
(57)【要約】
　【課題】　　コレステロール輸送促進因子である StAR蛋白質と結合し、 StAR蛋白質の機
能を調節する StAR結合蛋白質の産生を抑制する手段に関し、更にその機能を傷害すること
により癌細胞に特異的にアポトーシスを導入する。
　【解決手段】　　ＳｔＡＲ蛋白質と相互作用する蛋白質を見出し、この StAR結合蛋白質
(SBP)に特異的な遺伝子配列と相同な RNA断片を合成し、癌細胞内に導入した。その結果、
StAR結合蛋白質の発現が抑制されることを確認し、更にアポトーシス細胞の出現を確認し
た。
　【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 １ （ ヒ ト StAR結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 ） の 塩 基 配 列 に お け る 、 そ の １ ８ ７ ～ ２ ０ ５ 又 は
４ ７ ４ ～ ４ ９ ４ を 含 む 連 続 す る ２ ３ 塩 基 以 下 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ２ ３ 塩 基 以 下 の 塩 基 配 列 が 配 列 番 号 １ （ ヒ ト StAR結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 ） の 塩 基 配 列 の １
８ ７ ～ ２ ０ ５ 又 は ４ ７ ４ ～ ４ ９ ４ の 塩 基 配 列 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 、 癌 細 胞 へ 導 入 す る こ と か ら 成 る 、 該 細 胞 に お け る SB
P遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 該 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 癌 細 胞 へ 導 入 す る 手 段 を 含 む 癌 治
療 用 キ ッ ト 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 輸 送 促 進 因 子 で あ る StAR蛋 白 質 と 結 合 し 、 StAR蛋 白 質 の 機
能 を 調 節 す る StAR結 合 蛋 白 質 の 産 生 を 抑 制 す る 手 段 に 関 し 、 更 に そ の 機 能 を 傷 害 す る こ と
に よ り 癌 細 胞 に 特 異 的 に ア ポ ト ー シ ス を 導 入 す る 手 段 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｓ ｔ Ａ Ｒ 蛋 白 質 （ 急 性 調 節 性 蛋 白 質 ） は ミ ト コ ン ド リ ア 外 膜 か ら 内 側 へ の コ レ ス テ ロ ー
ル の 輸 送 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 ず る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ｓ ｔ Ａ Ｒ 蛋 白 質 は 細 胞 質 で ス テ
ロ イ ド ホ ル モ ン 生 成 を 促 進 す る と 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
　 一 方 、 ア ポ ト ー シ ス は 変 性 し た り 、 悪 性 変 化 し た 細 胞 を 生 体 か ら 除 去 す る 生 体 作 用 で あ
る 。 癌 細 胞 で は 放 射 線 や 化 学 療 法 で 生 じ 、 癌 の 治 療 に 用 い ら れ て き た が 、 癌 細 胞 に 対 す る
特 異 性 が 低 く 、 有 効 と は い え な か っ た 。 そ の た め 、 細 胞 膜 を 構 成 す る コ レ ス テ ロ ー ル の 輸
送 促 進 因 子 で あ る StAR蛋 白 質 の 機 能 を 調 節 す る こ と に よ り 、 癌 細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 導 入
す る こ と が で き る の で は な い か と 考 え ら れ て き た （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。
　 な お 、 本 発 明 で は 、 細 胞 内 に RNA断 片 を 導 入 す る こ と に よ り そ の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す
る RNA干 渉 技 術 (RNA interference)を 利 用 し た （ 非 特 許 文 献 ４ 、 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Endocr. Rev. 17, 221-224 (1996)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Recent Prg Horm Res 54, 369-94 (1999)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Proc Natl Acad Sci USA 99, 6943-6948 (2002)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Nature, 391, 806-811 (1998)
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2002-516062
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 癌 細 胞 は 分 裂 増 殖 す る 速 度 が 正 常 の 細 胞 よ り も 早 く 、 細 胞 内 の 物 質 の 代 謝 も 正 常 細 胞 に
比 べ る と 早 い 。 そ の た め 、 本 発 明 は 、 細 胞 膜 を 構 成 す る コ レ ス テ ロ ー ル の 代 謝 に 着 目 し て
、 コ レ ス テ ロ ー ル 輸 送 促 進 因 子 で あ る StAR蛋 白 質 と 結 合 し 、 StAR蛋 白 質 の 機 能 を 調 節 す る
蛋 白 質 の 産 生 を 抑 制 し て 細 胞 の 機 能 を 傷 害 す る こ と に よ り 癌 細 胞 に 特 異 的 に ア ポ ト ー シ ス
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を 導 入 す る こ と を 目 的 と し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 産 生 細 胞 の 細 胞 質 に お け る Ｓ ｔ Ａ Ｒ 蛋 白 質 の ス テ ロ イ
