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Abstract

　　　　　　　The　genetic　reporter　system　has　been　introduced　as　a　tool　for　sensitive　and

convenient　monitoring　of　gene　expression．　ln　the　present　study，　the　promoter

activity　of　growth　hormone　（GH）　coding　gene　was　sequentially　monitored　in　GH3

cells　（rat　pituitary　adenoma　cell－line）　by　means　of　bioluminescence　which　was　evoked

by　a　secreted　reporter，　1／argula　hilgendonyfii　（VH）　luciferase．

　　　　　　　Three　kinds　of　expression　plasmid　were　constructed，　which　consists　of　a　rat

GH　promoter　fragment　and　the　VH　luciferase　cDNA，　and　transfected　to　GH3　cells．

The　sensitivity　of　reporter　was　revealed　to　be　extremely　high　from　the　dose－response

curve　of　VH　luciferase．　Using　the　stable　transformant，　the　reporter　activity　as　well　as

GH　were　sequentially　meag．　ured　in　plate　culture．　The　intracellular　dynamics　of　reporter

signals　was　analyzed　through　the　response　to　inhibitors　of　transcription，　protein

syntesis　and　vesicle　transport，　suggesting　that　the　overall　time　from　transcription　to

secretion　was　essentially　identical　for　the　VH　luciferase　and　GH　although　the　both

proteins　took　different　time　course　at　different　intracellular　stages．

　　　　　　　When　the　GH　promoter　was　activated　by　triiodothyronine　（T3），　the　reporter

activity　was　increased，　and　well　correlated　with　the　amount　of　GH　mRNA，　which

indicates　a　reliability　of　the　reporter　system．　Furthermore，　using　the　present　reporter

system，　a　synergistic　effect　of　T3　and　dexamethasone　was　suggested　only　on　the　GH

transcription　but　also　on　the　stability　of　mRNA．

　　　　　　　It　is　concluded　that　the　bioluminescence　reporter　system　using　the　VH

luciferase　was　an　excellent　tool　for　sequential　monitoring　of　the　GH　transcriptional

actlvlty．

f

Key　words：　Luciferase，　Bioluminescence　reporter，　Promoter　activity，　Growth　hormone．

Genetic　engineering
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緒言

　近年，レポーターアッセイ法による目的遺伝子の転写活性の測定がさかんに

行われている．レポーターアッセイ法とは，目的遺伝子のプロモーター下流に

レポーター遺伝子を組み込んで，細胞に導入し，目的遺伝子の発現を同時に転

写されるレポーター遺伝子の転写活性（レポーター活性）を測定することによ

り評価する方法であるD．なかでも，ホタルルシフェラーゼ（firefly　lu・cife・rase）

やGreen　fluorescent　protein（GFP）などの生物発光を用いたレポーターはその

感度のよさ，測定の簡便さから広く用いられている2）．一般にルシフェラーゼ

発光では，基質ルシフェリンがルシフェラーゼ酵素により酸化される際に，一

定量の光量子（フォトン）が放出される．したがって，発光量を測定すること

により，ルシフェラーゼ量，すなわちレポーター活性を定量することができる

3－5）Dしかしながら，これまでのアッセイ法では，発光反応が細胞内で生じるた

め，レポーター活性を測定するには細胞を破砕しなければならず，同一細胞に

おいて経時的に測定することが困難であった．また，細胞内の発光反応を画像

解析で評価することが試みられているが6”9），その場合には大量の基質（ルシ

フェリン）を投与しなければならず，細胞膜の通過性やルシフェリンの細胞毒

性，細胞内因子による発光反応の修飾などの問題10’12）があり，実用化に至って

いない．

　本研究は，レポーター蛋白が細胞外へ分泌される分泌型ルシフェラーゼ，ウ

ミボタルルシフェラーゼ（Vargula　hilgendoηfii　Luciferase）を利用し，同一細胞

を用いて遺伝子発現を連続的に測定することを目的とした新しい分子生物学的

方法論の確立を目指すものである．ウミボタルは海洋中の発光小動物であり，

その発光反応は種特異的なルシフェリン・ルシフェラーゼ反応であることが明

らかになっているB）．ウミボタルルシフェラ一華は遺伝子クローニングによ

ってその配列にシグナルペプチド部位を持つ分泌型の蛋白であることが知られ

ており14），このルシフェラーゼ遺伝子が導入された細胞は細胞外にルシフェ

ラーゼを分泌する．したがって、細胞外液中のルシフェラーゼ活性を測定する

ことにより，合成されたルシフェラーゼ量すなわち遺伝子転写活性を評価でき

る15）．

　本研究では，ウミボタルルシフェラーゼのレポーターをラット下垂体腫瘍株
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化細胞（GH3）16）に導入し，成長ホルモン（GH）遺伝子発現を連続的にモニ

