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第4市 SRαソロモーター制御下で hIL-6を生産する各掩組換え細胞の

hIL-6't:_ }定性の増強

第1節 桁I -j 

ラット、 マウス、 あるいはハムスターなどの蓄商類の 胎児細胞は、

動物細胞の噌荊や細胞分裂を研究するモデjレとしてよく利用されてい

るし これらの動物では年齢や遺伝的系統のはっきりとした動物を数多

く利用できることから再現性の よい結果が得られる。 また胎児細胞は

加齢した動物の細胞よりも容易にin vitroで、培養できる利点を持っているc

マウス胎児細胞を従来の1 0%血清添加培地で初代および継代培養す

ると、 Balb/c、 SwissおよびN旧系の細胞(3T3， 3T6， 3T12)やC3H10Tl!2細胞株

など、 広くガン研究や増殖制御の研究などに使用されている細胞株を

得ることができる し かし、 これらの細胞は例外なしに様々な染色体

異常を持った4倍体近くの異常な核塑を示し 、 しばしば白然発ガンを

起こす。 一般に、 正常な哨乳動物細胞には細胞レベルでの寿命があり、

無限には分裂できないと考えられている (Hayflick and Moorhead， 1961 ; 

Haytlick， 1965)。 血清添加培地で 培養したマウスの初代細胞は正常な2恰

体細胞であるが、 継代を続けるうちに急速に増殖能を失い、 クライシ

スまたは老化を受ける。 その後、 遺伝的に変化した細胞が増殖してき

て永久増殖能を獲得した細胞 を得ることができる。 クライシスに入る

までの分裂回数、 クライシスの顕著さ、 クライシスの後現れる永久増

殖能の性質は培養条件に大きく依存する(1ρo et al.， 1989)。 これに対し、

増殖因子としてインスリン 、 トランスフェリン、 上皮細胞成長内f

(EGF)、 セレニウム、 ヒト高密度リボタンハク質(HDL) を添加した無血

清格地でマウス胎児細胞を培-養して得られる細胞株は全く異なる性質

を持っている。 この無血清マウス胎児細胞(Serum Free Mouse Embryo cel1， 

SF恥E細胞)はクライシ スを示さず、 200継代にわたって染色体的 に全く

異常のない2倍体細胞として継代できる(Loo et al.， 1987) 0 

SF恥E細胞は正常細胞であるため、 細胞が本来持っているブロトオン
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コジーンがlE常に制御されていて、 外来性の導入ガン遺伝子の影響ず

現れやすいと与えられた。 またSFME細胞は染色体的に非常に安定であ

るため、 染色体に組込まれた外来性遺伝fを欠落することなく娘細胞

へと受け波し、 安定した形質発現を維持するものと考えられた3 この

ような観点から、 恒常的な有用生理活性タンハク質の高生産性細胞株

を作成する際のよいモデル系として利用できると考えられたっ

また現在、 有川生理活性タンハク質の生産に使用されているハムス

ター|甘来-の BHK-21細胞に関しでも乍産性の増強は必要な課題であると

考えられた。 そこで本章においては、 恒久的な発現の際のOAPシステ

ムの利用について検討するために、 構築したエフェクタープラスミド

とSRαフロモーターにより制御されhIL-6を発現するレホーターフラス

ミドをBHK-21細胞およびSFME細胞に導入し、 組換えタンハク質の生産

性にどのような影響を与えるかを検討した。

第2節 実験材料および方法

第1項 細胞倍養および遺伝子導入

BHK-21およびBHK6-1細胞は10% FBSを合むDMEM中で370C、 5% CO2/95% 

空気の条件ドで培養した。 また動物細胞への遺伝f導入はリン酸カル

シウム共沈法により行った(第3章参照) 。

SFME細胞は10μg/mlフイブロネクチンでコーテイングした情養器を使

用し、 インスリン(10μg/ml)、 トランスフェリン、 EGFお よびHDLを添加

したDF培地( DMEM : FI2=1:1の混合培地)中で370C、 5% C02J95%空気の条

件下で培養した(Shirahata et 01.， 1990)。 遺伝f導入はリン酸カルシウム共

沈法を使用した。 ガン遺伝子発現フラスミド導入の際には0.6 mg/mlの

G418 (Co1ぬとre-Garapin eto1.， 1981)含有培地で、 pSRα-IL-6とpSV2-gpt遺伝fの

共導入時には2.5 mg/mlミコフェノール酸(Mulligan and Berg， 1981)含有培地

で選択を行った。 それぞ、れの選択は単-ークローンからなるコロニー が

得られるまで3週間程度行った。 形質転換クローンはヘニシリンカツ
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ァをクローニング環として使用し、 トリフシン処理により分離した

遺伝f 導 入 実 験 の 概 略 につ いてはFigure 4-1に示した

第2項 hIL-6の 定量および細胞数の測 定

組換え細胞から分泌されたhIL-6の 定量はELISA法 により行った (第3

章)。 また 9 6穴フレー ト中の細胞数の 測定は、 生細胞のテ トラゾリウ

ム庖の開裂能を指標とした 細胞数測定法であるMπ法により行った

(Mosmann， 1983; Deniwt and Lang， 1986) 0 MIT法の 手順を以ドに示すo 9 6穴

プレー トの各穴 (100μl培地)中にM行試薬ゆ灯T 5 mglml PBS) 10μlを加え

6時間イ ンキ ュベー トした ( 370C、 5% C02J95%空気条件下)j インキュベー

ト後、 150μlの 0.0 4N HClβープロハノール150 �tlを各 穴 に添加し、 超音波ミ

キサーを用いてMITフォルマザ、ンを溶解した。 そしてマイクロフレー

ト用分光光度計により主波長570 nm、 副波長620 nmの 吸光度を測定し、

標 準 細胞 数を基 に検 量線 を作 製 し 各 穴 中 の細胞 数を算 出 した。

第3項 細胞からのmRNA調製

mRNAの抽出は磁気により同収の可能なオリゴ(d1) 25-ダイナビーズ

(DYNAL， Norwayより購入)を用いた mRNA抽出法で行った σakobsen， et 01.， 

1990; Hultman et 01.， 1990)。 試料としてSFl\伍ゲos、 SF�伍/myb、 SF�伍/myc、

SFMF1ms、 BHK-21/myb、 そしてBHK6-1/myb細胞を使用した。 1 07個程度に

増殖するまで培養した細胞を トリフシン処理で分散して集め、 冷PBS

(40C )で3同洗浄した 後、 1 mlのPBSに懸濁して1.5 m1マイクロチューブへ

移し氷上に置いた 。 4 oCで5 分 間遠 心(3，000 rpm)後、 上清を捨て1 m1の

LysislBinding Buffer (100 mM Tris-HC1， 500 mM LiCl， 10 mM EDTA， 1 % SDS‘5 mM 

DTT， pH 8.0) を加えて懸濁後、 テフロ ンホモジナイザーに移し、 2 m1の

LysislBinding Bufflぽと消泡剤として100μlのイソアミルアルコールを加え、

氷上で2分間、 手動でホモジネー トした 。 細胞の ライセー トをマイク

ロチュープへ分注し、 4 oCで5分間遠心(15，00伽pm)した後、 上清を予め
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Figure 4-1. BHK細胞への遺伝子導入実験(A)とSFME細胞への
遺伝子導入実験(B)の概略
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Lysis/Binding Bufferで、洗浄した オリゴ(dT)25-ダイナピーズ(0.5mglチュー

