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Abstract

lL-4inducesIgEclassswitchinginBcellstogetherwithCD40stimulation、Studiesonthe

signaltransductionmechanismdownstreamoflL-4receptorhaverevealedthatNF-だＢａｓ

ｗｅｌｌａｓＪａｋ－ＳＴＡＴｐａｔｈｗａｙｐｌａｙｓａnimportantrole、Weshowedthepossibilitythatalter‐

ｎａｔｉｖｅｐａｔｈｗａｙｏｆＮＦ－ＡｃＢｗasactivatedafterlL-4stimulatioｎｏｆａｍｕｒｉｎｅＢｃｅｌｌｌｉｎｅ

Ｍ１２・AlternativepathwayofNF-肺BisstrictlyregulatedbyconstantdegradationofNIK，

anessentialmoleculeforNF-jrBactivation，ＴＲＡＦ３ｉｓｔｈｅｋｅｙｍｏｌｅｃｕｌｅｔｏｋｅｅｐｔｈｅalter‐

nativepathwayinaninactivestate・ＴＲＡＦ３ｉｓａｌｓｏｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｔｈeconstantdegradation

byubiquitin-proteasomesystem・ToelucidatethemechanismoftheTRAF3degradation，

wepreparedTet-OffgeneexpressionsysteminM12toinduciblyexpressTRAF3which

wastoxicwhenoverexpressedincells・Firstly，pTet-OffvectorwasintroducedintoMl2

cellsbyelectroporationandG418resistantcloneswereselectedwhichharboredpTet-Off、

CloneswerefurtherselectedtoshowhighresponsivenesstoDoxycyclinwithdrawalusing

transientexpressionofluciferasevector，Ｏｎｅｏｆｔｈｅｃｌｏｎｅｓ，Ｃ'，，wastransfectedwith

pTRE2pur-mTRAF3vectortoobtainFLAG-taggedmTRAF3expressingcellsuponinduc‐

tionOneclone，Ｃ,，‐１，，wassuccessfullyestablishedwhichexpressedmTRAF3inan

induciblemanner．

Ｋセリ”ａｑｄＳ：Tet-Offsystem，M12cell，ＴＲＡＦ３，NF-花Ｂ

I．はじめに

１．Tet-Offシステムについて

Tet-Offシステム（Clontech）はタンパク発現

誘導システムの一つである。細胞株に導入された

目的タンパクの遺伝子転写はドキシサイクリン

(Dox）存在の有無により調節を受け、ドキシサ

イクリン存在下で発現が抑制され、非存在下で誘

導される[112]oTet-Offシステムは大腸菌のTnlO

トランスポゾン上にあるテトラサイクリン耐性オ

ペロンに存在するＴｅtオペレーターＤＮＡ配列
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(tetO）とそれに結合するTetレプレッサータン