ターするシステムを開発した．GH3はGHおよびprolactinを分泌するcell－

lineであり，GH遺伝子発現メカニズムを解明する研究に広く利用されている・

生物発光レポーターシステムは，ラットGHプロモーターの下流にウミボタル

ルシフェラーゼcDNAを組み込んだプラスミドをGH3細胞に導入をして作成

した．GH遺伝子の転写活性は培養液中のレポーター活性を連続的にモニター

することによって測定した．同時にGHやGH　mRNAを測定することにより，レ

ポーター遺伝子のGHプロモーター活性と内因性GH遺伝子の転写活性を比較

検討した．また，レポーターの細胞内動態を明らかにするために，遺伝子転写

から分泌に至る過程の各段階で阻害剤を作用させ，レポーター活性の経時的変

化を測定した．一方，GHの産生に促進的に影響を及ぼす因子としては甲状腺ホ

ルモンが知られており，転写調節因子であるステロイドホルモン受容体スーパ

ーファミリーに属する受容体と結合し，成長ホルモン遺伝子の転写活性に影響

を及ぼすことが明らかになっている．さらに，甲状腺ホルモンとグルココルチ

コイドとのGH産生に対する協調作用はよく知られているが，その作用機序に

ついては議論がある．本研究ではこのレポーターシステムを用いて，これらに

ついての検討を加えた．

材料と方法

1．細胞培養

　実験には15％ウマ血清と25％胎児ウシ血清（penicillin　lOOU／ml，

streptomycin100μg／mlを含む）を含むHam’s　FIO（GIBCO　BRL）にて継代培養し

たGH3細胞（Human　Science　research　Bank　JCRB9047）を用いた．維持培養で

は，5％CO，37℃の培養条件下で，3－4日毎に培養液の交換をおこなった．遺伝

子導入およびルシフェラーゼ活性測定実験では，無血清培養液Opti－MEMI

（GIBCO　BRL）を用いた．

2．発光（ルシフェラーゼ活性）測定

　ルシフェラーゼのレポーター活性はルシフェリン・ルシフェラーゼ反応で生
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じた光量子量を測定することで定量した．測定の直前に基質ルシフェリンを

