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要旨 
 動物個体内で特定の細胞のみを除去する手法（細胞ノックアウト法）は，細胞の生理機

能を解析する時や，細胞移植実験などに必要となる臓器不全の疾患モデル動物を作製する

時に役立つ。そこで，動物個体内の特定の細胞のみを任意の時期に除去できる，毒素受容

体を用いた細胞ノックアウト法（Toxin receptor mediated cell knockout, TRECK法）が開発さ
れた。TRECK法は，野生型マウスがジフテリア毒素（DT）に対して耐性を持っていること
に着目し，DT受容体として機能するヒト Heparin-Binding EGF-like Growth Factor（HB-EGF）
を特定の細胞のみで発現させたトランスジェニックマウスを作製し，任意の時期に DTを投
与することで，その細胞のみを除去できる手法である。しかしながら毒素受容体として用

いるヒト HB-EGFは EGF受容体を活性化させる増殖因子で，過剰発現させた組織や個体に
異常を生じる可能性が考えられる。また HB-EGF は膜結合型のタンパク質として合成され
た後プロテアーゼにより切断され分泌型となるが，分泌型となったヒト HB-EGF は DT 受
容体として機能しない。そこで，DT受容体機能を保持しつつ増殖因子活性を失い，プロテ
アーゼによる切断が起こらない変異型ヒト HB-EGFを作製することで，TRECK法の改良を
行うことを考えた。 
これまでに生化学的な実験や X線結晶構造解析により報告されている，ヒト HB-EGFで

DTとの結合に重要なアミノ酸や，HB-EGFと同じEGFファミリーに属するヒトEGFでEGF
受容体との結合に重要なアミノ酸の情報を利用した。そして，DTとの結合部位を破壊する
ことなく EGF 受容体との結合活性を減少させることを考えて，ヒト HB-EGF の細胞外の
EGF様ドメインの 5ヶ所のアミノ酸を置換した変異型ヒト HB-EGFを作製し，培養細胞に
導入して調べた。その結果，2つの有効な変異体を得ることに成功した。そのうちの１つで
ある I117A/L148V変異型ヒト HB-EGFは，DT受容体能に関しては野生型に比べ 1/10程度
に低下してはいるものの、増殖因子活性をほぼ完全に失った変異体であった。もう１つの

I117V/L148V変異型ヒト HB-EGFは，DT受容体機能は野生型と同程度に保持しており、か
つ増殖因子活性を大幅に低下した変異体であった。さらにこれら 2つの変異型ヒト HB-EGF
を発現した細胞へ，膜結合型 HB-EGF の切断を促すことが知られている
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate（TPA）刺激を加えて調べたところ，TPA刺激による切
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断断片はほとんど検出できず，これら 2 つの変異型ヒト HB-EGF は，プロテアーゼによる
切断に耐性を持っていることも明らかとなった。 
次にこれら 2 つの変異型ヒト HB-EGF について，マウス個体で用いた時の有用性を調べ
た。これまでに，野生型 HB-EGF を全身で発現するトランスジェニックマウスは出生後に
発現誘導する方法を用いなければ得ることができず，胎児期の HB-EGF の過剰発現は致死
となる可能性が報告されていた。そこで，全身で遺伝子を発現させるプロモーターを用い

て，野生型，I117A/L148V と I117V/L148V 変異型のそれぞれのヒト HB-EGF を発現するト
ランスジェニックマウスが得られるかどうかを調べた。それぞれ 100 匹程度ずつのマウス
が誕生するまで受精卵へのトランスジーンのインジェクションを行った。その結果，血液

中の細胞でトランスジーンの発現が確認できたラインは，野生型では 2 ラインしか得られ
なかったのに対して，I117A/L148V と I117V/L148V 変異型ではそれぞれ 14 ラインと 17 ラ
インずつ得られ，トランスジーンを発現したマウスが得られた割合は高かった。野生型ヒ

ト HB-EGF を発現するマウスが誕生したことはこれまでの報告とは異なったが，増殖因子
活性が減少していた I117A/L148Vまたは I117V/L148Vの変異型ヒト HB-EGFは，胎児期の
過剰発現による致死性を回避できる可能性が高いと考えられる。したがってこれまでの結

果を合わせると，I117A/L148Vまたは I117V/L148Vの変異型ヒト HB-EGFは，TRECK法に
用いる毒素受容体として適していると結論づけられる。 
また TRECK法のさらなる応用を目指し，TRECK法を用いて脳細胞を特異的に除去する
ことが可能であるかどうかを調べた。TRECK法では，血液中に投与した DTが血液の循環
によって細胞表面のヒト HB-EGF に到達することで，標的細胞を除去する。しかし脳細胞
を標的として TRECK法を用いる時は，58kDaの大きさのタンパク質である DTが血液脳関
門を通過できるかどうかが問題となる。そこで，中枢神経系のミエリンを構成するタンパ

ク質の 1つである myelin basic protein（MBP）遺伝子のプロモーターを用いて，ヒト HB-EGF
遺伝子をオリゴデンドロサイト特異的に発現するトランスジェニックマウスを作製しその

検証を行った。脳組織特異的にヒト HB-EGF の発現が確認できたラインのトランスジェニ
ックマウスの腹腔内に DTを経時的に投与し，脳組織を免疫組織染色法により観察した。そ
の結果，小脳において標的としたオリゴデンドロサイトのマーカーである 2',3'-cyclic 
nucleotide 3'-phosphodiesterase （CNPase）の減少が確認できた。一方，アストロサイトのマ
ーカーである Glial Fibrillary Acidic Protein（GFAP）の減少は見られなかった。よってマウス
の腹腔内に投与した DTは，特別な処置を行わなくても血液脳関門を通過し，ヒト HB-EGF
を発現させたオリゴデンドロサイト特異的に障害を与えたことが示された。腹腔内への DT
投与量と脳内標的細胞への障害の程度との関連など検討すべき課題は残っているが，

TRECK法を用いて脳細胞を特異的に除去することは可能であると考えられる。 
 今後，本研究で作製した変異型ヒト HB-EGF を毒素受容体として利用することや，脳内
の細胞も標的とすることで，TRECK法を用いた研究の幅が広がることが期待される。 
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序論 

 
組織や細胞の生体内での機能を明らかにするために，その組織や細胞を欠失

させ影響を検討するという手法がある。一方，糖尿病やアレルギー性疾患のよ

うに，特定の細胞の障害や活性化が直接的引き金となって引き起こされる疾患

は多い。そのため，疾患に関与する細胞を欠いた動物を作製することは，その

疾患のメカニズムや治療法の研究を行うのに有用である。特に，幹細胞探索な

どのための細胞移植実験には，特定の臓器不全モデル動物が必要とされる。こ

のように動物個体内で特定の細胞のみを除去する手法（細胞ノックアウト法）

は，細胞の生理機能を解析する時や，種々の研究に利用される疾患モデル動物

を作製する時に役立つ。 
そのためには，組織や細胞を外科的に取り除く方法や目的とする細胞に毒素

遺伝子を特異的に発現させる方法が挙げられる（Palmiter et al., 1987；Breitman et 
al., 1987；Borrelli et al., 1988；Heyman et al., 1989；Lowell et al., 1993；Ross et al., 
1993）。しかし目的とする細胞が個体内に散在する時には，前者の方法ではその
細胞だけを効率よく除去することは不可能である。また目的とする組織や細胞

が発生過程に必須な場合，後者の方法では胎児期に死亡し，出生後の解析が不

可能となる。そこで当研究室では，動物個体内の特定の細胞のみを任意の時期

に除去できる，毒素受容体を用いた細胞ノックアウト法（Toxin REceptor-mediated 
Cell Knockout，TRECK法）を開発した（Saito et al., 2001；斉藤博士論文 2005）。 

TRECK法は，ジフテリア毒素（DT）に見られる，次のような性質を利用して
いる。DTは，Aと Bの 2つのフラグメントから構成され，Bフラグメントを介
して細胞表面にある Heparin-Binding EGF-like Growth Factor（HB-EGF）と結合す
ることによって（Naglich et al., 1992）細胞内に取り込まれる。その後，Aフラグ
メントがサイトゾルへ移行し，ペプチド鎖伸長因子 2（EF-2）を ADP リボシル
化し不活性化することでタンパク質合成を阻害し，細胞を死に至らしめる（図

1-1；Honjo et al., 1968；Pappenheimer, 1977；Kohno et al., 1986；Mekada et al., 1988；
Moskaug et al., 1991）。Aフラグメントは，サイトゾルに 1分子存在するだけで，
すべての真核生物由来の細胞を死に至らしめる活性をもつが（Yamaizumi et al., 
1978），DT に対する感受性は動物種間によって異なり，ヒト由来の細胞は DT
に対して感受性が高いが，マウス由来の細胞は極めて低いことが知られている。

この感受性の違いは，DT受容体として働く HB-EGFのアミノ酸配列がヒトとマ
ウスで異なり，ヒト HB-EGF には DT が結合するが，マウス HB-EGF には DT
が結合しないことによって生じている（Mitamura et al., 1995）。そこで，ヒト
HB-EGF 遺伝子を特定の組織や細胞特異的に発現させるプロモーターにつなげ
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てマウスの受精卵に導入すると，その組織や細胞のみでヒト HB-EGF を発現す
るトランスジェニックマウスが得られる。そして任意の時期にその個体へ DTを
投与することで，ヒト HB-EGF を発現した細胞のみに障害を与えることが可能
となる。実際，肝臓組織特異的に発現するアルブミン遺伝子のエンハンサー/プ
ロモーターの下流にヒト HB-EGF 遺伝子をつなげて導入したトランスジェニッ
クマウスに DTを投与することで，劇症肝炎様症状を誘発できることが示された
（図 1-2；Saito et al., 2001；斉藤博士論文 2005）。 
しかしながら TRECK法は，毒素受容体としてヒト HB-EGFを用いることで，
考えなければならない次のような問題点を含んでいる。 

HB-EGF は，ヘパリン結合ドメイン，EGF 様ドメイン，膜貫通ドメインと細
胞質ドメインを含む膜結合型のタンパク質として合成され（図 1-3），DT受容体
としても機能する膜結合型 HB-EGF は，細胞表面で A disintegrin and 
metalloprotease（ADAM）ファミリーのプロテアーゼにより細胞外領域が切断さ
れ分泌型となる（Izumi et al., 1998；Asakura et al., 2002）。そして分泌されたヒト
HB-EGFは，BALB-3T3細胞などのマウス細胞を含めた，様々な細胞に対して増
殖活性を持っている（Higashiyama et al., 1991）。このように HB-EGFは EGFフ
ァミリーに属する増殖因子で，EGFや他の EGFファミリーのタンパク質と同様
に EGF受容体に結合しリン酸化の刺激となる。これまでに初代培養の実験より，
HB-EGFはラットの肝実質細胞（Ito et al., 1994）やマウス胎児肝臓の上皮細胞
（Kawasaki et al., 2005）の DNA合成を増加させることが報告されている。また，
HB-EGF の mRNA の発現はラットの肝臓再生時に増加すること（Kiso et al., 
1995）や，部分的肝切除後の肝臓の DNA合成は HB-EGFを投与したマウスでは
増加するが HB-EGFノックアウトマウスでは遅れる（Mitchell et al., 2005）こと
が報告されており，HB-EGFが肝臓の再生に重要な働きをしていることが示され
ている。肝臓組織特異的にヒト HB-EGF を過剰発現させたトランスジェニック
マウスは，通常の飼育条件下では異常は見られなかった（Saito et al., 2001）が，
肝切除を行うとその後の肝実質細胞の増殖の加速が見られた（kiso et al., 2003）。
さらに，膜結合型 HB-EGF を切断するプロテアーゼの阻害剤により心肥大が抑
えられたこと（Asakura et al., 2002），HB-EGFの過剰発現により膵臓の繊維化が
見られたこと（Means et al., 2003），HB-EGFノックアウトマウスでは心臓や心臓
弁の発生に異常が生じること（Iwamoto et al., 2003；Jackson et al., 2003）など，
HB-EGF は生体内においても重要な働きをしていることを示唆する報告がなさ
れている。 
このような働きのほとんどは分泌型 HB-EGF の作用によるものであると考え
られる。一方これまでに，分泌型 HB-EGF が細胞増殖を促進するのに対し，膜
結合型HB-EGFには増殖を抑制する働きがあるという報告がある（Iwamoto et al., 
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1999）。この報告では，EGF や HB-EGF 依存的に増殖する DER 細胞を，増殖に
十分な量の EGFの存在下で HB-EGFを発現させた細胞と共に培養すると，DER
細胞の増殖は抑制されアポトーシスを起こすことが示されている（図 1-7）。そ
して分泌型のみの作用を見る実験と比較を行うことにより，この増殖抑制効果

は HB-EGF の膜結合型の作用によるものであるとされている。このように膜結
合型 HB-EGF は，分泌型の単なる前駆体ではなく，活性を持ち，膜に結合した
状態で隣接する細胞にシグナルを伝えていると考えられている。 
よって TRECK法では，標的細胞に増殖因子として機能するヒト HB-EGFを過
剰発現させることにより，組織や個体に異常を生じる可能性がある。また膜結

合型 HB-EGF の性質を考慮すると，膜結合型 HB-EGF の切断を抑えて分泌型を
生じないようにしても，HB-EGF過剰発現による副作用を抑えられないことも考
えられる。さらに，目的の細胞へ発現させた膜結合型ヒト HB-EGF が切断され
て分泌型となると，ヒト HB-EGFの DT受容体としての活性が失われることや，
血液中に遊離した分泌型ヒト HB-EGF が DT との結合において競合することに
より，目的の細胞を破壊できなくなる可能性が挙げられる。 
そこで，DT受容体機能を保持しつつ増殖因子活性を失い，プロテアーゼによ
る切断が起こらない変異型ヒト HB-EGFを作製することで，TRECK法の改良を
行った。 
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図 1-1 DTの作用機序 
 

ジフテリア毒素（DT）は，Aと Bの 2つのフラグメントから構成され，Bフラグメン
トを介して細胞表面にある Heparin-Binding EGF-like Growth Factor（HB-EGF）と結合す
ることによって細胞内に取り込まれる。その後，Aフラグメントがサイトゾルへ移行し，
ペプチド鎖伸長因子 2（EF-2）を ADP リボシル化し不活性化することでタンパク質合
成を阻害し，細胞を死に至らしめる。Aフラグメントは，サイトゾルに 1分子存在する
だけで，すべての真核生物の細胞を死に至らしめる活性をもつが，DT に対する感受性
は動物種間によって異なり，ヒト由来の細胞は DTに対して感受性が高いが，マウス由
来の細胞は極めて低いことが知られている。この感受性の違いは，DT 受容体として働
く HB-EGFのアミノ酸配列がヒトとマウスで異なり，ヒト HB-EGFには DTが結合する
が，マウス HB-EGFには DTが結合しないことによって生じている。 
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図 1-2 TRECK法の概要 
 

マウス HB-EGFは DT受容体として機能しないので，野生型マウスに DTを投与しても
影響は見られない。この性質に着目して，ヒト HB-EGF遺伝子を特定の組織や細胞特異
的に発現させるプロモーターにつなげてマウスの受精卵に導入すると，その組織や細胞

のみでヒト HB-EGFを発現するトランスジェニックマウスが得られる。そして任意の時
期にその個体へ DTを投与することで，ヒト HB-EGFを発現した細胞のみに障害を与え
ることが可能となる。この TRECK法を用いて，マウス生体内で肝細胞特異的に細胞死
を起こさせることに成功している。（Saito et. al., 2001） 
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図 1-3 HB-EGFの構造 
 

HB-EGFは，EGFファミリーに属する増殖因子で，EGF-likeドメインを持つ膜結合型の
タンパク質として合成された後，プロテアーゼにより細胞外領域が切断され分泌型とな

り血液中に遊離する。そして EGF 受容体に結合してリン酸化の刺激となる。また DT
は HB-EGFの EGF-likeドメインに結合する。しかし，分泌型となったヒト HB-EGFは
DT受容体として機能しない。膜結合型ヒト HB-EGFの主要な切断部位である Leu148の

位置を太矢印で示した。 
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材料と方法 

 
細胞，WEHI-3培養上清，ジフテリア毒素（DT）およびマウス 
 NIH 3T3細胞，Hela細胞（Hela tet off cells，Clontech）および外来遺伝子を導
入したこれらの細胞は，10% Foetal bovine serum（FBS，Thermo Trace，オースト
ラリアなど）を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM，Sigma；
D6546）培地で培養した。PLAT-E 細胞（東京大学医科学研究所，北村俊雄博士
より供与，Morita et al., 2000）は，10% FBS，1µg/mlピューロマイシン（Sigma；
P-8833），10µg/mlブラストシチジン（Invitrogen；R210-01），100単位/ml ペニシ
リン（明治製菓）と 100µg/ml ストレプトマイシン（明治製菓）を添加した DMEM
培地で培養した。DER 細胞（大阪大学微生物病研究所，目加田英輔博士より供
与）は，10% FBSと IL-3の供給源として 5% WEHI-3培養上清を添加した RPMI 
1640 培地（Sigma；R8758）で培養した。WEHI-3 細胞（大阪大学微生物病研究
所，目加田英輔博士より供与）は，10% FBSを添加した DMEM培地で培養し，
継代の時は浮いた細胞を捨て，接着した細胞をトリプシンで剥がして回収した。

細胞の培養はすべて，インキュベーター（37℃，5% CO2）の中で行い，通常の

継代には，Cell Culuture Dish（CORNING；430167），DER 細胞のみ Suspension 
Culture Dish（CORNING；430591）を用いた。 

WEHI-3培養上清はWEHI-3細胞をコンフルエントの 1/10で継代して 5日間培
養した培養上清を回収し，遠心して沈殿物を取り除いた上清を用いた（Ihle et al., 
1982）。 

DT はジフテリア菌（PW8 株）の培養上清より精製されたものを用いた
（Ishii-Kanei et al., 1979，岩脇修士論文 1997）。 
マウスは日本クレアから購入し，特に表記がなければ，C57BL/6J系統の Adult
マウス（8-24週齢）を実験に使用した。 
 
プラスミド・コンストラクション 
 ヒトHB-EGFのアミノ酸残基を置換するための変異はすべて，polymerase chain 
reaction（PCR）法を用いた部位特異的変異導入法により導入した。プラスミド・
コンストラクションのための PCR に使用したプライマーのリストを表 1-1 に示
した。本研究で作製したプラスミドのうち，代表的なプラスミド 4 種類のマッ
プを図 1-4に示した。大腸菌はすべて，DH5αを使用した。 
ヒト HB-EGF 遺伝子をレトロウイルスベクターへ挿入したプラスミド（図

1-4A，NAIST河野研ストック No.633ほか）は，P1-BamHIと P2-EcoRIのプライ
マーを用いて，pRcHBEGF（大阪大学微生物病研究所，目加田英輔博士より供与，
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Iwamoto et al., 1994，NAIST河野研ストック No.38）に挿入されたヒト HB-EGF
遺伝子に Bam HIと Eco RIの制限酵素部位を付加して得られた断片，および PCR
法を用いた部位特異的変異導入法によって得られた変異型ヒト HB-EGF 遺伝子
断片を，レトロウイルスベクターである pMX-IRES-GFPまたは pMXs-IG（東京
大学医科学研究所，北村俊雄博士より供与，Nosaka., 1999，NAIST 河野研スト
ック No.529または 564）の Bam HIと Eco RIの制限酵素部位へ挿入して作製し
た。図 1-15 と 16 で使用した強制分泌型ヒト HB-EGF をレトロウイルスベクタ
ーに挿入したプラスミドは， P1-BamHI と wt-term， L148S-term または
L148S/P149T-termのプライマーを用いて，Bam HIと Eco RIの制限酵素部位を付
加して得られた断片を，pMXs-IGの Bam HIと Eco RIの制限酵素部位へ挿入し
て作製した。図 1-25で使用した hemagglutinin（HA）タグを付加したヒト HB-EGF
発現プラスミド（NAIST 河野研ストック No.799 ほか）は，P1-BamHI と
P2-HA-EcoRIのプライマーを用いてBam HIとEco RIの制限酵素部位を付加して
得られた断片を，pMXs-IGの Bam HIと Eco RIの制限酵素部位へ挿入して作製
した。 
肝炎モデルマウス作製用 pAlbTR2プラスミド（図 1-4B，NAIST河野研ストッ
ク No.670）は，P1-EcoRIと P2-EcoRIのプライマーを用いて Eco RIの制限酵素
部位を付加して得られた断片を，pBstN［本学動物分子工学（当時），小林和人
博士より供与，NAIST河野研ストック No.55］の Eco RIの制限酵素部位へ挿入
したプラスミド（pTRECK2，NAIST河野研ストック No.669）へ，p2335A-1（大
阪大学細胞工学センター，金田安史博士より供与，NAIST河野研ストック No.36）
から Not Iと Bam HIで切り出したアルブミンエンハンサー・プロモーターの断
片を挿入して作製した。野生型ヒト HB-EGF を発現する肝炎モデルトランスジ
ェニックマウス作製には，pMS7（Saito et al., 2001，斉藤博士論文 2005，NAIST
河野研ストック No.206）を使用した。 
図 1-24で使用した強制分泌型ヒト HB-EGF発現プラスミド（図 1-4C，NAIST
河野研ストック No.908-916）は， P1-EcoRI と P2-148t-EcoRI または
P2-L148Vt-EcoRIのプライマーを用いて，Eco RIの制限酵素部位を付加して得ら
れた断片を，哺乳類発現ベクターである pCAGGS（Niwa et al., 1991，NAIST河
野研ストック No.81）の Eco RIの制限酵素部位へ挿入して作製した。 
ヒト HB-EGF全身発現マウス作製用プラスミド（図 1-4D，NAIST河野研スト
ック No.919-921）は，次の通りに作製した。まず図 1-27で使用した GFP融合型
ヒト HB-EGF 遺伝子をレトロウイルスベクターで発現させるプラスミド（古川
修士論文 2003）を作製した。PCR 法により P1-EcoRI と P2-AgeI のプライマー
を用いて，pRcHBEGFに挿入されたヒト HB-EGF遺伝子に Eco RIと Age Iの制
限酵素部位を付加した断片を，pEGFP-N1（Clontech-TaKaRa，NAIST河野研スト
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ック No.122）の Eco RIと Age Iの制限酵素部位に挿入して得られたプラスミド
から Eco RIと Not Iで切り出して，レトロウイルスベクターである pMXs-neo（東
京大学医科学研究所，北村俊雄博士より供与，NAIST河野研ストック No.563）
の Eco RIと Not Iの制限酵素部位に挿入した（pMXs-HBEGF-GFP，NAIST河野
研ストック No.635）。このプラスミドから，P1-EcoRIと P2-EGFP-EcoRIのプラ
イマーを用いて，Eco RIの制限酵素部位を付加した断片を，pCAGGSの Eco RI
の制限酵素部位へ挿入して，図 1-4Dのプラスミドを作製した。 
 