プ)を分注し ておいたマイクロチューブに各500 ulず、つ、 計6本にライ

セートを分注した。 ときどきチュープ内をヒペッテイングにより撹作

し、 氷上で5分間放置し、 mRNAをビ ーズに結合させた。 上清とビーズ

の分離を磁行でf丁い 、 Washing Buffer (10 mM Tris-HCl， 150 mM LiCl， 1 mM 

EDTA， 0.3% S DS ，  pH 7.5)で5同(2同日と4同日の洗いの前にはチューブを

変えた)洗った。 6 0 μlの2 mM EDTA (pH 7.5)でピーズを懸;濁し、 6 50Cで、

2分間イン キュベートしてmRNAを溶出させ、 溶液が熱いうちにr_�青を

同収(この操作は2回行いビーズの除去を完全にした) した。 溶出液の

260 nmのI吸光度を分光光度計で測定しRNA量を算出したη RNA溶液に

RNasin (終濃度lU/μ1)とDπ(終濃度5 mM)を加え ディーフ フリーザー(- 80 

OC)で保存し、 実験に供した。

第4項 ガン遺伝子mRNAのノーザンプロッテイング

宿主細胞内に導入したエフェクタープラスミ ドのガン遺伝子転写の

レベjレを検討するため、 各細胞のmRNAに関してノーザ、ンブ ロッテイン

グ ・ ハイプリダイゼーシ ョンを行った。 RNA変性電気泳動は以下のよ

うにして行った。 mRNA 2.5μg (SF�伍/mybのみ3μg) を遠心濃縮器を用い

て乾燥させた。 サンプルmRNA と標準DNA (myb: XbaI消化myb断片、fos、

mycおよび、ras:市販のプロープDNA、 O. 1 pg---l ng)を[RNAの'NA)2.25 �t1、 5X泳

動バッファー1.0μl、 ホルムアルデヒド 1.75μl、 脱イオン化ホルムアミド5.0μν合

計10μlJのように調製した。 サンプル を5 50C で1 5分間インキュベート

し、 各1 �tlのIρading Bufflぽを加え撹枠した後に、 1.2%変性アガ、ロー スゲ

ル電気泳動に供した。 泳動後、 ナイロンメンプラン(Amぽsh am Hybond 

N+)にオ ーノてーナイトでキヤビラリー ・ プロ ッテイング を行った。 メ

ンプラン上のRNA( DNA)を0.05N NaOHの5分間処理で同定し、 その後2X

SSC中でメンプラン を 1分間振とうして洗い風乾した。
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第5項 32p標識DNAフロープを用い たハイプリ ダイゼーシ ョン

フロ ープの調製にはマルチ フ ライムDNAラベリ ン グキ ッ ト

(Amぽsham)を使用した。 フロープ用のDNA (myb: XbaI消化myb断片、 fos、

mycおよび、ros: df販のプロープDNA ) 2 5 n g/3 �tlを95-10 0 0C で2分間処理し、

氷上で反応液 を調製したの'NA溶液 3μ1(25 ng)、 反応バッファー10 �ll、 フラ

イマ�5μl、 蒸情氷25 �tl、 [[α_32p] dCTP (------3，000 Ci/mmole) 5μI、 DNAホリメラー

ゼ(Klenow仕agment) 2 �tl/計50 �ll]。 反応、は370Cで1時間行った。

ハイブ リ夕、、イゼーシ ョン溶液3ml (A mershamのハイブリダイゼ)ションタ

ブレット 1錠/ 50 %脱イオン化ホルムアミド/蒸留水)をメンプランを入れたハ

イブリ バ ック中に加え 、 プ レハイブリダイゼーシ ョン (420C、 1時間)

を行った。 中の溶液 を捨てた後 、 プロー プ溶液 16 �t1を加えたハイブリ

ダイゼーション溶液3 m1を加えハイブリ ダイゼーシ ョン(420C、 オーバー

ナイト )を行った。 メンプランを取り出し、 T ab1e4-1に示した条件で洗

いオートラジオグラ フイーを千すった。

第3節 結果

Table 4-1. ハイブリダイゼーション後の洗いの条件

2 X SSC/0.1 % SDS (室温、 5分間)

2 X SSC/0.1 % SDS (室温、 5分間)

0.1 x SSC/0.2% NaP Pi (650C、 30分間)

20XSSC: 3.0 M NaCl， 0.3 M Na3Citrate (pH 7.0) 

NaP円: ピロリン酸ナトリウム

第l項 BHK細胞におけるガン遺伝子導入によるhIL-6生産性の増強

まず宿主となるBHK-21細胞へ、 リン酸カル シウム共沈法によりレホー

タープ ラスミドとpSV2-dhfrを共導入し 、 50 n Mメ トトレキセート(M1χ，

SIGMA， St. Louis， MOより購入)含有培地中で形質転換細胞の選択を行し 、
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安 定 にhIL-6を'1 :. 産する株 、 BHK6-1細胞を樹立したコ

引続きこの細胞に、 一連のエフェクターフラスミドを導入したコ 今

度は、 プラスミド(j身が持つneo耐性遺伝fを指標にG418(1 mg/ml) で形

質転換細胞の選択を行なった。

形質転換細胞の選択に引続き、 細胞のhIL-6の生産性を調べたごl その

際、 hIL-6の定量はEUSAにより行い、 細胞数の測定はMTT法により行な

い、 単位細胞数、13りのhIL-6'主産量を産出した(Figure4-2)。 様々なガン遺

伝子を単独、 あるいは組合せて、 導入した場合のBHK6-1細胞のhIL-6�

産性について調べた結果、fos、 mybそしてmyc'こ生産性の高いクローン

が見られ、 特にmybにおいて高い生産性を示すクローンが多く出現し

たc 一方ガン遺伝子を組合せることによる相乗効果は特に見られなかっ

た。 また得られたクローンは継代を続けていくと生産性の低下が児ら

れた(Figure 4-3) v 

第2項 SFME細胞におけるガン遺伝子導入によるhIL-6生産性活性化

各種ガン遺伝子を導入したSF恥1E細胞と対照のSFME細胞に対して

pSRα-IL-6を導入し、 クローニング後の単一クローンの培養上清中に分

泌されたhIL-6の量をELISA法によ り測定した(Figure 4-4)。 図中のiつのプ

ロットは96穴プレートの1穴中に分泌され たhIL-6濃度を示している。

対照のSFl\伍細胞の生産量は平均8 ng/mlであったのに対し、 各種ガン遺

伝子を導入したSFME細胞においては高い生産量を示したクローンが現

れた。 その生産量比はmycを導入した細胞の場合17倍、 mybを導入した

場合18倍、 mを導入した場合15倍の'-È産量比を示した。 一方、fosを導

入した場合は高い生産量比を示すクローンは現れなかった。

また、 rasとmyc、 myb、fosのどれか1つを組合せて導入した 細胞では

rω+Inycとの組合せで最も高い生産量比を示したクローンが得られたが

rωまたはmycの組合せによる生産量比の増強は見られず、 単独に導入し

た場合と同様の生産量比を示した。 またF町村nyb、 ras+fosの組合せの場

合も増強効果は見られなかった。
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Figure 4-2. BHK6-1細胞への各種ガン遺伝子発現
プラスミド導入によるh1L-6生産性の増強
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Figure 4-4. SFME細胞への各種ガン遺伝子発現
プラスミド導入によるh1L-6生産性の増強
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第3 JJf キll.j負担え細胞におけるガン遺伝子のmRNAのノーザンブロッテイ