0．OIMTris－HCIバッファーにて0．4　n9／μ1に調製した．培養液サンプル50μ1を

96－we11ルミノプレート（Labsystems）に移し，基質ルシフェリンを50μ1添加し

た際の発光をルミノメーター（ATTO　JNR－2000）にて測定した．添加後，20秒間

の発光量（cps；counts／second）を連続測定し，その最大値をレポーター活性

（RLU；　relative　light　unit）とした．

　ウミボタルルシフェラーゼの標準溶液は，ウミボタルより抽出，精製したル

シフェラーゼ17）を用いて調製した．

3．プラスミドの作製

　ラットGH　5’側上流領域の配列（Gene　Bank　No．　X1269）を参照してプライマ

ーを作成し，ラットゲノムDNA（Clontech）からPCR法にて3種のプロモー

ター一領域を増幅した（Fig．　IA）．それぞれのプロモーター一の長さはGH－l

promoterがL8kbでGH遺伝子の転写開始点を含む領域，　GH－2　promoterが1．6kb，

GH－3　promoterが1．4kbのDNA領域であった．最も長いGH－1　promoter領域に

は，GH転写開始点より上流約170bp付近に甲状腺ホルモン応答配列（TRE）18）19’，

さらに3’側の2カ所にはPit－1結合部位20）が存在する．3種の増幅したDNA

領域を制限酵素Sρel，　Hindlllで切断し，ウミボタルルシフェラーゼcDNA

（L8kb）を含むpSV2－VLI51のSV40　promoterを欠失させた部位に挿入した．こ

れらのプラスミドをそれぞれpGH－1－VL，　pGH－2－VL，　pGH－3：＞しと名付けた．

　Fig．　I　BはプラスミドpGH－1－vしの構造模式図である．プライマーGHf（AGT

TAC　TAG　TAG　GAA　TGA　ATT　CTT）とGHr（CTT　TAC　CTG　AAG　CTT　TCG　CCA

CT）を用いて増幅したDNA断片（L8kb）をウミボタルルシフェラーゼcDNAの

上流に挿入した。

4．GH3細胞への遺伝子導入

1）一過性発現（transient）

　60mm　plateを用い70％confluentの状態に増殖させたGH3細胞にpGH－1－

VL，　pGH－2－VL、　pGH－3－VLあるいはpSV2－VLをリポフェクション法により導

入した．各プラスミド2μ9とlipofectamnine（GIBCO　BRL）10μ1をGH3細胞

罫

　
　
且

旧
己
－
戸
戸
ー
－
ー
オ
〕
一
穽

ー
ー
－
一
旨
！
：
ー
ー
“
L

5

墨
墨
垂
－
翼

野
き
峯



に添加した・対照実験としてlipofectamnineのみの添加を同様条件下でおこな

った・プラスミド添加48時間後に培養液を交換し，さらに24時間培養した．培

養終了後，培養液中のルシフェラーゼ活性を測定した．

2）安定発現（stable）

　60mm　plate　70％confl　uentのGH3細胞にpG　H一　1　一VL　4　Pt9およびネオマイシ

ン耐性遺伝子を含むpcDNA3（lnvitrogen）05μ9　（量比8：1）を1ipofectamnine

pLUS（GIBCO　BRL）とともに添加した．プラスミド添加48時間後にネオマイ

シン（Geneticin；GIBCO　BRL）400　Ug／mlを含む培養液に交換し，約3週間後に

ネオマイシン耐性コロニーを得た．さらに継代培養し，60mm　plate　70％

confl　uentで，24時間培養後に培養液中のルシフェラーゼ活性を測定し，ルシフ

ェラーゼ安定発現株（vl一一GH3）を選択した．

5．プレート培養i

　6－well　plate（poly－L－ornithine　coated）を用いて，約105　cell／wellのvl－GH3細胞

を10－14日間3m1の培養液中にて培養した．

　各wellの培養液を同量の無血清培養液に交換し，その後1時間毎に全置換

し，8時間まで繰り返した．回収した培養液中のルシフェラーゼ活性およびGH

量を測定した．

　レポーターの細胞内動態を調べる実験では，転写阻害剤camptothecin

（SIGMA）をdimethylsulfoxide（DMSO）にて10mM溶液とし，実験日に無血清培

養液にて最終濃度20μMに調製した．同様に，蛋白合成阻害剤cycloheximide

（SIGMA）は1μg／ml，分泌蛋白輸送阻害剤brefe置din　A（Wako）は70％エタノール

で溶解し5μg／mlになるように調製した．各阻害剤を投与する1時間前に培養

液を無血清培養液に交換し（pre－incubation），その後，阻害剤を含む培養液で培

養した．培養液は1時間毎に全置換し，8時間まで繰り返した．

　GH転写活性を刺激する実験では，　T3（SIGMA）およびdexamethasone（SIGMA）

を用いた・T3は10μM保存溶液を作製し，実験開始直前にIOnMに調製した．

実験開始48時間前に90％コンフルエントな6－well　plate中のvl－GH3細胞の培

養液を無血清培養液と交換した（pre－incubation）．その後，対照群とT3（IOnM）

6
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添加群に分け，4時間，8時間ないし24時間の培養をおこない，培養終了後，培