パク（TetR）の２種類の調節因子の機能を基礎

としたタンパク発現誘導システムである。大腸菌

でのＴｅｔＲの働きはテトラサイクリン（またはそ

の誘導物質のドキシサイクリン）非存在下でテト

ラサイクリン耐性に関与するタンパク質の産生ス

イッチを切ることであり、ＴｅｔＯに結合し耐性遺

伝子の転写を抑制している。一方、テトラサイク

リン存在下ではＴｅｔＲはテトラサイクリンと結合

するためＴｅｔＯから遊離する。それによってＲＮＡ

ポリメラーゼがテトラサイクリン耐性オペロンに

結合可能となり遺伝子の転写が開始される。ＴｅｔＲ

とＴｅｔＯはテトラサイクリン存在の有無で解離か

結合かが変化することでＤＮＡ発現を調節するタ

ンパク質とＤＮＡ配列である（図：１)。

Ｏ〈圭
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図：１テトラサイクリンによるDNA発現調整

この性質を利用したものがTet-Offシステムで

あり、ＴｅｔＲ配列を含むTet-OffvectorとtetO配

列を含むpTRE2purvectorの二種類を一つの細

胞株に安定発現させることで稼動する。Ｔｅt‐

OffvectorにはＴｅｔＲ配列のＣ末端にヘルペスウ

イルスＶＰ16活性化ドメインを結合させた融合タ

ンパクであるテトラサイクリン制御性トランス活

性化因子（tTA）をコードする配列が組込まれて

おり調節プラスミドとして機能している[3]。この

tTA配列とtTAを発現させるために必要なｐＣＭＶ

プロモーター配列を含んだTet-Offvectorを細胞

に導入するとtTAの産生を開始する。産生された

tTAはドキシサイクリン非存在下においてＴｅｔＲ

部位を介して、後述するpTRE2purvectorのTRE

配列に結合する。結合するとtTAに含まれるＶＰ１６

の機能によりｍｉｎｉｍａｌＣＭＶプロモーターの機能

欠損を補い目的遺伝子が転写される。しかし、ド

キシサイクリン存在下ではtTAとドキシサイクリ

ンが結合するためtTAはＴＲＥより遊離し、転写

は抑制される（図：２）。pTRE2purvectorには

tetOが7回反復したテトラサイクリン応答因子

(TRE）を含む配列が組込まれており、その下流

にはｍｉｎｉｍａｌＣＭＶプロモーターに続き、目的遺

伝子を組込むためのマルチクローニングサイト

(MCS）が存在している。ｍｉｎｉｍａｌＣＭＶプロモー

ターは転写開始に必要な最小限機能領域を残した

ＣＭＶの改変プロモーターで、大部分のエンハン

サー領域を欠損している。そのためプロモーター

が結合しても転写反応が活性化されずその下流に

ある目的遺伝子は転写されない、または転写され

たとしても極少量である。しかしＴｅｔＯｆｆシステ

ムではその上流のＴＲＥにtTAが結合することに

よりtTAに含まれる転写活性化因子のVP16がエ

ンハンサーとして作用し、ｍｉｎｉｍａｌＣＭＶプロモー

ターの欠損した機能を補うことにより下流に組込

んだ目的遺伝子が転写される応答プラスミドとし

て機能している。つまりTet-OffシステムはTRE

へのtTA結合をドキシサイクリンによりコントロー

ルすることでpTRE2purvectorに組込んだ遺伝

子の転写を調節し、タンパク発現を誘導すること

ができるシステムである。

衝、，

雨 "回国－－盤念[壷３
写

図：２調節プラスミドと応答プラスミド
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M12-Tet-OffpTRE2purFLAGmTRAF3細胞株の樹立

Tet-Offシステムの利点は細胞にとって毒性の

あるタンパクでもその機能解析が可能となるとい

う点である[4]。これまではアポトーシス誘導タ

ンパクや過剰発現が致死的である種々のタンパク

の機能解析は容易ではなかった。なぜなら機能解

析に必要な遺伝子を導入した安定株を確立する前

に、細胞は導入されたＤＮＡにコードされている

致死‘性タンパクの産生を開始し、死滅してしまう

ためである。Tet-Offシステムでは目的タンパク

の発現はドキシサイクリン存在下では生じないた

め、細胞が毒性タンパクによって傷害されること

がない。またTet-Offシステムではドキシサイク

リン除去後のタンパクの発現はすばやく誘導され、

48時間後にはピークを迎える。さらにこのシステ

ムでは一度ドキシサイクリン除去により誘導され

たタンパク発現も、再びドキシサイクリンを添加

することにより速やかに転写を抑制できる。その

ためタンパク発現のコントロールが容易である。

一方、Tet-Offシステムを立ち上げるにあたり注

意すべき点として細胞株にTet-Off調節プラスミ

ドと応答プラスミドを導入するとき、一度に導入

を行ってはならないという点である。必ず初めに

調節プラスミドを細胞に導入し、遺伝子が安定で

かつドキシサイクリンに高反応な株を得てから応

答プラスミドを導入して得られる２重安定形質転

換体を作製しなければならない。（図：３）
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これは、同時に２種類のプラスミドを導入した場

合、染色体上に調節プラスミドと応答プラスミド

が共組換え体を作る可能性があるからである[5]・

プラスミドが共組換え体を作ると調節プラスミド

であるTet-Offvector上にあるpＣＭＶプロモーター

が隣接した応答プラスミドであるpTRE2pur

vectorに組込まれた目的遺伝子をドキシサイクリ

ンの有無に関係なく発現させてしまう（図：４)。

つまり目的タンパクの発現がドキシサイクリンで

コントロールできなくなってしまうということで

ある。

一方、２重安定形質転換体で作成した場合、一

度完全に応答ベクターが安定でドキシサイクリン

に高反応な細胞株を得てから調節ベクターを導入

するため、２つのプラスミドが並列して導入され

る可能性は低くなる。さらに両プラスミドが順に

ドキシサイクリンに対して反応性のよい細胞株の

みが選択できるためドキシサイクリンによるコン

トロールがより正確となる。またTet-Offシステ

ムを稼動するにあたりドキシサイクリンの適切な

除去が速やかな目的タンパクの発現に重要となる

[6]◎ドキシサイクリンの除去が不完全であった

場合、ドキシサイクリンが目的タンパクの誘導を

阻害する。さらに細胞表面にドキシサイクリンが

付着した状態で残る可能性も指摘されており、こ

の場合ドキシサイクリン未添加の培養液で培養し

ても時間とともに細胞表面に付着していたドキシ

サイクリンが遊離し、再びtTAと結合することで

タンパク発現を阻害する可能性がある。

２．NF-A‘Ｂの二つの活性化経路

NuclearFactor-KappaB（NF-花Ｂ）は1986年

にDavidBaltimoreらにより同定された転写因子

である。NF-苑Ｂはほぼすべての細胞に発現し、

炎症反応や免疫反応の制御において中心的役割を

担っている[11112][13][１４][15]・一方、NF-〃Ｂの

活性化が過剰になるとリンパ性腫傷の腫傷発生を

誘導することが明らかとなっている。このRel／

NF-肺Ｂファミリーにはp6５（ＲｅｌＡ)、c-Rel、Rel‐
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図：４調節プラスミドと応答プラスミドによる共組換え体