ング ・ ハイブリダイゼ、ーシ ョン

ノ ーザンプロッティング ・ ハイブリダイゼーシ ョンの結果をFigure

4-5に示したコ この結果より、 各ガン遺伝子産物の大幅な転写レベルの

l�舛は見られず、 各細胞当りの組込まれたエフェクターフラスミドの

コヒー数は多い もので数コヒー程度であることが考えられた。 ゾj、

j� ;忠外のハイプリダイゼーシ ョンのシグナjレが検出されたものもあり、

hn RNAを合まない成熟mRNAのみでハイブリダイゼーシ ョンを行う必

要性、 またフロープの再検討を合めた見直しが必要と考えられたJ ま

たBHK6-l/myb細胞において シグナルが認められなかったのは、 v-mybの

発現が抑制されていたためではないかと考えられた。

第4節 考察

本市の実験で、 高い生産性を示したクローン も継代していくうちに

生産性の低下が見られ(Figure 4-3)、 ガン遺伝子を導入する以前に近いレ

ベルまで生産性がドがり安定な高生産性細胞株を樹立することはでき

なかった。 このことから染色体に組込まれた位置によってはガン遺伝

が効果的に機能でき ない可能性と高生産性細胞株がスクリーニング

の過程で失われてしまう可能性が考えられた。

この結果を受け、 より多いコピー数のエフェクターフラスミドを宿

主細胞に維持させる必要、 そして より活性の強いエフェクタープラス

ミドを使用する必要性が示唆された。 そこで、 染色体に組込まれるこ

となく染色体外で 高コヒー数を長期間維持できるBPVベクターにmyb遺

伝子を挿入したエフェクタープラスミドを構築することにした(第2 �'i": 

参照)。 また、 遺伝子導入の後に高生産性細胞を早い時期にスクリーニ

ングする目的で、 細胞膜kの分泌rt1のhIL-6を蛍光抗体を用いて検/Hし

FACSを用いて高生産性細胞を早い時期に細胞分取し スクリーニングす

ることを第5章では検討した。
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Figure 4-5各種ガン遺伝子発現プラスミド導入SFME細胞およびBHK細胞のノー
ザンブロッテイング・ ハイブリダイゼ-ションの結果
(1)附1， SFME mRNA 2.5μg:阪ne 2， SFMEIf，ωmRNA 2.5μg: lane 3， tos Pr，晦DNA 1開;腕4， tc芯Pr悦DNA 10悶;腕5， tcぉPr伽DNA 1∞問;回ne 6， tos 
Pr晦DNA 1000問(2) lane 1， SFME mRNA 3μg:陥ne 2， SFME/myb mRNA 3μg;泊ne 3， v-myb fragment， 0.01開;腕4， v-myb fragment， 0.1開; lane 5， v-myb 
fragment， 1悶町切関6， v-myb fragment， 10問;回ne 7， v-m戸fra抑制，1∞開;旬間8， v-m戸fragment，1問問 (初旬ne 1， SFME mRNA 2.5月泊ne 2， SFME/myc 
mRNA 2.5μ9，匂ne 3， m戸Prc臼DNA 1開;陥ne 4， m戸Prc帥DNA 10開，陥ne 5， myc Prd:Je DNA 1∞問; lane 6， myc Prd:Je削A1αx)開(4)也市1， SFME mRNA 
2.5μg;凶1e 2， SFMElras mRNA 2.5 μg:凶e 3， ras Prd:Je DNA 1悶; lane 4， ras Prcb3 DNA 10悶l凶e 5， ras Prd:Je DNA 1∞郎防19 6， ras Prcí泥DNA 1αx)悶
(5)陥ne 1， BHK引mRNA 2.5円;胸間2， BHK・21/myb mRNA 2.5μg;阪間3， BHK6-1 mRNA 2.5μg;同ne 4， BHK6-1/myb mRNA 25μg， lane 5 ， v-myb Ir勾ment1問

lane 6， v-myb Iragment 10阿泊『砲7， v-myb同伊ent 1∞開: la間8， v-myb fragment 1αx)問
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第5節 小J丹

本くそではOAPシステムの有効性を検討するため、 構築したガン遺伝

子発現フラスミドとpSRα-IL-6をBHK-21細胞またはSFME細胞に導入し 、

組換えタンハク質の生産性にどのような影響を与えるかを検討した

1. BHK細胞ではfos、 mybそしてmycに生産性の高いクローンが見られ、

特にmybにおいて高い生産性を示すクローンが多く出現した。 しか

し、 ガン遺伝子を組合せることによる相乗効果は見られなかった。

また、 得られたBHK細胞のクローンでは継代を続けていくと生産

性の低下が見られた。

2. 各種ガン遺伝子を導入したSFME細胞においては高い生産量を示し

たクローンが現れた。 その生産量比はmycで17倍、 mybで、18倍、 ras

で15倍の生産量比を示した。 しかし 、fosで、は高い生産量比を示す

クローンは出現しなかった。 また、 ガ ン遺伝子を組合せることに

よる相乗効果は見られなかった。

3. ノーザンプロ ッテイング ・ ハイブリダイゼーシ ョンの結果より、

各ガン遺伝子産物の大幅な転写レベルの上昇は見られず、 各細胞

当りの組込まれたエフェクタープラスミドのコピー数は多いもの

で数コピー程度であると考えられた。
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第5辛 ガン遺伝-子導入BHK6-1細胞のフロ ーサイトメトリー分析と蛍

光山竹化細胞選択装置による日午産細胞の分離の試み

第1節 緒11

フロー サイトメトリー(Flow Cytometry， FC附は細胞を浮遊状態とし、

流体系のIドを高速で通過させる途中に光学的に得られた情報を電気信

号として検出し、 個々の細胞の生物学的特徴を毎秒10.000個の早さで解

析することが可能であ る。 解析可能なハラメーターとしては細胞の一

きさ、 形態、 DNA量、 RNA量、 表面形質、 染色体など多岐にわたる。

蛍光活性化細胞選択装買(F1uorescence activated cell so此ぽ， FACS) はFCMを

応用して開党されたものであり、 HerzenbergらはFACSとモノクローナjレ

抗体を用いて細胞亜集問の分類、 特にTリンパ球の機能を解析する

FACSの利用を発表した(Herzenbぽg ef al.， 1976)。 細胞の表而抗原を特異的

に認識するモノクローナル抗体を利用した技術が広く用いられるよう

になるにつれて、 様々な分野でFACSが応用されるようになってきた。

FACSによる細胞解析が広く利用されている例として、 医療分野で利用

されているリンパ球分化抗原に対するモノクローナル抗体を用いた各

種免疫疾患の診断や、 種々のガン細胞のDNA含量解析による細胞診な

どがある。 また細胞 工学分野への応用としてハイプリドー マ等の培養

細胞の機能解析、 さらには有用物質高生産株の分取手段として利用さ

れている。 このため従来は種々の細胞の平均的な反応を検出せざ、る を

得なかった場合から、 特定の状態の細胞に着目して、 解析、 あるいは

細胞分取を行うことが可能となった。

本章では遺伝子導入後早い時期に高生産性細胞のスクリーニングを

行うため、 細胞工学の分野で大きな力を発揮しているFACSを用いるこ

とを検討-した。 hIL-6を産生するBHK6-1細胞には産性された hIL-6が存花

しており、 その量は細胞のhIL-6生産性を反映しているものと考えられ

た。 そこで細胞上hIL-6に蛍光標識抗体を用いて細胞の蛍光標識を行い

FACSを用いてFCM分析および細胞分取を行った。
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第2節 実験材料および方法