養液を回収してルシフェラーゼ活性およびGH量を測定した．また，24時間培

養後のvl－GH3細胞を剥離しRNA抽出をおこない，　GH　mRNAをノーザンプロ

ット法で測定した．24時間の培養において，対照群およびT3添加群のルシフ

ェラーゼ活性、GHmRNA量，　GH量の各値についてそれぞれの相関をとった．

同様に，T3とデキサメサゾン（1μM）を含む培養液にて，　vl－GH3細胞を24時間

培養した後に培養液中のルシフェラーゼ活性およびGH量を測定した．

6．GH測定

　培養液中のラットGHは酵素抗体法（EIA）により測定した．使用した抗体は，

National　Hormone＆Pituitary　Program（NIDDKD）により供与された．培養液サン

プル50μ1を抗GHウサギ血清で処理した後，ペルオキシダーゼ結合GHを反

応させ，基質添加後の酵素反応を吸光度測定により定量化した．この系におけ

る最小測定限界は12．5pg／wellであり，アッセイ間，アッセイ内変動はそれぞ

れ4．0％および8．5％であった．

7．RNA抽出およびノーザンプロット法

　レ1－GH3細胞のRNAをISOGEN（NipponGene）により抽出した．ノーザンプロ

ット法はジゴキシゲニン標識によるDIG　system　（Roche　Diagnostics）21）によ

りおこなった．RNA（各10μg）をホルマリン変性ゲルにて電気泳動し，ナイロ

ンメンブレンフィルターにプロッティングした後，55℃で一晩ハイブリダイゼ

ーションをおこなった．Rat　GHプローブには，　pBR322－GH　22）のHindlll切断フ

ラグメント（800bp）をジゴキシゲニンで標識して用いた．　Rat　GH　mRNAは．

CSPD（TROPIX，lnc．）化学発光によるオートラジオグラフィフイルム上のシグ

ナル強度をデンシトメトリーで定量し，18S，28S　ribosomal　RNAで標準化した

（Fig．　7A）　．

8．統計学的検定

　有意差検定は，Student’s　t－testによりおこなった．培養液中ルシフェラーゼ活

7
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性およびGHの経時変化の検定は重複測定分散分析法（repeated　measure

ANOVA）を用いた．ルシフェラーゼ活性，　GH　mRNAおよびGHの相関において

は，回帰直線を単回帰分析によって導き，相関関係の検定はピアソンの相関係

数の検定を用いた。

結果

Lルシフェラーゼ量と発光量との相関

　標準ウミボタルルシフェラーゼを用いて，生物発光の容量応答曲線を得た

（Fig．2）．発光量はルシフェラーゼ量と強く相関し，ルシフェラーゼ5x10’2か

ら50fgの範囲で直線性が得られた．

2．GH3細胞へのレポーター遺伝子導入

1）一過性発現によるプロモーター活性の測定

　本研究で構築したプラスミドpGH一　1　一VL，　pGH－2－VL，　pGH－3－VしおよびpSV2－VL

をGH3細胞へ導入し，ルシフェラーゼ活性を測定した（Fig．3A）．すべての遺

伝子導入細胞において，培養i液中にルシフェラーゼ活性を認めた．しかしなが

ら，導入したプロモーターの相違により発光量には差異が認められ，pGH－1－VL

は7．5xlO6　counts／sec．と，他の導入細胞の10－20倍の発光量を示した．この結果

より，pGH－1・・一VLを用いてルシフェラーゼ安定発現株を作成した．

2）ルシフェラーゼ安定発現株の選択

　GH3細胞へpGH－1－VLを導入し，ネオマイシン耐性選択スクリーニングによ

り，53個のクローンを得た．これらのクローンには増殖速度に若干の差異はあ

ったものの，形態的な変化はみられなかった．得られたクローンについて24

時間培養液中のルシフェラーゼ活性を測定した（Fig．3B）．この結果，発光を

認めたクローンは，53個中43個であった．この中で最も発光量の大きかった

clone　No．2（3。lxlO6cps）をルシフェラーゼ安定発現GH3細胞（vl－GH3）として

以降の実験に用いた．
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3，プレート培養におけるルシフェラーゼ活性およびGHの経時的変化