B、NF-花Ｂ１（p50とその前駆体plO5)、NF-随Ｂ２

(p52とその前駆体plOO）の５種類が存在し、細

胞質で不活性型のヘテロまたはホモダイマーを形

成し存在している。ＮＦ－ｊｃＢの活性化経路にはCl

assicalpathwayとAlternativepathwayの２種

類（図：５）が存在し、活性化シグナルやレセ

プターなどにより一方または両方が活性化される。

ClassicalpathwayではＲｅｌＡ／p50またはc-Rel／

p50などのヘテロダイマーに'だＢａが結合するこ

とで核移行シグナルを阻害し、不活性化状態を維

持している。そこにInterleukin-1（IL-1）や

TumorNecrosisFactor（TNF）αなどの活性

化シグナルがレセプターを介して入るとTNF

receptorassociationfactor（TRAF）６または

ＴＲＡＦ２と５を活性化し、TGF-betaactivated

kinase(TAK)lComplex(TAKl／TABl／TAB2）

をリン酸化する。活性化されたＴＡＫ１Ｃｏｍｐｌｅｘ

は'だBkinase（1ＫＫ）Complex（1ＫＫα／1ＫＫ

β／1ＫＫγ（ＮＥＭＯ)）の1KＫβをリン酸化し活

性化することで活性化状態とし、ＲｅｌＡ／p50等に

結合しているＩ花Ｂａのセリン32と36をリン酸化

する。このリン酸化をきっかけにIj‘ＢａはK48ユ

ビキチン化され、プロテオソームによる分解を受

ける。遊離したＲｅｌＡ／p50等は核へと移行し転写

因子として機能する。一方、Alternativepathway

では核移行シグナルを有していない不活性型の

Rel-B／plOOが細胞質に存在している。この状態

では活性化に重要なＮＦ-だBInducingKinase

(ＮＩＫ）はTRAF3と結合しその機能を抑制されて

いる。さらにcellularinhibitorofapoptosis

(clAP）ｌ／2とTRAF2の複合体がTRAF2とTRAF3

を介してＮＩＫ／TRAF3複合体と結合するためＮＩＫ

とclAPsの距離が縮まり、恒常的にclAPsがNIK

をK48ユビキチン化する。K48ユビキチン化を受

けたＮＩＫはプロテアソームで分解されるため、ま

すますAlternativepathwayは不活性化の状態と

なる。そこにＣＤ４０やBcellactivatingfactor

belongingtothetumornecrosisfactorfamily

(BAFF）などの刺激がレセプターを介して入る

とclAPsはTRAF2によってK63ユビキチン化を受

け、活性化する。活性化したclAPsはK48ユビキ

チン化するターゲットをＮＩＫからTRAF3に変え、

TRAF3を分解することでＮＩＫを遊離させる。遊

離したＮＩＫは活性化し、１ＫＫαをリン酸化する。

1KＫαはRel-B／plOOをリン酸化し、plOOのＣ‐

terminalankyrin-repeatdomain（ＡＲＤ）の限

定分解を導く。限定分解により核移行シグナルが

露出したRel-B／p52が生じる。このRel-B／p52

が核に移行し、転写因子として機能する。［16117］

[18119]。
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図：５ＮF一席Ｂの活性化経路

３．ＴＲＡＦ３

ＴＲＡＦ３はＴＲＡＦファミリーに属する細胞内シ

グナル伝達分子でＴＮＦレセプタースーパーファ

ミリーに属するCD40に結合する分子としてクロー

ニングされた。ＴＲＡＦファミリーはＴＲＡＦ１，２，３，

４，５，６，７の7分子からなっており、その中でも

TRAF3は未だ多くの機能が明らかとされていな

い。構造はＮ末側にReallylnterestingNew

Gene（ＲＩＮＧ）フィンガードメイン（Ｒ）を、Ｃ

末側にＴＲＡＦ－ＮおよびTRAF-Cドメインを有す

る。この２つのドメインの間に５つのZincフィン

ガーモチーフ（Z）と１つのコイルドコイル領域

(CC）を含んでいる（図：６）。ＴＲＡＦドメイン

はＮＩＫとの結合に必要であり、さらにTRAF3は

E3ユビキチンリガーゼ活性を有している[20121]o

TRAF3はNF-,‘ＢのAlternativepathwayを抑制

的にコントロールしている一方で、Interferon

(IFN）typelの産生では促進的に働いている。

ZinCfin8ermOtif＄

一 ー

Ｒ：RINGnn8erd◎ｍ８ｉｎ
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図：６TRAF3

568AＡ

４．これまで我々の研究室ではマウス成熟B細胞

株Ml2をIL-4で刺激するとNF-髄ＢのAlternative

pathwayが活性化する可能性を示してきた。さ

らにその活性化にはリン酸化酵素であるCalcium

／calmodulin-dependentproteinkinase（CaMK）

Ⅱの関与が示唆されている。IL-4の刺激はアレル

ギーの発症に重要なImmunoglobulinE（IgE）

クラススイッチを誘導することがわかっており、

我々はこのシグナル伝達経路にNF-にＢのAlter‐

nativepathwayが関与するかどうかを明らかに

することを目的としてM12-Tet-OffpTRE2pur

FLAGmTRAF3細胞株の樹立を行った。NF-雁Ｂ

のAlternativepathwayではＴＲＡＦ３が重要な機

能を担っている。しかしTRAF3の過剰発現はＭｌ２

細胞に致死的である。そこで毒性タンパクの解析

を可能にするTet-Offシステムを用いてＭ12細胞

にTRAF3を過剰発現させることとした。

Ⅱ、方法

１．細胞と細胞培養

Ｍ12.4.5はBALB／cマウス由来の成熟B細胞株

である。Ｍ12細胞は37℃の５％CO2条件下で培養

した。培養液はIscove'sModifiedDulbecco,s

Medium(IＭＤＭ)(GIBＣＯ）に2mML-glutamine

(GIBＣＯ)、100Ｊαｇ／ｍｌ硫酸ストレプトマイシン

明治（明治製菓株式会社)、100Ｕ／ｍｌペニシリン

Ｇカリウム（MeijiSeikaフアルマ株式会社)、５
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×10-5M2-mercaptoethanol（2-ＭＥ)(Wako）を