PCR法を用いた部位特異的変異導入法 
 プラスミド・コンストラクションのための PCR はすべて，表 1-1 に並べた 4
種類（P1，P2，M1，M2）に分類したプライマー（以下ではそれぞれ，P1 プラ
イマー，P2プライマー，M1プライマー，M2プライマーと表記）を用いて行っ
た。制限酵素部位の付加は，P1プライマーと P2プライマーの組み合わせで，(1) 
98℃ 1分，(2) 98℃ 10秒，65℃ 30秒，72℃ 1-2分を 30サイクル (3) 72℃ 10
秒，4℃保存の条件で，Pyrobest DNA polymerase（TaKaRa；R005B）を 50µlの反
応系で 0.2µl ずつ用いて PCR 反応を行った。また，部位特異的変異導入は，P1
プライマーとM2プライマー，P2プライマーとM1プライマーの組み合わせで，
それぞれ同様の条件で 1回目の PCR反応を行った後，生成した 2種類の断片を
混ぜた溶液を鋳型として，P1プライマーと P2プライマーの組み合わせで，同様
の条件で 2 回目の PCR 反応を行い，生成した DNA 断片を電気泳動により分離
した後に切り出し，DNA回収用ガラスパウダー（EASYTRAPTM Ver.2，TaKaRa；
9410）を用いて精製した。2 箇所のアミノ酸置換を行った変異型ヒト HB-EGF
は，同様の PCRを繰り返すことで変異を導入した。すべての作製したプラスミ
ドは，DNAシークエンサー（ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer，アプライドバイ
オシステムズ）を使用して配列を確認した。 
 
レトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入法 
パッケージング細胞の PLAT-E 細胞を 6.0 cm dish（CORNING；430166）に

2.0×106個となるように調整し12-18時間培養した後，9µlのFuGENE6 Transfection 
Reagent（Roche；1814 443）と 3µgのプラスミドの混合液を滴下して 24時間培
養し，3-4mlの新しい培地に交換した。さらに，24時間培養した後，培養上清を
回収してウイルス溶液とした。そして，NIH 3T3細胞を 10 cm dish（CORNING；
430167）に 2.0×105個ずつ調整し 12-18時間培養した後，ウイルス溶液を 5mlと
ポリブレン（hexadimethrine bromide，Sigma；H9268-5G）を 8µg/ml となるよう
に加えた新しい培地中で培養した。続けて細胞を新しい 10 cm dishに調整し，同
様にウイルス溶液中で培養し，遺伝子を導入した。その概要を図 1-5に示した。
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遺伝子を導入した細胞は，2回目の感染から 2-3回継代した後に実験に使用した。 
 
リン酸カルシウム法による遺伝子導入法 

Hela細胞への遺伝子導入は，リン酸カルシウム法により行った。Hela細胞を，
10 cm dish（CORNING；430167）に 1.0×106個となるように調整し 12-18時間培
養した後，プラスミドDNA 20µgを 50µlのTE（pH 8.0）に溶解後，2.5M CaCl2 50µl，
ddH2O 400µlを加え,この溶液を pH 7.10の 2×HBS（50mM HEPES，280mM NaCl，
1.5mM Na2HPO4・12H2O）500µlに滴下懸濁し，室温で正確に 20分間静置した。
その後，このプラスミド混合液を全量 dishに滴下し 6時間培養し，Hank’s溶液
（130mM NaCl，5.3mM KCl，5.5mM Glucose，3mM Na2HPO4・12H2O，10mM HEPES，
0.005N NaOH，0.5×10-3% Phenol red，1µM CaCl2，1µM MgCl2）で 2回洗浄後，
新しい培地に交換し培養を続けた。6.0 cm dish（CORNING；430166）への遺伝
子導入は（図 1-23），調整する細胞数や dishに滴下するプラスミド混合液の量を
すべて半分にして行った。 
 
膜結合型 HB-EGFの切断確認 
回収時にコンフルエントの 70-80%程度となるように，細胞を 10 cm dish
（CORNING；430167）に調整し，無血清培地で 18時間培養後，64nM TPA（Phorbol 
12-Myristate 13-Acetate，ナカライテスク；GR27547-14，全量を DMSOへ溶かし
-30℃保存，再凍結不可）や 10% FBSを培地中に加えさらに 30分間培養し，細
胞からタンパク質を回収し，Western Blotにより，膜結合型 HB-EGFの切断を確
認した。 
 
細胞からタンパク質の回収 
 細胞を培養した dishから培地を取り除き，冷えた PBS (-) で 2回洗浄した後，
Lysis Buffer［10mM Tris-HCl (pH 7.4)，1% NP-40，1mM EDTA，2µg/mlアプロチ
ニン（製造中止）またはベンズアミジン（ナカライテスク；040-36），2µg/mlロ
イペプチン（ペプチド研究所；4041），1µg/ml ペプスタチン（ペプチド研究所；
4397），100µg/ml PMSF（Phenylmehylsulfonyl Fluoride，ナカライテスク；273-27） 
in PBS］を 0.6-1ml加え，4℃で 10-20分間培養した後，スクレイパーで細胞をは
がして集め，13,500rpm で 2 分間遠心して上清を回収した。そして，BCA 法
（PIERCE）を用いてタンパク質定量を行った後，Western Blotに用いた。 
 
Western Blot 

Total Protein 10µgを 12%アクリルアミドゲルで電気泳動後，ニトロセルロース
フィルター（9 cm×8 cm，Schleicher & Schuell；10401196）に 72mAで 90分間ブ
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ロットし，10%スキムミルク/PBSでブロッキングを行った。そして 1次抗体と 2
次抗体とを反応させた後，ECL Western Blotting Detection Reagents（GE 
Healthcare；RPN2106）で発色させ，ルミノイメージアナライザー（FUJIFILM）
を用いて測定，または X線フィルム（FUJIFILM）に感光した。HB-EGFの N末
の検出は，EGF 様ドメインを認識する Anti-human HB-EGF Antibody（R&D 
SYSTEMS；AF-259-NA，1mg/ml in PBSのストック液を 1:1000で使用，反応は
必ず一晩）を，GFP の検出は，α-GFP antibody（Clontech；8367-1，1:1000 で使
用）を，HAタグの検出は，マウスモノクローナル抗体（12CA5，Roche；1 666 606，
1:1000で使用）を 1次抗体として用い，それぞれ，horseradish peroxidase（HRP）
が結合した Anti-goat IgG（Jackson；705-035-147，1:20000で使用），Anti-Rabbit IgG
（Amersham Biosciences；NA 934，1:2000で使用），Anti-mouse IgG（DAKO；P0447，
1:1000で使用）を 2次抗体として用いて行った。 
 
培養細胞の DT感受性測定 
 24ウェルプレート（CORNING；3526）に培養細胞を調製し［NIH 3T3細胞（図
1-22）：2.0×104個］18-24 時間培養した後，終濃度が 0,10-3,10-2,10-1,1,10µg/ml と
なるように DTを加えて培養（図 1-22：12時間）し，培養溶液を取り除いた後，
35Sラベル化Met/Cys溶液（5µCi/ml，EXPRESS protein labeling mix，Perkin Elmer），
10% FBS と通常の DMEM 培地を 10%添加した Met/Cys 不含の DMEM 培地
（GIBCO-Invitrogen；21013-024）を加え，1 時間培養した。その後 PBS で洗浄
し，細胞を 0.1N NaOHで溶解し、10%トリクロロ酢酸を加え，4℃で 30分以上
静置した後，生成した沈殿物を 10穴吸引式 glass filterフォルダーを用いて 25mm 
glass filter（Whatman；1822-025）に吸着させ，その放射活性を液体シンチレーシ
ョンカウンター（BECKMAN）で測定した。図 1-13では，24ウェルプレートに
培養細胞を調製し 18-24時間培養した後，無血清培地に交換し，終濃度が 64nM
となるように TPA（【膜結合型 HB-EGF の切断確認】の項を参照）を加えて 30
分間培養した後，DT を加えて培養した。DT 投与時間終了 30 分前に，35S ラベ
ル化Met/Cys溶液を加えて取り込ませ，PBSで洗浄後同様の操作を行った。 
 
共培養によるヒト HB-EGFの増殖活性測定 
ヒト HB-EGF を発現した細胞を，特に表記がなければ，6 ウェルプレート
（CORNING；3516）に 2.0×104個ずつまたは，12 ウェルプレートに 1.0×104個

ずつ調整し 24 時間培養後 RPMI1640 培地で洗浄し，DER 細胞を各ウェルに
2.0×105個ずつ（または 1.0×105個ずつ/12ウェルプレート）加えて，10% FBS を
添加した RPMI1640 培地中で 36 時間培養した。WEHI-3 培養上清は 5%となる
ように加えた。その後，各ウェルの DER 細胞をピペッティングして 96 ウェル
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プレート（CORNING；3595）へ移し，DNA合成量または生細胞数を測定した。 
 
分泌型ヒト HB-EGFの増殖因子活性測定 
分泌型ヒト HB-EGFを産出させるために，Hela細胞を 6.0 cm dish（CORNING；

430166）に 5.0×105個となるように調整し 12-18 時間培養した後，ヒト HB-EGF
遺伝子（1から 148番目までのアミノ酸残基）を含むプラスミド 10µgをリン酸
カルシウム法により導入した。24時間培養後 4mlの新しい培地に交換し，さら
に 24時間培養した。そして培養上清を回収して，培養上清中のヒト HB-EGFの
量をWestern Blotにより見積もった。 
次に増殖因子活性を測定するために，サンプル中の分泌型ヒト HB-EGF の量
を培地で希釈してそろえ，DER細胞を 96ウェルプレート（CORNING；3595）
に 1.0×104個となるように調整した。そして，分泌型ヒト HB-EGFを含むサンプ
ルを各ウェルへ加えて 36時間培養した後，DER細胞の細胞数を測定した。 
 
膜結合型ヒト HB-EGFの増殖因子活性測定 
ヒト HB-EGF を発現した細胞を，特に表記がなければ，6 ウェルプレート
（CORNING；3516）に 2.0×104個ずつまたは，12ウェルプレート（CORNING；
3513）に 1.0×104個ずつ調整し 24 時間培養後，細胞表面のヘパリン硫酸プロテ
オグリカンにトラップされた分泌型 HB-EGF を除くために，2M NaCl を含む
RPMI1640培地で洗浄し（Higashiyama et al., 1995），10%ホルムアルデヒド/PBS
を加えて 10-15分間静置して固定した。そして，RPMI1640培地で 5回洗浄し（こ
のうち 1回は培地を加えて 30分以上静置），DER細胞を各ウェルに 2.0×105個ず

つ（または 1.0×105 個ずつ/12 ウェルプレート）加えて，10% FBS を添加した
RPMI1640培地中で 36時間培養した。その後，各ウェルの DER細胞をピッペッ
ティングして 96ウェルプレート（CORNING；3595）へ移し，DNA合成量また
は生細胞数を測定した。 
 
DNA合成量の測定 

3Hラベル化チミジン溶液（74kBq/ml，Amersham Biosciences；TRK120）を 10µl
ずつ加えて 4時間取り込ませ，セルハーベスター（SKATRON）を用いてサンプ
ルをガラスフィルターマット（Wallac）へ吸着させた。そして，その放射活性を
多検出シンチレーションカウンターの MicroBeta（Pharmacia Biotech）で測定し
た。 
 
生細胞数の測定 
生細胞数測定試薬 SF（ナカライテスク）を 10µlずつ加えて 3時間培養した後，
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1% SDSで反応を停止させ，マイクロタイタープレート（Bio Rad）を用いて 450nm
の吸光度を測定した。 
 
トランスジェニックマウスの作製 
肝炎モデルトランスジェニックマウス，Alb-TR1は pMS7プラスミド（Saito et 

al., 2001；斉藤博士論文 2005）より，Alb-TR2は pAlbTR2プラスミド（図 1-4B）
より，Not Iと Xho Iで処理してできた断片を切り出し，QIAquick gel extraction kit
（Qiagen）を用いて精製されたものをトランスジーンとして利用した。ヒト
HB-EGF 全身発現トランスジェニックマウス（CAGTR1/GFP，CAGTR5/GFP と
CAGTR6/GFP）は，pCAGTR1-GFP プラスミド（図 1-4D）またはこれと同様の
コンストラクトを行ったプラスミド（pCAGTR5-GFP，pCAGTR6-GFP）より，
Sal Iと Hin dIIIで処理してできた断片から精製されたものをトランスジーンと
して利用した。これらのトランスジーンを，C57BL/6J×C57BL/6J から得られた
受精卵にマイクロインジェクションし，レシピエントマウス（ICR）の卵管に移
植しトランスジェニックマウスを得た。トランスジェニックマウスの作製は，

斉藤美知子博士または高橋一彰氏に依頼した。作製方法の詳細は，斉藤博士論

文 2005を参照。 
 
マウスゲノム DNAの回収 
マウスの尻尾をハサミで 5mm程切除し，Lysis Buffer［50mM Tris-HCl（pH8.0），

0.1M NaCl，20mM EDTA，1% SDS，150µg/ml Proteinase K］を 1ml加えて一晩，
55℃でゆっくり回転させながら溶解した。その後，フェノール/クロロホルム抽
出を行い，100%エタノールを加えて析出させ，チップで 70%エタノール溶液中
に移し洗浄し，適当量の TE（20-30µl）に溶解した。 
 
Southern Blot 
 【バイオ実験イラストレイテッド（秀潤社）第 2 巻，第 8 章サザンハイブリ
ダイゼーション】の方法に従った。 
マウス尻尾から回収したゲノム DNA（5µg）を Eco RIで消化し，0.8%アガロ
ースゲルで電気泳動した。EtBrで染色し，サテライトバンドによりゲノム DNA
の完全消化を確認し，0.25M HClで加水分解処理と続けて 1.5M NaOH/0.5M NaCl
で中和した、その後，0.4M NaOHを用いポジティブチャージのナイロンメンブ
レン（Hybond N+，Amersham Bioscience；RPN303B）にキャピラリー法にてアル
カリトランスファーを行い，2×SSCでメンブレンを洗浄し，80℃で 2時間 baking
処理することでメンブレンへ DNAを固定した。 
 ハイブリダイゼーションとメンブレンの洗浄には，チャーチリン酸バッファ

 20



ー［0.5M Na2HPO4（pH7.2）］を使用した。ハイブリダイゼーションバッファー
（0.5Mチャーチリン酸バッファー、1mM EDTA，7% SDS）で 65℃，5分以上プ
レハイブリダイゼーションした後，[α-32P]dCTPと Random Primer DNA Labeling 
Kit  Ver.2（TaKaRa；6045）を用いて標識した cDNA断片をプローブとして，65℃
で一晩ハイブリダイゼーションした。メンブレンの洗浄は，洗浄液（40mMチャ
ーチリン酸バッファー，1% SDS）で 65℃，5分間洗浄を 3回繰り返し，最後に
15分間洗浄した。さらに，0.1% SSC/0.1% SDSで 65℃，5分間洗浄し，BAS 2500 
system（Fuji Film）で 3時間以上露光させシグナルを検出した。 
ヒト HB-EGFのプローブは，pRcHBEGFのプラスミドを Hind IIIと Xba Iで処
理し，DNA回収用ガラスパウダー（EASYTRAPTM Ver.2，TaKaRa；9410）を用
いて回収した断片を鋳型として利用した。 
 
PCR法による genotyping 
 4-6週齢のマウス尻尾から回収したゲノム DNAを鋳型として，rTaq（TaKaRa；
R001）を 25µlの反応系で 0.15µlずつ用いて PCRを行った。Alb-TR1と Alb-TR2
のトランスジェニックマウスは，HBEGF550Fと AlbTR2103Rのプライマーを用
いて，(1) 94℃ 5分，(2) 94℃ 1分，58℃ 1分，72℃ 1分を 35サイクル (3) 72℃ 
5 分，4℃保存の条件で，CAGTR1/GFP，CAGTR5/GFP と CAGTR6/GFP のトラ
ンスジェニックマウスは，HBEGF550Fと CAG-のプライマーを用いて，(1) 94℃ 
5分，(2) 94℃ 1分，60℃ 1分，72℃ 1分を 30サイクル (3) 72℃ 5分，4℃保
存の条件で，genotypingを行った。ここで用いたプライマーの配列を以下に示す。 

HBEGF550F：5’- CTT CTC ATG TTT AGG TAC CA -3’ 
AlbTR2103R：5’- CTG ATG ACC TCT TTA TAG CC -3’ 
CAG-：5’- AAG GGG CTT CAT GAT GTC CC -3’ 

 
マウス組織から RNAの回収 
マウスを頚椎脱臼により安楽死させ各組織を摘出し，直ちに液体窒素で凍ら

せた。そして，ISOGEN（ニッポンジーン；311-02501）を 600µlと 5mmガラス
ビーズを加えて，多検体細胞破砕装置（TissueLyser，QIAGEN）を用いて破砕し
（25回転，3分），ISOGENを 350µl追加してから添付プロトコールに従って Total 
RNAを抽出した。 
 
Northern Blot 

Total RNA 10µgをホルマリン変性ゲルにて電気泳動後，ナイロンメンブレン
（Hybond-N，Amersham Bioscience；RPN303N）に，20×SSCを用いてキャピラ
リー法にて転写し，2×SSC で洗浄し，80℃で 2 時間 Baking 処理をすることで
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RNAを固定した。ハイブリダイゼーション，メンブレンの洗浄は Southern Blot
と同様の方法で行った。マウス GAPDHのプローブは， pKS-mGAPDH（NIH 3T3
細胞から得られた cDNA を挿入したプラスミド，NAIST 河野研ストック
No.663）を Eco RIで処理して得られた cDNA断片（約 1kb）を鋳型として用い
て作製した。 
 
マウス個体への DT腹腔内投与 

DT（ストック；6mg/ml）を PBSにて，1回の投与量が 200µl前後となるよう
に適当な濃度に希釈し，腹腔内へ注射した。 
 
血液中 GPT活性の測定 
マウス尻尾より採血を行い（～100µl 程度），5,000rpm で 2-5 分間遠心して血
清を得た。そして，GOT/GPT活性測定キット（トランスアミナーゼ測定用 ト
ランスアミナーゼ CII-テストワコー，和光純薬；431-30901）を添付文書の標準
操作法 2の 1/4の反応系で用いて，血清中の GPT活性を測定した。赤血球中に
は血清中の約 40 倍の GOT が含まれており，測定値に誤差を生じやすいため，
GPTのみを肝障害の指標とした。 
 
初代培養肝細胞の調整 
マウスをトリブロモエタノールにて麻酔し，腹部を切開して下大静脈を露出

させ，下大静脈に 24G サーフロー留置針をカニュレーションし糸で固定した。
横隔膜を切開し横隔膜上で下大静脈を結紮，あらかじめ 37℃に温めておいた
Hanks［HANKS’ BALANCED SALTS（Sigma；H-4891）100mg，10mM Hepes，
4mM NaHCO3，0.5mM GEDTA（Dojin；346-01312）］を用いて灌流を開始し，直
ちに門脈を切断し脱血を行った。肝臓の脱血が完全に行われた後，コラゲナー

ゼ溶液［0.05％ Collagenase Type2（GIBCO-Invtrogen；17101-015），0.8% NaCl，
5.4mM KCl，5mM CaCl2，5mM NaH2PO4，0.42mM Na2HPO4，10mM Hepes，6µg/ml 
Phenol Red，4.2mM NaHCO3，0.005% Trypsin inhibitor］で灌流を行った。約 10
分間 8-10ml/min.の速度で灌流し，肝皮膜下で肝実質が崩れていくことを確認し
て，肝臓を摘出した。DMEM培地を加え，肝臓をはさみで minceした後，ガー
ゼでこして100µmの篩を用いて filtration し，50mlのファルコンチューブへ移し，
1,000rpm，4℃で 5 分間遠心し、上清を取り除いた後，300rpm，4℃で 1 分間遠
心し上清を取り除く操作を 2 回繰り返し，培地に懸濁した。その一部を Trypan 
Blue（GIBCO-Invitrogen；15250-061）で染めて，生細胞数を数えた。（斉藤博士
論文 2005の図 1-13を参照） 
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初代培養肝細胞の DNA合成量 
コラゲナーゼ灌流法を用いて回収した肝実質細胞を，コラーゲン処理した 24
ウェルプレート（IWAKI；4810-020）に，図 1-12 で記載した細胞数となるよう
に調整し，血清を含む培地（William’s medium E，100 µg/ml streptmycin，100 U/ml 
penicillin，10% FBS，10 µg/ml insulin，4 µg/ml dexamethasone）で一晩（12-14時
間）培養後，無血清培地（William’s medium E，100 µg/ml streptmycin，100 U/ml 
penicillin，10 µg/ml insulin，2 µg/ml aprotinin）に交換し，5時間培養した。そし
て 3Hラベルチミジン溶液（74kBq/ml，Amersham Biosciences；TRK120）を加え
てさらに 5時間培養し，PBSで洗浄後，細胞を 0.1N NaOHで溶解し，10%トリ
クロロ酢酸を加えた。そして生成した沈殿物を glass filter（Whatman；1822-025）
に吸着させ，その放射活性を液体シンチレーションカウンター（BECKMAN）
で測定した。 
 
初代培養肝細胞の DT感受性 
コラゲナーゼ灌流法を用いて回収した肝実質細胞を，コラーゲン処理した 24
ウェルプレート（IWAKI；4810-020）に 5.0×104個ずつ調整し，血清を含む培地