　同一we11から得られた1時間毎の培養液中ルシフェラーゼ活性およびGH

量の変化を標準化し，6wellの平均値としてFig．4に示した．各wellのルシフ

ェラーゼ活性は1－5xlO5　cps，　GH量は20　一　60　ng／m1の範囲で変動した．連続8

時間の培養において，GH量：はほぼ一定（ANOVA；NS）であるのに対して，ル

シフェラーーゼ活性は培養開始後2時間まで増加し（ANOVA；P＜0．05），その後

はわずかに増加傾向を示した．

4．各種阻害剤によるルシフェラーゼ活性およびGHの経時的変化

　Fig．5に転写阻害剤（camptothecin），蛋白合成阻害剤（cycloheximide）および分

泌蛋白輸送阻害剤（brefeldin　A）による培養液中のルシフェラーゼ活性およびGH

量の1時間毎の変化を示す．Brefeldin　Aは分泌蛋白のゴルジ体への輸送を阻害

する薬物23）であり、ルシフェラーゼ活性およびGH量はともに投与後2時間

までにほとんど消失した．一方，蛋白合成阻害剤24）であるcycloheximideの投

与では，ルシフェラーゼ活性は徐々に低下し8時間後には対照群の約50％ま

でに低下したのに対して、GH量は2時間後にはほぼ完全に消失した．

Camptothecinはトポイソメラーゼ1の阻害剤で，トポイソメラーゼ1とDNA

鎖の結合を修飾することにより転写を抑制する25）．Camptothecin投与により，

ルシフェラーゼ活性は投与開始5時間後まで，GH量は4時間後まで変化しな

かった．その後ルシフェラーゼ活性は対照群の75％，GH量は65％まで減少し

た．

5．T3刺激によるルシフェラーゼ活性，　GH　mRNA量，　GH分泌量の反応

　Fig・6にT3（IOnM）を投与した4時間，8時間および24時間後の培養液中ル

シフェラーゼ活性およびGH量を示す．ルシフェラーゼ活性およびGH量とも

培養時間が長くなるにつれて増加したが，ルシフェラーゼ活性は8時間では有

意な増加はなく，24時間で対照群に対し有意差を認めた．一方，GH量はT3添

加8時間後で有意に増加し，24時間後にはさらに増加した．対照群に対する増

加率は常にGH量がルシフェラーゼ活性よりも大きかった．

T3投与24時間後の培養液中のルシフェラーゼ活性，　GH量およびGH　mRNA
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量をFig．7Bに示す．いずれも対照群に対し有意な増加を認めた．ルシフェラ

ーゼ活性とGH　mRNA量の増加率はそれぞれ1．7倍，1．8倍であったのに対し

て，GH量の増加率は2．5倍であった．

　ルシフェラーゼ活性，GH　mRNAおよびGH量には，有意な正の相関があった

（Fig．8）．ルシフェラーゼ活性とGH量との相関係数は0．821であり，ルシフ

ェラーゼ活性とGH　mRNA、GH量とGH　mRNAとの相関係数はそれぞれ0．655，

0．702であった．

6．T3とデキサメサゾンのGH遺伝子転写活性に対する協調作用

　デキサメサゾンとT3の併用投与はルシフェラーゼ活性およびGH量ともに

T3単独投与に比較し，有意に増加した（Fig．9）．しかし，その増加率はGH量

では約38％，ルシフェラーゼ活性では約19％であった．また，デキサメサゾン

単独投与ではルシフェラーゼ活性およびGH量に有意な増加を認めなかった

（未発表データ）．

考察

　生物発光は鋭敏かつ簡便なレポーターとして，遺伝子の機能解析に利用され

ているが，同一細胞において経時的な変化をモニターした例は少ない．これま

で分泌型ウミボタル発光系は，蛋白分泌のリアルタイムの画像解析26）および

胚細胞における遺伝子導入のマーカー27）として応用されてきた．しかしなが

ら，特定の目的遺伝子の遺伝子発現を連続的にモニターすることは未だ報告さ

れていない．本研究は生物発光の利点を生かし，同一細胞において遺伝子転写

活性の経時的なモニタリングを可能にしたはじめての研究である．

　今回作成したウミボタル発光系は，その容量応答曲線（Fig．2）から，極めて

高感度であることが示された．最小測定可能点はおよそ0．05fgであり，この感

度はアルカリフォスファターゼ（AP）の33　fg28）およびホタルルシフェラーゼの

3・lfg2）に対しておよそ100－600倍となる．また，ウミボタルルシフェラーゼに

よる発光はホタルルシフェラーゼの瞬時発光2）に比較して，持続し安定である．

これらの特性はウミボタルルシフェラーゼの発光酵素としての高い代謝回転数
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（1600molecule／min）13）によるものと思われる．

