ M程 度 が 好 ま し く 、 20mM程 度 が よ り 好 ま し い 。 上 記 濃 度 範 囲 で あ れ ば
、 十 分 に 緩 衝 作 用 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 還 元 剤 と し て は 、 細 胞 の 単 離 時 と 同 様 の グ ル タ チ オ ン 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ジ チ オ
ス レ イ ト ー ル 、 ビ タ ミ ン Ｃ 等 を 使 用 で き る 。 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 単 離 時 と 同 じ 還
元 剤 を 使 用 し て も よ く 、 又 は 異 な る 還 元 剤 を 使 用 し て も よ い 。 中 で も 、 還 元 力 が 強 く 、 取
り 扱 い が 簡 便 で あ り 、 生 体 内 に 存 在 し て い る 物 質 で あ る 点 で 、 グ ル タ チ オ ン が 好 ま し い 。
培 地 ま た は 緩 衝 液 中 の 還 元 剤 濃 度 は 、 還 元 剤 の 種 類 に よ っ て 異 な る が 、 100～ 500μ M程 度
が 好 ま し く 、 100～ 300μ M程 度 が よ り 好 ま し い 。 上 記 濃 度 範 囲 で あ れ ば 、 TRPM2の 活 性 化 を
抑 制 で き る と と も に 、 細 胞 の 正 常 な 機 能 を 損 ね な い 。

　 本 発 明 の 第 ２ の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 は 、 外 来 TRPM2遺 伝 子 と 、 外 来 チ オ レ ド キ シ ン
遺 伝 子 、 外 来 カ タ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 又 は 外 来 SOD遺 伝 子 と を 染 色 体 中 に 保 持 す る 細 胞 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の 第 １ 及 び 第 ２ の TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 は 、 上 記 の 還 元 剤 含 有 培 地 又 は 緩 衝
液 中 で あ れ ば 、 32～ 37℃ 程 度 の 温 度 下 で 生 存 で き る 。 特 に 、 37℃ 程 度 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の TRPM2発 現 細 胞 は 、 上 記 の 還 元 剤 含 有 培 地 又 は 緩 衝 液 中 で あ れ ば 、 － 200
℃ 程 度 で 凍 結 す る 場 合 に も 生 存 し 、 再 度 、 増 殖 に 適 し た 温 度 に 戻 す こ と に よ り 、 増 殖 さ せ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の こ と か ら 、 TRPM2遺 伝 子 を 染 色 体 中 に 保 持 し て 定 常 的 に 発 現 す る 細 胞 は 、 還 元 剤 を
含 む 培 地 又 は 緩 衝 液 中 で 保 存 す る こ と が で き る 。 保 存 温 度 は 上 述 し た 通 り で あ る 。

　 TRPM2阻 害 物 質 は 、 上 記 説 明 し た TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 を 用 い て 、 以 下 の (a)～ (c)の
工 程 を 含 む 方 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
(a)  TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 酸 化 ス ト レ ス を 加 え る 工 程 と 、
(b)   TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 酸 化 ス ト レ ス を 加 え る 工 程 と
、
(c)   TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 に お け る 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 と
、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で の 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 と を 比 較 し て 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 を 低 下
さ せ る 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程
　 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 は 、 前 述 し た 還 元 剤 を 含 む 細 胞 溶 液 か ら 分 離 し た も の 、 又 は
外 来 性 の 還 元 性 酵 素 遺 伝 子 を 保 持 す る も の を 使 用 で き る 。

　 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 （ 試 験 細 胞 ） へ の 酸 化 ス ト レ ス 、 及 び 試 験 細 胞 と 被 験 物 質 と
の 接 触 は 、 例 え ば 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 培 養 容 器 か ら 取 り 出 し 、 細 胞 の 生 存
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 (II)TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 の 保 存 方 法