（【初代培養肝細胞の DNA 合成量】の項と同じ）で一晩（12-16 時間）培養し，
種々の濃度の DT を加え，以下，【培養細胞の DT 感受性測定】の項に記した方
法と同様に測定した。 
 
マウス血液中 DT濃度の測定 
マウスに DT を投与し，1，2，4，7，24 時間後に採血し，血清を回収した。
この血清の希釈溶液を Vero細胞の培地中に加えて，タンパク質合成量が無添加
時の 50%となる濃度（EC50）を求め，既知の濃度の DT による EC50の値と比較

することにより，血液中の DT 濃度を求めた。EC50を求めるために，24 ウェル
プレート（CORNING；3526）に Vero細胞を 5.0×104個となるように調整し 18-24
時間培養した後，その培養液中（500µl）に，DTを終濃度が 0，10-3，10-2，10-1，

1，10 ng/mlとなるように，および希釈した血清を終濃度が 1，10-1，10-2，10-3，

10-4，10-5 %となるように 5µlずつ加えて 6時間培養し，培養溶液を取り除いた
後，35Sラベル化Met/Cysの Vero細胞への取り込み量を，以下，【培養細胞の DT
感受性測定】の項に記載した方法と同様に測定した。 
 
マウス血液から RNAの回収 
マウスの尾部から採血した血液（約 125µlを 2-3回）を H2Oで 2倍に希釈し，

ISOGEN-LS（ニッポンジーン）を 750µl 加えて混ぜた後、メーカー添付プロト
コールに従って RNAを回収した。血液約 125µlから 3-10µg程度の RNAが回収
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された。次に，3µlの DNaseI（TaKaRa；2215）を含む 30µlの反応系で，Total RNA
（5-15µg）を室温で 20 分処理し，ISOGEN（ニッポンジーン）を 1ml 加えた。
ISOGEN 添付プロトコールに従ってクロロホルム抽出を行った後に得られた水
相へ，グリコーゲン（ナカライテスク；17110-11，20mg/ml）を 2µlと 3M NaOAc
を 60µl 加えてからイソプロパノールを 600µl 加え，以下添付プロトコールに従
って RNAの再抽出を行い，RT-PCRを行った。 
 
血液由来 RNAの RT-PCR 

RT-PCRは，メーカー添付プロトコールの半分の反応系で行った。ただし血液
中から回収する RNA量が少ないため，逆転写酵素の量は半分にしなかった。 

DNaseI処理した Total RNA 2µl（1-2µg程度）を鋳型として，0.5µlの 10mM dNTP 
mix，0.5µlの 0.5µg/ml Oligo(dT)，1µlの DEPC水を加え，65℃で 5分間処理を行
った。氷上で 1分間静置した後，さらに 1µlの 10×RT Buffer，2µlの 25mM MgCl2，

1µlの 0.1M DTT，0.5µlの RNase Outを加え 42℃で 1分間処理を行った後，逆転
写酵素である SuperScript II Reverse Transcriptase（Invitrogen；18064-014）を 50 
unit/µlに希釈し 1µl加えた。この時、コントロールとして逆転写酵素を加えない
サンプルも同時に調整した。42℃で 50 分間逆転写反応を行い，72℃で 15 分間
処理を行った後，氷上で静置した。この反応液に Ribonuclease H（RNase H，
Invitrogen；18021-014）を 0.5µl 加えて 37℃で 20 分間処理したものを cDNA と
して使用した。 
トランスジーンの検出には，HBEGF200Fと GFP-R1のプライマーを，β-アク
チンの検出には b-actin-Fと b-actin-Rのプライマーを用いて，得られた cDNAを
鋳型として PCRを行った。PCRは，（1）96℃ 5分（2）96℃ 1分，58℃ 1分，
72℃ 1分，を 35サイクル（3）72℃ 10分，4℃保存のプログラムで行い，rTaq
（TaKaRa；R001）を 25µl の反応系で，トランスジーンの検出には 0.25µl，β−
アクチンの検出には 0.15µl 使用した。ここで用いたプライマーの配列を以下に
示す。 

HBEGF200F：5’- GTG ACT TGC AAG AGG CAG ATC T -3’ 
GFP-R1：5’- ACG GGC AGC TTG CCG GTG GT -3’ 
b-actin-F：5’- ATG GAT GAC GAT ATC GCT G -3’ 
b-actin-R：5’- ATG AGG TAG TCT GTC AGA T -3’ 

 
マウス組織からタンパク質の回収 
 マウスより採取した組織片（3-5mm 角）を冷えた PBS で満たした 48 ウェル
プレート（CORNING；3548）中で 3 回軽く洗浄した後，Lysis Buffer（【細胞か
らタンパク質の回収】の項と同じ組成）を 0.6mlと 5mmガラスビーズを含む 2ml
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のエッペンチューブへ加え，多検体細胞破砕装置（TissueLyser，QIAGEN）を用
いて破砕し（25回転，3分），13,500rpmで 2分間遠心して上清を回収した。BCA
法（PIERCE）を用いてタンパク質定量を行った後，Western Blotに用いた。 
 
統計学的解析 
トランスジェニックマウスが得られた割合の有意差の検定（表 1-4）は，フィ
ッシャーの正確（直接）確率検定によって行い，その手順の 1 例を参考資料に
記した。 
 
※試薬や機器名の直後の括弧内には，メーカー名とカタログ No.を次のように記
した。（メーカー名；カタログ No.） 
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分類 名前 配列 

P1-BamHI 5'- ACG GGATCC TCGAAAGTGACTGGTGCCTCGCCGCCT -3' P1 

P1-EcoRI 5’- GAGCTC GAATTC TCGAAAGTGACTGGTGCCTCGCCG -3’ 

P2-EcoRI 5’- AGCGGC GAATTC TCAGTGGGAATTAGTCATGCCCAA -3’ 

P2-AgeI 5'- ACTGCA ACCGGT CC GTGGGAATTAGTCATGCCCAACTT -3' 

wt-term 5'- CAGCTG GAATTC TCA TGGGAG GCTCAGCCCATGACACCT 

-3' 

L148S/P149T-ter

m 

5'- CAGCTG GAATTC TCA GGTGCT GCTCAGCCCATGACACCT 

-3' 

L148S-term 5'- CAGCTG GAATTC TCA TGGGCT GCTCAGCCCATGACACCT 

-3' 

P2-148t-EcoRI 5’- CAGCTG GAATTC TCAGAGGCTCAGCCCATGACA -3’ 

P2-L148Vt-Eco

RI 

5’- CAGCTG GAATTC TCACACGCTCAGCCCATGACACCT -3’ 

P2- HA-EcoRI 5’- CAG GAATTC TCA AGATCCAGCGTAATCTGGAACATC 

GTATGGGTA GTGGGAATTAGTCATGCCCAACTT -3’ 

P2 

P2-EGFP-EcoRI 5'- CAGCTG GAATTC TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC -3' 

I117A 5'- TACAAGGACTTCTGCGCCCATGGAGAATGCAAA -3' 

I117V 5'- TACAAGGACTTCTGCGTGCATGGAGAATGCAAA-3' 

V124A 5'- GGAGAATGCAAATATGCCAAGGAGCTCCGGGCT -3' 

V124F 5'- GGAGAATGCAAATATTTCAAGGAGCTCCGGGCT -3' 

V124L 5'- GGAGAATGCAAATATCTGAAGGAGCTCCGGGCT -3' 

R128H 5'- TATGTGAAGGAGCTCCACGCTCCCTCCTGCATC -3' 

R128K 5'- TATGTGAAGGAGCTCAAGGCTCCCTCCTGCATC -3' 

Y138D 5'- ATCTGCCACCCGGGTGACCATGGAGAGAGGTGT -3' 

Y138L 5'- ATCTGCCACCCGGGTCTGCATGGAGAGAGGTGT -3' 

L148V 5'- TGTCATGGGCTGAGCGTGCCAGTGGAAAATCGC -3' 

M1 

L148S/P149T 5’- TGTCATGGGCTGAGCAGCACCGTGGAAAATCGCTTA -3’ 

I117A 5'- TTTGCATTCTCCATGGGCGCAGAAGTCCTTGTA -3' 

I117V 5'- TTTGCATTCTCCATGCACGCAGAAGTCCTTGTA -3' 

V124A 5'- AGCCCGGAGCTCCTTGGCATATTTGCATTCTCC -3' 

V124F 5'- AGCCCGGAGCTCCTTGAAATATTTGCATTCTCC -3' 

V124L 5'- AGCCCGGAGCTCCTTCAGATATTTGCATTCTCC -3' 

M2 

R128H 5'- GATGCAGGAGGGAGCGTGGAGCTCCTTCACATA -3' 
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R128K 5'- GATGCAGGAGGGAGCCTTGAGCTCCTTCACATA -3' 

Y138D 5'- ACACCTCTCTCCATGGTCACCCGGGTGGCAGAT -3' 

Y138L 5'- ACACCTCTCTCCATGCAGACCCGGGTGGCAGAT -3' 

L148V 5'- GCGATTTTCCACTGGCACGCTCAGCCCATGACA -3' 

L148S/P149T 5’- TAAGCGATTTTCCACGGTGCTGCTCAGCCCATGACA -3’ 

 

 
 
表 1-1 PCRプライマーの配列 
 
プラスミド・コンストラクションのための PCRに使用したプライマーの配列を
並べた。P1と P2に分類したプライマーは，制限酵素部位を付加するために使用
し，M1とM2に分類したプライマーは，名前の欄に記した各変異型ヒト HB-EGF
を得るために使用した。太字で示した配列は HA タグ，下線を引いた配列は変
異を導入したアミノ酸残基をコードしていることを示す。 
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図 1-4 プラスミドマップ 
 

A. ヒト HB-EGF遺伝子をレトロウイルスベクター（pMX-IRES-GFP）へ挿入したプラ
スミド。「ψ」の部分は，レトロウイルスの構造遺伝子の一部を示す。 
B. 肝炎モデルトランスジェニックマウス作製用プラスミド。ヒト HB-EGF遺伝子（こ
の図では，L148S/P149T変異型）をアルブミンエンハンサー/プロモーターで発現させる。 
C. 強制分泌型ヒト HB-EGF遺伝子を発現させるプラスミド。ここに示した pCAG-148t
プラスミドは，図 1-24の実験で使用した。 
D. ヒト HB-EGF全身発現トランスジェニックマウス作製用プラスミド。ここでは野生
型ヒト HB-EGF遺伝子を持つ pCAGTR1-GFPプラスミドを示す。 
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図 1-5 レトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入法の概要 
 

パッケージング細胞の PLAT-E細胞へ，ヒト HB-EGF遺伝子を挿入したレトロウイルス
ベクタープラスミドと Fugene6 トランスフェクション混合液を滴下して，48 時間後の
培養上清をウイルス溶液として使用した。そしてウイルス溶液とポリブレンを加えた培

地中で NIH 3T3細胞を培養し，遺伝子を導入した。レトロウイルスベクタープラスミド
中の「ψ」は，レトロウイルスの構造遺伝子の一部を示す。 
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結果 

 
【１】非切断変異型（L148S/P149T）ヒト HB-EGFの解析 
 
（1-1）肝炎モデルマウスを用いた解析 
 
L148S/P149T変異型ヒト HB-EGF 
これまでに，148番目のロイシン（Leu148）が Serに，または Pro149が Thrに変
わったヒト HB-EGF（L148Sまたは P149T）の膜結合型はそれぞれ，種々の刺激
に対して切断されにくくなることが報告されている（Hirata et al., 2001）。そこで，
これらの変異を組み合わせたL148S/P149T変異型ヒトHB-EGF遺伝子を作製し，
解析を行った。まずレトロウイルスベクターを用いてマウス NIH 3T3細胞へ導
入し（図 1-5），膜結合型の切断をWestern Blotにより調べた。膜結合型 HB-EGF
の切断は，細胞培養に通常使用する FBS 中のリゾフォスファチジル酸（LPD）
によっても促進されるため（Hirata et al., 2001），無血清培地中で 18時間培養し
た後に膜結合型の切断HB-EGFへの切断刺激を加え細胞を回収した。その結果，
L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF 遺伝子を発現させた細胞では，膜結合型
HB-EGFの切断を促すことが知られている TPA試薬や FBSを加えても，細胞抽
出液中の膜結合型の切断がほとんど見られず，L148S/P149T変異型ヒト HB-EGF
はプロテアーゼによる切断に耐性をもっていることが確認された。（図 1-6；古
川修士論文 2003） 

 
L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFの増殖抑制効果 

L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF は，膜結合型の切断がほとんど見られなか
ったことより，分泌型による増殖因子活性を無視できると考えられる。しかし

これまでに，膜結合型 HB-EGF には増殖を抑制する働きがあるという報告があ
る（Iwamoto et al., 1999）。この膜結合型HB-EGFの性質を考慮すると，L148S/P149T
変異型ヒト HB-EGF は，膜結合型がプロテアーゼにより切断されにくいことに
より増殖抑制効果が野生型よりも高まっている可能性が考えられた。そこで

L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFについて，この増殖抑制効果を調べた（図 1-7）。 
DER 細胞は，インターロイキン-3（IL-3）依存的に増殖する細胞であるため，

EGFの代わりに十分な量の IL-3を含むWEHI-3培養上清を用いた。その結果，
培地中に WEHI-3 培養上清が存在する条件下では，野生型ヒト HB-EGF を導入
した細胞と共に培養した時の DER細胞の DNA合成量は，NIH 3T3細胞と共に
培養した時に比べ減少しており，野生型ヒト HB-EGF は増殖に対して抑制的に
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働いたことが示された。一方，L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF を導入した細
胞では同様の増殖抑制効果は見られなかった（図 1-8）。 
この結果は当初の予想とは反していたが，次のように解釈した。HB-EGF は，
同じ EGFファミリーに属する EGFなどと同様に，EGF受容体に結合し活性化さ
せる。そして L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFで変異を導入した 148番目のロ
イシンは，ヒト EGF で 47 番目のロイシンに対応する。しかし，このヒト EGF
の Leu47は EGF 受容体との結合活性に強く影響を与えるアミノ酸残基であり，
マウス EGFの変異体の解析より，47番目のロイシンをセリンへと置換した変異
体の EGF受容体との結合活性は，野生型の 14%にまで減少していたという報告
がある（Campion et al., 1994）。このことより，L148S/P149T変異型ヒト HB-EGF
の増殖抑制効果が見られなかったことは，Leu148への変異導入により EGF受容
体との結合活性も減少した結果であると考えた。つまり L148S/P149T 変異型ヒ
ト HB-EGF は，プロテアーゼによる切断に耐性を持つだけでなく，EGF 受容体
との結合活性も失っていると判断した。（古川修士論文 2003） 
以上の結果より，L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFは TRECK法に用いる改良
型毒素受容体として適していると考え，トランスジェニックマウス作製に用い

て解析を続けた。 
 
トランスジェニックマウスの作製 
肝実質細胞特異的に遺伝子を発現させるアルブミンエンハンサー/プロモータ
ーの下流に，野生型または L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF 遺伝子を接続した
トランスジーンを作製した。これらトランスジーンを C57BL/6J×C57BL/6J 受精
卵へマイクロインジェクションして，誕生したマウスがトランスジーンを持っ

ているかどうかを，Southern Blotによって調べた。その結果，野生型ヒト HB-EGF
遺伝子を持つトランスジェニックマウス（Alb-TR1）は，９匹（6M2，7F4，7M2，
7M4，7M5，7M8，7M10，9M3および 10F1）得られた。また L148S/P149T変異
型ヒト HB-EGF遺伝子を持つトランスジェニックマウス（Alb-TR2）は，７匹（1F6，
1F11，1F12，1M11，2M3，2M6および 2M8）得られた（図 1-9）。これらのマウ
スの解析結果の概要を表 1-2にまとめた。 
 
トランスジーンの発現確認 
それぞれのラインの F1世代のマウスにおいて，PCRによりトランスジーンを
保持していたことが確認された個体（以下，Tg+と表記）の組織（肝臓，脾臓，
腎臓，心臓，肺，胸腺，精巣，筋肉，脳）から RNAを回収し，ヒト HB-EGF遺
伝子の発現の有無を Northern Blot によって調べた。その結果，Alb-TR1（Wild 
Type）の 2ライン（6M2，7M4）と Alb-TR2 (L148S/P149T)の 2ライン（1F6，1M11）
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で，肝臓組織特異的にヒト HB-EGF の発現が確認された。一方，Alb-TR2 1F11
のラインでは肝臓の他，腎臓，心臓，筋肉，脳でもヒト HB-EGF の発現が強く
見られ，以後の解析は行わなかった（図 1-10A）。調べたラインすべてにおいて
筋肉と脳でもバンドが見られたが，このバンドは Tg-マウスから回収したサンプ
ルでも見られ（図 1-10B），位置が肝臓で見られるバンドの位置と若干異なって
いたため，非特異的に見られるバンドであると判断した。 
次に，肝臓におけるヒト HB-EGF の発現に，同じライン内で個体差が生じる
かを調べるため，Alb-TR2 1M11の Tg+マウス 5匹の肝臓から RNAを回収し，
ヒト HB-EGF 遺伝子の発現量を Northern Blot によって比べた。そしてマウス
GAPDHの発現量で補正し，肝臓におけるヒトHB-EGF遺伝子の発現比を求めた。
その結果，ここで調べた5匹の間の発現比の差は最大で1.4倍であり（図1-10C），
個体差は少ないと考えた。さらに，異なるライン間での肝臓ヒト HB-EGF の発
現比を調べたところ，Alb-TR1 6M2と Alb-TR2 1M11で 2.0倍の差があった（図
1-10Ｄ）。 

 
DT投与後の血液中 GPT活性の比較 

Alb-TR1 と Alb-TR2 のそれぞれで，早くライン化された Alb-TR1 6M2 と
Alb-TR2 1M11 のマウスを用いて，DT 感受性の違いを比べた。肝臓でヒト
HB-EGFを発現したマウスでは，DT投与により肝臓に傷害を与えることができ，
血液中の Glutamic oxaloacetic transaminase（GOT），Glutamic pyruvic transaminase
（GPT）活性が上昇する（Saito et al., 2001）。そこで，野生型マウス（Tg-）では
影響を与えない濃度の DTを腹腔内に投与した後，約 24時間毎に 5日間採血し
た。血液中 GOT 活性値は測定誤差を生じやすいため，ここでは GPT 活性のみ
を測定した。その結果，どちらのラインのマウスも，500ng/kgの DT投与では，
DT投与後 2日目から血液中GPT活性が上昇し４日目までに死亡したが，50ng/kg
の DT投与では血液中の GPT活性がほとんど変わらなかった（図 1-11）。 
 
初代培養の肝細胞を用いた解析 
肝臓にヒト HB-EGFを過剰発現させたマウス（Saito et al., 2001）で外科的に肝
切除を行うと，その後の肝実質細胞の増殖の加速が見られたという報告がある

（kiso et al., 2003）。またこのマウスの Tg+と Tg-では，初代培養した時の肝細胞
の増殖速度が異なる（personal communication）。そこでまず，Alb-TR1と Alb-TR2
の初代培養の肝細胞の増殖速度を比較することで，L148S/P149T 変異型ヒト
HB-EGF発現細胞の評価を試みた。 

Alb-TR1 6M2と Alb-TR2 1M11のマウスから，コラゲナーゼ灌流法により肝実
質細胞を分離し，生細胞数を測定した後，コラーゲン処理したプレートにまい
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て培養した。そして，3H ラベルチミジン溶液を取り込ませて DNA 合成量を測
定した。その結果，ポジティブコントロールとなる Alb-TR1 6M2 Tg+のマウスか
ら調整した肝細胞の DNA合成量は，ネガティブコントロールとなる Tg-のマウ
スから調整した細胞と顕著な差は見られなかった（図 1-12）。よって，この実験
系で Alb-TR1 6M2と Alb-TR2 1M11との比較を行うのは困難であると判断した。 
次に別の実験により，L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF 発現細胞の評価を試
みた。DT感受性が高い Vero細胞では，培養溶液中に TPA試薬を加えるとタン
パク質合成量の低下が抑えられる（図 1-13A）。これは，TPA 刺激により DT 受
容体として機能する膜結合型 HB-EGFの量が減少し，DT感受性が低下したと考
えられる。そこで初代培養の肝細胞で，TPA刺激の有無によって DT感受性に違
いが見られるかどうかを調べた。その結果，野生型ヒト HB-EGF を発現する
Alb-TR1 6M2の Tg+マウスより調整した肝細胞に TPA刺激を加えても，Vero細
胞で見られたような DT感受性の低下は見られなかった（図 1-13B）。さらに 6M2
由来の肝細胞に様々な濃度の TPAを加えて調べたが，DT感受性はほとんど変わ
らなかった（data not shown）。 
 
血液中 DT濃度の測定 
肝臓に発現させたヒト HB-EGF の細胞外領域がプロテアーゼによる切断を受
けることで血液中に分泌され，投与した DTを中和する可能性を考えた。そこで，
50µg/kg の DTを腹腔内投与してから 1，2，4，7および 24時間後の血清中 DT
濃度を調べた。しかし，Alb-TR1 6M2の Tg-と Tg+の個体で血清中 DT濃度に顕
著な差は見られなかった。 
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図 1-6 L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFの切断確認 
 

A. ヒト HB-EGFの概略図と変異挿入箇所のアミノ酸残基を示した。EGF-like：EGF様
ドメイン，TM：trans-membraneドメイン，cyto：細胞質ドメイン。 
B. 野生型（Wild Type）とL148S/P149T変異型のヒトHB-EGFを導入したマウスNIH 3T3
細胞を無血清培地中で 18時間培養した後，64nM TPAや 10% FBSを加えさらに 30分間
培養し細胞を回収した。そして，ヒト HB-EGFの EGF様ドメインを認識する抗体を用
いてWestern Blotを行い，膜結合型ヒト HB-EGFの切断を調べた。また，ヒト HB-EGF
を導入した細胞は IRES配列により GFPを同時に発現させており，ローディングコント
ロールとして GFP 抗体を用いて検出した結果を下に並べた。膜結合型ヒト HB-EGF の
複数のバンドは，様々な N末端の切断や糖鎖修飾を表している。 
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図 1-7 膜結合型 HB-EGFの増殖抑制効果を調べる実験系 
 