加えたのち、０．２浬mPoreSizeのフィルター

(NALGENE）を通し、滅菌した後、８％ウシ胎

児血清（Fetalbovineserum：FBS）（Hyclone

[Lot：18037]）を添加したものを用いた。Tet-Off

システムはテトラサイクリンまたはテトラサイク

リン誘導体であるドキシサイクリンを用いてタン

パクの発現コントロールを行うシステムだが、多

くのFBSにはテトラサイクリン（またはその誘導

体）が含まれている。そこでFBSはTet-Offシス

テムに影響を与えないことを予め確認したロット

を用いた。

２．ウエスタンプロット法

培養した細胞は細胞数をカウント後に冷却した

ｌ×PBS［NaCl、KCl、Ｎａ２ＨＰＯｌ・l2H20､ＫＨ２

ＰＯ４］で２回洗い、４℃で２分間1500rpm遠心し、

上清を除いたペレットの状態で-80℃に一旦保存

した。細胞を可溶化するときは-80℃のフリーザー

から取りだし、すぐさま細胞可溶化液［１％

TNEbuffer（l0mMTris-HCl（ｐＨ7.8)、０．０１％

ＮａＮ３、ｌ５０ｍＭＮａＣｌ、ｌｍＭＥＤＴＡ，１％N

P40)、Leupeptin、Sodiumortho-vanadate（Ｎａ３

ＶＯ４)、PepstatinA、phenylmethylsulfonylfluo‐

ride（PMSF)、Aprotinin］を加え、ボルテック

スで破砕しタンパクを抽出した。この時、溶解濃

度が１×107個／ｍｌとなるよう溶解した。ボルテッ

クスした細胞は氷上で20分間静置したのち、４℃

で20分間13,000rpm遠心し、可溶化分画を回収

した。回収した可溶化分画は２×ＳＤＳサンプル

バツフアー［0.078MTris-HCl（pH6.8)、

2.875％sodiumdodecylsulfate（SDS)、12.5％

glycerol、0.078％bromophenolblue（BPB)、

6.25％2-mercaptoethanol（2-ＭＥ)]と等量混合し

ウエスタンプロットのSDS-PAGEにおける泳動

サンプルとした。ＳＤＳ－ＰＡＧＥはＳＤＳ－ＰＡＧＥポリ

アクリルアミドゲルは下層の10％セパレーテイン

グゲル[0.375MTris-HClpH8､８，１０％Acrylamide，

１％SDS、0.5％Ammoniumpersulfate（APS)、

０．０５％Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'一Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ，-Tetramethyl-1,2‐

ethanediamine（TEMED)］を作成後、上層のス

タッキングゲル［0.l25MTris-HClpH6､8,3.9％

Acrylamide，１％SDS､0.5％APS,０．１％TEMED］

を重層して作成した。作成したゲルはランニング

バッファー［０.O25MTris、０.l92MGlycine、１

％SDS］中で、200Ｖ,４５分間電気泳動を行った。

次にSDS-PAGEによって分離されたタンパクは

電気ブロッティング装置を用いてニトロセルロー

ス膜（Schleicher＆Schuell）にトランスファーし

た。冷却条件下のトランスファーバッファー

[0.025MTris、0.192MGlycine、２０％methanol］

中で100Ｖ，６０分間行った。トランスファーでタ

ンパクが転写されたニトロセルロース膜は抗体の

非特異的結合を防ぐため、ブロッキング溶液［５

％スキムミルク（雪印）、TBS-0.1％Tween20

(関東化学)］中で１時間反応させた。ブロッキン

グ後、TBS-0.1％Tween20で15分１回、５分２

回洗浄した。洗浄した膜を目的のタンパク質と結

合する一次抗体と１時間反応させた後、TBS-0.1％

Tween20で再び15分１回、５分２回洗浄した。そ

の後、二次抗体と１時間反応させ、再びTBS-0.1％

Tween20で15分１回、５分４回洗浄した。目的の

タンパクはECLWesternblottingKit(Amersham）

を用いてＨＲＰと基質の反応により発する化学発

光をＸ線フイルムに30分露光することで検出した。

３．ルシフェラーゼアッセイ

６cｍＤｉｓｈ（FALCON）で培養した細胞を回

収し、冷却したｌ×PBSで２回洗い、４℃で２分

間5,000rpm遠心し、ペレット状にした。細胞溶

解剤（PicaGene）を250浬l加え、室温で１５分間

溶解した。室温で２分間2000rpm遠心し、ｴｯ

ぺﾝドﾙﾌﾁｭー ﾌ゙に上清を10叩l回収した｡回

収した上清から2伽1分注し､発光基質(Pica

Gene)１０伽ｌと混和後､ﾙﾐﾉﾒｰﾀｰ

(MiniLumatLB9506（EG＆ＧＢＥＲＴＨＯＬＤ)）

で20秒間、相対発光強度（単位：ＲＬＵ）を測定

した。

－３２－
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Ⅲ．結果 ２．Ｍ12細胞のビューロマイシン耐性濃度決定