第1 Jti 細胞培養および使用した試薬

BHK6-1細胞 は10% FBSを合むDMEM中で培養した。 培養は370C、 5%

C02J95%空気の条件下で行った。 また動物細胞への遺伝f導入はリン椴

カルシウム共沈法により行った。

フェノールレ ッ ド不合有のERDF培地は僅束製薬より購入したυ マウ

スモノクローナル抗hIL-6抗体はGenzymeより購入した。 R-フイコエリス

リン(PE)標識ヤギポリクローナル抗マウスIgG抗体は TAGOより購入し

た。

第2項 hIL-6分泌細胞の蛍光標識

薬剤選択終了後、 形質転換細胞をPBS で洗浄した後に0.02% EDTA- PBS 

で細胞を分散し、 フェノールレ ッド不合有のERDF培地(ERDF. PR-)を用

いて 細胞(106個程度)をマイクロチューブに集めた (ここ でERDF・PRーを

使用するのはフェノールレ ッドがFCMにおいて自家蛍光の原因となる

ためである)、 加えて、 操作はすべて40Cで行っ た(Kawahara et 01.， 19 91)0 

ERDF・PR-で1回洗浄後 、 抗hIL-6抗体溶液(20μl抗体溶液+40 �tl 10% 

FBS厄，RDF・PR-) 60 �t1で細 胞を懸濁し 、 30分間抗体を反応させた 。

ERDF・PRで、2同洗浄後、 P E標識抗マウスI g G溶液(20 �tl抗体溶液+40 �tll0% 

FBS厄RDF・PR-) 60 �tlで 細胞を 懸濁し 、 30分間抗体を反応させた 。

ERDF・PR-でl同洗浄後、 2mlのERDF・PR-に細胞を懸濁し、 FACS用のサン

フルカップに移し、 FCM解析、 または細胞 分取に供した(Figure 5-1)。

第3項 FCM分析と細胞分取

FACSの操作関係はマニュアルに従い行った。 解析においてはFACSに
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+ Mouse Anti-hlL・6 (Mouse IgG) 

+ Goat Anti-Mouse IgG 
(R-Phycoerythrin Conjugate) 

Cell Sorting 

Fluoresence Label by 
R-Phycoerythrin 

Figure 5-1. FCMを用いたhlし6高生産性細胞のスクリー二ング法
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より件られるハラメーターのうち前)f散乱光(LS)、 90 散乱光(90LS)

の両行を、 タピ細胞や2個以上が凝集した細胞を測定から除くために使

川した。 そして細胞を標識するのに用いたPEの蛍光 (励起488nm、 蛍

光575 nm)を基に、 細胞の蛍光強度を 測定し、 大多数の細胞(生産性が

変わっていないもの と考えられた) を対照とした際に蛍光強度にして

4.51庁以上をぶした細胞を高生産性細胞と考え細胞分取を行い、 l穴あ

たり10""'15例の細胞密度で96穴フレートにまきこんだ。

第3節 結果

第1JJl ガン遺伝�r導入BHK6-1細胞の F C M分析

遺伝子導入の後に高生産性細胞を早い時期にスクリーニングするfl

的で、 細胞膜!このhIL-6を蛍光抗体を用いて標識しFCM分析 を行ったと

ころ、 ガン遺伝rの導入により明らかに蛍光強度が強い細胞の割合が

増大し、 特にmyb、 myc、 myb+mycおよび10S+rasの組合せが顕著な蛍光強度

の増大を示した(Figure 5-2)。 また染色体に組込まれることなく染色体外

で高コピー数を長期間維持できるBPVベクター (pBCMGSnω)にmyb遺伝

子を挿入したエフェクターフラスミドを構築し、 この効果を調べたと

ころ、 pBCMGSneoの導入のみでも顕著な蛍光強度の増大が見られたが、

pBCMGSneo-v-mybで、はより高い蛍光強度を示す細胞が多数出現した。 こ

れらの高い蛍光強度を示した細胞をFACSにより分離し、 クローニング

を行ったがどの試験反においても高生産性を示す細胞株を得ることは

できなかった(Datanot shown)。

第4節 考察

FCM分析において、 ガン遺伝子の導入により明らかに蛍光強度が強

い細胞(ここでは高hIL-6生産性と考えられる細胞)の割合が増大し、

特にmyb、 myc、 myb+mycおよびfos+rasの組合せが顕著な効果を示した勺
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また染色体におi込まれ ることなくエヒソームの形で長期間高コヒー数

を 維持できるpBCMGSneo にmy b 遺伝fを 挿 入したエフ ェ クター プ ラスミ

ドを構築し、 この効果を調べたところ 、 pBCMGSneoの導入のみでも顕

著な効果が見られ、 pBCMGSn∞-v-mybで、はより高い蛍光強度を示す細胞

が多数tl'，刻した〉 しかしながらこれらの細胞 を96穴ブレートを使用し、

クローニングを行った が高生産性細胞株を樹立することはできなかっ

た。 これらのことより以下のことが考えられた。

1. SRαフロモーターは安定な高生産性細胞樹立に適していない。

2.FCM分析は有効だが高坐産性細胞は細胞分取への耐性が低い。

そのため、 FACSを用いずに薬剤選択後の細胞集団を96穴プレートを

使用したクローニングに供し、 その後に高生産性細胞のスクリーニン

グを行うことを次章では試みた。

第5節 小指

本章では高生産性細胞のスクリーニングにFACSを使用することを試

みた。 蛍光標識後のFCM分析においては、 myb、 myc、 myb+mycおよび

jos+msにおいて高生産性細胞と考えられた細胞が多数出現した。 また

pBCMGSnωのみで顕著な効果が見られたが、 pBCMGSnω-v-mybで、はより

両い生産性を持っと考えられた細胞が多数出現した。 しか しこれらの

細胞のクローニングを行った結果、 高空産性細胞株を樹立することは

できなかった。
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第6 [\戸 f:;j/!:j主性各種ガン遺伝子導入組換えBHK細胞の限界希釈法によ

る樹心:

第l節 緒I 1 

前立をまでのJj �去により、 v-nlybを導入後、 BHK6-1細胞とSFME細胞の生

産性について調べた結果、 BHK細胞にmybを導入した場合に高い4_産性

をぶすクローンが出現したの しかし第4章Figure4-3にぷしたように出現

した高生定性細胞を稿者代していく と生産性の急速な低下が見られ、 安

定なお牛.産性細胞株を樹立することはできなかった。 これらのことか

ら、 導入した遺伝子が宿主細胞の染色体に組込まれる位置によっては、

ガン遺伝�rが効果的に発現されないという可能性、 ならびに96穴フレー

トによる選択では単 aのクローン由米のみでなく、 多種の形質転換細

胞クローンがミックス状態で得られるために高生産性細胞株がスクリー

ニングの過程で失われる可能性が考えられた。 そこで前章に引き続き

BPVベクターの使用と、 遺伝子を導入した細胞を初期段階で単一クロー

ンとするためのクローニングを行い、 その後スクリーニングを行うこ

とで高生産性株の樹立を試み た。

第2節 実験材料およびか法

第1項 細胞培養および遺伝子導入

BHK6-1細胞は10% FBSを含むDMEM巾で培養した。 培養は370C、 5%

C02J95%空気の条件下で行った。 ま た動物細胞への遺伝子導入はリン酸

カルシウム共沈法およびトランスフェクタム法により行った(第3章、

第4章参照)。
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第2 JJ1 限界希釈法によるスクリーニング