A のように，EGF や HB-EGF 依存的に増殖する DER 細胞を，増殖に十分な量の EGF
の存在下で HB-EGF を発現させた細胞と共に培養すると，DER 細胞の増殖は抑制され
アポトーシスを起こすことが報告されている。この実験条件では，HB-EGFの膜結合型
と分泌型の両方が DER細胞に作用できる条件になっている。しかし Bのように膜で区
切り，分泌型の作用のみを見る実験と比較を行うことにより，Aで見られた増殖抑制効
果は HB-EGFの膜結合型の作用によるものであるとされている。（Iwamoto et al., 1999） 
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図 1-8 L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFの増殖抑制効果 
 

DER細胞を 5%のWEHI-3培養上清を添加した培地中で，ヒト HB-EGFを発現した細胞
と同じ 6ウェルプレートで 36時間培養した後，3Hラベル化チミジンを 4時間取り込ま
せ DNA 合成量を測定した。縦軸は，NIH 3T3 細胞と共に培養した時の，DER 細胞の
DNA合成量を 100%として表した。値は 4つの実験の平均で，バーは標準誤差を示す。 
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図 1-9 肝炎モデルマウスの Southern Blot 
 
マウス尻尾より回収したゲノム DNAを各レーンに 5µgずつ泳動し，トランスジーンの
挿入を Southern Blotにより調べた。 
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図 1-10 肝炎モデルマウスの Northern Blot 
 

A. 肝炎モデルトランスジェニックマウスの組織（肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺，胸腺，
精巣，筋肉，脳）から RNAを回収し，ヒト HB-EGF遺伝子の発現の有無を Northern Blot
によって調べた。 
B. Aで用いた Alb-TR2 1M11の Tg+マウスについて，Tg-マウスから回収したサンプル
と並べて，ヒト HB-EGF遺伝子の発現の有無を Northern Blotによって調べた。 
C. Alb-TR2 1M11の Tg+マウス 5匹の肝臓から RNAを回収し，ヒト HB-EGF遺伝子の
発現量を Northern Blotによって比べた。ここではマウス GAPDHの発現量で補正し，肝
臓におけるヒト HB-EGF遺伝子の発現比を求め，その値を下に並べて示した。 
D. Alb-TR1 6M2と Alb-TR2 1M11での肝臓のヒト HB-EGFの発現比を調べた。ここで
は，それぞれ２匹ずつの肝臓から回収した RNAを泳動した結果を示している。この２
つのラインの発現比（平均）は，6M2 : 1M11 = 1.0 : 2.0であった。 
*印の位置に現れるバンドは，非特異的バンドであると考えられる。 
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図 1-11 DT投与後の血液中 GPT活性の比較 
 

Alb-TR1 6M2 と Alb-TR2 1M11 のマウス（F1世代）に DTを腹腔内投与し，血液中の
GPT活性を測定することで比較を行った。 
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図 1-12 初代培養肝細胞の DNA合成 
 

コラゲナーゼ灌流法により肝実質細胞を分離し，生細胞数を測定した後，コラーゲン処

理したプレートにまいて培養した。そして，3Hラベルチミジン溶液を取り込ませて DNA
合成量を測定した。値は，それぞれ 10 匹のマウスから採取した肝細胞の DNA 合成量
の平均を示し，バーは標準偏差を示している。 
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図 1-13 TPA刺激時の DT感受性 
 

TPA刺激の有無によって DT感受性に違いが見られるかどうかを調べるため，TPAを加
えてから 30分後に DTを加えて，さらに 2時間培養した。DT投与 1.5時間後に 35Sラ
ベル化 Met/Cys 溶液を加えて，タンパク質合成量を測定した。A は Vero 細胞で，B は
初代培養の肝細胞の結果を示す。 
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図 1-14 血液中 DT濃度の測定 
 

Alb-TR1 6M2の Tg+と Tg-マウス，それぞれ 2匹ずつの腹腔内へ DT（50µg/kg）を投与
し，1，2，4，7および 24時間後の血清中 DT濃度を調べた。 
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DT投与 (ng/kg)  Tg+ (tail 

cut腹数) 

Tg+

率 

発現量 

5000 500 

備考 

野生型（Tg-）   影響なし(3/3) 影響なし(3/3)  

6M2 24/72 (9) 33% ++  死亡(2/2)  

7F4 0/7 (2) 0%     

7M2 (0)     

7M4 10/18 (3) 56% +  肝障害(2/2)  

7M5 8/16 (3) 50% +  肝障害(2/2)  

7M8 (0)    ※1 

7M10 (0)     

9M3 0/10 (2) 0%     

Alb-TR1 

(Wild Type) 

 

9匹誕生 

10F1 1/4 (1) 25%     

1F6 11/23 (3) 48% + 死亡(2/2) 肝障害(2/2)  

1F11 2/4 (1) 50%    ※2 

1F12 3/23 (3) 13%     

1M11 32/64(11) 50% +++ 死亡(2/2) 死亡(2/2)   

2M3 9/46 (7) 20%  死亡(2/2) 死亡(1/1)  

2M6 2/22 (3) 9%     

Alb-TR2 

(L148S/P149T) 

 

7匹誕生 

2M8 4/37 (6) 11%   肝障害(1/1)  

 
 
表 1-2 肝炎モデルマウスの解析結果 
 
肝炎モデルマウスは，2003 年 4 月より受精卵へのインジェクションを開始し，
この表には 2004年 2月 1日までの F1世代の解析結果を示した。発現量の項目
には，Northern Blotで得られた，肝臓でのヒト HB-EGFの量を 3段階で評価し，
「+」の数が多い程発現量が多いことを示す。DT は腹腔内へ投与し，GPT 活性
値 50以上で肝障害と表示した。DT投与結果の，「影響なし」や「死亡」などの
右側の括弧内は，（その結果が見られた個体数/調べた個体数）を示している。こ
こでは F1世代の Tg+率も求めており，AlbTR1の 7M4，7M5と AlbTR2の 1F6，
1F11，1M11以外のラインでは，F1世代の Tg+マウスが誕生した割合が半分より
も少なかった。備考の，※1 は，mating 前にファウンダーマウス死亡，※2 は，
他の組織でヒト HB-EGFが発現していたことを示す。 
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（1-2） 培養細胞を用いた実験系の検証 
 
培養細胞を用いてヒト HB-EGF の増殖因子活性を測定するにあたり，改めて
実験系の検証を行った。 
 
強制分泌型での増殖因子活性 
プロテアーゼによる膜結合型の切断に耐性を持つ変異型ヒト HB-EGF は，分
泌型の増殖因子活性を測定することは通常不可能である。そこで Pro149の直後に

終止コドンを挿入し，膜貫通ドメイン以下を持たない強制分泌型（∆TMと表記）
のヒト HB-EGF遺伝子をもつプラスミドを構築した（図 1-15A）。そして，同じ
量のタンパク質が産出されるようにレトロウイルスベクターを用いて細胞に導

入し，その細胞と共に 36時間培養した DER細胞の DNA合成量を測定した。そ
の結果，DER 細胞の DNA 合成量は，L148S/P149T 変異型（∆TM）や L148S 変
異型（∆TM）と野生型（∆TM）とで変わらなかった（図 1-15B）。 
 この実験では，膜結合型として合成可能な野生型ヒト HB-EGF を発現させた
細胞と共に培養した時のDER細胞のDNA合成量をコントロールとして用いた。
このコントロールとして用いた細胞では，合成された膜結合型ヒト HB-EGF の
すべてが分泌型となる訳ではないので，強制分泌型（∆TM）を発現した細胞の
方が培地中に分泌されるヒト HB-EGF の量は多くなり，DER 細胞の DNA 合成
量は大きくなると予想された。しかし，強制分泌型（∆TM）を発現させた細胞
と共に培養した時の DER 細胞の DNA 合成量は，コントロールとほとんど同じ
であった。そこでこの原因を考えたところ，この実験系では，ヒト HB-EGF 発
現細胞の数をプレートでコンフルエントとなる数の 1 箇所でしか測定を行って
いないため，観察された DNA合成量が，上昇している途中を見た結果であるの
か，すでに十分に増殖した後の結果であるのかが分からないことが考えられた。

そこで次に，プレートにまくヒト HB-EGF発現細胞数の違いによって，DER細
胞の DNA合成量に変化が見られるかどうかを調べた。 
 
増殖因子活性測定系の検証 
プレートにまくヒト HB-EGF 発現細胞数の違いによって，DER 細胞の DNA
合成量に変化が見られるかどうかを調べた。ここでは，膜結合型ヒト HB-EGF
の主要な切断部位である Leu148（Higashiyama et al., 1992）の直後に終始コドンを
挿入したヒト HB-EGF 遺伝子をレトロウイルスベクターによって導入して得ら
れた分泌型発現細胞（soluble formと表記），および膜結合型を合成可能な野生型
ヒト HB-EGF 遺伝子を同様に導入した得られた膜結合型発現細胞
（membrane-anchored formと表記）を用いて，共培養した時の DER細胞の DNA
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合成量を測定した。その結果，膜結合型発現細胞と共に培養した時は，プレー

トにまく細胞数が多い方が DER 細胞の DNA 合成量が増加した。しかし，分泌
型発現細胞と共に培養した時は，プレートにまく細胞数が多い時の方が DER細
胞の DNA合成量が減少した。このように，プレートにまくヒト HB-EGF発現細
胞数の違いによって，膜結合型発現細胞と分泌型発現細胞とで，DER細胞のDNA
合成量が大きく異なった（図 1-16A）。また生細胞数測定試薬 SF を用いて DER
細胞の生細胞数を簡便に測定する実験でも同様の傾向が見られた（図 1-16C）。
上述のように，培地中に分泌されるヒト HB-EGF の量は，分泌型発現細胞の方
が膜結合型発現細胞よりも多いことが予想される。よってこれらの結果より，

DER細胞は分泌型ヒトHB-EGFの量に依存して増殖するが，分泌型ヒトHB-EGF
の量が多すぎる時は減少してしまうことが考えられた。 
さらに，膜結合型 HB-EGFによる増殖抑制効果を調べる実験系（図 1-7）の検
証を行った。ここでは図 1-8と同様に，培地中に WEHI-3の培養上清を加えて，
共培養した時の DER 細胞の DNA 合成量を測定した。その結果，膜結合型状態
にならない分泌型発現細胞と共に培養した時も，DER 細胞の増殖抑制効果は見
られた（図 1-16B）。よって，この増殖抑制効果は膜結合型の機能ではなく，分
泌型の機能によるものであることが示された。先ほどと同様に，生細胞数測定

試薬 SF を用いて DER 細胞の細胞数を指標にした実験でも同じ結果が得られた
（図 1-16D）。 
 そこで，次に L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFの EGF受容体との結合活性に
ついて再検証を行った。 
 
ホルマリン固定時の増殖因子活性 
膜結合型ヒト HB-EGF の EGF 受容体との結合活性を測定する方法としては，

HB-EGF過剰発現細胞をホルマリンで固定した後，その上で培養した DER細胞
への増殖刺激活性を測定する方法が報告されている（Higashiyama et al., 1995）。
そこで，ホルマリン固定時および非固定時の増殖因子活性を，DER 細胞の細胞
数の増加を指標として調べた。その結果，ホルマリンで固定されていない

L148S/P149T変異型ヒト HB-EGFは，野生型に比べ DER細胞への増殖刺激が大
きく減少していた（図 1-17A）。これに対して，ホルマリンで固定された
L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF は，DER 細胞に対して野生型とほとんど変わ
らない増殖刺激活性を持っていた（図 1-17B）。このことより，L148S/P149T 変
異型ヒト HB-EGFの EGF受容体との結合活性は減少していなかったことが示さ
れた。 
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図 1-15 強制分泌型での増殖因子活性 
 

A. 強制分泌型（∆TM）は Pro149の直後に終始コドンを挿入してあり，野生型（WT）
では存在する膜貫通ドメイン以下を持たない。図は，ヒト HB-EGFの概略図と EGF様
ドメインの C末端付近のアミン酸配列を示す。HB：ヘパリン結合ドメイン，EGF-like：
EGF様ドメイン，TM：膜貫通ドメイン，cyto：細胞質ドメイン。 
B. 強制分泌型ヒト HB-EGF（∆TM）遺伝子をレトロウイルスベクターにより導入した
NIH 3T3細胞と共に DER細胞を 36時間培養し，DER細胞の DNA合成量を測定した。
膜結合型として合成される野生型ヒト HB-EGF を導入した細胞と共に培養した時の
DER細胞の DNA合成量をコントロールとした。 
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図 1-16 ヒト HB-EGF増殖因子活性測定系の検証 
 

A. 膜結合型ヒトHB-EGFの主要な切断部位であるLeu148の直後に終始コドンを挿入し

たヒト HB-EGF 遺伝子をレトロウイルスベクターによって導入して得られた分泌型発
現細胞（soluble form），および膜結合型を合成可能な野生型ヒト HB-EGF遺伝子を同様
に導入して得られた膜結合型発現細胞（membrane-anchored form）を，1×104 個または

5×104個ずつ 6ウェルプレートにまいた。その後，DER細胞（2.0×105個/2ml）を加えて

36時間共培養した時の DER細胞の DNA合成量を測定した。 
B. レトロウイルス感染細胞をそれぞれ，5×104個ずつ 6ウェルプレートにまき，WEHI-3
培養上清とDER細胞（2.0×105個/2ml）を加えて 36時間共培養した時のDER細胞のDNA
合成量を測定した。 
C-D. それぞれ A，Bと同様の実験を行い，DER細胞の増殖は生細胞数測定試薬 SFを
用いて測定した。 
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図 1-17 ホルマリン固定時の増殖因子活性 
 

A. ホルマリンで固定していない時の，DER細胞への増殖刺激活性を測定した。 
B. ホルマリンで固定した時の，DER 細胞への増殖刺激活性を測定した。固定した後
の細胞は DER 細胞との共培養中に増殖できないので，プレートにまいたレトロウイル
ス感染細胞数は，Aの実験を行った時よりも１桁多い。 
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【２】新たな変異型ヒト HB-EGFの探索と解析 
 
（2-1）培養細胞を用いた探索と解析 
 
変異挿入アミノ酸残基の検討 
 
ヒト HB-EGF の DT 受容体機能を失わずに増殖因子活性を減少させるのに必
要なアミノ酸残基を探すために，DT とヒト HB-EGF の EGF 様ドメインが結合
した複合体の結晶構造解析（Louie et al., 1997）と，ヒト EGFと EGF受容体との
親和性に関するこれまでの報告（Campion et al., 1994）を利用した。それらの報
告の概要は図 1-18にまとめた。最初に，EGF受容体との結合に関わるアミノ酸
の情報が必要になるが，ヒト HB-EGFでは調べられていない。しかし，HB-EGF
と同じEGFファミリーに属する増殖因子の，EGFやTransforming Growth Factor α 
(TGF-α) では研究が行われており，増殖因子活性に影響するアミノ酸残基はヒト
EGFの研究から推測した。 
図 1-18Aと Cにおいて緑色で示したヒト EGFのアミノ酸残基への変異によっ
て EGF 受容体結合活性が減少されたことが報告されている（Campion et al., 
1994）。また，部位特異的変異導入法の研究により，図 1-18Aと Bにおいて青色
で示したヒト HB-EGFの EGF様ドメインの Phe115， Leu127 と Glu141の 3つのア
ミノ酸は，DTが結合するのに重要であることが示されている（Mitamura et al., 
1997）。したがって，EGF 受容体への親和性を減少させる変異体候補は，DT 結
合に重要である，これらの 3つのアミノ酸残基の置換はできない。さらに，DT
とヒト HB-EGFの EGF様ドメインが結合した複合体の結晶構造解析（Louie et al. 
1997）より，Ile117, Arg128と Tyr138は DT と相互作用していない。しかし，ヒト
HB-EGFの Ile117, Arg128と Tyr138にそれぞれ対応するヒト EGFの Leu15, Asp27と

Tyr37 はアミノ酸置換によって EGF 受容体結合活性が減少している。ヒト
HB-EGFの Val124のアミノ酸残基は DTと相互作用しているが，ヒト HB-EGFの
Val124に対応するヒト EGFの Ile23は EGF受容体と低い親和性を示す。V124Lの
変異は DTの結合活性は野生型の 90%を保持していたことから（Mitamura et al., 
1997），Val124の疎水性アミノ残基への変異は DTの結合にそれほど影響を与えな
いと考えられた。Leu148のアミノ酸残基はヒト HB-EGFの結晶構造解析の複合体
には含まれていなかったが，ヒト HB-EGFの Leu148に対応するヒト EGFの Leu47

のアミノ残基は EGF受容体への親和性にかなり影響を与えることが示されてい
る。ヒト EGF と EGF 受容体の細胞外領域と結合した複合体の結晶構造解析
（Ogiso et al., 2002）より，ヒト HB-EGFの Ile117, Val124と Leu148にそれぞれ対応

するヒト EGFの Leu15, Ile23と Leu47は，EGF受容体に疎水的に相互作用してい
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る。よってこれらの報告に基づいて，DT 受容体機能を壊すことなく，ヒト
HB-EGF の増殖因子活性を取り除くために，図 1-18A と D において黄色で示し
た，Ile117，Val124，Arg128，Tyr138と Leu148の 5つのアミノ酸残基を置換した。 
 
レトロウイルス感染細胞の発現確認 
変異型ヒト HB-EGFの増殖因子活性と DT受容体機能の比較を行うためには，
活性を測定するヒト HB-EGF を同じように細胞に発現させる必要がある。その
ため，すべての変異型ヒト HB-EGF は，レトロウイルスベクターを用いてマウ
ス NIH 3T3細胞に導入した。実際，それらの細胞について，Western Blotにより
調べたところ，レトロウイルスベクターを用いて発現させたヒト HB-EGF のタ
ンパク質量はほとんど同じであることが確かめられた（図 1-19）。 
 
ヒト HB-EGF導入細胞での増殖因子活性 
 まず，ヒト EGF受容体を過剰発現させ，HB-EGF存在下で増殖できる DER細
胞（Iwamoto et al., 1999）を用いて変異型ヒト HB-EGFを導入した細胞の増殖因
子活性を調べた。DER細胞を変異型ヒト HB-EGFを導入した NIH3T3細胞と共
に，10% FBS存在下で 36時間培養した。そして，DER細胞をピペッティングに
よって 96ウェルプレートに移し，生細胞数測定試薬を加えて 3時間培養した後，
DER 細胞の細胞数を測定した（図 1-20）。図 1-21A で示したように．DER 細胞
は野生型ヒト HB-EGF を導入した細胞と共に培養した時に増殖し，この増殖は
共培養した細胞数に依存的であった。一方，Mock 導入細胞では DER 細胞の増
殖は見られなかった。I117A 変異型ヒト HB-EGF を導入した細胞は，DER 細胞
の増殖を少し促し（図 1-21A），Y138D, Y138Lと L148V変異型ヒト HB-EGF導
入細胞では，弱い増殖刺激活性しか保持していなかった（図 1-21C，D）。Val124

と Arg128へのアミノ酸置換は DER細胞への増殖刺激活性へ影響を与えなかった
が（図 1-21B，C），I117A/L148V，I117V/L148Vと Y138L/L148Vの二重変異型ヒ
ト HB-EGFでは，DER細胞への増殖刺激活性をほとんど失う結果となった（図
1-21D）。 
 
ヒト HB-EGF導入細胞での DT感受性 
 次に，変異型ヒト HB-EGFを導入した細胞の DT感受性を調べた。DTはヒト
HB-EGF に結合し受容体を介したエンドサイトーシスによって細胞内に取り込
まれ，タンパク質合成を阻害する（図 1-1）。そこで，変異型ヒト HB-EGF を導
入した細胞を種々の濃度の DTと共に培養し，35Sラベル化 Met/Cysの取り込み
によって，タンパク質合成量を測定した。その結果，野生型ヒト HB-EGF を発
現した細胞では、タンパク質合成量の減少が見られたが、Mock 導入細胞では、
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ほとんど見られなかった（図 1-22A）。ここでは，タンパク質合成量をコントロ
ールの 50%へ減少させた時の DT濃度を EC50として求めて，図 1-18Aに並べて
表示した。I117A，I117V，R128H，R128Kと L148Vの変異型ヒト HB-EGFを発
現した細胞は DT感受性を示したが，この感受性は I117Aの変異でわずかに低下
した（図 1-22A，C，D）。V124L変異では DT感受性が高まり，V124Fと Y138L
の変異では DT 感受性が低下した（図 1-22B，C）。V124A の変異ではほとんど
DT 感受性を示さず，Y138D の変異では DT 感受性が失われた（図 1-22B，C）。
DT 感受性は， I117V/L148V の二重アミノ酸変異ではわずかに低下し，
I117A/L148V と Y138L/L148V の変異では低下した。しかし，I117A/L148V の変
異型ヒト HB-EGF は，DT 受容体機能は低下したが保持していた（図 1-22D）。
これらの結果を合わせると，L148V，I117A/L148Vと I117V/L148Vの変異型ヒト
HB-EGFは，増殖因子活性が低下しており，かつDT受容体機能を保持していた。 
 
分泌型ヒト HB-EGFの増殖因子活性 
ヒト HB-EGF のぞれぞれの変異体について，分泌型のみの増殖因子活性を調
べた。分泌型ヒト HB-EGF を得るために，膜結合型ヒト HB-EGF の主要な切断
部位である Leu148（Higashiyama et al., 1992）の直後に終始コドンを挿入すること
で，強制分泌型のプラスミドを作製した。この強制分泌型のプラスミドを，高

いトランスフェクション効率が得られる HeLa細胞に導入し，その培養上清を回
収した。そして，プラスミド導入 HeLa細胞の培養上清中の分泌型ヒト HB-EGF
の量を Western Blot により見積もった後（図 1-23A），サンプル中の分泌型ヒト
HB-EGFの量を揃えた（図 1-23B）。そのサンプルを 96ウェルプレート中の DER
細胞へ加えて 36時間経過した後，DER細胞の細胞数を測定した。その結果，野
生型ヒトHB-EGFの分泌型を導入した細胞の培養上清を加えたDER細胞は増殖
し，この増加は培養上清の量に依存した（図 1-24A）。一方，Mock導入細胞の培
養上清中では DER細胞の増加は見られなかった（図 1-24A）。増殖刺激は，I117V
の変異で若干減少した（図 1-24A）。I117A，Y138D，Y138L，I117A/L148V と
Y138L/L148Vの変異では，増殖刺激活性の大幅な減少が見られた（図 1-24A，B，
C）。これらの結果は，図 1-21の結果とほぼ一致していた。しかし図 1-21Dで増
殖刺激活性が大幅に低下していた L148V の変異では増殖刺激活性の減少が見ら
れず，同じく I117V/L148V の変異ではわずかな減少しか見られなかった（図
1-24C）。この結果より，Leu148の置換は，分泌型と膜結合型それぞれの増殖刺激