ド ホ ル モ ン の 生 成 を 促 進 す る 機 構 を 研 究 す る 過 程 に お い て 、 こ の Ｓ ｔ Ａ Ｒ 蛋 白 質 と 相 互 作
用 す る 蛋 白 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 得 ら れ た ク ロ ー ン の 一 つ が ２ ． ３ ｋ ｂ の 挿 入
遺 伝 子 を 含 ん で お り 、 こ の ク ロ ー ン と Ｓ ｔ Ａ Ｒ 蛋 白 質 が 相 互 作 用 し て い る こ と を 確 認 し た
。 こ の 挿 入 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 は StAR蛋 白 質 結 合 蛋 白 質 （ SBP、 DDBJ Accession number AB1
12474 (80..2428), AB112475 (431..2779)、 配 列 番 号 １ ） で あ る こ と が 分 か っ た 。
　 本 発 明 者 は 、 RNA干 渉 技 術 （ 非 特 許 文 献 ４ 、 特 許 文 献 １ ） を 利 用 し て 、 こ の StAR結 合 蛋
白 質 に 特 異 的 な 遺 伝 子 配 列 と 相 同 な RNA断 片 を 合 成 し 、 癌 細 胞 内 に 導 入 し た 。 そ の 結 果 、 S
tAR結 合 蛋 白 質 の 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と を 確 認 し 、 更 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 出 現 を 確 認 し
た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ （ ヒ ト StAR結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 ） の 塩 基 配 列 に お け る 、 そ の
１ ８ ７ ～ ２ ０ ５ 又 は ４ ７ ４ ～ ４ ９ ４ を 含 む 連 続 す る ２ ３ 塩 基 以 下 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る オ
リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖
Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 こ の ２ ３ 塩 基 以 下 の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 の １ ８ ７ ～ ２ ０ ５
又 は ４ ７ ４ ～ ４ ９ ４ の 塩 基 配 列 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 、 癌 細 胞 へ 導 入 す る こ と か ら 成 る 、 該 細 胞 に お け る SB
P遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 記 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 該 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 相 補 的 オ リ ゴ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら か ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 癌 細 胞 へ 導 入 す る 手 段 を 含 む 癌 治
療 用 キ ッ ト で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る Ｒ Ｎ Ａ 断 片 と し て は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス の も の で も
よ い が 、 こ れ ら は RNaseで 容 易 に 分 解 さ れ ， ま た 効 果 が 劣 る と 考 え ら れ る た め 、 こ れ ら か
ら 成 る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 こ の ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 通 常 セ ン ス と ア ン チ セ ン
ス の ２ 本 を 別 々 に 合 成 し ， そ れ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て ２ 本 鎖 に し て 用 い ら れ る 。
　 こ の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 の 長 さ は ２ １ ～ ２ ３ 塩 基 が 有 効 と 考 え ら れ て い る が 、 一 般 に は ２ １ 塩 基
の も の が 好 ま し く 使 わ れ 、 後 述 の 実 施 例 に お い て も ２ １ 塩 基 の も の で 有 効 に 機 能 し て い る
。
　 本 発 明 に お い て は 対 象 と す る 細 胞 は ヒ ト 等 の 癌 細 胞 で あ る 。
　 こ れ ら の SBP遺 伝 子 の 特 定 の 塩 基 配 列 に 「 相 当 す る 」 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 こ
の 遺 伝 子 が 転 写 さ れ て 生 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 、 SBP遺 伝 子 の 特 定 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る 部 分
に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ と い う 意 味 で あ り 、 具 体 的 に は こ の SBP遺 伝 子 の 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｔ
を Ｕ に 置 き 換 え た も と い う 意 味 で あ る 。
　 Ｒ Ｎ Ａ 断 片 を 細 胞 に 導 入 す る 手 段 に つ い て は 、 特 に 制 限 は な く 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 用 い る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 リ ポ ソ ー ム 等 に 基 づ く 市 販 の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 試 薬 を 用 い る の が 簡 便 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 こ の 実 施 例 で 用 い た プ ラ ス ミ ド と 細 胞 に つ い て は 下 記 の よ う に 調 整 及 び 培 養 を 行 っ た 。