(III)TRPM2阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ・ キ ッ ト

酸 化 ス ト レ ス ・ 被 験 物 質 と の 接 触



に 適 し た 培 地 に 播 種 し 、 37℃ 程 度 で 、 6～ 8時 間 程 度 培 養 す る 。 こ の 際 、 細 胞 が カ バ ー ス リ
ッ プ 表 面 に 付 着 し て 増 殖 す る よ う に 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 培 地 の 中 に 浸 し 、 そ の 上 に 細 胞 を
播 種 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 次 い で 、 カ チ オ ン 指 示 薬 を 含 む 新 た な 培 地 に カ バ ー ス リ ッ プ ご と 細 胞 を 移 し 、 同 様 の 温
度 で 30～ 40分 間 程 度 培 養 す る 。 こ れ に よ り 、 低 分 子 の カ チ オ ン 指 示 薬 が 細 胞 内 に 取 り 込 ま
れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 カ チ オ ン の 種 類 は 、 生 体 に 存 在 す る も の で あ れ ば よ く 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、
カ ル シ ウ ム イ オ ン 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 、 カ リ ウ ム イ オ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 中 で も 、 カ ル
シ ウ ム イ オ ン は 、 例 え ば 受 精 、 増 殖 、 成 長 、 学 習 、 記 憶 、 細 胞 死 と い っ た 多 彩 な 細 胞 応 答
に お い て シ グ ナ ル 伝 達 因 子 と し て 重 要 で か つ 基 本 的 な 働 き を し て お り 、 細 胞 内 で の カ ル シ
ウ ム 動 態 を 調 べ る こ と が こ れ ら 細 胞 応 答 を 解 明 す る 基 本 に な る 点 で 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を
指 標 と す る こ と が 好 ま し い 。 即 ち 、 カ チ オ ン 指 示 薬 と し て カ ル シ ウ ム イ オ ン 指 示 薬 を 使 用
す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 低 分 子 カ ル シ ウ ム イ オ ン 指 示 薬 と し て は 、 fura2、 indo-1、 fluo-3の よ う な 公 知 の 蛍 光
色 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 低 分 子 カ チ オ ン 指 示 薬 、 中 で も 低 分 子 カ ル シ ウ ム イ オ ン 指
示 薬 は 、 培 地 中 に 1μ M程 度 の 濃 度 で 含 ま せ て お け ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 低 分 子 の カ チ オ ン 指 示 薬 を 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ る の に 代 え て 、 カ チ オ ン と 結 合 し
て 蛍 光 を 発 す る よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 TRPM2遺 伝 子 発 現 細 胞 に 導
入 し 、 定 常 的 に こ の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 し て 使 用 す る こ と も で き る 。 こ
の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 と し て 、 カ メ レ オ ン 、 G-CaMPの よ う な カ ル シ ウ ム イ オ ン と 結 合 し
て 蛍 光 を 発 す る 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 次 い で 、 細 胞 を カ バ ー ス リ ッ プ ご と 酸 化 剤 を 含 ま な い 緩 衝 液 中 に 移 す 。 緩 衝 液 と し て は
、 HEPES緩 衝 液 （ HBS） な ど を 使 用 で き る 。 緩 衝 液 の pHは 7.2～ 7.4程 度 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 酸 化 剤 と し て は 、 過 酸 化 水 素 、 tert-ブ チ ル ヒ ド ロ パ ー オ キ シ ド （ tBOOH） な ど が 挙 げ ら
れ る 。 中 で も 、 TRPM2の 強 い 活 性 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 点 で 、 過 酸 化 水 素 が 好 ま し い
。 酸 化 剤 の 濃 度 は 、 そ の 種 類 に よ っ て 異 な る が 、 100～ 300μ M程 度 が 好 ま し く 、 300μ M程
度 が よ り 好 ま し い 。 上 記 範 囲 で あ れ ば 、 十 分 に TRPM2を 活 性 化 で き る と と も に 、 細 胞 死 を
起 こ し て し ま う こ と も な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 次 い で 、 細 胞 を カ バ ー ス リ ッ プ ご と 酸 化 剤 を 含 む 緩 衝 液 に 移 し 、 細 胞 を 20～ 25℃ で 5～ 1
0分 間 程 度 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ れ に よ り 、 細 胞 に 酸 化 ス ト レ ス が 加 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 細 胞 の 酸 化 剤 に よ る 処 理 の 際 、 培 地 中 に 、 被 験 物 質 を 添 加 し て お く 。 被 験 物 質 の 濃 度 は
、 そ の 種 類 に よ っ て 異 な る が 例 え ば 100nM～ 10μ M程 度 と す れ ば よ い 。 ま た 、 被 験 物 質 を 添
加 し な い 対 照 に つ い て も 同 様 に し て 酸 化 ス ト レ ス を 加 え る 。