Ｍ12細胞は24wellPlatelwellにつきｌ×10愚

個／ｍｌとなるよう準備した。次にビューロマイ

シン（CALBIOCHEM）の終濃度が0,1.0,1.2,

1.4,1.6,1.8,2.0,4.0/αｇ／ｍｌになるよう培養液

で希釈し、準備したＭ12細胞に添加した。その後、

37℃，５％ＣＯ習インキュベーターで培養した。耐

性濃度決定において各ビューロマイシンを加えた

同一のwellを２個用意した。培養液は２日に１回、

上清を除いたwellに薬剤を含む新しい培養液を加

えた。培養を開始してから８１-'’１にＭ１2細胞の生

死判定を、顕微鏡を用いて肉眼で形態学的に判定

した。その結果、1.8/４９／ｍ1以下の濃度ではＭ１２

細胞の生存が確認された。一方、2.0/"ｇ／ｍ1以

上ではＭ１2細胞は完全に死滅していた。このこと

からＭ12細胞に対するビューロマイシン選択濃度

を2.0浬ｇ／ｍｌと決定した。

１．Ｍ12細胞のトランスフェクションの条件決定

Ｍ12細胞のトランスフェクシヨンの条件決定に

はエレクトロポレーション法を用いて行った。１

回のエレクトロポレーションにつき、ルシフェラー

ゼ（基質と反応し蛍光を発する酵素）をコードす

るpGV-Cvector（東洋ビーネット）４ﾉ"ｇを制

限酵素XｈｏＩ（Roche）で直鎖状にし、フェノール

／クロロホルム抽出後、エタノール沈殿を行った。

その後、ｌ×ＫPBS［KPBS：３０ｍＭＮａＣｌ､８ｍＭ

ＮａＨＰＯＩ、1.5ｍＭＫＨ２ＰＯｌ、ｌ２０ｍＭＫＣｌに5mM

MgCl2を添加したものとする］100/４１に溶解させ

た（４浬ｇ／100/zl)。次にＭ１2細胞を２×106個

に調節し、冷却した１×ＫPBSで一回洗ったのち、

４℃で２分間1500rpmで遠心した。遠心後、冷

却したl×KPBS500皿に懸濁した（2×10‘州

/500ﾉ(41)｡l×KPBSに懸濁したDNA10叩lと

Ｍ１2細胞500/４１をGenepulserCuvette，0.4ｃｍ

(Bio-Rad）に移し、950/ｘＦ一定で、250Ｖ,275Ｖ，

300Ｖ，325Ｖ，350Ｖと電圧条件を変えながらエレ

クトロポレーションを実施した。各条件でエレク

トロポレーション後の細胞を培養液６ｍlに懸濁

し、3.5cｍＤｉｓｈ（FALCON）２枚に分け２日間

培養した。培獲後、細胞のトランスフェクション

効率を調べるため、ルシフェラーゼ産生量をルシ

フェラーゼアッセイの相対発光強度によって測定

した。その結果より、相対発光強度が最大となっ

た950/4Ｆ，276Ｖの条件がＭ１2細胞に最適である

と決定した（表１）。

３．pTRE2purvectorにＦＬＡＧｍｏｕｓｅＴＲＡＦ３

ＤＮＡを組み込んだプラスミド（pTRE2pur-FLAG

mTRAF3）の作製

ｐＥＦ－ＢＯＳＳＦＬＡＧｍｏｕｓｅＴＲＡＦ３をテンプレー

トとし、５’側にＢａｍＨＩ、３’側にＥｃｏＲＶの制

限酵素サイトが付加されるように設計したPrimeｒ

を用いたＰＣＲによってＦＬＡＧｍｏｕｓｅＴＲＡＦ３

[TRAF3isoformA：CCDS26175.1］のクロー

ンを作成した。まずpEF-BOSSFLAGmouse

TRAF3をSｐｈｌ（Roche）で直鎖状にし、フェノー

ル／クロロホルム抽出後にエタノール沈殿を行っ

た。このエタノール沈殿したプラスミドを10ｍＭ

ＴｒｉｓｐＨ７５で0.25/ｘｇ／/‘Ｊになるよう可溶化し、

PCRでFLAGmouseTRAF3をクローン化する

ためのテンプレートとして用いた。ＰＣＲ反応液

はmilli-Qwater，１０×Pfubuffer，２ｍＭｄＮＴＰ

ｍｉｘ，ｐＥＦ－ＢＯＳＳＦＬＡＧｍｏｕｓｅＴＲＡＦ３２５０ｎｇ，

ＦｏｒＰｒｉｍｅｒ３２ｐｍｏｌ／/α１，ＲｅｖＰｒｉｍｅｒ３､２

pmol／/４１，２．５Unit／/αｌのＰｆｕポリメラーゼ

(STRATAGENE）を0.2ｍlチューブに混和し、

ミネラルオイルを重層した。混和したサンプルは

表１：相対発光強度(RLU)を用いたＭ12細胞への
トランスフェクション効率の決定

ＲＬＵ 950;』F共通

麺
岬
唖
麺
郵
郷
郵
唖
画
麺
回

姫 《 ｋ Ｊ Ｓ Ｄ Ｖ Ｚ ７ ５ Ｖ ３００Ｖ３通Ｖ３ｇＤＶ

※８８.(groUndはサンプルのかわりに細胞論１W刑と発光基質を混和したもの
を測定した．
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下記の設定でPCR［ASTECPC-320］を行った。

95℃，２分間反応後、９５℃１分間，５５℃１分間，

72℃２分間を30サイクル反応させた。最後に７２

℃で７分間反応させた（図：７)。

［

95℃２分間

;計”
72℃７分間

図：７PCR反応条件

ＰＣＲに用いたＰｒｉｍｅｒの配列はＦｏｒ：

5'一GGATCCATGGACTACAAAGACGATGACGAC-3,と

Rev：５'一GATATCTCAGGGGTCAGGCAGATCCGAGGT-3’

