
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1個 　 細胞工 学

507 無細胞タ ンパ ク質 合成系 を用 いた PNA と S−ol｛go の ア ンチセス

効果の 評価　　　 《
1
岐阜大 ・農 、

2
日本製粉 （株）、

3
名大 ・農）

○山田晃子
1
鈴木徹

1
河 合啓 一 1

布藤聡
2
瀧屋 俊幸

2
中野秀雄

3

【目的 】 ア ン チセ ン ス 法は 、 mRNA と相補 的な構 造 を持つ 核酸 を用 い る 遺伝 子 発

現制御 法で あ り 、 様 々 な分野 へ の 応 用 が期待 され て い る 。 しか しなが ら、 ア ンチ セ

ン ス 分子 の 作 用機構 は不明 な点 も多 く、 こ れ らの 早期解 明が強 く望 まれ て い る。 そ

こ で 、 本研究 で は無細胞 タン パ ク質 合成系 を用 い 、 ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオ チ

ド（AON ）の 投与量 を変化 させ 、ア ンチ セ ンス 効果に及 ぼす AON の 配列及 び基本骨

格 の 違 い の 影響 にっ い て検討 した 。

【方法 及び結 果譯大腸菌 S3  抽 出液 と W ポリメ ラーゼ を用 い た無細胞タンパ ク 質

合成系 にお い て ク ロ ラム フ ェ ニ コ
ー

ル アセ チル トラ ンス フ ェ ラーゼ （CAT ） 遺伝子

を発現 させ た 。 この wa　．　CAT 遺伝子 に対 し発現抑制効果 を持つ 4 種類 の 配列 を S− oligo

及び PNA で 作製 し、終濃度 を 5 段階 に変化させて反応系 に加えた。そ の結果 、　AON
が示 す発現抑制効果 の 濃度依存性は配列や基本骨格によ り様 々 な違 い が み られた 。
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　 （E−1的1 サ イ トカ イ ン フ ァ ミ リ
ー

に 属する エ リス ロ ポ エ チ ン （EPO ）、　 IL−6 は それ ぞれ

　 EPOR 、　 gp13e の ホ モ ダ イマ
ー
形成 を通 して 増殖分化の 信号伝達 を行 う。 今回我 々 は

　 通常細胞内 に存在 しな い と され る EPOR −gp130 細胞内 ド メ イン 問ヘ テ m ダ イマ
ー

形

　 成 を抗体！受容体 キ メ ラ を用 い て 人為的 に誘導 し、信号 伝達の可 能性 を検証 した 。

　 ［方 法 及 び 結 果 lEPOR の 細 胞 外 ド メ イ ン を抗 hen 　egg 　 lysozyme（HEL ）抗 創∫

　 HyHEI 」
−10 の 可変領域 VH または VL で 置換 した キ メ ラ レ セ プ タ

ー一
（HE ，　LE ）、お よ

　　びその細胞内 ドメ イ ン を 9P　130 に置換 した もの （H［9、　Lg）を作製 した 。 H9 、　LE を IL−3

　 依存性血 球細胞で ある Ba！F3 に同時導人 し発現 させ た ク ロ
ー

ン は HEL 濃度依存的

　　に増殖 し 、 EPOR に よ っ て 活性化され る 転写囚子 STAT5 が リ ン 酸化 され て い る こ と

　　が分 か っ た 。 免疫 沈降 の 結果 、ヨg と LE は HEL が ない 状態で もある程度 ダイ マ
ー

　　を形成 して お り、HEL 添加 に よる受容体 コ ン ポ メ ー
シ ョ ン 変化 が 活性 化 に重要 で あ

　　る こ とが 示唆 され た 。

　　1将来の 展 開1 ヘ テ ロ ダイ マ
ー形成 を特異 的 に 誘導で きる 本 研究 の 手法 に よ り、

　　EPOR −gp　130 以外 に も機能 iil勺な ヘ テ ロ ダ イ マ
ー一を発見で きる 可能性が ある 。
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