遺伝f導入の後、 90mmの培養探中でG418選択を行い、 その後9 6íミフ

レートを)11 いた限界希釈法により クローニングを行ったコ 検鏡により

単 -のクローンI f I来の ものと見られ る穴から培養k 清を採取し、 ELISA

(第3草参照)によりhIL-6量を測定し 、 総hIL-6量の高い クローンを選者1

し、 l次スクリー ニングとしたo 1 次スクリーニングで得られたクロー

ンに関してELISAにより店長川青中のhIL-6を、 M汀法(第4章参照)によ

り、 各クローンの牛ー細胞数の測定を行い、 両者の偵より細胞数あたり

のhIL-6牛産ttを算出したJ

第3節 結果

第l項 myb発現フラスミドの導入が組換えBHK細胞のhIL-6生産竹に及

ぼす;形響

pCMV-v-mybあ るいは pBCMSGn∞-v-mybフラスミドを導入し た後の

BHK6-1細胞をG418処理の後、 限界希釈法により単一のクローンとして、

ス クリーニングを行った結果、 hIL-6'主産量が25 ng/mlを越えたものに関

して各々のクローンのhIL-6生産効率を第4章と同様なノf法で算出した

(F igure 6-1)。 このようにpCMV-v-mybに関しては840クロー ン中l クローン

が5.4倍、 pBCMGSn∞-v-mybに関しては400クローン中1クローンが4.4倍の

相対牛産竹を示した。

第2項 c{os、 c-mycおよびc-Ha-nω発現フラスミドの導入による組換え

BHK細胞のhIL-6生産性の変化

pCMV-c-fos、 c-mycおよび、c-Ha-rruを導入した後のBHK6-1細胞をG418処用

の後、 限界希釈法により単一のクローンとして、 スクリーニングを行っ

た。 またhIL-6生産量が高かったクローンに関してはhIL-6'ド産効ネを第4
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Control 

pCMV・v・myb

Relative productivity (Testlcontrol) 

o 2 4 6 

pBCMGSneo圃v-myb

Figure 6-1. myb導入BHK6-1細胞の限界希釈法
による高生産生細胞のスクリー二ングの結果
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章とrúJ燥な}j itで算出した(Figure 6-2)円 このようにfos、 mycおよびras発現

フラスミドの導入による組換えBHK細胞のhIL-6生産性増強は2倍程度の

ものであった3

Control 

pCMV・c-fos

Relative productivity (Testlcontrol) 
o 1 2 3 

pCMV・c-myc

• • 

• -ー • 
• :_ . 

• . � 

pCMV・C・Ha-ras

Figure 6-2. fos、 mycおよびras導入BHK6-1細胞
の限界希釈法による高生産生細胞のスクリーニ
ングの結果
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第4節 々然

本市では泣μf導入後の薬剤選択終f後、 直ちに96穴フレートを使

JHし、 ねられたJIラ質転換細胞のクローニングおよびスクリーニングを

行ったー その結果、 単 aクローン巾-*の数行程度のクローンを調べる

ことができた。 その結果、 pCMV-v-mybやpBCMGSn∞-v-mybにより、 4""'5

併科)交'[:_ )ìj� I性のよ円強されたクローンを得ることができたc しかしなが

ら、 他のfos、 myc、 そしてmの導入にお いては高いもので約2倍程度の

'i: }主性別強しか'I�じなかったっ このことは数百を越える多数のクロー

ンからスクリーニングを行う必要があることを示唆している。

また - J自性発現の結果(第3章)と恒久発現の結果(第4草)を併せて

考慮してみると、 恒久発現、 特に安定な細胞株として樹\[.する際に各

穐ガン遺伝�I-の発現量は _ j@性発現の時より低下していることがィ考え

られる また細胞自体の抑制作用によりその発現が低下する(第4-t;f

BHK細胞のノーザンプロ ッテイング ・ ハイプリダイゼーシ ョ ンの結果

参照)ため にFigure4-3のような生産性減少が見られると考えられた。 つ

まりOAPシステムを用いて恒久的な高生産性細胞株を作製するために

はガン遺伝子の発現が不十分ではないかと考えた。

これらのことより、 次章(第7章) ではより多数のクローンのhIL-6'l=_

産性を調べるための スクリーニング法の開発を行った。 また第9章で

は導入したガン遺伝子の発現レベルを上昇させることをF!的とした遺

伝子増幅法の併用を検討した。

第5節 小指

本章では遺伝子導入細胞の薬剤選択終了後、 ただちに96穴フレート

で限界希釈法を用いてクローニングを行い、 得られるクローンに関し

てスクリーニングを行ったところ、 以下のような結果が得られた。

1. myb遺 伝 子 導 入 により、 4 ""' 5 倍 程 度 まで 生 産 性が増 強 さ れた ク ロー

ンを得ることができた。
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2. jω、 myc、 そしてmの導入においては高いものでがJ 2倍程度のII�産

十I� 1円強しか'1�じなかった。
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第71芋 Secretory Cell Immunoscreening Assay (SCISA)法の問党

第1節 緒r 1 

近年、 多数のイj・JH 坐煙活性タンハク質の 遺伝子がクローニングされ、

動物細胞を)fJし、ての大法性産が行われてきている (Griffiths ， 1990) その

組換えタンハク質の大量生産において、 安定な高生産性細胞株の樹{f.