(北海道システム・サイエンス株式会社）である。

PCRで得られた、BamHI-FLAGmouseTRAF3‐

ＥｃｏＲＶフラグメントはフェノール／クロロホル

ム抽出し、エタノール沈殿を行った後にlOmM

TrispH7､5に溶解させた。溶解したフラグメン

トは１％アガロースゲルのＤＮＡ電気泳動法によ

り、フラグメントとPrimerを分離させた後、フ

ラグメントのみをゲルから切出して回収した。こ

のときＢａｍＨＩ－ＦＬＡＧｍｏｕｓｅＴＲＡＦ３－ＥｃｏＲＶ

はPfuポリメラーゼを用いて作成したため、両端

が平滑末端の状態にある。このフラグメントをシー

クエンスするために、Ｓｍａｌ（BioLabs）で直鎖

状にしたpUCl8vectorを準備した。これらフラ

グメントとベクターをDNALigationKit

ver､2.1（ＴＡＫＡＲＡ）を用いてライケーションし

た。ライゲーションしたプラスミドは大腸菌

XL1-Blueにカルシウム法を用いて形質転換した。

ブルー・ホワイトセレクションを行い、プラスミ

ドが形質転換されたXLl-Blueを回収・増殖した

後、ＰｌａｓｍｉｄＭａｘｉＫｉｔ（QIAGEN）でプラスミ

ドを精製した。この精製したプラスミドをテンプ

レートとし、シークエンスを行った。シークエンス

はBigDyeTerminatorv3.’(AppliedBiosystems）

を用い、９６℃１分間反応後96℃１０秒，５０℃５

秒,６０℃４分間を25サイクルPCR反応［ASTEC

PC-320］（図：８）させた。反応液をBigDye

XTerminatorPurificationKit(AppliedBiosystems）

で精製し、injectionsecondを１５secに設定したＡ

ＢＩPRISM②３１０GeneticAnalyzer（Applied

Biosystems）でシークエンス解析を行った。

96℃１分間

[割…‘
図：８シークエンス反応条件

シークエンスに用いたPrimerは以下の６種類

である。

Ml3-47：５'一CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3'、

ｐＵＣＲＥＶ：5‘-AGGAAACAGCTATGACCATG-3'､mTRAF3

280For：５'一AGTCCAAAATGCACAGCGTG-3‘，mTRAF3

REVl311：５'一CCATGACGGCCTCCTGCTTC-3'、mTRAF3

For690：５'一CTTGTCCGAGTGTGTCAATG-3,、REV690：

5'一CATTGACACACTCGGACAAG-3'(北海道システム・

サイエンス株式会社)。（図：９）

5・ ＢａｍＨＩ・FLAG、α』semAf沙ＥｍＲＶ ３，

■一Ｍ堅z言一皿8A且Ｚ凹唾一..…．淵…愚，
一uE畦エー■

←B壁鐙2ゴ胃…ケ

図：９シークエンスPrimer

シークエンス後、pTRE2purvectorおよび

pUC18vectorに組込まれたＢａｍＨＩ‐FLAG

mouseTRAF3-EcoRVをそれぞれＢａｍＨＩ

(BioLabs）とＥｃｏＲＶ（BioLabs）でダブルダイ

ジェストした。直鎖状になったベクターアームと
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M12-Tet-OffpTRE2purFLAGmTRAF3細胞株の樹立