活性について，異なる影響を与える可能性が示唆された。 
 
膜結合型ヒト HB-EGFの切断確認 
 DT受容体として機能する膜結合型ヒト HB-EGFは，細胞表面でプロテアーゼ

 52



により切断され分泌型となる。この膜結合型の切断は，TPA 刺激によって促進
される（Goishi et al., 1995）。そこで，TPA刺激による膜結合型ヒト HB-EGFの
切断をWestern Blotにより調べた。変異型ヒト HB-EGF発現細胞に TPAを加え
て 30分間培養し，細胞抽出液中の HAタグを付加したヒト HB-EGF細胞質ドメ
インを，抗 HA 抗体を用いて検出した。図 1-25B で，およそ 25kDa 付近の複数
のバンドは膜結合型ヒト HB-EGFで，tail fragmentと表記した 15kDa付近の小さ
いバンドは細胞質ドメインと膜貫通ドメインからなるプロテアーゼによる切断

断片を示している（図 1-25A）。TPA による切断刺激を加えると，野生型ヒト
HB-EGF発現細胞では tail fragmentの量が増加したが，L148V，I117V/L148Vと
I117A/L148Vの変異型HB-EGF発現細胞では tail fragmentがほとんど検出できな
かった（図 1-25B）。この結果より，L148V，I117V/L148V および I117A/L148V
の変異型HB-EGFは，TPAによる切断刺激に耐性を持っていることが示された。 
 
膜結合型ヒト HB-EGFの増殖因子活性 
 膜結合型 HB-EGF は，膜に結合した状態で隣接する細胞にシグナルを伝えて
いると考えられている（Iwamoto et al., 1999）。図 1-21で測定した増殖因子活性
は，ヒト HB-EGF の分泌型と膜結合型の両方の増殖因子活性を表している。し
かしながら，増殖因子活性の減少が見られたいくつかの変異体（L148V，
I117V/L148V および I117A/L148V）は，TPA 存在下においても切断されず，図
1-24での分泌型による増殖刺激活性は，図 1-21と異なっていた。そこで，いく
つかの変異型ヒト HB-EGF では，分泌型を生じることができないことにより増
殖因子活性の減少が見られた可能性を検証するために，膜結合型のみの増殖因

子活性を調べた。レトロウイルスベクターによりヒト HB-EGF を発現した NIH 
3T3細胞を DER細胞と共培養する前に 10%ホルマリンで固定し，ヒト HB-EGF
の分泌型を生じる可能性を排除した。そして 36時間培養した後，図 1-21と同様
に DER細胞の細胞数を測定した。DER細胞は，野生型ヒト HB-EGF発現細胞を
ホルマリンで固定された上で共培養した時に増殖したが，Mock導入細胞の上で
は増殖しなかった。L148V変異体発現細胞と共に培養した時は，DER細胞の増
殖は減少していたが，完全にはなくならなかった（図 1-26）。このことは，図 1-21D
でこの変異体で見られた増殖因子活性の大幅な減少は，分泌型を生じることが

できないことに起因していることを示している。しかしながら，I117V/L148Vお
よび I117A/L148Vの変異体では，DER細胞への増殖刺激活性がそれぞれ，ほと
んど失っていた，または大幅に減少しており，これらの変異体ではアミノ酸置

換によって，EGF 受容体との物理的な相互作用が破壊されていることが示され
た（図 1-26）。 
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図 1-18 変異導入アミノ酸残基の検討 
 

A. ヒト HB-EGFの模式図，ヒト HB-EGFの EGF様ドメインとヒト EGFのアミノ酸配
列 
 ヒト HB-EGFの EGF様ドメインで，青色で囲ったアミノ酸は DTとの結合に重要な 3
つの残基（Mitamura et al., 1997）を示している。太字の斜体で示したアミノ酸は，TPA
刺激によって促進される膜結合型ヒト HB-EGF の切断に影響を与える（Hirata et al., 
2001）。ヒト EGF で，緑色で囲ったアミノ酸はアミノ酸置換により EGF 受容体との親
和性が減少する（Campion et al., 1994）。マウス HB-EGFの EGF様ドメインに示した 10
個のアミノ酸は，ヒト HB-EGF と異なる。太字の下線が引かれたアミノ酸は，ヒト
HB-EGFの EGF様ドメインとヒト EGFで保存されているアミノ酸残基を示している。
この研究で置換したアミノ酸は黄色で囲った。EC50は，図 1-22の結果から求めた。 
 

B-D. ヒト HB-EGFの EGF様ドメインの 3次元立体構造モデル 
 ヒト HB-EGFの EGF様ドメインの立体構造（Phe107-Ser147）は，DTとの複合体（Louie 
et al., 1997）を参照し，それに Leu148を加えた。その立体構造モデルで，重要なアミノ

酸残基の位置を Aと同じ色で示した。すなわち，DTの結合に重要な 3つのアミノ酸残
基（B），ヒト EGFのアミノ酸置換により，EGF受容体との親和性が減少した残基に対
応するアミノ酸残基（C），この研究で置換したアミノ酸残基（D）を示した。 
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図 1-19 レトロウイルス感染細胞の発現確認 
 

レトロウイルスベクターを用いて発現させたヒト HB-EGF タンパク質の量を，抗ヒト
HB-EGF抗体を用いたWestern Blotにより確認した。膜結合型ヒト HB-EGFの複数のバ
ンドは，様々な N末端の切断や糖鎖修飾を表している。 
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図 1-20 増殖因子活性測定法の模式図 
 

図 1-21では，レトロウイルスによりヒト HB-EGF変異体を発現させたマウス NIH 3T3
細胞を 12 ウェルプレートへ調整し，ヒト HB-EGF の存在下でよく増殖する DER 細胞
（1×105/2ml）と共に 36 時間培養した。その後，DER 細胞をピペッティングにより 96
ウェルプレートへ移し，生細胞数測定試薬を加えて 3 時間培養した後，DER 細胞の細
胞数を測定した。図 1-26では，ヒト HB-EGF発現細胞を 12ウェルプレートへ調整し，
10%ホルマリンで固定した後に，DER 細胞（1×105/2ml）を共に培養させ同様に細胞数
を測定した。 
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図 1-21 ヒト HB-EGF導入細胞の増殖因子活性 
 

A-D. レトロウイルスによりヒト HB-EGF変異体を発現させたマウス NIH 3T3細胞を
12ウェルプレートへ調整し，DER細胞（1×105/2ml）と共に 36時間培養した。その後，
DER細胞をピペッティングにより 96ウェルプレートへ移し，生細胞数測定試薬を加え
て 3 時間培養した後，DER 細胞の細胞数を測定した。値は少なくとも 4 つの実験の平
均で，バーは標準誤差を示す。 
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図 1-22 ヒト HB-EGF導入細胞の DT感受性 
 

A-D. ヒトHB-EGF変異体を発現したマウスNIH 3T3細胞へ様々な濃度のDTを加えて
12時間培養した後，35Sラベル化Met/Cysを含む培地中で 1時間培養した。そしてタン
パク質への放射活性の取り込み量を測定し，DT 無添加時（コントロール）のタンパク
質合成量を 100%として表示した。ヒト HB-EGFの各変異の結果は，図 1-24A-Dと同じ
順序で並べた。また，コントロールの 50%へとタンパク質合成量を低下させた時の有効
DT濃度を EC50として求め，図 1-18Aに示した。値は少なくとも 4つの実験の平均で，
バーは標準誤差を示す。 
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A 

 
 
希釈前 wt I117A I117V Y138D Y138L L148V I117A/ 

L148V 

I117V/ 

L148V 

Y138L/ 

L148V 

wt = 1 1.00 0.95 0.57 0.76 0.85 0.75 0.89 1.00 1.00 

I117V = 1 1.75 1.67 1.00 1.32 1.49 1.31 1.56 1.75 1.75 

 

B 

 
 
希釈後 wt I117A I117V Y138D Y138L L148V I117A/ 

L148V 

I117V/ 

L148V 

Y138L/ 

L148V 

希釈倍率 1.75 1.67 1.00 1.32 1.49 1.31 1.56 1.75 1.75 

wt = 1 1.00 1.04 0.96 0.98 1.06 1.14 1.15 0.98 0.99 

I117V = 1 1.04 1.08 1 1.02 1.10 1.18 1.20 1.02 1.04 
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図 1-23 分泌型ヒト HB-EGF産出量の確認 
 

A. トランスフェクション後の Hela細胞培養上清 15µlをサンプルバッファーと混ぜて
泳動し，分泌型ヒト HB-EGFの量を，ヒト HB-EGF抗体を用いた Western Blot により
確認した。そして，定量した値を下に示した。ヒト HB-EGFの複数のバンドは，様々な
N末端の切断や糖鎖修飾を表している。 
B. 分泌型ヒト HB-EGF の量を，（A）の結果で一番少なかったサンプルの量に合うよ
うに培地で希釈し，培養上清中の分泌型ヒト HB-EGF の量をそろえた。そして，ヒト
HB-EGF抗体を用いたWestern Blot により確認した。別の日にトランスフェクションを
行った Hela細胞培養上清 3回分について，これと同様の操作を行い，図 1-24の測定を
行った。 
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図 1-24 分泌型ヒト HB-EGFの増殖因子活性 
 

DER細胞を分泌型ヒト HB-EGF変異体を含む培養上清を加えて 36時間培養し，生細胞
数測定試薬を用いて DER細胞の細胞数を測定した。ここでは，分泌型ヒト HB-EGFの
量をそろえた後の（図 1-23B）培養上清を使用した。値は 3回の独立して行った実験の
平均で，バーは標準誤差を示す。 
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図 1-25 膜結合型ヒト HB-EGFの切断確認 
 

A. ここで用いたヒト HB-EGFの構造の模式図 
トランスメンブレンドメイン（TM）と細胞質ドメイン（cyto）からなるプロテアーゼ
による切断断片を tail fragment と表している。 
B. 細胞を無血清培地で 18時間培養し，64nM TPAを加えてさらに 30分間培養した。
そして膜結合型ヒトHB-EGFを抗HA抗体および抗GFP抗体を用いたWestern Blotによ
り調べた。EGFP は同じプラスミドから IRES 配列により発現させており，ローディン
グコントロールとして下のパネルに並べて示した。膜結合型ヒト HB-EGFの複数のバン
ドは，様々な N末端の切断や糖鎖修飾を表している。 
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図 1-26 膜結合型ヒト HB-EGFの増殖因子活性 
 

レトロウイルスによりヒト HB-EGF変異体を発現させたマウス NIH 3T3細胞を 12ウェ
ルプレートへ調整し，10% ホルマリンで固定した。その上で，DER細胞（1×105/2ml）
と共に 36 時間培養した。その後，DER 細胞をピペッティングにより 96 ウェルプレー
トへ移し，生細胞数測定試薬を加えて 3 時間培養した後，DER 細胞の細胞数を測定し
た。値は 4つの実験の平均で，バーは標準誤差を示す。 
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（2-2）トランスジェニックマウスを用いた解析 
 
トランスジーンの構築と培養細胞での解析 
新たに作製した 2つの変異型ヒトHB-EGF（I117A/L148Vおよび I117V/L148V）
について，マウス個体で用いた時の有用性を調べた。これまでに，野生型 HB-EGF
を全身で発現するトランスジェニックマウスは出生後に発現誘導する方法を用

いなければ得ることができず，胎児期の HB-EGF の過剰発現は致死となる可能
性が報告されていた（Cha et al., 2003）。そこで，全身で遺伝子を発現させるプロ
モーターを用いて，野生型，I117A/L148V と I117V/L148V 変異型のそれぞれの
ヒト HB-EGF を発現するトランスジェニックマウスが得られるかどうかを調べ
ることで，マウス個体で用いた時の有用性を検証した。 
 ここではトランスジーンの発現確認を容易にするために，GFP 遺伝子を融合
させた。これまでに，GFP融合ヒト HB-EGF遺伝子を導入したマウス細胞の DT
感受性は，野生型ヒト HB-EGF を導入したマウス細胞と変わらないことを確認
している（図 1-27，古川修士論文 2003）。そこで，GFP遺伝子を融合させたそれ
ぞれのヒト HB-EGF 遺伝子をニワトリβ-アクチンプロモーターにつないだプラ
スミドを構築し（図 1-4D），高いトランスフェクション効率が得られる Hela 細
胞へリン酸カルシウム法により導入して発現確認を行った。その結果，それぞ

れのプラスミドを導入した細胞から GFP蛍光が確認された（図 1-28A）。この蛍
光は，EGFP を単独で発現させた細胞（pEGFP-N1）よりも弱かったが，一般的
に，膜タンパク質と融合させた時の GFP蛍光は弱くなることが知られている。
またこの時の細胞抽出液を調整し，Western Blotによりタンパク質の発現を確認
した。その結果，3種類のプラスミドを導入した細胞抽出液ではすべて，予想さ
れた位置に GFP融合タンパク質が検出され，HB-EGF/GFP融合遺伝子が発現し
ていることが確認された（図 1-28B）。 
 
トランスジェニックマウスの作製 
培養細胞で GFP融合タンパク質の発現が確認されたので，それぞれ 100匹程
度ずつのマウスが誕生するまで，C57BL/6J × C57BL/6Jの受精卵へトランスジー
ンのインジェクションを行った。そして，誕生したマウスの中のトランスジー

ンが導入されたマウスがいるかどうかを，Southern Blotまたは PCRにより調べ
た（data not shown）。その結果，野生型ヒト HB-EGF遺伝子をもつトランスジェ
ニックマウス（CAGTR1/GFP）では，合計 1843 個の受精卵へ 12 回インジェク
ションを行い，103 匹誕生し，9 匹（2F1，3F5，4F2，5M1，7F1，8M5，10F2，
11M3，12F1）でトランスジーンの導入が確認された。I117A/L148V 変異型ヒト
HB-EGF 遺伝子をもつトランスジェニックマウス（CAGTR5/GFP）では，合計
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1468個の受精卵へ 9回インジェクションを行い，95匹誕生し，19匹（1M4，3F3，
3F6，3M4，3M9，3M10，3M11，4F1，4F3，6F1，6F6，6M1，6M5，7M1，7M5，
8F3，9M5，9M6，9M7）でトランスジーンの導入が確認された。I117V/L148V
変異型ヒト HB-EGF 遺伝子をもつトランスジェニックマウス（CAGTR6/GFP）
では，合計 1885 個の受精卵へ 9回インジェクションを行い，111匹誕生し，20
匹（1F1，1M1，3F1，3F6，3F9，3M5，6F1，7F1，7M1，9F1，9F4，9F10，9F16，
9M1，9M2，9M3，9M5，9M9，9M11，9M12）でトランスジーンの導入が確認
された（表 1-3）。 
 
トランスジーンの発現確認 
ここで作製したトランスジェニックマウスは，ニワトリβ-アクチンプロモータ
ーを用いていることにより，血液中の細胞においてもトランスジーンが発現さ

れると考えられる。そこで，ファウンダーマウスの血液から RNAを回収し，血
液中でのトランスジーン発現の有無を RT-PCRにより調べた。その結果，血液中
の細胞でトランスジーンの発現が確認されたマウスは，CAGTR1/GFP マウスで
は 7匹中 2匹（3F5，11M3）しか得られなかった。2F1と 5M1のマウスは，Tail 
Cut 後に死亡したため血液を採取できなかった（原因は不明）。それに対して，
CAGTR5/GFPマウスと CAGTR6/GFPマウスではそれぞれ，19匹中 14匹（1M4，
3F6，3M10，3M11，4F1，4F3，6F1，6F6，6M1，6M5，7M1，7M5，8F3，9M6）
と 20匹中 17匹（1F1，1M1，3F1，3F6，3F9，3M5，6F1，7F1，7M1，9F1，9F10，
9F16，9M1，9M2，9M3，9M9，9M12）ずつ得られ，トランスジーンを発現し
たマウスが得られた割合は高かった（図 1-29）。 
次にトランスジーンの発現について，他の組織での発現の有無を調べた。こ

こでは，血液細胞でトランスジーンの発現が確認されなかったファウンダーマ

ウスから組織（膵臓，脳，肝臓，脾臓，腎臓，小腸，精巣，肺，心臓，胸腺，

筋肉）を回収し，細胞抽出液を調整し，トランスジーン由来のタンパク質の有

無をWestern Blotにより調べた（図 1-30）。CAGTR1/GFPマウスは 4匹調べ，8M5
では精巣のみで，10F2では腎臓のみでトランスジーンの発現が見られたが，7F1
と 12F1 では全く発現が見られなかった（図 1-30A）。CAGTR5/GFP マウスは 5
匹調べ，3F3と 3M4では全く発現が見られず，9M5では心臓のみで発現が見ら
れたが，3M9 ではいくつかの組織（膵臓，脳，精巣，心臓，筋肉）で発現が見
られ，9M7では調べたすべての組織で発現が見られた（図 1-30B）。 
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図 1-27 GFP融合型ヒト HB-EGF発現細胞の DT感受性 
 
GFP融合型ヒト HB-EGFの DT感受性を野生型 HB-EGFと比較した。野生型ヒ
ト HB-EGF は IRES 配列により GFP を同時に発現させた。各遺伝子を含むウイ
ルス溶液を 10ml（5ml×2回感染させた）加えて培養したマウスNIH 3T3細胞へ，
種々の濃度の DTを加えて 37℃で 12時間培養後，35Sラベル化 Met/Cysを 1時
間取り込ませ，タンパク質合成量を測定した。横軸は DTを培地に加えた時の終
濃度（µg/ml）。縦軸は DT無添加時のタンパク質合成量を 100%として，タンパ
ク質合成量の程度を%表示した。 
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図 1-28 Hela細胞へ導入した時の GFP蛍光とWestern Blot 
 

A. GFP 遺伝子を融合させたそれぞれのヒト HB-EGF 遺伝子をニワトリβ-アクチンプ
ロモーターにつないだプラスミドを構築し，高いトランスフェクション効率が得られる

Hela 細胞へリン酸カルシウム法により導入して 48 時間後に GFP 蛍光を観察した。
pCAGGSは空ベクター，pEGFP-N1は，CMV（cytomegarovirus）プロモーターの下流で
EGFPを単独で発現させるプラスミド（clontech）を導入した細胞を示す。 
B. この時の細胞抽出液を各レーンに 10µgずつ泳動し，Western Blotによりタンパク質
の発現を確認した。プラスミドの発現確認は，ヒト HB-EGF抗体を用いて行った。 
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図 1-29 血液由来 RNAの RT-PCR 
 

ファウンダーマウスの血液から RNA を回収し，トランスジーンの発現を RT-PCR によ
り調べた。RT+と-は，cDNAを得るための逆転写反応液中へ加えた逆転写酵素の有無を
示している。 
A. AlbTR1/GFP（Wild Type）のマウス， 
B. AlbTR5/GFP（I117A/L148V）のマウス 
C. AlbTR6/GFP（I117V/L148V）のマウス 
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図 1-30 マウス組織のWestern Blot 
 

マウス組織から調整したタンパク質を各レーンに 10µgずつ泳動し，Western Blotにより
トランスジーンの発現を調べた。 
A. AlbTR1/GFP（Wild Type）のマウス 
B. AlbTR5/GFP（I117A/L148V）のマウス 
トランスジーン（HB-EGF/GFP）の発現は，ヒト HB-EGF抗体を用いて検出した。 
組織の表記は以下の通り，膵：膵臓，脳：大脳，肝：肝臓，脾：脾臓，腎：腎臓，腸：

小腸，精：精巣，肺：肺，心：心臓，胸：胸腺，筋：筋肉。 
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CAGTR1/GFP (Wild Type) 
Injection Tail Cut Tg+  
日付 卵数 ♀ ♂ 計 ♀ ♂ 計

Tg+マウス名 

1 060302 181 1 6 7 0 0 0   
2 060303 239 5 2 7 1 0 1 (2F1) 

3 060309 195 5 3 8 1 0 1 3F5 
4 060314 154 4 7 11 1 0 1 4F2 

5 060511 134 0 3 3 0 1 1 (5M1) 

6 060518 123 5 3 8 0 0 0   
7 060519 107 2 1 3 1 0 1 7F1 
8 060525 150 11 8 19 0 1 1 8M5 

9 060526 100 0 2 2 0 0 0   
10 060601 96 3 4 7 1 0 1 10F2 

11 060608 188 7 6 13 0 1 1 11M3 
12 060609 176 9 6 15 1 0 1 12F1 

計  1843 52 51 103 6 3 9 9/103（8.7 %）
 
CAGTR5/GFP (I117A/L148V) 

Injection Tail Cut Tg+  
日付 卵数 ♀ ♂ 計 ♀ ♂ 計

Tg+マウス名 

1 060323 189 5 5 10 0 1 1 1M4 
2 060331 138 2 4 6 0 0 0   
3 060406 148 7 11 18 2 4 6 3F3, 3F6, 3M4, 3M9, 3M10, 3M11
4 060714 200 3 2 5 2 0 2 4F1, 4F3 
5 060721 172 7 3 10 0 0 0   
6 060728 99 6 5 11 2 2 4 6F1, 6F6, 6M1, 6M5 
7 060804 150 4 8 12 0 2 2 7M1, 7M5 
8 060810 149 4 1 5 1 0 1 8F3 
9 060818 223 8 10 18 0 3 3 9M5, 9M6, 9M7 
計  1468 46 49 95 7 12 19 19/95（20.0%）
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CAGTR6/GFP (I117V/L148V) 
Injection Tail Cut Tg+  
日付 卵数 ♀ ♂ 計 ♀ ♂ 計