が不可欠であるr 現イf:、 遺伝f増幅法(Schimke， 1984; Kaufman et a1.， 1986・

Hayw紅d et a1.， 1986) が組換え動物細胞の生産性を実用的レベルまで上げ

るのに使月jされているが、 選択薬剤の段階的増加により遺伝fのコヒー

数を増加さ せる ためには多くの時間と労力を要する。 中でも高生産性

細胞の スクリーニングに多くの労力を要しているのが現状である。

典型的な スクリーニング法では、 薬剤耐性を指標にクローンを1伺

ずつ姶い、 その後に組換えタンハク質生産性の検定を行ってきた。 そ

の場合、 限界希釈法 によりクローニングを行い、 生産性をチェ ックす

るという)J法は非常に時間!と手間を必要とする。

- JJ、 大量のコロニーを取り扱うことのできる方法として、 コロニー

レプリカアッ セイ法が確立されている(Esko et a1.， 1978 & 1982; Raetz et a1. ， 

1982)。 しかしながら、 この万法は分泌タンハク質のスクリーニングに

は適切ではない。 またサイトカイン分泌細胞の検出のために開発され

たEnzyme-linked Immunospot法σaguchi et a1.， 1990; Kawamura et a1.， 1992) は分泌タ

ンパクの検出には使用できるがクローニングには不適、11である。

近年、 化学発光を利用した高感度ECL検出法が開発され、 ウエスタ

ンプロッテイングでタンパク質の超微量検出が可能となった(Thorpe and

Kricka， 1986; Seigel and No仕ぽ， 1992) 。 本章で開発したSぽretory Cell 

Immunoscreening Assay (SCISA)法 はニ トロセルロース膜に吸清させた阿相

抗体に分泌タンハク質をトラ ッフさせ、 向感度ECL法とイムノプロッ

テイング法を組合せることにより 100 pg以下の 分泌タンパク質の検出 を

可能とした。



第2節 夫!鉄材料および}j 法

第1 .r:日 系111 JJ包府主および遺伝子導入

BHK-21細胞は5%のFBSを合むDMEMr!Jで3 7 0C 、 5% CO i95%空気の条

件ドで、府去をした。 BHK-21細胞にリン椴カjレシウム共沈法を用いて

pSRα-IL-6およびpSV2-dhfrフラスミドを共導入することで、 hIL-6をf主点す

るBHK細胞を作製し、 50nMMfXを含む培地中で形質転換細胞の選択を

行った可

第2項 標準hIL-6のプロッテイング

ニトロセルロース膜(Amぽsham Hybond C)をヤギ抗hIL-6抗イ本(R&D

Systems)溶液中で37 0C、 1時間インキュベートし同相抗体を吸着させ、

ブロックエース(大日本製薬)中で370C、 1時間インキュベートしブロッ

キングを行った。 1% BSAlPBS 1fTにhIL-6をlpg � 1000 pg/μ!となるように調

製した標準溶液を1 �t1ず、つスホットし、 370C、 1時間インキュベートし、

|占I ffl抗体と反応させた。 0.05% Tween 20/PBS (TPBS)で膜を洗った後、 ピ

オチン化マウス抗hIL-6抗体(Genzyme)を含む1% BSA/PBS f11で370C、 1 時間

インキュベートした。 TPBSで膜を洗った後、 HRP(西洋ワサピペルオキ

シダーゼ)標識ストレフトアピジン( Amぽsham)もしくはアピジン ・ ピ

オチン化HRP複合体(AB C)(Vector Laboratory， Burlingame， CA)を合む 0.1% 

Tween 20IPBS qJで370C、 1時間インキュベートした。 TPBSで膜をよく洗っ

た後、 4-クロロートナフトール(4CN， 和光純薬)、 3，3' -ジアミノベンジジ

ン(DAB， 同仁化学)、 そしてEnhanced Chemiluminescence (ECL， Amぽsham)を

使用してhIL-6の検出を行った。

第3項 組換えBHK細胞の生産するhIL-6の検出

SCISA法の予JI債をFigure 7-1に示したハ 府養器rtJの培主主l� �青を除去し
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Figure 7-1. Secretory Cell Immunoscreening 
Assay (SCISA)法の概略
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PBSで 2 1111静かに洗い、 新鮮な培地に交換したο 最初に 細胞法主主桁地

(5% FBS/DMEM)に 浸しておいたろ紙( ワットマンNo . 50)を細胞の ! こに

静かに来せた: 次に、 同相抗体を吸着させ、細胞!;t養指地でブロッキ

ングしたニトロセルロース膜を乗せた。 そしてろ紙を乗せ、 最後に直

径4 mm のガラス ・ ビーズ(井内盛栄堂)を単一の層となるように重!討

し、370C、5% CO2/95%空気の条件下でインキュベートしたコ インキュベー

ト終f 後に肢を|叶収し、 その後は抗体処理とECLを使用してhIL-6の検

出を行ったコ ろ紙 およびニトロセルロース膜はオートクレーブ滅肉、

ガラス ・ ビーズは乾熱j威関した後使用した。

第4項 hIL-6 '主応性の測 定

組換えBHK細胞により生産されたhIL-6の量はELISA法により 測定した

(第3章)。 また96穴フレート中の細胞数の測定にはMTT法(第4章)を使

用し、35 mm培養器中の細胞数の測定にはセルカウンター(東亜医用機

器)を使月jした。 それらの値より細胞106倒あたりのhIL-6生産性を算tH

した。

第3節 結果

第1項 ニトロセルロース膜iてにプロ ットしたhIL-6の検tI\

最初にニトロセルロース膜で の検出感度を試験した。 様々な:孟の

hIL-6を同相抗体を吸着させた膜上にプロ ットした。 Figure 7-2にぶした

ようにECLは明らかに100 pgのhIL-6のスポットを検出できた。 しかしな

がら通常ウエスタン ・ プロッテイングで使川される4CNおよびDABでは

この濃度のhIL-6を検出するためには感度が不足していた。 これらの結

果はECLのみがSCISA法で要求される検出感度を持つことをぷしていたコ

次に同相抗体、 一次抗体、 そしてHRP-ストレブトアピジン濃度の検

討を行った。 間相抗体なしでは10 nglスホットのhIL-6でさえ検出できな
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4CN DAB ECL 

hlL・6

4ー- 1000 pg 

→号- 100 pg 

10 pg 

1pg 

Figure 7・2. SCISA法のHRP検出試薬とh1L-6の検出感度
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かった。 また5μg/mlの同十l1j:JLイ本が100 pg/スホット のhIL-6を検出するため

に必安であった(Figure 7-3) O. 5 �lg/mlのHRP-ストレフトアピジンはノてツ

クグランドの発光が増大しており、 向感度検出法として矢11られている

ABCで の検，'H感度の上昇は見られなかった(Figure 7-4)。 これら の結果よ

り間柄1.Jic休5 �lglml、 一次抗体0.13 �lglml、 そしてHRP-ストレフトアピジン

0.25 �lglmlをで適濃度として以後使月jしたコ また3種類のニ トロセルロー

ス脱(Amぽsham Hybond-C、 Hybond-ECLおよび、Schlicher & Schuell BA85)におし、

て検出感度の走呉は見られず、 PVDF膜(Millipore) を使用した場合にわず

かな検出感度の上昇が見られた (Data not shown)。

第2項 組換え細胞から分泌されたhIL-6の検出

膜LのhIL-6のスホット(Figure 7-5A)とギムザ染色した培養器上のコロ

ニー(Figure 7-5B) は位置および大きさがよく対応していたコ またろ紙を

コロニーと膜の聞にはさむこと は、 膜に細胞が接着することによる脱

落を防ぐ効果が見られた。 長時間のインキュベートはコロニーの脱落

を加速する傾向が見られた、 これはおそ ら く細胞が増殖し、 分裂した

後、 ろ紙に接着するためと考えられた。 またhIL-6遺伝fを導入してい

ないBHK細胞 ではECLのスポットは検出されなかった(助ta not shown)。

コロニーの大きさは可能な限り小さ い方が均 」な発光スホットをう

えたc これはスクリーニングの期間を短縮するため 、 ま た高生産性細

胞株の選択に お いて好ましい結果であった。

第3項 高生産性細胞のスクリーニング

形質転換したBHK細胞を20枚の96穴フレー トに0.5例/ 穴の密度でま

きこみ、 限界希釈法による高生産性株のスクリーニ ングを行った。

ELISA法で培養ヒ清中のhIL-6量を測定し、 416クローンか ら2 3クローン

を選択した。 それら のクローンのhIL-6't産性を算出したと こ ろ最lII

0.42 �lgll 06細胞/日の生産性を示す細胞株が得られたσable7・1)。

73 



Concentration of Solid­
phase Anti body 

hlL・6

� 1000 pg 

100 pg 

10 pg 

1pg 

Figure 7-3. SCISA法の固相抗体濃度とh1L-6の検出
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Concentration 01 
Avidin-HRP 