　GH3細胞への遺伝子導入によるルシフェラーゼ活性の発現量はGHプロモ

ーター領域の差に依存していた（Fig．3A）．pGH－1－Vしにおける発現量が他に

比べて非常に大きかったことは，GH－2　promoterおよびGH－3　promoter領域には

含まれないGH－l　promoter領域に転写を制御する部位が存在している可能性を

示す．また，汎用プロモーターSV40　promoterを持つpSV2　一VL　i5）によるルシフ

ェラーゼ活性の発現量がpGH－2－VL，　pGH－3－Vしによる発現量とほぼ同様であっ

たことから，pGH・・　1　一Vしにおける強いプロモーター活性は下垂体由来のGH3細

胞に特異的な因子によるものと考えられる．Pit－1（GHF－1）は下垂体特異的な転写

因子で．GH遺伝子の上流に結合し，転写を高める作用がある29・．　GHプロモー

ター上のPit－1結合部位は転写開始点より一80bp付近と一120bp付近の2カ所で

ある20）「’o）（Fig．　I　A）．したがって，　Pit－1結合部位をもたないGH－3　promoter

（pGH－3　一VL）のプロモーター活性が低いことにはPit－1が関連しているかもしれ

ない．しかしながら，　pit－1結合部位を持つpGH－2－Vしも活性が低いことから．他

のプロモーター領域が転写調節にかかわっていることも否定できない．

　同一細胞におけるルシフェラーゼ活性およびGH量の経時的変化（Fig．4）

をみた実験では，ルシフェラーゼ活性は徐々に増加した．この増加は頻回の培

養液の交換による細胞の刺激により，ルシフェラーゼの合成，分泌が高まった

ためかもしれない．一方．GH分泌量はほぼ一定であった．　Lappら3｝）は，　GH3細

胞の灌流系におけるGH分泌量の経時変化からGH分泌には自己分泌あるいは

傍分泌のフィードバックメカニズムがあることを示唆した．本培養系において

も，GH分泌に関し，負のフィードバック制御がはたらき，1時間で平衡状態に

達した可能性がある．

　ウミボタルルシフェラーゼの細胞内動態についての検討（Fig．5）では、ゴ

ルジ体への分泌蛋白輸送を阻害するbrefeldin　Aによって、2時間以内にルシフ

ェラーゼ活性およびGH量：がほとんど消失した．これは．ルシフェラーゼおよ

びGHがともに共通の分泌過程を持ち、そのプロセスは比較的短時間であるこ

とを示唆する．一一方，蛋白合成阻害剤であるcycloheximideは，　GH量を約2時

間で完全に阻害するのに対して，ルシフェラーゼ活性は徐々に阻害した．この

反応性の違いは，ルシフェラーゼとGHとの細胞内での代謝回転を反映してい
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ると考えられる．このGHの比較的速い代謝回転は，分泌穎粒が非常に少なく

細胞内に少量の蛋白プールしかないというGH3細胞の特徴32）33）に一致する

ものである．また，cycloheximide投与後のルシフェラーゼ活性の減衰過程から、

ウミボタルルシフェラーゼ蛋白の細胞内での半減期はおよそ2－3時間であると

推定される．これは、ホタルルシフェラーゼの半減期34）とほぼ一致する．さら

に。ルシフェラーゼ活性およびGH量ともにcamptothecinの阻害作用があらわ

れるまでに4－5時間かかったが，その後の経過はほぼ同様であった．この事実

とルシフェラーゼの代謝回転がGHよりも遅いことを考え合わせると，ルシフ

ェラーゼmRNAの半減期はGH　mRNAの半減期35）よりも短いことが予想さ

れる．したがって、ウミボタルルシフェラーゼとGHとは異なる細胞内動態を

もつが，転写から蛋白合成，分泌へと至る過程に要する時間はほぼ同じである

と考えられる．

　GH遺伝子の転写活性を促進させる因子としてよく知られているものに甲状

腺ホルモン（T3）がある．T3は核内レセプター（TR）を介して，　GH遺伝子上流に存

在するTREに結合しGH遺伝子の転写活性を高める36“38）とされる．　GH一・　1

promoter領域にTREが存在することから予想されたように．　T3はルシフェラ

ーゼ活性を増加させた（Fig．6，7）．しかし，　T3投与後のGH　mRNAとルシフ

ェラーゼ活性の増加率が対照群に対してL7－1．8倍であったのに対し，　GH量

の増加率は25倍と．T3に対する反応性に差異がみられた．合成される蛋白の

量は遺伝子の転写で生じるmRNAの量だけではなく，生じたmRNAの半減期

（安定性）によっても変化する．したがって，ルシフェラーゼ活性とGH　mRNA

の増加率がほぼ同じであったことから，反応性にみられた差異は遺伝子転写量

の差異ではなく，生じたmRNAの半減期の差に起因していると考えられる．す

なわち，GH　mRNAの半減期がルシフェラーゼmRNAの半減期よりも長いこと

を示していると思われる．これは阻害剤を用いた実験結果とも一致する．Fig．8

に示すように、T3投与前後のルシフェラーゼ活性とGH　mRNA量には有意な相

関がみられた，この結果からも，ルシフェラーゼ活性がGH遺伝子転写活性の

マーカーとして有用なことが示される．

　GH遺伝子の転写およびGH合成に対する甲状腺ホルモンと糖質コルチコイ

ド（デキサメサゾン）の協調作用はよく知られている39－41＞．しかしながら，デ
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キサメサゾンの作用が転写活性の促進にあるのか，転写後のmRNA安定化に