Tg+マウス名 

1 060407 222 5 4 9 1 1 2 1F1, 1M1 
2 060420 113 4 3 7 0 0 0   
3 060427 316 9 8 17 3 1 4 3F1, 3F6, 3F9, 3M5 
4 060616 154 4 9 13 0 0 0   
5 060622 188 6 3 9 0 0 0   
6 060629 155 3 5 8 1 0 1 6F1 
7 060706 253 3 9 12 1 1 2 7F1, 7M1 
8 060824 251 0 0 0 0 0 0  
9 060831 233 20 16 36 4 7 11 9F1, 9F4, 9F10, 9F16， 

9M1, 9M2, 9M3, 9M5,  

9M9, 9M11, 9M12 
計  1885 54 57 111 10 10 20 20/111（18.0 %）

 
 
表 1-3 ヒト HB-EGF全身発現マウスの解析結果 
 
Tg+マウス名の項目で，括弧をつけたマウスは，Tail Cut後に死亡し血液中での
トランスジーンの発現確認を行えなかったマウス，太字で大きく示したマウス

は，血液中でのトランスジーンの発現が確認されたマウスを示している。各表

の右下には，Tail Cutしたマウス数に対する Tg+マウス数の割合を載せた。卵数
は，トランスジーンをインジェクションした受精卵の数を示している。 
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考察 

 
肝炎モデルマウスを用いた解析 
L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF は，膜結合型 HB-EGF の機能として報告され
ている増殖抑制効果が見られなかったことより（図 1-8），プロテアーゼによる
切断に耐性を持つだけでなく，EGF 受容体との結合活性も失っていると判断し
た（古川修士論文 2003）。そのため，L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF 遺伝子
をアルブミンエンハンサー/プロモーターの下流につなげて，肝炎モデルトラン
スジェニックマウスを作製し，解析を行った。まずAlb-TR1 6M2とAlb-TR2 1M11
のマウスを用いて DT感受性の違いを比べたが，500ng/kgと 50ng/kgの DT投与
では血液中の GPT 活性に大きな違い見られなかった（図 1-11）。続けて
50-500ng/kg の間の濃度で比較を行うことも検討したが，同じラインのマウスで
も GPT活性の上昇の程度に個体差が出てしまうことや，ヒト HB-EGFの発現量
が同じでないことを考慮し，DT 投与による感受性に大きな違いが出なければ，
2つのヒト HB-EGFの毒素受容体機能を比べるのは困難であると判断した。次に，
Alb-TR1 と Alb-TR2 の初代培養の肝細胞の増殖速度を比較することで，
L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF 発現細胞の評価を試みた。しかし，ポジティ
ブコントロールとなるAlb-TR1 6M2 Tg+のマウスから調整した肝細胞のDNA合
成量は，ネガティブコントロールとなる Tg-のマウスから調整した細胞と顕著な
差は見られなかった。このような結果となった要因としては，前提となった実

験（kiso et al., 2003）に用いられたマウスは ICRの系統で作製された Tg16であ
るのに対して，ここで用いたマウスの系統は C57BL/6Jであったこと，あるいは
肝臓での Alb-TR1 6M2のヒト HB-EGFの発現量は，Alb-TR1の調べた 3ライン
（6M2，7M4，7M5；発現比は 1.0 : 0.8 : 0.4，data not shown）の中では最も多か
ったが，Tg16の 4分の 1程度（data not shown）でありヒト HB-EGFの発現量が
少なかったことが挙げられる。また，論文（kiso et al., 2003）で報告された通り
マウス個体で肝切除を行い，その後の肝実質細胞の増殖を調べることも考えら

れたが，初代培養の肝実質細胞を用いた実験で優位な差が見られなかったこと

より，マウス個体で肝切除を行っても同様の結果になる可能性を考え，断念し

た。さらに初代培養の肝細胞で，TPA刺激の有無によって DT感受性に違いが見
られるかどうかを調べたが（図 1-13），初代培養の肝細胞は TPAが効かない，ま
たは膜結合型 HB-EGF を切断する機構がない可能性が考えられ，この実験系で
比較を行うことはできなかった。また，L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF を発
現した細胞をホルマリンで固定し，膜結合型の増殖因子活性を測定したところ，

EGF受容体との結合活性は失っていないことが示唆された（図 1-17B）。よって

 75



これらの結果を考慮し，肝炎モデルマウスを用いた解析は，これ以上行わなか

った。 
 
膜結合型 HB-EGFの増殖抑制効果 
ヒト HB-EGFの増殖因子活性測定に用いた DER細胞は，ヒト HB-EGF発現細
胞数に依存して増殖するが，分泌型ヒト HB-EGF の量が多い時は減少した（図
1-16A，C）。この結果より，膜結合型 HB-EGFによる増殖抑制効果を調べる実験
系（図 1-7）の再検証を行った。その結果，分泌型発現細胞と共に培養した時も，
DER細胞の増殖抑制効果は見られた（図 1-16B）。よって，この増殖抑制効果は
膜結合型の機能ではなく，分泌型の機能によるものであることが示された。論

文の報告（Iwamoto et al., 1999）と異なった理由としては次のことが挙げられる。
岩本らは，HB-EGF発現細胞と DER細胞の間を膜で区切り，DER細胞には分泌
された HB-EGF のみ作用できる条件で得られた結果を分泌型 HB-EGF の機能，
HB-EGF 発現細胞と DER 細胞の間の膜がなく，膜結合型 HB-EGF が DER 細胞
に作用できる条件で得られた結果を膜結合型 HB-EGF の機能として比較を行っ
ている。そして，前者の膜で区切った時には DER細胞のアポトーシスが見られ
なかったことより，後者の条件で見られた DER細胞のアポトーシスは膜結合型
HB-EGF によって引き起こされた結果であると結論づけている（図 1-7）。しか
し膜で区切った条件で同様の実験を行ったところ，DER細胞に取り込まれた 3H
チミジンの放射活性（～5×102cpm）は，ヒト HB-EGFを発現していない時（～
1×102cpm）よりも上昇していたが，膜結合型 HB-EGFによる抑制効果を調べた
時（図 1-8，1-16B）に得られた放射活性（2-5×104cpm）に比べ低い値を示し，
膜を通過した分泌型ヒト HB-EGF の量は少ない可能性が示唆された。この結果
より，膜で区切った時に DER細胞のアポトーシスが見られなかったのは，DER
細胞に作用した分泌型ヒト HB-EGF の量が少なすぎたことが原因である可能性
が考えられた。 
 
新たな変異型ヒト HB-EGFのアミノ酸置換部位 

L148S/P149T 変異型ヒト HB-EGF では，EGF 受容体との結合活性が残ってい
ることが示唆された。そのため，新たな変異型ヒト HB-EGFの探索を行った。 
ヒト HB-EGFの Ile117に対応するヒト EGFの Leu15のアミノ酸残基を置換する

と，EGF 受容体との親和性が減少することが報告されていた。例えば，Val と
Ala への置換はそれぞれ，野生型の 18%と 2.7%まで親和性の減少が見られてい
る（Campion et al., 1994）。この報告を元にしてヒト HB-EGFのアミノ酸置換を
行ったところ，I117Vの変異ではヒト HB-EGFの増殖因子活性にあまり影響を与
えなかったが，I117A の変異では大幅な減少が見られた。一方，ヒト HB-EGF
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の結晶構造解析では，Ile117は DTと相互作用していないと報告されていた（Louie 
et al.,1997）。しかしながら，I117Aまたは I117A/L148Aの変異体では導入したマ
ウス細胞の DT 感受性が低下しており，ヒト HB-EGF の構造が I117A の変異に
よってわずかに変わっている可能性が考えられた。次に，ヒト EGF の Leu15の

アミノ酸置換は EGF 受容体との親和性に大きく影響を与えており（Campion et 
al., 1994），ヒト HB-EGF の Leu148への変異は増殖因子活性の大幅な減少が期待

された。またヒト EGF の結晶構造解析より，Leu15は EGF 受容体と疎水的に相
互作用しており（Ogiso et al., 2002），このアミノ酸残基が EGF受容体との結合
に重要な働きをしていることが示唆された。しかしながら，ヒト HB-EGF の
Leu148 への変異は，増殖因子活性の大幅な減少は見られなかった。この結果は，

ヒト HB-EGFの，EGF様ドメインは Leu148で終わっているが，対応するヒト EGF
は 53個のアミノ酸からなり（図 1-21A），Leu15の C末端には 6個のアミノ酸残
基を含んでいることに起因している可能性が挙げられる。さらにヒト EGFの変
異体解析で，ヒト EGFで変異を組み合わせると EGF受容体との親和性がさらに
減少していたが（Campion et al., 1994），これと同様に，I117A/L148Vのような二
重変異は，ヒトHB-EGFの増殖因子活性のさらなる減少をもたらした。またVal124

と Arg128のアミノ酸残基置換は，増殖因子活性に影響を与えず，Tyr138の変異は

DT感受性に影響を与えた。よってこれらの結果を合わせると，ヒト HB-EGFの
DT受容体機能を失わずに増殖因子活性を抑えるためには，Ile117と Leu148のアミ

ノ酸置換が効果的であった。分泌型ヒト HB-EGF を DT 解毒剤として利用する
ために行われた別グループによる研究では，I117A/L148Aの変異を持つ分泌型ヒ
ト HB-EGF の組み換えタンパク質は，低い増殖刺激活性を持っていたが DT 結
合阻害活性は野生型と似ていたことが示されている（Cha et al., 2002）。 
 
非切断変異型ヒト HB-EGF 
 L148Sと L148S/P149Tのヒト HB-EGF変異体は，TPAやリゾフォスファチジ
ル酸などの刺激で促進される切断に抵抗を示すことが報告されている（Hirata et 
al., 2001；Yamazaki et al., 2003）。このことは，Leu148への変異は膜結合型の切断
に影響を与える可能性を示しており，実際，L148Vのヒト HB-EGF変異体では，
TPA 刺激による切断の減少が見られた。分泌型ヒト HB-EGF は DT 受容体とし
て機能しないので，膜結合型ヒト HB-EGF の切断を抑えれば，ヒト HB-EGF 発
現マウス細胞の DT感受性の減少を防ぐことが期待された。しかしながら，ヒト
HB-EGF の L148V 変異体を発現させたマウス細胞の DT 感受性は野生型を発現
した細胞に比べてそれほど高くはなかった。このことは，図 1-25B で見られる
ように，TPA 刺激後もヒト HB-EGF の膜結合型が多く残っていることに起因す
ると考えられる。一方，培養細胞において膜結合型 HB-EGF は生物学的な活性
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を持っていると考えられているが（Higashiyama et al., 1995），膜結合型 HB-EGF
の機能として報告されている増殖抑制効果は，上述のように分泌型による機能

であることが確認された。さらに膜結合型 HB-EGF の切断ができない変異マウ
スは，HB-EGFノックアウトマウスと似た表現形を示しており（Yamazaki et al., 
2003），膜結合型 HB-EGF の生理機能は不明である。また，過剰量の分泌型
HB-EGF を産出する変異マウスは皮膚や心臓で深刻な異常を示しており
（Yamazaki et al., 2003），分泌型が HB-EGF機能に重要な役割を果たしているこ
とが示されている。さらに，膜結合型 HB-EGFを切断する ADAM12メタロプロ
テアーゼ阻害剤によって心肥大が阻害された（Asakura et al., 2002）。ここでは，
TPA刺激に耐性を示す L148V変異を含むヒト HB-EGF変異体は，分泌型と膜結
合型の両方を含む活性を測定した時の方が，膜結合型のみの活性を測定した時

に比べて，大幅な増殖因子活性の減少が見られた。それゆえ，トランスジェニ

ックマウスでのヒト HB-EGF 過剰発現の副作用は，膜結合型 HB-EGF の切断を
抑えることで防ぐことが期待される。 
 
TRECK法に用いる毒素受容体の候補 
 I117A/L148V のヒト HB-EGF 変異体は，分泌型と膜結合型の増殖因子活性が
減少しており，DT受容体機能を保持していた。しかしながら，感染マウス細胞
の DT感受性，すなわち ED50は，野生型に比べて 1/10程度に減少していた。野
生型マウスでは，500µg/kgのDTを投与すると，1週間以内に半数が死亡するが，
その 1/10の 50µg/kgのDT投与では影響は見られない（Pappenheimer et al., 1982）。
そこで，この 50µg/kgを野生型マウスに影響がない最大の DT濃度としても，例
えば肝臓障害モデルでは，5-500ng/kgのように，トランスジェニックマウスへの
DT 投与量は，一般的に低いと考えられる。また，TRECK 法を用いた時の細胞
傷害効果は，DTの投与量とトランスジェニックマウスでのヒト HB-EGF発現量
に依存するが，ヒト HB-EGF の発現レベルは組織ごとのプロモーター活性に依
存する（Saito et al., 2001）。このことより，1/10程度の DT感受性の低下は，TRECK
法の応用にとって無視できると考えられる。しかし，ヒト HB-EGF の発現が低
い時や細胞に傷害を与えるのに多量の DTが必要とされる時は，I117V/L148Vの
ヒト HB-EGF 変異体が適しているかもしれない。なぜなら，I117V/L148V のヒ
ト HB-EGF 変異体を感染させた細胞の DT 感受性は，野生型とほとんど変わり
なく，分泌型を含む増殖因子活性は減少が見られたからである。I117V/L148Vの
ヒト HB-EGF 変異体は，分泌された増殖因子活性はわずかしか減少していなか
ったが，この変異体は膜結合型の切断刺激に抵抗を示した。そこで上述したよ

うに，実際の生理条件下では，図 1-21 の実験条件下に近く，図 1-24 と図 1-26
で見られた増殖因子活性はほとんどの場合において考慮しなくてもよいと考え
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られる。 
 
ヒト HB-EGF全身発現マウスを用いた解析 
野生型ヒトHB-EGFを発現する CAGTR1/GFPマウスが誕生したことはこれま
での報告とは異なった。しかしながらトランスジェニックマウスは同じプロモ

ーターを用いても，受精卵に導入されるトランスジーンの位置やコピー数によ

って発現する組織や量が異なることは多く，細胞にとって有害な働きをする遺

伝子を発現するトランスジェニックマウスが得られることはありうる。例えば，

プラスミノーゲンを活性化することで血栓を融解する作用を持つプラスミンを

誘導することで細胞に有害な働きをするウロキナーゼ型プラスミノーゲンアク

チベーターを，アルブミンエンハンサー/プロモーターを用いて肝臓で発現する
トランスジェニックマウスでは，56 匹のトランスジーンを持つファウンダーマ
ウスが誕生し，トランスジーンが発現していると考えられる 17匹は出生後 3日
以内に死亡しているが，残りの 39匹のマウスの中からトランスジーンを発現し
ているマウスが 2ライン得られている（Heckel et al., 1990）。また，ヒト HB-EGF
を用いたトランスジェニックマウスの報告の中には，全身で遺伝子を発現させ

る CMVプロモーターを用いて，腎臓，肝臓，肺，胃の 4つの組織で発現してい
るマウスの報告例がある（Provenzano et al., 2005）。 
ここではトランスジーンの発現確認を行うために，ファウンダーマウスの血

液から RNAを回収して調べたが，血液中の細胞でトランスジーンの発現が見ら
れなかったマウスについては，他の組織での発現の有無を調べた（図 1-30）。そ
の結果，調べた 9 匹中 4 匹はどの組織においてもトランスジーンの発現が見ら
れず，3匹は１箇所の組織でのみ発現が見られ，トランスジーンの血液中での発
現の有無と他の組織での発現の有無はおおむね一致していると考えられる。こ

の時，CAGTR5/GFPの 9M7ではすべての組織で発現が見られたが，CAGTR1/GFP
マウスでは，このように多くの組織で発現していたマウスは調べた限りでは得

られていない。 
一方，CAGTR5/GFPと CAGTR6/GFPのマウスでは，血液中でトランスジーン
の発現が確認されたマウスは，それぞれ 14匹と 17匹で，CAGTR1/GFPマウス
の 2匹に比べ多かった。トランスジーンを導入した受精卵から生まれ，Tail Cut
を行ったマウスの中で，トランスジーンの発現が血液中で確認されたマウス数

の割合を比べると，CAGTR5/GFPと CAGTR6/GFPのマウスではそれぞれ 14.7%
と15.3%であるのに対して，CAGTR1/GFPマウスの 1.9%に比べ高かった（p < 0.01，
表 1-4）。このことより，増殖因子活性が減少していた I117A/L148V または
I117V/L148V の変異型ヒト HB-EGF は，胎児期の過剰発現による致死性を回避
できると考えられる。よって，これらの変異型ヒト HB-EGF をトランスジーン
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として用いれば，トランスジェニックマウスが得られる可能性が高くなること

が期待される。 
 
まとめ 
当研究室で開発した TRECK法は，毒素遺伝子を標的細胞へ発現させるような
従来のトランスジェニックマウスを用いた細胞ノックアウト法と比較すると，

トランスジーンを発現させただけでは個体に影響を与えない点が特徴と言えよ

う。実際，アルブミンエンハンサー/プロモーターを用いて肝実質細胞へヒト
HB-EGFを発現させたトランスジェニックマウスでは，通常の飼育条件下で異常
は見られなかった（Saito et al., 2001）。しかし，TRECK法に用いるヒト HB-EGF
は，序論で述べたように，生体内で様々な働きをしていることが示唆されてい

る増殖因子である。そのため，ヒト HB-EGFを過剰発現させる組織によっては，
マウス個体へ異常を生じる可能性は排除できず，細胞ノックアウトを行うため

のトランスジェニックマウスが得られない可能性も残っている。そこで，DT受
容体機能を保持しつつ，ヒトHB-EGFの増殖因子活性を取り除くことを試みた。
ヒト HB-EGF の様々な変異体を作製し，培養細胞へ導入して解析を行ったとこ
ろ，I117A/L148Vと I117V/L148Vの 2つの有効な変異体を得ることに成功した。
またこれらの遺伝子を全身で発現するトランスジェニックマウスの作製を行っ

たところ，これらの変異体を発現するトランスジェニックマウスが得られる可

能性が高いことを示唆する結果が得られた。よって，これらの変異体をトラン

スジーンとして用いることで，細胞ノックアウトを行うトランスジェニックマ

ウスに異常を生じる可能性を取り除き，トランスジーンを発現させただけでは

個体に影響を与えないという特徴をもつ TRECK 法を用いた細胞ノックアウト
が広く行われるようになると考えられる。そのことにより，様々な細胞の生理

機能の理解や新たな疾患モデルマウスの作製による治療法の開発が進むことを

期待したい。 
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 マウス 数 割合 有意差 

TR1 9/103 8.7% 
TR5 19/95 20.0% 

P < 0.05 

TR1 9/103 8.7% 

Tg+率 

TR6 20/111 18.0% 
P < 0.1 

TR1 2/7 28.6% 
TR5 14/19 73.7% 

P < 0.1 

TR1 2/7 28.6% 

発現率 
 

（Tg+ 数に対して） 

TR6 17/20 85.0% 
P < 0.05 

TR1 2/103 1.9% 
TR5 14/95 14.7% 

P < 0.01 

TR1 2/103 1.9% 

発現率 
 

（Tail Cut 数に対して） 

TR6 17/111 15.3% 
P < 0.01 

 
 
表 1-4 ヒト HB-EGF全身発現マウスの統計学的解析結果 
 
トランスジーンが導入されたマウスが得られた割合，および血液中でトランス

ジーンの発現が確認されたマウスが得られた割合をまとめた。後者の割合につ

いては，Tg+マウスの中で調べた数に対する割合と，トランスジーンをインジェ
クションした受精卵から誕生し，Tail Cutを行ったマウス数に対する割合の両方
の比較を行った。有意差は，参考資料で示した手順に従って求め，両側検定の

値で判定を行った。 
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第 2部 

 

脳細胞を標的とした TRECK法の応用 
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序論 

 
動物個体内の特定の細胞のみを任意の時期に除去するために，第 1 部の序論
で述べたように，当研究室において TRECK法を開発した。そして，この TRECK
法を用いて，肝実質細胞や膵臓ランゲルハンス島β細胞特異的に障害を与えた，
肝炎モデルマウスや糖尿病モデルマウスを作製することに成功した（Saito et al., 
2001；斉藤博士論文 2005）。しかし，脳内の細胞を標的として TRECK法を用い
ることが可能であるかどうかについては，まだ検討の余地がある。すなわち，

TRECK 法では，血液中に投与した DT が血液の循環によって細胞表面のヒト
HB-EGFに到達することで，標的細胞を除去する。しかし脳毛細血管と脳細胞の
間には血液脳関門（Blood Brain Barrier，BBB）と呼ばれる障壁があることが知
られている。この BBB は，高分子や水溶性分子の透過を制限することにより，
毒性物質が脳内に侵入することを防ぐ働きや，脳細胞周囲の細胞環境（浸透圧，

pHや電解質濃度など）を維持する働きをしていると考えられている（Rubin et al., 
1999；Pardridge et al., 2002など）。この BBBの存在により，脳細胞を標的として
TRECK法を用いる時は，58kDaの大きさのタンパク質である DTが BBBを通過
できるかどうかが問題となる。 
一方，生体内において，脳神経系は高次生命活動に重要な役割を担っており，

脳神経系を構成する個々の細胞機能を解明することは，高次生命活動の理解や，

関連する疾患の治療法の開発に役立つことが期待される。そのため，脳神経系

の細胞においても，特定の細胞を除去する様々な取り組みがこれまでに行われ

ている。1つ目は，DT遺伝子を脳組織特異的なプロモーター下で発現させる方
法である。この方法は，第 1 部の序論でも述べたように細胞を除去する時期を
コントロールできないという問題があり，Cre-loxPのシステムを共に用いたとし
ても（Brockschnieder et al., 2004），Creタンパク質の発現時期をコントロールす
る必要が生じる。2 つ目は，ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼ
（HSV1-TK）を毒素遺伝子の代わりに用いて，オリゴデンドロサイトを特異的
に除去する方法である（Mathis et al., 2000；Jalabi et al., 2005）。HSV1-TK遺伝子
が発現した細胞に ganciclovir（GCV）などの核酸類似体を投与すると，核酸類似
体が HSV1-TKの働きによって有害物質に変換され，その結果 DNA合成阻害が
引き起こされ細胞は死に至る。この方法では，HSV1-TK遺伝子が発現しただけ
では細胞は死なず，核酸類似体を任意の時期に投与することで，細胞死を引き