Strepta，!，idin-HR P Avidin-Biotinylated 
Conjugate HRP Complex 

hlL・6

ョ 1000 pg 

ョ 100 pg 

10 pg 

4 1pg 

Figure 7-4. SCISA法のHRP-ストレプトアビジンおよびABCの濃度と

h1L-6の検出

75 



。

(A) (8) 
Figure7-5. SCISA法による分泌hlし6検出(A)と組換えBHK細胞コロニー

のギムザ染色(B)
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Table アイ.96穴プレートを用いた限界希釈法に

よる高h1L-6生産性クローンのスクリー二ング

Productivity (hlし6μg/106 ce lls/da y) 

Clone Absorba nce 1si .1
6

A・ wss
e
a
li

y 2nd . Ass
3 1a | y 

Numb e r  at 405 nm m 
(
ic

9 
ropiate) m

(l 
96・ w e

croplate) 

Control 0.03 0.03 

0.358 0.36 0.35 
2 0.330 0.31 0.30 

3 0.301 0.12 

4 0.226 0.27 

5 0.317 0.24 

6 0.367 0.52 0.37 
7 0.478 0.52 0.42 

8 0.355 0.06 

9 0.192 0.16 

10 0.230 0.09 
11 0.322 0.60 0.24 

12 0.324 0.16 

13 0.182 0.07 
14 0.339 0.23 

15 0.247 0.20 
16 0.247 0.31 0.20 
17 0.252 0.16 

18 0.197 0.12 

19 0.184 0.08 

20 0.180 0.07 

21 0.288 0.25 

22 0.273 0.09 

23 0.186 0.08 

また2 X 103細胞/90mm培養器3枚と1 X 104細胞/90mm培養器l枚、 合計4枚

の90mm培主主器からSCISA法によりスクリーニングを行った。 より強い

発光スホットを示した12個のコロニーを選択し、 それらのクローンの
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hIL-6/j三j;E'yiiを符tHしたところ(Table 7-2)、 最高0.57 �lgl106細胞/ f 1の生産性

をぷすクローンが得られたl この結果は限界希釈法で得られた結果と

対応していた」

Table 7-2. SCISA�'去による高hlし6

生産性クローンのスクリー二ング

Prod uctivit y (hIL-6μg/1 06 ce lls/d a y) 

Clone 
1st . Assa

i!| 
y 2nd .

m 
As

d
s

i

a
s

y 
h 

Number (96-we (35 mm d ish) 
micropla te) 

Control 0.03 0.03 
0.24 0.23 

2 0.37 
3 0.34 0.35 
4 0.24 
5 0.44 0.57 
6 0.21 
7 0.33 0.26 
8 0.36 0.27 
9 0.23 

10 0.27 
11 0.40 0.40 
12 0.27 

第4節 考察

SCISA法はELISAr.tを応刑したものである勺 検出したいタンハク11を

直接特異抗体で捕捉することおよびECLの高感度の両訴が100例以ドの

組換えBHK細胞から分泌されるhIL-6の検出を可能とした。 SCISAttは尚

生産性細胞の迅速スクリーニングに最適であった。 限界希釈法および

SCISA法の両者で組換え BHK細胞のスクリーニングを行ったところ

SCISA法は、 より効率的なスクリーニングが行えた。 20枚の96穴ソレー
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トから何られるわずか数汀のクローンをスクリーニングする限界希有I

j去に対し 、 SCISAt.tでは最大10，000クローンを1枚の90 mm培主主��からス

クリーニングできた。 これはSCISA法が非常に小さいコロニーの検出を

nT能としているからであるゥ ただしSCISA法はその性絡!こ、 高牛j主竹の

コロニーだけでなく低生産性の大きなクローンからも強い発光シグナ

jレをテえることが予測される。 そのため選択したコロニーの顕微鏡で

のチェックおよび生産性測定による評価が必要とされる。 しかしSCISA

法では数倍程度以上に高い生産性を示すクロ ーンを容易にスクリーニ

ングすることができた。

限界希釈法とSCISA法の特徴をTable 7-3に示した。 SCISA法を行った後

コロニーの取離のみが多少厄介であるが、 他の操作は非常に容易なも

のであった。 またSCISA法は高感度で分泌タンパク質を検出し、 その位

置を特定できるため、 薬 剤 マ ー カーなしの直接スクリーニングにも応

用できると考えられる勺

Table 7-3. 96穴プレートを用いた限界希釈法とSCISA法の比較

項目 限界希釈法 SCISA法

スクリー二ングの規模 30�50クローン 1 02�1 04クローン
/96穴プレート /90 mm培養器

クローン集団からの高生
産性クローンの選択 ム 。

高生産性クローンの単離 。 ム

細胞種の制限 なし 現在のところ
接着細胞のみ

79 



第5節 小.Jlî

ニトロセルロース膜と特異抗体を利用した、 より迅速かつ簡便な向

牛.産性来111胞株のスクリーニ ング法、 Secretory Cell Immunoscreening Assay 

(SCISA)法を開発した。 本法はニトロセルロース膜上にli的とする分泌

タンハク質に対する抗体を同相抗体として吸着させ、 培養器中に形成

させた篠活動物細胞のコロニー上に膜を乗せて、 細胞が生産している

組換えタンパク質をトラップさせた後、 イムノプロッテイングのノj法

により検出を行うものである。 動物細胞に生産させる組換えタンハク

質としてhIL-6を使用し、 その検出には向感度ECU食/H法を使用した。

SCISA法では100 pg以下のhIL-6が検出可能であった。 また組換えBHK細

胞のコロニーが分泌するhIL-6を直接検出でき、 多数の形質転換細胞の

クローンの中から生産性の高い細胞を迅速かつ容易に選択することが

できた。
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第8"� M汀に十字わる新規細胞数測定丹j化合物の検討

第l節 桁I Î 

細胞制御[学の分野を含めて細胞を使)けする研究分野において、 細

胞数の測定という作業は単純なものではあるが研究において重要な位

置を内めるc 来ITI胞密度が103伺Iml程度で数m1の検体が準備できる場合に

はセルカウンターが威力を発揮するつ しかし このセルカウンターは構

浩1--、 細胞と111-1等の大きさの粒子数を計測するものであり、 細胞の生

死に関わらず、 あるいは液中の気泡もカウントするという欠点がある円

また/七細胞本を算出するためには、 生細胞の色素排除能を利用し たト

リパンブルー染色法などを行う必要がある。 またセルカウンターは96

穴フレートのl穴t tJの細胞数を測定するといった械少泣の細胞測定に

も不適であるコ

96火フレートなどの非常に少量-の細胞の乍細胞数を測定するための

)J法としてMTI法(Mosmann，1983; Deniwt and Lang， 1986)やニュートラルレッ

ド法(Klostergaard， 1985) が開発され使用されている。 Mπは第3阜でIJÍJ述

し たように淡黄色の MTf [3-(3，5-dimethylthiazol-2-yl)-2，5-diphenyl tetrazolium 

bromid寸が生細胞のミトコンドリア内の呼吸酵素により開裂され、 H庁青

色のフォルマザンをや成する(Figure 8-1 1:段) 。 死細胞ではこの反応は起

こらない。 生成したフォルマザンを0.04N 塩酸12 -プロハノール溶液を

用いて細胞より抽出し、 570nmの波長の吸光度を測定するものである。

この吸光度は坐細胞数と相関するため牛細胞数測定に利用されている。

またニュートラルレッド(3-amino-7 -dimethy lamino-2-methy l-phenazine H Cl)は生

細胞に取り込まれ、 細胞のリソソーム中に蓄積される。 このニュート

ラルレッド取り込み 量 は生細胞数に比例することか ら 生細胞数の 向感

度測定法として用いられている。

本研究で は使用している細胞の接者性がやや弱くニュートラルレ ッ

ド法の使用に不適当なため 、 96穴フレート中の細胞数の測定にはMTf

法を用いてきた。 しかしながら上述したようにMTIフォルマザンは駈
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円安/2 -ソロハノール溶液を川いて抽出を行わなければならず、 この操作