あるのかは議論がある1‘））．Fig．9に示すように，　T3の存在下で，デキサメサゾ

ンはGH転写活性を反映するルシフェラーゼ活性を増強したが，そのルシフェ

ラーゼ活性の増加率はGH量の増加率よりも低かった．この結果から，デキサ

メサゾンはGH遺伝子の転写促進だけではなく，GH　mRNAの安定性にも関与

していると思われる．

　以上、v1－GH3細胞の培養液中ルシフェラーゼ活性はGH転写活性を反映し，

しかも同一一wellで繰り返し測定することが可能なことから，遺伝子転写活性の

経時的解析に極めて有用であり，本研究により作成した生物発光レポーターシ

ステムはGH遺伝子発現の調節機能を解明する上で強力な手段になると思われ

る．

結語

L分泌型ウミボタルルシフェラーゼcDNAの上流にGHプロモーターを挿入し

　たプラスミドを構築し，GH3細胞に導入して安定発現株（vl－GH3）を得た．

2．ウミボタルルシフェラーゼ発光系の感度は従来のレポーター系と比較し，100

　一・600倍と極めて高いことが示された．

3．ソ1－GH3細胞の培養液中のルシフェラーゼ活性はGH遺伝子転写活性を反映

　し、同一細胞での転写活性の経時変化を追うことが可能となった．

4．各種阻害剤を用いたレポーターの細胞内動態の解析により，ウミボタルルシ

　フェラーゼとGHは異なる細胞内動態を示すが，転写から分泌に至る過程に

　要する時間はほぼ等しいことが示唆された．

5．GH遺伝子発現はT3およびデキサメサゾンにより充弔したが，デキサメサ

　ゾンはGH遺伝子の転写活性を促進するだけではなく，GH　mRNAの安定化

　にも関与していることが推測された．
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Figure　legends

Fig．1． （A）　Cloned　GH　promoter　fragments　（GH－1　一　GH－3）．　Three　fragments　of　rat

GH　5”一flanking　region　were　cloned　by　PCR　amplification　ofrat　genomic　DNA．

The　amplified　DNA　fragments　were　digested　with　Spel　and　Hindl　II　and

separately　cloned　into　expression　plasmids，　which　were　named　pGH－1－VL，

pGH－2－VL，　pGH－3－VL．　pSV2－VL　was　used　as　a　control　plasmid，　which

consists　of　SV40　early　region　promoter　and　VH　luciferase　cDNA．　A　closed

arrow　represents　thyroid　hormone　response　element　（TRE），　which　is　located　at

－188　to　一165　bp　from　the　transcription　initiation　site．　Open　arrows　represent

two　DNA－binding　sites　ofPit－1．

（B）　Construct　ofVH　luciferase　reporter　plasmid　（pGH－1　一VL）．

1．8kb　of　GH　5’一flanking　region　（Spel－Hindill　fragment）　was　fused　to　the

upstream　ofVH　luciferase　（1．8kb）．

Fig．2． VH　luciferase－luminescence　calibration　curve　（log－log　scale）．

A　dose－response　curve　was　obtained　for　the　purified　VH　luciferase　（5xlO’‘　一

5x　1　03　fg）．

Fig．3． （A）　Transient　expressions　of　VH　luciferase．　Two　days　after　transfection．　the

GH3　cells　on　60mm　plate　were　replaced　with　5ml　of　serum－free　medium　and

incubated　for　24　hours．　The　sample　medium　was　collected　and　assayed　for

luminescence．
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（B）Exp・essi・ns・f　V田u・iferase　in　stable　t・ans偽㎜ants・Th・ee－four　weeks

after　stable　transfection，　isolated　colonies　in　60mm　plate　were　incubated　with　5

ml　of　serum－free　medium　for　24　hours．　Luminescence　in　the　medium　was

measured．　（’1．）　represents　the　selected　colony　（colony　No．2）　with　the　most

intense　luminescence．

Fig．4． Sequential　measurements　of　the　reporter　activity　（RLU）　and　GH　secretion　in