起こす時期をコントロールできる。しかしながら、障害を与えられる細胞は分

裂中の細胞に限られ，ニューロンのようなほとんど分裂しない細胞を除去する

ためには用いることができないという問題がある。3つ目の例として，イムノト
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キシンを用いて任意の時期にニューロンに障害を与えた例が挙げられる

（kobayashi et al., 1995；Watanabe et al., 1998；Kaneko et al., 2000）。これはヒトイ
ンターロイキン 2受容体α（ヒト IL-2R）をニューロン特異的に発現したトラン
スジェニックマウスを作製し，ヒト IL-2R 抗体と毒素の融合タンパク質である
イムノトキシンを任意の時期にその個体へ投与することにより障害を与える方

法である。このイムノトキシンを用いる方法では，分裂しない細胞を除去する

時にも有効であるが，上述の BBBの存在のため，イムノトキシンは脳室内へ直
接投与している。しかしながら，マウスの脳室内への投与には特殊な脳固定装

置と熟練した外科的な技術が必要となり，簡便な方法とは言えない。また，こ

の方法には，細胞を除去するために必要なイムノトキシンの濃度と野生型マウ

スに影響のある濃度の幅が 10-50倍程度しかないという問題もある。 
そのような中，低分子人工化合物を用いた新たな細胞ノックアウト法が報告

された（Mallet et al. 2002）。この方法では，細胞死の実行因子であるカスパーゼ
3 を膜に結合させ不活性型の状態で発現させる遺伝子（M-Fv2-Casp3）を導入し
た細胞へ，任意の時期に人工化合物（AP20187）を加えると，不活性化されてい
たカスパーゼの多量体形成が誘導され細胞死が引き起こされる。この方法を用

いて，肝臓特異的に M-Fv2-Casp3 遺伝子を発現させたトランスジェニックマウ
スを作製すると，AP20187 を投与した時のみ劇症肝炎様症状が誘発されること
が示された。この方法で細胞死を誘導するために用いられる AP20187 は分子量
が約 1kDaの脂溶性化合物であり，BBBを通過できることが期待された。そこで
当研究室では，この方法を Chemical Inducer of Dimerization（CID）法と名づけ，
中枢神経系のミエリンを構成するタンパク質の 1 つである myelin basic protein
（MBP）遺伝子のプロモーターを用いて，脳細胞を特異的に除去することを試
みた。その結果，トランスジーンの導入が確認されたマウスは 9 匹誕生したに
もかかわらず，M-Fv2-Casp3遺伝子を脳細胞で発現したトランスジェニックマウ
スは得られなかった。さらに，ニワトリβ−アクチンプロモーターのように強い
活性をもつプロモーターを用いて M-Fv2-Casp3 遺伝子を導入した培養細胞では
コロニー形成数の減少が見られ，AP20187 非存在下でも細胞死が起こる可能性
が示唆された。このため CID 法は，活性が強いプロモーターを用いた場合には
トランスジーンを発現したマウスが得られないという問題がある可能性が考え

られた（河原修士論文 2005）。 
このように，これまでに脳細胞を特異的に除去するための有効な細胞ノック

アウト法は見出されていなかった。しかし，BBB を透過する物質の性質につい
ては未だ不明な点が多く，DT が BBB を透過すると考えられる報告もある
（Wrobel et al., 1990）。また TRECK法で用いるヒト HB-EGF遺伝子は，強い活
性を持つプロモーターを用いて培養細胞に導入しても，M-Fv2-Casp3遺伝子で見
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られたような細胞毒性を引き起こす現象は見られず，トランスジェニックマウ

スが得られやすい点において，TRECK法は CID法よりも優れていることが考え
られた（河原修士論文 2005）。さらに，脳内に侵入するウエストナイルウイルス
の BBB透過メカニズムを解明した報告では，ウエストナイルウイルスが感染し
たマウスの体内では，Toll like receptor 3（TLR3）によって自然免疫系が活性化
されることで BBBの透過性が高まり，ウエストナイルウイルスが脳内へ侵入す
ることが示された。またこの報告では，ウエストナイルウイルスと同じ二本鎖

RNA に 類 似 し た 合 成 化 合 物 の ポ リ イ ノ シ ン ポ リ シ チ ジ ン 酸
（polyinosinic-polycytidylic acid，polyIC）をマウスの腹腔内へ投与すると，ウエ
ストナイルウイルス感染時と同様に，BBB の透過性が高まることも示された
（Wang et al., 2004）。他にも BBBの透過性に異常が生じたノックアウトマウス
の報告例が存在しており（Nitta et al., 2003），BBBの透過性を人為的に調節でき
る可能性も考えられる。一方，他の研究グループより，TRECK法を用いて脳内
の細胞を特異的に除去できる可能性を示唆する報告がなされているが（Buch et 
al., 2005；Gropp et al., 2005；Luquet et al., 2005），これらの報告ではマウスに投与
した DTの量が多いことなど，脳内の細胞を標的として TRECK法を用いること
が可能であるかどうかについては，まだ疑問の余地がある。よって，これらの

状況をあわせると，TRECK法を用いて脳細胞を特異的に除去することが可能で
あるかどうかを改めて検証することや，BBB の透過性に影響を及ぼす化合物と
の併用などにより，TRECK法を用いた脳細胞除去法を確立することが必要であ
ると判断した。 
そのため，オリゴデンドロサイト特異的に遺伝子を発現するMBPプロモータ
ーを用いてその検証を行うことを考えた。オリゴデンドロサイトは中枢神経系

内に存在するグリア細胞の一種で，神経細胞の軸索を取り巻くミエリン鞘を形

成している（Baumann et al., 2001）。このミエリン鞘が絶縁体の役割を果たし，
電気信号を迅速に伝達することが可能となる。このため，ミエリン鞘が傷害を

受けると，神経の電気信号の伝達遅延や信号の遮断が発生する。これまでにも

ウイルス感染や化学的傷害を与えることで脱ミエリン化を引き起こした脱髄疾

患モデル動物や，トランスジェニックマウスを用いた方法などにより，数多く

の脱ミエリンモデル動物が存在しており，これらのモデルでは，振戦やてんか

ん発作，発育遅延などの症状が現れることが報告されている（Jalabi et al., 2005
の Introduction を参照）。このことより，オリゴデンドロサイトを標的細胞とし
て検証を行えば，障害を与えた時の影響を評価しやすいことが利点として考え

られる。そこで，MBP遺伝子のプロモーターを用いて，ヒト HB-EGF遺伝子を
オリゴデンドロサイト特異的に発現するトランスジェニックマウスを作製し，

DT 投与によりオリゴデンドロサイトを特異的に除去することが可能であるか
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どうかを検証した。 
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材料と方法 

 
MBP-HBEGFマウスの作製，genotyping，Northern Blot 
 MBP プロモーターは，M-Fv2-Casp3 遺伝子発現マウスの作製を試みた際に使
用したものと同じで（河原修士論文 2005），木村穣氏から供与して頂いた，
pMPV302プラスミド（NAIST河野研ストック No.685）に挿入されたものを用い
た。このMBPプロモーターの下流にヒト HB-EGF遺伝子（野生型）が挿入され
たプラスミド（pMBP-HB-EGF，NAIST河野研ストック No.751）を，Kpn Iと Not 
Iで切り出し，精製された断片をトランスジーンとして利用し，誕生したファウ
ンダーマウスの genotypingまでを，当研究室の河原が行った。 

F1世代以降の genotypingは，第 1部の材料と方法【PCR法による genotyping】
の項に記した，Alb-TR1/Alb-TR2マウスと同じ，HBEGF550Fと AlbTR2103Rの
プライマーを用いたPCRにより行った。MBP-HBEGFマウスのNorthern Blotは，
第 1部の材料と方法【Northern Blot】の項に記した方法で行った。ただし，マウ
スMBP遺伝子の発現確認は，次の方法で得た cDNA断片を用いて行った。 
 図 2-1で調整した Tg-マウスの小脳から回収した RNAに対して，第 1部の材
料と方法【血液由来 RNAの RT-PCR】の項に記した方法と同様に cDNAを得た。
この cDNA を鋳型として，5-MBPv1-Bam と 3-MBPv1-Xho のプライマーを用い
て，0.2µlの Pyrobest DNA polymerase（TaKaRa；R005B）を 50µlの反応系に加え，
(1) 96℃ 3分，(2) 96℃ 30秒，55℃ 30秒，72℃1分を 35サイクル (3) 72℃ 10
分，4℃保存の条件で，PCR を行い，増幅された産物を精製した後，Bam HI と
Xho Iで切り出して，pBluescriptII SK(-)の Bam HIと Xho Iの制限酵素部位へ挿入
してプラスミドを得た。MBP遺伝子には 6種類の Spliced Variantが存在し，DNA
シークエンサーを使用して配列を確認したところ，3，4，6 の Variant を持つプ
ラスミドが得られた。このうち，Variant 3を持つプラスミドから Bam HIと Xho I
で切り出して精製した断片からプローブを作製した。ここで用いたプライマー

の配列を以下に記した。 
5-MBPv1-Bam：5'- CGC GGA TCC ATG GCA TCA CAG AAG AGA CC -3' 
3-MBPv1-Xho：5'- CCG CTC GAG TCA GCG TCT CGC CAT GGG AG -3' 

 
HE染色 
マウスをトリブロモエタノールにて麻酔し，4%パラホルムアルデヒドを用い
て灌流固定した。組織を取り出し、同じ固定液を用いて一晩固定した後，30%ス
クロースに置換した。O.C.T.コンパウンド中で凍結後，クライオスタットにて
8mm の切片を作製した。コンパウンドを水道水で洗い流し，ヘマトキシリン
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（WAKO；131-09665）へ5-10分間浸した後，水道水で流水水洗した。70% EtOH
へ5分，85% EtOHへ5分，92.5% EtOHへ5分，96% EtOHへ5分，100% EtOHへ5分
浸した後，エオジン（WAKO；050-06041）を加えて1分浸し，70% EtOHと100% 
EtOHで洗い流し，Hemo-De（藤沢薬品工業）へ5分間，2回浸し，マウントクイ
ック（大道産業）を用いて封入し，Nicon COOLSCOPEにて観察を行った。 
 
免疫組織染色法 
上述した方法で作製した組織切片を，PBS でコンパウンドを洗い流した後，

PBST/NGS（0.2% Tween 20，5% Normal goat serum in PBS）にて 30 分 blocking を
行い，一次抗体を用いて室温で 2時間反応を行った。PBST/NGSで 3回洗い，二
次抗体で室温１時間反応させた。PBSで洗浄した後，VECTA Sheild with DAPI
（Vector）を用いて封入，Zeiss 蛍光顕微鏡（Axiophoto）にて観察を行った。CNPase
の検出には，Mouse monoclonal 抗体（11-5B，Chemicon；MAB326，100 倍希釈
で使用）を，GFAPの検出には，Rabbit Polyclonal抗体（DAKO；N1506，原液で
使用）を，1次抗体として使用した。2次抗体は，それぞれ anti-mouse IgG Cy3
と anti-rabbit Cy3（Jackson）を 500倍希釈で用いた。 
 
BBBの透過性 

Evans Blue（Wako；056-04061，4% w/v in PBSで遮光をして 4℃保存）は，1% 
w/vとなるように PBSで希釈し，マウスの腹腔内へ投与した。二本鎖 RNA類似
合成化合物，poly IC（Polyinosinic-polycitidylic acid sodium salt，Sigma；P0913-10MG，
10mg/ml in PBSを少量に分注して-30℃保存，再凍結不可）は，PBSで希釈し，
マウスの腹腔内へ投与した。脳組織は，マウスをトリブロモエタノールにて麻

酔し，4%パラホルムアミドを用いて灌流固定した後に取り出して，実体顕微鏡
下で撮影した。 
 
初代培養神経細胞の調整 
妊娠 14日の ICRマウスから胎仔を取り出して，実体顕微鏡下で終脳部分を分
離した。そして，bFGF（R&D；233-FB，10µg/ml in 0.1% BSA/PBSで 4℃保存，
終濃度 10ng/ml で使用直前に添加）を含む N2/DMEM/F12 培地［DMEM/F12 培
地（Sigma；D8437）に，25µg/mlインスリン（Sigma；I1882），100µg/mlアポト
ランスフェリン（Sigma；T1147），20nMプロゲステロン（Sigma；P0130，in EtOH，
-20℃保存），100µMプトレッシン（Sigma；S5261），30nM亜セレン酸 Na（Sigma；
S5261，in H2O，4℃保存），100単位/ml ペニシリン（明治製菓）と 100µg/ml ス
トレプトマイシン（明治製菓）を添加］に懸濁させ，オルニチン（Sigma；P3655）
/フィブロネクチン（Invitrogen）コートした 24 ウェルプレートにまき 4 日間培
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養した。このプレートへ様々な濃度の DTを加えて 6時間培養し，35Sラベル化
Met/Cysを含む培地で 1時間培養し，第 1部の材料と方法【培養細胞の DT感受
性測定】の項で記した方法で DT感受性を調べた。 
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結果 

 
MBP-HBEGFトランスジェニックマウス 

MBP プロモーターの下流にヒト HB-EGF（野生型）を接続したトランスジー
ンを，C57BL/6J × C57BL/6Jの受精卵にマイクロインジェクションし，誕生した
マウスにトランスジーンが導入されているかどうかを，Southern Blotにより調べ
た。その結果，8 匹（1F1，2F4，2F6，2F9，2M6，2M7，3M3 と 3M6）のマウ
ス（MBP-HBEGF トランスジェニックマウス）でトランスジーンの導入が確認
された（以上は当研究室の河原が行った，data not shown）。そのうち F1世代で
Tg+個体が誕生した 5ライン（1F1，2F4，2F6，2M7，3M3）について，組織（大
脳，小脳，肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺）から RNAを回収し，Northern Blotに
よりヒト HB-EGF の発現を調べた。その結果，1F1，2F4，2M7，3M3 のライン
では，大脳と小脳でのみヒト HB-EGFの発現が確認された。2F6のラインでは，
1回目に調べた個体（*1）では，どの組織においてもヒト HB-EGFのバンドが見
られなかったが，2回目に調べた別の個体（*2）では大脳と小脳でのみバンドが
確認された。よって，調べた 5 ラインのうち，すべてのラインで脳組織特異的
にトランスジーンの発現が確認された（図 2-1A）。次に，この 5ラインについて，
大脳と小脳でのヒト HB-EGF の発現量を比べた。その結果，大脳と小脳のどち
らの組織においても，1F1 が最もヒト HB-EGF の発現量が多く，3M3 が次に多
かった。残りの 3 ライン（2F4，2F6，2M7）は，ヒト HB-EGF の発現量は少な
かった（図 2-1B）。 
 
DT腹腔内投与後の脳組織切片の観察 
初めに，トランスジェニックマウスの腹腔内へ DTを投与した時の影響を調べ
た。ここでは，F1 世代で最も早く，多くの Tg+個体が得られた MBP-3M3 のラ
インを用いて実験を行った。野生型マウスでは，500µg/kgの DTを投与すると，
1週間以内に半数が死亡するが，その 1/10の 50µg/kgの DT投与では影響は見ら
れない（Pappenheimer et al., 1982）。そこで，この 50µg/kgを野生型マウスに影響
がない最大の DT濃度とし，MBP-3M3マウス（Tg+/-，各 2匹ずつ）の腹腔内へ
投与した。しかし，肝炎モデルマウス［第 1部，結果（1-1）］で肝障害が現れ始
める DT投与後 2-3日目では，Tg+マウスの外観に影響は見られず，引き続き DT
投与を 3日おきに行った。その後，4回目の DT投与時から体重の減少が見られ
たため，最初の投与から 13日目後にマウスの脳を固定し凍結切片を作製した。 
まず，脳組織切片をヘマトキシリン・エオジン（HE）染色して観察した。そ
の結果，MBP-3M3 の Tg+マウスでは，DT 投与を行った 2 匹とも，大脳皮質や
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海馬などに著しい障害が観察された。また小脳においても障害の痕跡が観察さ

れた。Tg-マウスでは，DT 投与を行った 2 匹とも，このような障害は見られな
かった（図 2-2）。 
次に，この脳組織を免疫組織染色法により観察した。その結果，Tg+マウスの
小脳において標的としたオリゴデンドロサイトのマーカーである 2',3'-cyclic 
nucleotide 3'-phosphodiesterase （CNPase）の減少が確認された。しかし，HE 染
色で著しい障害が見られた大脳皮質や海馬においては，CNPaseの減少は認めら
れなかった（図 2-3A）。 
さらに標的細胞以外の細胞への DT投与の影響を調べるために，アストロサイ
トのマーカーである Glial Fibrillary Acidic Protein（GFAP）の抗体を用いて，同様
に免疫組織染色法により脳組織を観察した。その結果，Tg+と-のすべてのマウ
スの脳組織で，GFAPの減少は見られなかった（図 2-3B）。したがって，これら
の結果を合わせると，マウスの血液中に投与した DTは，特別な処置を行わなく
ても BBBを通過し，標的とした脳内のオリゴデンドロサイト特異的に障害を与
えたことが示唆された。 
 
DT投与後の BBB透過性 

MBP-3M3マウスへの DT投与実験より，血液中に投与した DTは BBBを通過
することが考えられた。一方，序論で述べたように，脳内に侵入するウエスト

ナイルウイルスの BBB透過メカニズムを解明した報告では，ウエストナイルウ
イルスと同様の性質を持つ polyICをマウスの腹腔内へ投与するとBBBの透過性
が高まることが示された（Wang et al., 2004）。そこで，この報告を手掛かりとし
て，DTをマウスへ投与すると，ウエストナイルウイルス感染時と同様に免疫系
が活性化されることにより BBBの透過性が高まり，血液中の DTが脳内へ侵入
する可能性を考えた。そのため，DT投与後の BBBの透過性を，Evans Blue試薬
を用いて調べた。ここで用いた Evans Blueは，血液中に投与すると血清アルブ
ミンと複合体を形成する。この Evans Blueとアルブミンの複合体（MW 69 kDa）
は，通常は BBB を通過できず，この試薬で脳組織内が染まれば BBB に異常が
あることが示される。 

Wang らの実験では，野生型マウスの腹腔内へ polyIC を投与すると，24 時間
後に脳組織が Evans Blue で染まっていた。そこでまず，高濃度（50µg/kg と
500µg/kg）の DTと polyICをマウスの腹腔内へ投与し，24時間後に Evans Blue
を腹腔内へ投与した。その後 1 時間経過した時にはマウスの全身が青色で染ま
っていたため，脳組織を固定し観察した。しかしながら，50µg/kg と 500µg/kg
の DT 投与を行ったマウスの脳組織は，Evans Blue で染まらなかった。また，
polyIC投与を行ったマウスの脳組織も同様に染まらなかった（図 2-4A）。さらに，
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Evans Blueの投与時期を，DTおよび polyIC投与後 48時間に変更しても，結果
は同様であった（図 2-4B）。次に，DTまたは polyICを Evans Blueと共にマウス
腹腔内へ投与を行った。ここでは DT投与量を 1回あたり 10µgへ変更したが，
マウスの体重は 20g前後であり，体重あたりに換算すると 500µg/kgとなる。異
なる条件毎にそれぞれ 2 匹ずつのマウスを用いて実験を行ったが，1% Evance 
Blueを 1ml投与し 24時間経過した時には，半分のマウスは死亡した。この時に
生き残ったマウスの脳組織を観察してみたが，Evans Blueによる染色像は観察さ
れなかった（図 2-4C）。1回あたりの Evans Blueの量を減らして，DTまたは polyIC
と共に 24 時間おきに 3 回腹腔内投与を行った後に脳組織を観察したが，Evans 
Blueによる染色像は観察されなかった（図 2-4D）。 
 
DT投与条件の検討 

MBP-3M3マウスへの DT投与実験より，MBP-HBEGFトランスジェニックマ
ウスでは，腹腔内への DT投与により脳内の標的細胞へ障害を与えることが可能
であると考えられるが，腹腔内へ投与する DTの量や，DT投与後の脳内の標的
細胞へ障害が現れる時期などは不明である。そこで，標的細胞へ障害を与えら

れる最適な DT投与条件を簡便に探ることを試みた。ここでは，DT投与により
標的細胞が障害を受け減少すると，標的細胞特異的に発現するヒト HB-EGF や
MBP遺伝子の量が，脳組織全体で減少すると考えた。そこで，MBP-1F1のマウ
スを用いて，高濃度（50µg/kg）の DT を 3 日おきにそれぞれ 1-5 回，マウスの
腹腔内へ投与した後に大脳と小脳から RNA を回収し（図 2-5B），Northern Blot
によりヒト HB-EGFとMBP遺伝子の発現量を調べた。 
 その結果，50µg/kgの DTを 1回投与したマウスにおいても，小脳と大脳の両
方で，ヒト HB-EGFの減少が見られ，DTを投与したすべての Tg+マウスでヒト
HB-EGF 発現細胞が減少していることが示唆された。しかし，MBP 遺伝子をプ
ローブとして同様の RNAで Northern Blotを行ったところ，ヒト HB-EGFのよう
な減少は認められなかった（図 2-5A）。 
 
マウス神経細胞の DT感受性 
マウスやラットは DT非感受性の動物であるが，DTを脳内に直接投与すると
比較的少量の投与でも麻痺を起こして死ぬという報告がある（Pappenheimer et al., 
1982）。TRECK法は，野生型マウスの細胞が DT非感受性であることを利用して
おり，標的細胞以外の細胞に対して DTが作用することは，標的特異的に細胞を
除去する際に問題を生じる可能性が考えられる。そこで，マウスの初代培養の

神経細胞を調整し，脳内の細胞が DT 感受性であるかどうかを確認した。妊娠
14日の ICRマウスから胎仔を取り出し，終脳部分を分離して 4日間培養した後，
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様々な濃度の DTを加えて 6時間培養した時のタンパク質合成量を測定した。 
その結果，ここで調整した神経細胞は，培地中へ加えた DT濃度が増加するに
したがってタンパク質合成量の低下が見られ，DT感受性を示した。このタンパ
ク質合成量の低下は，DT感受性が高い Vero細胞に比べれば低かった。しかし，
マウスの培養細胞である NIH 3T3 細胞では，ここで培地中へ加えた DT 濃度で
はタンパク質合成量の低下はほとんど見られなかった（図 2-6）。 
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hHB-EGF/mGAPDH 1F1 2F4 2F6 2M7 3M3 
Cerebrum（大脳） 15 3 1 2 11
Cerebellum（小脳） 5 1 1 1 3
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図 2-1 MBP-HBEGFマウスの Northern-Blot 
 