が測 定の大きな下問 となっている ハ

近年、 水溶性のフォルマザンを生成するテトラゾリウム塩、 WST-l

が開発された (Ishiyama etal.， 1993)0 WST-l [2-(4-Iodophenyl)ふ(4-ni甘ophenyl)ふ

(2， 4-dis ul fopheny 1)-2H -tetrawrium， monosodium salt]は電子供与体である

l-Methoxy PMSの共存下で黄色のフォルマザンを生成する(Figure 8-1下段)乃

このフォルマザンは難ぶ溶性のM汀フォルマザンと異なり水溶性のた

め、 MIT法のような抽出操作を必要としない。 またalamar Blueという吸

光度測定や蛍光測定に使用できる細胞数測定試薬も開発された。 本草

では、 従米のM1T法にかわる微量細胞数測定法の検討を行った。

テトラゾリウム フォルマザン

Figure 8-1. MTIおよびWST-1のテトラゾリウムとフォルマザンの構造
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第2節 夫験材料お よび)j法

第1 Jff 1千 化 介物 の吸 光 ス ヘ クトル 分析

MπはrriJイ:化学より購入した。 WST- lおよび、l-Methoxy PMSは同仁化学よ

り入手した alamar BlueはBIOSOURC E より購入したo MITは5 mg/ml PBS 溶

液を、 WST-lはWST-l 65 mgとl-Methoxy PMS 7 mgを1mlのPBSに溶かした溶液

を保存溶液としたo alamar Blueは保存溶液の形で入手した。 また、 全試

薬とも使川に際しては1/10量を培地に添加して使用した。 それぞれの

試薬を用いた実験予)11買をFigure 8-2に示した。 吸光度のスヘクトル測定

はBECKMAN DU -64分光光度計を使用し、 測定波長400� 700 nm、 スキャ

ン 750nmlminで1rった。

第2 JTI 細胞土庁長および細胞試験

細胞はCHO、 COS -l、 そしてNIH 3T3細胞を使用した。 これらの細胞は

5% FBSIDMEM、 370C、 5% C02195%空気の条件下で培義を行った。 対数m

殖期にあるこれらの細胞をl穴あたり1�3 X 105個ずつから1/2ずつ段階

希 釈してま き こみ、 試 薬を 添 加 後4 時 間 および2 7 時 間 の イ ンキュベー

トの後吸光度を測定した。 なおMTT法のみ はフォルマザンの抽出後吸

光度を測定し、 他の試薬はインキュベート後そ のまま吸光度を測定し

た。 測定はMTT: 1:波長570 n mJ 高u波 長 630nm、 WST- l : 主波 長 450nm/副波長

620nm、 そしてalamar Blue:主波長570nm/面IJ波長620nmで、行った。

第3節 結果

第l項 各化合物の吸光スヘクトル

まず各試薬を生細胞と4時間インキュベートしたぐ 細胞なしでrûJ時

間インキュベートしたものをブランクとして用しミたコ PBSで1/10に希
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!吸光度測定|

Figure 8-2. MT丁、 WST-1、 および、alamar Blue のアッセイ手順

釈後、 各試薬のPBSに対する吸光スヘクトルの測定を行った(Figure 8-3)υ 

従来使用していたMTIはブランク自体が黄色に着色しておりそれが400

nm付近の吸光度として現れている。 alamar Blueはプランクの行色からテ

ストの亦色への変化が吸光械大値のシフトとして現れている。 - - jj、

WST-lはブランクにはほとんど吸光伯がなく、 450nm付近に吸光椅大を

持つ単 一のピークとして発色が示される。 続けてこれらを試験/プラン

クで吸光スヘクトルを測定した(Figure 8-4たr�J)。 その結果、 WST-lのみが

吸光極大と参照として使う波長の差が明確に現れた。 また通常動物細

胞培養で使用する培地には5 mg/litぽのフェノールレ ッドがpH指ノ式会きとし

て添加されている。 フェノーjレレ ッドは550nm付近に吸光値のヒーク

を持つ(Figure 8-4右[;xl)。 しかしながら、 他の構成物山米の420nmイ、I泣の

|吸光値のピークを含め、 生細胞数測定の妨げにはならないと考えられ

た。
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第2 JIi 細胞数測定試験の結果

Figure 8-5に各化合物を使川した際の細胞数に対応する各化令物の吸

光皮をぶした。 この結果よりMTI法は長時間インキュベートしでも 測

定感度の卜ー舛ははられなかった。 これはMTTのテトラゾリウムおよび

午成するフォルマザンの毒性により急速に午細胞が減少するためと考

え ら れた。 - )i WST-lおよびalamar Blueにおいてはインキュベート時間

の延長による感度の上昇が見られた。 しかしながら、 alamar Blue�こおい

ては向細胞密度で吸光度の減少が見られたF これはこの試薬の発色が

ぽ→亦の色調の変化でボされるために/主じるものと考えられた。 また

WS T-lに お いては高 細胞 経 度 では発 色 の フ ラトーが 兄 ら れたが 、 これ

は試 柴 濃 度 の調 節 によって解 消 できる ものと考 えられた。

第4節 47祭

本章で検討した3椅の生細胞数測定試薬の比較検討を行ったところ、

WST-lおよび、alamar Blueは従来使用してきたMTIより測 定が行い易いこと

に加え、 インキュベート時間の調節により測定感度の向上が可能なこ

とが示された。 しかしながら、 alamar Blueは色調の変化で細胞数に対応

するため、 単純な吸光度 測 定で細胞数を示す のには不向きであること

が欠点としてあげられる。 一方、 WST-l は反応前の試薬肉体の吸光怖

が培地自体のバックグランドと|司じレベルのものであ り、 細胞数と

WST-IEtl来の吸光値のヒークを容易に対応させることができた。 以上

のことより、 今後研究を行っていく上でWST-lが細胞数測定用の試柴

として最も適切であると考えられた。

第5節 小括

本章ではM打法にかわる細胞数測定試薬の検討を行った。 その結果、

WST-lおよび、alam訂Blueは測定操作の簡略化が可能で、 しかもMTIより尚
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感度の測定を行うことが可能であった。 しかしながら、 alamar Blueの発

色は色調変化のために高発色時に見かけの吸光度が減少する。 よって、

そのような性質のないWST-lが本研究におけるM汀の代替試薬として適

当であると考えられた。
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