vl－GH3　cells　for　8　hours．

vl－GH3　cells　in　6　vv”ell　plates　were　incubated　with　3　ml　of　serum－free　medium．

The　incubation　medium　was　thoroughly　exchanged　with　fresh　one　every　an

hour，　The　collected　medium　was　supplied　for　the　determination　of　reporter

activity　and　GH．　The　results　were　showed　as　the　mean　of　6　wells．　Reporter

activity　（一e一）　and　GH　（一一〇一一）　in　each　well　were　standardized　with　the

maximum　values　as　1000／o．　Each　point　represents　the　mean±SEM　（n＝6），

Fig．5． Effects　of　camptothecin　（20　pM），　cycloheximide　（1　pg／ml）　and　brefeldin　A

（5　ptg／ml）　on　the　reporter　activity　（A）　and　GH　secretion　（B）　in　plate　culture．

Pre－incubation　with　serum－free　medium　was　performed　for　1　hour　before

application　of　inhibitor．　The　incubation　medium　was　exchanged　every　1　hour

up　to　8　hours　and　assayed　for　the　reporter　activity　and　GH．　The　results　were

standardized　with　the　values　in　the　pre－incubation　as　1000／o．　（一e一）；

camptothecin，　（一一〇一一一）；　cycloheximide，　（一A一一）；　brefeldin　A．　Each　point

represents　the　mean　±　SEM　（n＝6）．
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Fig．6．
Time　courses　of　the　reporter　activity　（RLU）　and　GH　secretion　after　T3

application　in　plate　culture．

vl－GH3　cells　in　6　well　plates　were　incubated　with　3　ml　of　serum　free　medium

containing　T3　（10nM）　for　4，8　and　24　hours．　The　control　medium　contained

the　same　amount　ofvehicle．　The　reporter　activity　（一e一）　and　GH　（一一〇一一）．

Each　data　is　shown　as　the　fold－induction　over　the　mean　control　value，　and

represented　by　the　mean　±SEM　（n＝8）．

±　（p〈O．05），”　（p〈O．01）　vs．　control　（t　test）．

Fig．7． （A）　Northern　blot　analysis　for　the　determination　of　GH　mRNA．

Northern　blotting　vv’as　carried　out　with　10pg　of　total　RNA　from　vl－GH3　cells

incubated　for　24　hr　with　10nM　T3．　The　blots　were　hybridized　with　DIG－

labeled　cDNA　probe　for　GH．　The　lower　panel　shows　the　ribosomal　RNAs

（rRNA），　stained　with　ethidium　bromide．

（B）　Effects　of　T3　on　the　reporter　activity　（VL），　GH　mRNA　and　GH　secretion

（GH）．

vl－GH3　cells　in　6　vv’ell　plates　were　incubated　in　the　absence　（open　column）　and

presence　（shaded　column）　of　T3　（10nM）　for　24　hours．　Each　value　is

expressed　by　the　fold－induction　over　the　mean　control　value　（mean±SEM）

（n＝＝6）．

　t　（p〈o．05），　””　（p〈O．Ol）　vs．　control　（t　test）．
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Fig．8．
Correlations　between　the　reporter　activity，　GH　mRNA　and　GH　secretion　in　24

hour　incubation．

vl－GH3　cells　in　6　well　plates　were　incubated　in　the　absence　（n＝6）　and　presence

（n＝6））　ofT3　（10nM）　for　24　hours．　The　panels　show　correlations　between　the

reporter　activity　and　GH　mRNA　（A）　（n＝＝12），　and　between　the　reporter　activity

and　GH　secretion　（B）　（n＝12）．

Regression　lines　“’ere　drawn　in　the　graphs．　The　correlation　coef｛Vicient

between　the　reporter　activity　and　GH　was　r＝O．821（p〈O．Ol），　that　between　the

reporter　activity　and　GH　mRNA　was　r＝O．655（p〈O．05），　and　that　between　GH

and　GH　mRNA　was　r＝O．702　（p〈O．Ol）．

髄 諜

ヂ

Fig．9． Synergistic　effects　of　T3　（10nM）　and　dexamethasone　（1ptriVI）　on　the　reporter

activity　and　GH　secretion　in　24　hour　plate　culture．

vl－GH3　cells　in　6　well　plates　were　incubated　with　dexamethasone　and　T3　for

24　hours．　The　sample　medium　was　collected　and　assayed　for　the　reporter

activity　and　GH．　（rlosed　columns　represent　the　reporter　activity　and　dotted

columns　GH．　respectively．　Each　value　is　expressed　as　fold一・induction　over　the

vehicle　treatment　（mean　±　SEM）　（n＝6）．

“　（p〈O．05），　“”　（p〈O．（）1）　vg．　．　control　（t　test）．　“　（p〈O．05）　T3　vs．　T3＋Dex　（t　test）．
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