切出されたフラグメントは各々１％アガロースゲ

ルのＤＮＡ電気泳動法で爽雑物と分離し、それぞ

れベクターアームとフラグメントのみをゲルから

切出し、精製した。さらにそれぞれをフェノール

／クロロホルム抽出し、エタノール沈殿後、

10ｍＭＴｒｉｓに溶解した。その後このベクターアー

ムとフラグメントをDNALigationKitver,2.1

(ＴＡＫＡＲＡ）を用いてライケーションし、

pTRE2purvectorにＢａｍＨＩとＥｃｏＲＶでＦＬＡＧ

ｍＴＲＡＦ３を組み込んだプラスミド（pTRE2pur

FLAGmTRAF3）を作成した。プラスミドはXLl‐

Blueにカルシウム法にて形質転換し、プラスミ

ドを増幅後、ＰｌａｓｍｉｄＭａｘｉＫｉｔ（QIAGEN）で

精製した。

４．M12-Tet-Off細胞株の樹立

Ｍ12細胞にTet-Offvectorをエレクトロポレー

ション法を用いて導入した。まずScal（BioLabs）

で直鎖状にしたTet-OffvectorlO解ｇを、フェノー

ル／クロロホルム抽出し、エタノール沈殿後にｌ

×KPBS100ﾉαlに溶解した。次にMl2細胞を107

個準備し、冷却したｌ×ＫPBSで１回洗浄した後、

４℃で２分間1500rpm遠心し、ｌ×KPBS500解ｌ

に懸濁した（107個／500ﾉU1l)。ｌ×ＫPBSに懸濁

したＤＮＡとＭ１2細胞をGenepulserCuvette，

0.4cｍ（Bio-Rad）に移し、276Ｖ，950浬Ｆの条件

でエレクトロポレーションを行った（Gen e

PurserⅡ)。ＤＮＡを導入したＭ12細胞は中フラ

スコ（Nunc）で２日間培養したのちG418によっ

て薬剤選択を行った。G418はアミログリコシド

系の抗生物質で、８０Sリポゾームの機能に干渉し、

真核細胞のタンパク質合成を阻害する。そのため

G418耐性遺伝子が組み込まれたTet-Offvector

が導入されなかったまたは安定して発現できなかっ

たＭ１2細胞は死滅する。つまり、G418で薬剤選

択することにより、Tet-Offvectorが組み込まれ

ていないMl2を除くことが可能となる。Ｇ418に

よる薬剤選択は中フラスコから２４ウェルプレー

ト（FALCON）にＭ１2細胞が２×105個／ｍｌに

なるよう調節し、１ｍｇ／ｍｌＧ４１８硫酸塩（Wako）

を含む培養液で、３～４日に一度培養液を交換し

ながら観察した。増殖してきた細胞から順に24ウェ

ルプレートlwellから６ウェルプレート（ＩＷＡＫＩ）

ｌwellに移した。生存したＭ12細胞はTet-Off

vectorが組込まれることでＧ418耐性を獲得した

細胞株であり、６ウェルプレート４wellになるま

で増殖させ、ドキシサイクリンに対して高反応性

を示すクローンのみを以下の方法でさらに選択し

た。耐性株はTet-OffvectorにコードされたtTA

を産生している状態であり、一過性にルシフェ

ラーゼをコードしたpTRE2pur-Lucvectorをエ

レクトロポレーションで導入すると、ドキシサ

イクリン非存在下でTRE配列にtTAが結合し、

ルシフェラーゼ産生を誘導する。産生されたルシ

フェラーゼはルシフェラーゼアッセイによりその

産生量を確認した。このドキシサイクリンによる

ルシフェラーゼ産生制御を最もよく受けていた株

のみ選択した。Ｇ418耐′性株６～８×106個をｌ×

KPBS500解lに懸濁したものとＰｖｕｌ（BioLabs）

で直鎖状にし、フェノール／クロロホルム抽出後、

エタノール沈殿をしたpTRE2pur-Lucvectorを

ｌ×KPBS100皿に懸濁したものを準備し、こ

れらを950浬Ｆ，275Ｖの条件でエレクトロポレー

ションを行った。反応液は８ｍlの培養液に懸濁

し、６cmDish2枚に分け、一方にｌﾉαｇ／ｍｌド

キシサイクリン（MPBiomedicals）を添加し、

もう一方は未添加の状態で24時間培養した。２４時

間後、細胞を回収し、ルシフェラーゼアッセイを

行った。ドキシサイクリン存在下（＋）・非存在

下（－）での蛍光強度を比較した結果、ドキシサ

イクリン（＋）の相対発光強度が低く、（－）で

高くなる細胞株Ａ・Ｂ．Ｃを得ることができた

(表２)。

表：２３クローンのルシフェラーゼアッセイ結果

Ａ Ｂ Ｃ

Dox(＋）［RLU］ 3499 8544 14060

Dox(一）［RLU］ 69114 218240 403610

(＋)／(一)[倍］ 19.7 25.5 28.7
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次にドキシサイクリンに対して高反応性を示し