　 ヒ ト StAR cDNAを 鋳 型 と し て PCRで 作 製 し た EcoRI断 片 を 、 転 写 因 子 GAL4活 性 化 ド メ イ ン (
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GAD)を 有 す る pACT2ベ ク タ ー (CLONTECH Laboratories, Inc., Palo Alto, CA)に 挿 入 し 、
ミ ト コ ン ド リ ア 輸 送 シ グ ナ ル で あ る 最 初 の 62ア ミ ノ 酸 を 除 い て 、 プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。
こ の プ ラ ス ミ ド は 転 写 因 子 GAL4と ミ ト コ ン ド リ ア 輸 送 シ グ ナ ル を 欠 く StAR(即 ち 、 N-62-St
AR)の 融 合 タ ン パ ク 質 (GAL4-N-62-StAR)を 発 現 す る 。
　 同 様 に 、 GAL4-StAR変 異 体 (GAL4-R193X, GAL4-Q253X, GAL4-frameshift)を 作 製 し た 。
　 ま た 、 ヒ ト N-62-StAR cDNAか ら 作 製 し た EcoRI断 片 を 、 単 純 性 疱 疹 ウ イ ル ス の VP16タ ン
パ ク 質 由 来 の 活 性 化 ド メ イ ン (AD)を 有 す る pVP16ベ ク タ ー (CLONTECH Laboratories, Inc.)
に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド (pVP16-StAR)を 構 築 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 SBP cDNAの EcoRI/BamHI断 片 を 、 GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン (DNA-BD)を 有 す る pMベ ク
タ ー (CLONTECH Laboratories, Inc.)に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド (pM-SBP)を 構 築 し た 。
　 更 に 、 SBPの EcoRI/BamHI断 片 を pVP16ベ ク タ ー (CLONTECH Laboratories, Inc.)に 挿 入 し
、 プ ラ ス ミ ド (pVP16-SBP)を 構 築 し た 。
　 pM-StARプ ラ ス ミ ド を 作 製 す る た め に 、 N-62-StARの EcoRI断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し て pMベ
ク タ ー (CLONTECH Laboratories, Inc.)に 挿 入 し た 。
　 PG5luc(Promega Corp., Madison, WI)は CAT遺 伝 子 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を レ ポ ー
タ ー と し て 含 む 。 RACEの 結 果 、 精 巣 cDNAか ら PCRで 得 た 完 全 コ ー ド 領 域 の EcoRI断 片 を pTar
getベ ク タ ー (Promega Corp.)に 挿 入 し 、 発 現 プ ラ ス ミ ド (pSBP)を 得 た 。
　 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は Qiagen Maxiprep シ ス テ ム (QIAGEN, Hilden, Germany)を 用 い て
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ０ １ １ 】

　 COS-1細 胞 及 び ヒ ト G2細 胞 は 理 研 細 胞 バ ン ク か ら 入 手 し た 。 ヒ ト 副 腎 皮 質 癌 腫 H295R細 胞
は 大 阪 大 学 岡 本 博 士 か ら 得 た 。 ヒ ト MCF-7胸 癌 細 胞 は ATCC(Manassas, VA)か ら 得 た 。 ヒ ト
顆 粒 層 様 腫 瘍 KGN細 胞 は 九 州 大 学 西 博 士 か ら 得 た 。
　 COS-1細 胞 は 35mmプ ラ ス チ ッ ク 皿 で 増 殖 し 、 10%胎 児 ウ シ 血 清 及 び 50μ g/mlの ゲ ン タ マ イ
シ ン を 添 加 し た DMEM培 地 で 培 養 し た 。
　 KGN細 胞 は 10%胎 児 ウ シ 血 清 及 び 50μ g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む DMEM/F12培 地 で 培 養 し
た 。
　 H295R細 胞 は 2%ULTROSER G(BioSepra, Cergy-Pontoise, France)及 び 1%ITS Premix(Bect
on Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ)を 含 む DMEM/F12培 地 で 培 養 し た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 実 施 例 で は 、 GAL4ベ ー ス の 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 用 い て 、 StARタ ン パ ク 質 と
相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 特 定 し た 。
　 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 相 互 作 用 ス ク リ ー ニ ン グ は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。
　 ヒ ト 精 巣 cDNAを 組 み 込 ん だ pACT2プ ラ ス ミ ド と 、 転 写 因 子 GAL4と ミ ト コ ン ド リ ア 輸 送 シ
グ ナ ル を 欠 く StAR(即 ち 、 N-62-StAR)の 融 合 タ ン パ ク 質 (GAL4-N-62-StAR)を 発 現 す る レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 を 酵 母 株 CG-1945に 導 入 し た (MATα , ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-1
01, trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-538, cyh r 2, LYS2::GAL1 U A S -GAL1 T A T A -HI
S3, URA3:: G A L 4 1 7 - m e r s ( x 3 ) -CyC1 T A T A -lacZ)(MATCHMAKER Two-Hybrid System 2, CLONTEC
H)。 　 1× 10 6 形 質 転 換 株 を 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ロ イ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン を 欠 く 選 択 的 合 成
培 地 (SD)で 、 30℃ で 5日 間 培 養 し た 。 全 酵 母 DNAを 大 腸 菌 株 HB101に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン に よ り 導 入 し 、 ロ イ シ ン を 欠 く M9培 地 で 選 択 し た 後 、 全 て の HIS+及 び LacZ+ク ロ ー ン か
ら プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 そ の 結 果 、 ９ ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 DNAシ ー ク エ ン ス と デ ー タ ベ ー ス 分 析 か ら 、 こ れ ら
の ク ロ ー ン は ３ つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ る こ と が 分 か っ た 。 即 ち 、 表 1に 示 す よ う に 、 α
へ リ ッ ク ス コ イ ル ド コ イ ル ロ ッ ド ホ モ ロ グ (HCR, accession NM019052)、 rabaptin-5(RAB5
EP, accession NM 004703)、 及 び  nucleobindin 2 (NUCB2, accession NM 005013) で あ
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る 。 HECと NUCB2は LacZ表 現 型 を 発 現 す る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
細 胞 間 局 在 予 想 か ら 、 ク ロ ー ン ４ を 選 択 し て 分 析 し た 。
　 そ の 結 果 、 ク ロ ー ン ４ は 推 定 細 胞 質 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 2.3Kbの 挿 入 遺 伝 子 を 含 み
、 657ア ミ ノ 酸 か ら 成 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 1972ntの オ ー プ ン リ ー ド フ レ ー ム と 3末 端
に 62ntの 未 翻 訳 配 列 を 有 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 実 施 例 で は 、 イ ン ビ ボ で StARタ ン パ ク 質 と ク ロ ー ン ４ の 相 互 作 用 を 調 べ る た め に 、 GA
D-ク ロ ー ン ４ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド 及 び GAL4-N-62-StARと GAL4-StAR変 異
体 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 調 べ た 。
　 こ の 検 査 に は 、 MATα , ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4
Δ , met-, gal80Δ , URA3:: G A L 4 1 7 - m e r s ( x 3 ) -CyC1 T A T A -lacZの 遺 伝 子 型 を 持 つ 酵 母 株 Y187
(CLONTECH Laboratories, Inc.)を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ド GAL4及 び GAD融 合 構 築 物 に よ り Y187
株 を 形 質 転 換 し た 。 こ の 形 質 転 換 体 を ロ イ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン を 欠 く 選 択 培 地 (SD)で
30℃ で 5日 間 培 養 し た 。 X-galフ ィ ル タ ー 検 査 を 用 い て 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 決 定 し
た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ク ロ ー ン ４ を GAL4に 融 合 さ せ た リ バ ー ス コ ン ビ ネ ー シ ョ ン と N-62-StARを GADに 融 合 さ せ
た リ バ ー ス コ ン ビ ネ ー シ ョ ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト を 行 っ た 結 果 は 、 表 2に 示 す よ う
に 、 StARと ク ロ ー ン ４ ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 酵 母 は LacZ表 現 型 を
示 し た が 、 StAR変 異 体 と ク ロ ー ン ４ ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 酵 母 は
LacZ表 現 型 を 示 さ な か っ た 。 こ の こ と は 、 酵 母 の 中 で N-62-StARが ク ロ ー ン ４ と 相 互 作 用
し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 実 施 例 で は 、 StARタ ン パ ク 質 と ク ロ ー ン ４ の 直 接 相 互 作 用 を 調 べ る た め に 、 プ ル ダ ウ
ン 評 価 を 行 っ た 。 プ ル ダ ウ ン 評 価 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。
　 PCRで 得 た EcoRI断 片 を pCIベ ク タ ー (Promega Corp.)に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド 発 現 ク ロ ー ン
作 製 し た 。 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 基 づ く TNT-結 合 網 状 赤 血 球 溶 解 シ ス テ ム (Promega Corp.