　 さ ら に 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 対 照 細 胞 の
蛍 光 強 度 と 比 較 す る 。 上 記 の 指 示 薬 は 、 カ チ オ ン に 結 合 す る こ と に よ り 蛍 光 を 発 す る た め
、 蛍 光 強 度 を 比 較 す る こ と に よ り 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 を 比 較 す る こ と が で き る 。 比 較 は
、 目 視 に よ り 直 接 比 較 し て も よ く 、 両 細 胞 の 蛍 光 強 度 を そ れ ぞ れ 定 量 し て 、 比 較 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 被 験 物 質 が TRPM2活 性 を 阻 害 な い し は 抑 制 す る 場 合 は 、 酸 化 ス ト レ ス に よ り 引 き 起 こ さ
れ る カ チ オ ン 流 入 量 が 低 減 し 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 は 変 化 し な い 。 被 験 物 質 を 細 胞 に 接 触
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さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 内 カ チ オ ン 濃 度 が 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 対 照 の 例 え ば 50％ 以 下
、 好 ま し く は 10％ 以 下 に な る 場 合 に 、 TRPM2活 性 が 阻 害 又 は 抑 制 さ れ た と 判 定 す れ ば よ い
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 蛍 光 強 度 を 目 視 等 に よ り 直 接 比 較 す る 場 合 は 、 蛍 光 強 度 の 上 昇 幅 の 減 弱 が 確 認 さ
れ れ ば 、 TRPM2活 性 が 阻 害 又 は 抑 制 さ れ た と 判 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る TRPM2阻 害 物 質 に は 、 TRPM2タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ の 活 性 を 阻
害 す る も の 、 酸 化 ス ト レ ス と TRPM2活 性 化 と の 間 の カ ス ケ ー ド に 介 在 す る ADP-リ ボ ー ス 、
β -NAD + な ど に 作 用 し て こ の カ ス ケ ー ド を 阻 害 す る も の 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 、 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現 細 胞 と 、 酸 化 剤 と 、 低 分 子 カ
チ オ ン 指 示 薬 と を 備 え る キ ッ ト を 使 用 で き る 。 ま た 、 低 分 子 カ チ オ ン 指 示 薬 に 代 え て 、 TR
PM2遺 伝 子 発 現 細 胞 お い て 、 さ ら に カ チ オ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 定 常 的
に も し く は 一 過 的 に 発 現 す る 細 胞 を 備 え る キ ッ ト で あ っ て も よ い 。 TRPM2遺 伝 子 定 常 発 現
細 胞 は 、 還 元 剤 を 含 む 溶 液 に 含 ま せ た も の で あ っ て も よ く 、 又 は 還 元 剤 溶 液 か ら 分 離 し て
凍 結 し た も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 外 来 性 TRPM2遺 伝 子 と と も に 外 来 性 還 元 性 酵 素 遺 伝
子 を 保 持 す る 細 胞 で あ る 場 合 は 、 必 ず し も 凍 結 す る 必 要 は な い 。

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を 示 し て よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 TRPM2遺 伝 子 を 挿 入 し た PCI-neoベ ク タ ー を 、 HEK293細 胞 （ American Type Culture Coll
ectionよ り 購 入 ） に superfectを 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 導 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 細 胞 を 還 元 剤 で あ る グ ル タ チ オ ン を 100μ M又 は 500μ M含 む DMEM培 地 に 播 種 し 、 37℃
で 24時 間 培 養 す る こ と に よ り 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 増 殖 し た 細 胞 を ジ ェ ネ ス チ ン （ G418） を 1 mg/mL含 む 培 地 に 播 種 し 、 37℃ で 2週 間 培 養 す
る こ と に よ り コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ た 。 そ の 後 単 一 コ ロ ニ ー の み を 回 収 し そ の 中 で H 2 O 2 に 対
し 活 性 の あ る も の を 選 択 し た 。 こ れ に よ り 、 TRPM2遺 伝 子 を 定 常 的 に 発 現 す る 細 胞 が 得 ら
れ た 。
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