たＧ418耐性株３クローンを限界希釈法で単クロー

ンにした。まずＡ，Ｂ，Ｃの耐‘性株をそれぞれ計算

上0.45個／100浬lになるよう準備した。これらを

１ｍｇ／ｍｌＧ４１８を含む培養液30ｍlに懸濁し、９６

ウェルプレート３枚にｌｗｅｌｌｌＯＯﾉαlとなるよう12‐

Pette（costar）を用いて撒いた。その後、３７℃，

５％ＣＯ２インキユベーターで培養し、順次増殖

してきた３つの耐性株のサブクローンを24ウェル

プレートに移した。その後、細胞の増殖に合わせ

培養を６ウェルプレートに変更し、８０％コンフル

エントなwellが４つになるまで増殖させてから、

再びドキシサイクリン反応性を同様に調べた。そ

の結果、Ａ，およびC，を得た（表３)。

表：３２クローンのルシフェラーゼアッセイの結果

Ａ Ｃ

Dox(＋）［RLU］ 21557 16512

Dox(－）［RLU］ 594691 543776

(＋)／(一)[倍］ 27.6 32.9

さらにこの得られた２クローンに対して再び限

界希釈法による選択を行った。その結果、安定し

たドキシサイクリン反応性を示すＣ，，を得た（表

４)。

表：４Ｃ''サブクローンのルシフェラーゼアッセイ結果

Ｃ
ウウ

Dox(＋）［RLU］ 7959

Dox(－）［RLU］ 157495

(＋)／(一)[倍］ 19.8

５．ＦＬＡＧタグ付きmouseTRAF3Tet-Off誘導

可能細胞株（M12-Tet-OffpTRE2purFLAG

mTRAF3）の樹立

４．で樹立したドキシサイクリン高反応性のＧ418

耐‘性株Ｃ，，(M12-Tet-Off細胞）ｌ×107個およ

びＰｖｕｌで直鎖状にし、フェノール／クロロホル

ム抽出後、エタノール沈殿により調整しpTRE2

pur-FLAGmTRAF310〆ｇ／ｍｌをそれぞれｌ

×KPBS500〆１，１００〆lに懸濁し950媒Ｆ，275Ｖ

の条件でエレクトロポレーションを行った。エレ

クトロポレーション後、Ｃ，'を0.5ｍｇ／ｍｌＧ４１８

が含まれる培養液30ｍlに懸濁し、中フラスコで

２日間培養した。その後、培養液を0.5ｍｇ／ｍｌ

Ｇ４１８硫酸塩，２ﾉｕｇ／ｍｌビューロマイシン

(CALBIOCHEM)，１浬ｇ／ｍｌドキシサイクリ

ンが添加されたものに変更し、２４ウェルプレート

に２×105個／ｍｌになるよう調節し播種した。

プラスミドのｐＴＲＥ２ｐｕｒ－ＦＬＡＧｍＴＲＡＦ３には

ビューロマイシン耐性遺伝子がコードされている

ため、ビューロマイシン存在下で増殖してきた細

胞はこのベクターが導入されたＣ，，であることが

わかる。培養液は２日に一度新しいものに換えた。

また先に導入したTet-Offvectorの脱落防止のた

め、選択時より低濃度のG418を加え、ＴRE配列

にtTAが結合することで誘導されるＦＬＡＧｍＴＲ

ＡＦ３の発現を抑制するためにドキシサイクリンを

加えた。増殖してきた細胞には順次番号をつけ、

必要量まで増殖させた後、一部を凍結保存に用い、

残りをドキシサイクリン高反応性クローンである

かを調べる実験に用いた。凍結保存は８×106個

／ｍｌ程度の細胞をFreeze液［10％ＤＭＳＯ

(Wako)，９０％FBS]２ｍlに懸濁し、凍結チューブ

(WHEATON)２本にｌｍｌずつ分注し、-80℃に

保存した。ビューロマイシン耐性かつドキシサイ

クリン高反応性株の選択は耐性株を６ウェルプレー

ト各lwellにドキシサイクリン存在下（＋）と非

存在下（－）で培養し、FLAGmTRAF3発現量

がドキシサイクリン（＋）と比較しドキシサイク

リン（一）でどれだけ上昇しているのかをウエス

タンプロット法で検出することで選択した。まず

６ウェルプレートlwellまで増殖した耐性株の細

胞数をトリパンブルー法でカウントし、ドキシサ

イクリンを含まない培養液で２回洗った。これは

耐性株が増殖するまでの培養液にはFLAGmTRAF3

の産生を抑制する目的でドキシサイクリンを添加

しているため、それを除去する目的で行った。そ

の後、0.5ｍｇ／ｍｌＧ４１８，２〆ｇ／ｍｌビューロマ

イシンを含む培養液６ｍlに懸濁し、新しい６ウェ
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M12-Tet-OffpTRE2purFLAGmTRAF3細胞株の樹立

ルプレート２wellに３ｍlずつ細胞を戻した。２w

ell中lwellはドキシサイクリン（＋）で培養する

ため１/Ｌ４ｇ／ｍｌドキシサイクリンを添加した。も

う一方はドキシサイクリン（一）で培養するため

そのまま培養を開始した。培養開始から４時間後

にドキシサイクリン（一）は再度回収し、新しい

0.5ｍｇ／ｍｌＧ４１８，２際ｇ／ｍｌビューロマイシン

を含む培養液と交換した。これは細胞表而にドキ

シサイクリンが残存し、培養液rl:Iに遊離してくる

ため、それを除く目的で行った。培養開始から４８

時間後にドキシサイクリン（＋)、（－）で培養し

た細胞を回収し、カウントした。カウント後、ペ

レットにしてから-80℃のフリーザーで一旦保存

した。ペレットは細胞可溶化液で可溶化後、一次

抗体の抗FLAGＭ２抗体（Stratagene）および

二次抗体のhorseradishperoxidase（HRP）標識

Goat抗ｍｏｕｓｅＩｇ花鎖抗体を川いてウエスタンプ

ロットを行い、耐性株のFLAGmouseTRAF3

の発現量を比較した。その結果、Ｃ''-1とＣ''-2が

ドキシサイクリン商反応性株として得られた。得

られた２クローンを限界希釈法により選別し、ビュー

ロマイシン耐性であるドキシサイクリン高反応‘性

の単クローン株C'，‐１，を得た（側：１０)。

Ｃ''－１‘

DoxVcVClin十一

一一一一

r帝F曽診や噂糠 ーFLAGmTRAF3

“一一＝ー

ロー‐！ -？●■、 ~ ｰ 剣

図：１０樹立したM12-Tet-OffpTRE2purFLAGmTRAF3

Ⅳ、考 察

Tet-Offシステムは細胞の種類によって、｜|的

迩伝子発現を誘導的に調節できる細胞株の樹立が

困難な場合も存在するがＭ１2細胞にはTet-Offシ

ステムを適応できることが明らかとなった。樹立

に当たり培養した多数のクローンは細胞の増殖ス

ピードや顕微鏡下観察における形態にクローン間

の差があった。特に増殖スピードに関しては早い

ものよりも比較的遅いクローンの方が安定したド

キシサイクリン高反応性を示した。実際、Ｍ12‐

Tet-Off細胞株ではＭ１2細胞にTet-Offvectorを

導入後に得られたクローンをルシフェラーゼアツ

セイを用いてドキシサイクリン高反応性を調べた

ところ、股終的に２回の限界希釈法により選別さ

れた細胞株は増殖スピードが遅いＣ'であった。

さらに樹立したＣ，'‐１'の増殖スピードも遅いも

のだった。これまでTRAF3の過剰発現は細胞に

とって致死的であり多くのTRAF3機能解析はＴＲ

ＡＦ３ＫＯが一般的であった。しかし、今回樹立し

たＣ，'‐１，はドキシサイクリン存在下では細胞の

生存には不備を来さず、かつドキシサイクリン除

去による十分なTRAF3発現を誘導できることか

ら、今まで明らかとされていなかったTRAF3の

機能解析が可能となり、さらにTRAF3が過剰の

場合NF-にBAlternativepathwayに与える影

響も解析が可能となる。さらに今後、この樹立し

た細胞株を用いIｇＥクラススイッチにおけるTRA

F3とIL-4レセプターの関係、α４やＣａＭＫⅡがど

のように制御に関わっているかなどTRAF3のＫ４

８ユビキチン化を指標とし解析していく予定であ

る。TRAF3の機能にはまだ明らかにされていな

い点が多くこの研究により新しいIgEクラススイッ

チのシグナル伝達解析のみならずTRAF3を制御

する分子を同定することが可能となることが期待

される同
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