A. トランスジーンの導入が確認されたマウスのうち F1 世代で Tg+個体が得られた 5
ライン（1F1，2F4，2F6，2M7，3M3）について，マウス（6-10 週齢）の組織（大脳，
小脳，肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺）から RNAを回収し，ホルマリン変性ゲルの各レ
ーンに 10µgずつ泳動し，Northern Blotによりヒト HB-EGFの発現確認を行った。「#」
のレーンは，Tg16（Saito et al., 2001）の肝臓から調整した RNAを，ポジティブコント
ロールとして泳動した。2F6 のラインは，1回目に調べた個体（*1）ではバンドが見ら
れなかったが，2回目に調べた別の個体（*2）ではバンドが確認され，このラインもト
ランスジーンが発現していると判断した。ここで用いたヒト HB-EGFのプローブでは，
「*」の位置のバンドは，非特異的なバンドであると考えられる。 
B. Aで調べた各ラインについて，大脳と小脳におけるヒト HB-EGFの発現量の差を比
べた。ここでは，マウス GAPDHの発現量で補正した発現比をその下の表に示した。表
は，ポジティブコントロール（#，Tg16肝臓）のバンドの量を基準として計算し，大脳
と小脳のそれぞれで最も発現量が低いラインの発現量を 1として表示した。 
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図 2-2  HE染色による脳組織の観察 
 

マウスの腹腔内へ高濃度の DT（50µg/kg）を 3日おきに 4回投与した後，最初の投与か
ら 13日後にマウスを固定した。その後，脳組織から凍結切片を作製し，HE染色を行っ
て観察した。MBP-3M3マウスの Tg+/-それぞれ 2匹ずつを用いて調べ，ここでは 1匹ず
つの結果を示す。 
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A 

 

B 

 
 
 
図 2-3 免疫組織染色法による脳組織の観察 
 

図 2-2の凍結切片について，オリゴデンドロサイトのマーカータンパク質である CNPase
抗体と（A），アストロサイトのマーカータンパク質である GFAP 抗体を用いて（B），
免疫組織染色を行った。 
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図 2-4 BBBの透過性 
 

DT または polyIC を，8-12 週齢の野生型マウス（C57BL/6J）の腹腔内へ投与（i.p.）し
た時の BBB透過性を，Evance Blue（EB）試薬を用いて調べた。 
A-B. DTまたは polyICを投与し 24時間（A）または 48時間（B）経過した後，EBを
投与し，その 1時間後にホルマリンで脳組織を固定し，観察した。 
C. EBと共に DTまたは polyICを投与し，24時間後に脳組織を固定し，観察した。 
D. Cで行った投与を 24時間ごとに 3回行い，3回目の投与から 24時間後に脳組織を
固定し，観察した。 
脳組織の写真の右側には，実験開始時を 0時間として実験の概略を示した。 
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図 2-5 DT投与後の Northern Blot 
 

A. MBP-1F1 マウスの腹腔内へ DT を投与した時の脳内標的細胞への障害の程度を，
Northern Blotにより調べた。ここでは DT（50µg/kg）を，（B）のように，3日おきにそ
れぞれ，1，2，3，4，5 回投与したマウスの大脳と小脳から RNA を回収し，各レーン
へ 10µgずつ泳動した。 
B. Aで行った DT投与実験の概要図を示した。図では組織を回収した日を 0として表
示した。 
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図 2-6 マウス神経細胞の DT感受性 
 

妊娠 14 日の ICR マウスから胎仔を取り出して，終脳部分を分離した。そして，bFGF
を含む N2/DMEM/F12 培地に懸濁させ，オルニチン/ファイブロネクチンコートした 24
ウェルプレートにまき 4日間培養した（Neuron Mix）。その後，様々な濃度の DTを加
えて 6時間培養し，35Sラベル化 Met/Cysを含む培地で 1時間培養し，タンパク質への
放射活性の取り込み量を測定した。ここでは，DT感受性が高い Vero細胞で調べた結果
も示した。Neuron Mix の値は 3 つの実験の平均で，バーは標準誤差を示し，NIH 3T3
と Vero細胞の値は 2つの実験の平均を示す。 
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考察 

 
MBP-HBEGFトランスジェニックマウスの解析 

TRECK法を用いて脳細胞を特異的に除去することが可能であるかどうかを検
証するため，MBPプロモーターを用いて，ヒト HB-EGF遺伝子をオリゴデンド
ロサイト特異的に発現するトランスジェニックマウスを作製した。 
初めに，Northern Blot により脳組織特異的にヒト HB-EGF の発現が確認され
たMBP-3M3マウスの腹腔内へ DTを投与し，脳組織を観察した。その結果，マ
ウスの腹腔内に投与した DTは特別な処置を行わなくても BBBを通過し，ヒト
HB-EGF を発現させた脳細胞特異的に障害を与えたと考えられる結果が得られ
た（図 2-2，2-3）。しかしこの実験で投与した DT量（50µg/kg，4回）は，劇症
肝炎様症状を誘発させた時の投与量（5-500ng/kg，1回）に比べ多く，最適な DT
投与条件は不明であった。ここで標的としたオリゴデンドロサイトは，序論で

述べたように，神経細胞の電気信号の伝達に重要な役割を果たしている細胞で

あり，この細胞への障害がマウスの行動に反映され，DT投与の影響を評価しや
すいことが期待された。しかし，MBP-HBEGF トランスジェニックマウスの腹
腔内へ DT投与を行っても，通常の飼育条件下では，DT投与の影響を外観で判
断することはできず，行動により DT投与の条件を簡便に決定することはできな
かった。そのため次に，MBP-1F1 マウスの腹腔内へ，異なる回数 DT 投与を行
い，障害が現れる時期を Northern Blotにより検証した。その結果，1回の DT投
与でヒト HB-EGF 発現細胞が減少することを示唆する結果が得られたが，複数
回 DT投与を行っても，内在性MBP発現細胞はあまり減少していない可能性が
示唆された（図 2-5）。この時，MBP-3M3マウスでも同様の実験を行ったが，DT
腹腔内投与後のマウス MBP の減少は MBP-1F1 マウスと同様に認められなかっ
た（data not shown）。ただしこのMBP-3M3マウスは，脳組織でのヒト HB-EGF
発現量が MBP-1F1 マウスに比べ少なく，DT 未投与時においてもヒト HB-EGF
の発現がほとんど確認されず，DT投与後の変化を検証できなかった。このため，
ヒト HB-EGF 発現量が少ないラインのマウスを用いて，同様の実験をおこなう
ためには，少量の RNA の変化を検出可能なリアルタイム PCR による測定を行
うことが必要となるかもしれない。 

Northern Blot による実験で，ヒト HB-EGF 発現細胞の減少は示唆されたが，
MBP 発現細胞の減少が示唆されなかったことより，ヒト HB-EGF と MBP の発
現細胞が一致しているかどうかの検討も必要であると考えられた。このため，

DT 未投与の MBP-1F1 と MBP-3M3 マウスの脳組織凍結切片で，ヒト HB-EGF
抗体を用いた免疫組織染色を試みた。しかしながらヒト HB-EGF の染色像は得
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られなかった（data not shown）。 
 
DT投与後の BBB透過性の検証 
 ウエストナイルウイルスの脳内侵入メカニズム（Wang et al., 2004）を手掛か
りとして，DT投与後の BBB透過性の検証を試みた。そのため，BBB透過性を
高めるポジティブコントロールとして polyICを用いて実験を行った。Wangらの
実験では，50µg/mlの polyICを野生型マウスの腹腔内へ投与すると，その 24時
間後には脳組織が Evans Blueで染まっており（Wang et al., 2004），この報告を元
にして，50µg/ml の polyIC を 1 匹あたり 1ml ずつマウスの腹腔内へ投与した。
しかし，Evance Blueで染まった脳組織は観察されなかった。同時に，DT投与を
行ったマウスの脳組織を観察したが，BBB 透過性が高まるという結果は得られ
なかった（図 2-4）。引き続き，DT投与量や回数，観察時期を変更して検証を行
うことも考えられたが，Evance Blueを投与したマウスは動きが鈍くなり，また
体温の低下も見られたこともあり，Evance Blueを投与し続けた状態で実験を長
期間行うことは困難であると判断した。また，Evance Blueを観察直前のみの投
与で実験を行うためには，BBB の透過性が高まる時期を正確に予想する必要が
生じる。しかし，MBP-HBEGF トランスジェニックマウスを用いた解析結果よ
り，最適な DT投与条件や観察時期を決めるのにはさらなる検討が必要であった。
そもそも，ポジティブコントロールとして用いた polyICで BBB透過性が高まる
という結果が得られなかったことがあり，図 2-4 以外の条件での DT 投与後の
BBB 透過性の検証は行わなかった。また研究開始当初は，polyIC との併用によ
り BBB 透過性を操作して，脳内へ DT を届けることも考えた。しかし，polyIC
投与により BBB透過性の増加が見られなかったことより，この試みを行うこと
はできなかった。 
 
マウス神経細胞の DT感受性 
マウス初代培養の神経細胞を調整し，培養溶液中へ DTを加えて調べたところ，
この神経細胞は DT感受性を示した。図 2-5で用いた神経細胞は，マウス胎児の
終脳部分から単離した細胞であるが，増殖細胞を殺す薬剤での選択は行ってお

らず，オリゴデンドロサイトやアストロサイトへと分化する細胞も多く含まれ

ており，細胞中のニューロンの割合は少ない。増殖細胞を殺す作用を持つ AraC
を加えて，およそ 8 割程度はニューロンとなる細胞の DT 感受性も調べたが，
AraCを加えていない細胞（図 2-5）と DT感受性に違いは見られなかった（data 
not shown）このため，ニューロンだけでなく，オリゴデンドロサイトやアスト
ロサイトも DT感受性である可能性は高いと考えられ，また，ニューロンとオリ
ゴデンドロサイトやアストロサイトとの DT感受性に差はないと考えられる。 

 102



マウス神経細胞が DT感受性を示す原因としては，受容体非特異的な DTの取
り込みが行われている可能性が考えられる。DT受容体をもつ培養細胞の DT感
受性を調べる時に得られるタンパク質合成量の低下は，ある濃度を境に急激に

低下するが，ここで調整した神経細胞のタンパク質合成量の低下は，培地中の

DT 濃度に対してゆるやかな低下が見られることがその根拠として挙げられる。
この可能性は，受容体との結合部位に変異が入り，ヒト HB-EGF とは結合でき
ない DT 変異体である CRM45 などを用いることで検証することが考えられる。
また，TRECK法で脳内の細胞を標的として細胞除去を行う際には，神経細胞が
DT感受性を示すことは DT投与により細胞非特異的な障害をマウスに与えるこ
とが懸念される。しかし，ここで見られた神経細胞の DT 感受性は，Vero 細胞
よりも 100-1000倍程度低く，ヒト HB-EGFを発現した神経細胞と内在性の神経
細胞との DT感受性に差があれば，TRECK法を用いて標的とした神経細胞特異
的に障害を与えることは可能であろう。このことは，レトロウイルスベクター

を用いてヒト HB-EGF を発現させた神経細胞やトランスジェニックマウスの胎
児から単離した神経細胞の DT 感受性を調べることで確認することが考えられ
る。 
 
まとめ 

MBP-HBEGFマウスの腹腔内へ DTを投与したところ，マウスの腹腔内に投与
した DTは特別な処置を行わなくても BBBを通過し，ヒト HB-EGFを発現させ
た脳細胞特異的に障害を与えたと考えられる結果が得られた。また，トランス

ジーンを発現しただけでは標的細胞へ障害を与えない TRECK法は，当研究室で
行った CID 法との比較により，優れた細胞ノックアウト法であることが再確認
されたと言えよう。 
一方で，これまでに脳内の細胞を標的とした有効な細胞ノックアウト法は見

出されていない。また TRECK法を用いて脳内の細胞を特異的に除去できる可能
性を示唆する報告がなされているが（Buch et al., 2005；Gropp et al., 2005；Luquet 
et al., 2005），マウスに投与している DTの量が多いことなど，まだ不明な点があ
る。そのため，今後，腹腔内への DT投与量と脳内標的細胞への障害の程度との
関連などを検討することにより，TRECK法を用いた脳細胞除去法を確立するこ
とが期待される。それにより，脳内の新たな細胞の生理的機能の解明や，脳細

胞に障害をもつ疾患モデル動物を利用した研究が大きく前進すると考えられる。 
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参考資料 

 
統計処理の手順 
フィッシャーの正確（直接）確率検定を用いた統計学的解析手順の 1 例のみ
を以下に示す。 
表 1-2より，トランスジーンをインジェクションした受精卵から生まれ，Tail 

Cutを行ったマウス個体の中で，トランスジーンの導入が確認された個体（Tg+）
の数をまとめ直すと，表 3-1のようになった。 
 
 Tg＋ Tg- 計 
TR1 9 94 103
TR5 19 76 95
計 28 170 198
表 3-1 単位（匹） 
 
この結果から，CAGTR5/GFP（TR5）は，CAGTR1/GFP（TR1）よりも Tg+個
体が得られやすいと言えるかどうかを検証するため，「na 匹中 ka 匹が Tg+だっ
た TR1 の集団」と「nb 匹中 kb 匹が Tg+だった TR5 の集団」で，「TR5 の方が
Tg+個体が得られる割合が高いか？」と置き換え，有意水準 0.05で求めた。 
そのため，帰無仮説 H0：「TR1と TR5で，Tg+個体が得られる割合は同じであ
る」を立てた。この帰無仮説は，「TR1と TR5は共に同じ母集団からランダムに
得られた」とでき，「合計（na+nb）匹の中に（ka+kb）匹の Tg+が混ざっている
集団があり，ここからランダムに na匹採ってきたら，ka匹の Tg+が混ざってい
た」と考えることができる。そこで，帰無仮説 H0 が正しい場合に（na+nb）匹
の中から na匹採ったら Tg+が ka匹以下である確率 Pを求めれば，「TR5の方が
Tg+個体が得られる割合が高いか？」を検証できる。 
マウスの個体数が，表 3-2のようになる確率 P(a)は，次のような超幾何分布で
表される。P(a) = (e!f!g!h!) / (n!a!b!c!d!) （※）。 
 
 Tg+ Tg- 計 
TR1 a b e
TR5 c d f
計 g h n
表 3-2 
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ここでは，（na+nb）匹の中から na匹採った時に Tg+が ka匹となる確率 P(ka)
を Excel（マイクロソフト）の超幾何分布関数（HYPGEOMDIST）を用いて求め，
表 3-3にまとめた。 
表 3-3より，Tg+が 9匹以下である確率 Pは， 

P = P(0) + P(1) + … + P(8) +P(9) = 0.018920845 < 0.05 となり， 
TR5の方が TR1よりも Tg+個体が得られる割合が高かった。（P < 0.05） 
 
一般的に，「2 つの集団の間に有意差があるか？」を検定する時には両側検定
の値が使われることが多いが，上では片側検定の値を求めている。すなわち，

「TR1 と TR5 の 2 つの集団に有意差があるか？」を考える時は，「TR5 の方が
Tg+個体が得られる割合が高い」場合だけでなく，「TR1 の方が Tg+個体が得ら
れる割合が高い」場合も含めて考えることになる。上では，「TR5の方が Tg+個
体が得られる割合が高い」場合のみを検定しているので片側検定となる。 
ここで両側検定を行う，つまり「TR1とTR5の 2つの集団に有意差があるか？」
を求めてみる。観測データ（表 3-1）の優位性は，帰無仮説 H0：「TR1と TR5で，
Tg+個体が得られる割合は同じである」が正しい場合に，同じ観測データもしく
はそれよりも極端なデータが得られる総確率で示される。 
よって，（na+nb）匹の中から na匹採った時に Tg+が ka匹となる確率 P(ka)に，
それよりも極端な場合が得られる確率をすべて加えた確率，つまり，P(9)の値に，
P(9)よりも小さな値を取る P(ka)の値をすべて加えた確率 P’を求めると， 
P’ = P(0) + P(1) + … + P(8) +P(9) + P(21) + P(22) + … + P(27) + P(28)  
= 0.025846344 < 0.05 となり， 
TR1と TR5の集団で Tg+個体が得られる割合に有意差があった。（P < 0.05） 
なおフィッシャーの正確確率検定では多くの統計検定とは異なり，両側検定

の値は片側検定の値の 2 倍になるとは限らないので，上のように別々に求める
必要がある。 
 
※ P(a) = (e!f!g!h!) / (n!a!b!c!d!) 

TR1の集団で，e匹から a匹を取り出す方法は，eCa = e! / a!(e-a)! = e! / a!b! 通
りある。同様に，TR5の集団で，f匹から c匹を取り出す方法は，fCc = f! / c!(f-c)! 
= f! / c!d! 通りある。TR1の集団と TR5の集団は独立事象なので，TR1の e匹か
ら a 匹，TR5 の f 匹から c 匹を取り出す方法は，eCa×fCc 通りある。全体の n
匹から，g匹を取り出す方法は，nCg = n! / g!(n-g)! = n! / g!h! 通りある。したがっ
て，P(a) = (eCa×fCc) / (nCg)= (e!f!g!h!) / (n!a!b!c!d!) となる。 
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ka na ka+kb na+nb P(ka) 累積確率 1 累積確率 2 

0 103 28 198 1.03735E-10 @ 1.03735E-10 1 

1 103 28 198 4.3996E-09 @ 4.50334E-09 1 

2 103 28 198 8.78007E-08 @ 9.2304E-08 0.999999995 

3 103 28 198 1.09793E-06 @ 1.19023E-06 0.999999908 

4 103 28 198 9.66485E-06 @ 1.08551E-05 0.99999881 

5 103 28 198 6.3788E-05 @ 7.46431E-05 0.999989145 

6 103 28 198 0.000328261 @ 0.000402904 0.999925357 

7 103 28 198 0.001352333 @ 0.001755236 0.999597096 

8 103 28 198 0.004543838 @ 0.006299074 0.998244764 

9 103 28 198 0.01262177 @ 0.01892085 0.993700926 

10 103 28 198 0.029275953  0.048196798 0.981079155 

11 103 28 198 0.057118817  0.105315615 0.951803202 

12 103 28 198 0.094233998  0.199549613 0.894684385 

13 103 28 198 0.131927597  0.33147721 0.800450387 

14 103 28 198 0.157056663  0.488533873 0.66852279 

15 103 28 198 0.159099676  0.647633549 0.511466127 

16 103 28 198 0.137055745  0.784689294 0.352366451 

17 103 28 198 0.100200419  0.884889713 0.215310706 

18 103 28 198 0.061953984  0.946843697 0.115110287 

19 103 28 198 0.032228205  0.979071902 0.053156303 

20 103 28 198 0.014002599  0.993074502 0.020928098 

21 103 28 198 0.005031237 @ 0.998105739 0.0069255 

22 103 28 198 0.001474939 @ 0.999580677 0.001894261 

23 103 28 198 0.00034629 @ 0.999926967 0.000419323 

24 103 28 198 6.34231E-05 @ 0.99999039 7.30327E-05 

25 103 28 198 8.71378E-06 @ 0.999999104 9.60968E-06 

26 103 28 198 8.43269E-07 @ 0.999999947 8.95898E-07 

27 103 28 198 5.11676E-08 @ 0.999999999 5.26295E-08 

28 103 28 198 1.46193E-09 @ 1 1.46193E-09 

表 3-3 
表中の Eは 10のべき乗を示しており，例えば「1.04E-10」は「1.04×10-10」のこ

とを示す。有意確率の計算に使った P(ka)値の右側に@印を付け，実験で得られ
た値（ka=9）を太字で大きく示した。 
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kb nb ka+kb na+nb P(kb) 累積確率 1 累積確率 2 

0 95 28 198 1.46193E-09 @ 1.46193E-09 1 

1 95 28 198 5.11676E-08 @ 5.26295E-08 0.999999999 

2 95 28 198 8.43269E-07 @ 8.95898E-07 0.999999947 

3 95 28 198 8.71378E-06 @ 9.60968E-06 0.999999104 

4 95 28 198 6.34231E-05 @ 7.30327E-05 0.99999039 

5 95 28 198 0.00034629 @ 0.000419323 0.999926967 

6 95 28 198 0.001474939 @ 0.001894261 0.999580677 

7 95 28 198 0.005031237 @ 0.0069255 0.998105739 

8 95 28 198 0.014002599  0.020928098 0.993074502 

9 95 28 198 0.032228205  0.053156303 0.979071902 

10 95 28 198 0.061953984  0.115110287 0.946843697 

11 95 28 198 0.100200419  0.215310706 0.884889713 

12 95 28 198 0.137055745  0.352366451 0.784689294 

13 95 28 198 0.159099676  0.511466127 0.647633549 

14 95 28 198 0.157056663  0.66852279 0.488533873 

15 95 28 198 0.131927597  0.800450387 0.33147721 

16 95 28 198 0.094233998  0.894684385 0.199549613 

17 95 28 198 0.057118817  0.951803202 0.105315615 

18 95 28 198 0.029275953  0.981079155 0.048196798 

19 95 28 198 0.01262177 @ 0.993700926 0.01892085 

20 95 28 198 0.004543838 @ 0.998244764 0.006299074 

21 95 28 198 0.001352333 @ 0.999597096 0.001755236 

22 95 28 198 0.000328261 @ 0.999925357 0.000402904 

23 95 28 198 6.3788E-05 @ 0.999989145 7.46431E-05 

24 95 28 198 9.66485E-06 @ 0.99999881 1.08551E-05 

25 95 28 198 1.09793E-06 @ 0.999999908 1.19023E-06 

26 95 28 198 8.78007E-08 @ 0.999999995 9.2304E-08 

27 95 28 198 4.3996E-09 @ 1 4.50334E-09 

28 95 28 198 1.03735E-10 @ 1 1.03735E-10 

表 3-4 
（na+nb）匹の中から nb匹採ったら Tg+が kb匹以上である確率を求めて計算し
ても結果は変わらないことを示す。表中の記号などは，表 3-3と同じ。 
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