)を 用 い て 、 翻 訳 タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ト ロ で 合 成 し た 。 StAR cDNAを 鋳 型 と し て 用 い た PCR
に よ り 得 た EcoRI断 片 を 、 C末 端 に Hisタ グ (Novagen, San Diego, CA)を 有 す る pET38bに 挿
入 し て 、 Hisタ グ を 付 し た CBD-N-62-STAR融 合 タ ン パ ク 質 （ 62ア ミ ノ 酸 末 端 を 欠 く ） を 発 現
す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 CBDは Cellulose Binding Domain 配 列 で あ っ て セ ル ロ ー ス に
特 異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 し て お り 、 融 合 蛋 白 質 を セ ル ロ ー ス や キ チ ン な ど の 不 活 性 な 担
体 に 化 学 的 に 修 飾 を 行 う こ と な く 、 固 定 化 さ せ る こ と が で き る 。
　 His結 合 樹 脂 (Novagen)に 結 合 し た Hisタ グ を 付 し た N-62-STAR融 合 タ ン パ ク 質 を 、 250μ l
の 緩 衝 液 (50mM potassium phosphate, pH 7.4, 150mM KCl, 1mM MgC12, 10% glycerol, 0
.1% Triton-X)中 で 35Sメ チ オ ニ ン で ラ ベ ル さ れ た 翻 訳 ク ロ ー ン 50μ lと 共 に 、 3時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 樹 脂 を マ イ ク ロ 遠 心 分 離 で 集 め て ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た ビ ー ズ は 20μ l
の 2× SDSサ ン プ ル 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 5分 間 加 熱 し 、 ペ レ ッ ト 化 し て 、 そ の 上 澄 み を SDS-PAG
Eと オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ の 結 果 を 図 1に 示 す 。 ク ロ ー ン ４ の 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 が CBD-N-62-StAR融 合 タ ン パ
ク 質 と は 相 互 作 用 す る が 、 CBDと は 相 互 作 用 し な い こ と が 分 か っ た 。 こ の ク ロ ー ン ４ を StA
R結 合 タ ン パ ク 質 (SBP)と 呼 ぶ （ DDBJ Accession number AB112474 (80..2428), AB112475 
(431..2779)、 配 列 番 号 １ ） 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 実 施 例 で は 、 SBPの 発 現 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 調 べ た 。
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ 2μ gの ポ リ Aと 各 組 織 か ら 単 離 さ れ た RNAに つ い て 、 プ ロ
ー ブ に SBPと β ア ク チ ン cDNAを 用 い て 行 っ た 。 SBP遺 伝 子 の 発 現 は 試 験 し た 全 て の 組 織 で 検
出 さ れ た 。 そ の 発 現 レ ベ ル は 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 転 写 産 物 が 2.4kb又 は 3.8kbの サ イ ズ の
組 織 に 顕 著 に 高 か っ た 。
　 種 々 の 細 胞 ラ イ ン で SBPの 発 現 を 調 べ る た め に 、 HepG2細 胞 （ ヒ ト の 肝 細 胞 癌 ） 、 KGN細
胞 (ヒ ト の 顆 粒 膜 細 胞 癌 ） 、 H295R細 胞 （ ヒ ト の 副 腎 癌 細 胞 ） 及 び MCF-7細 胞 （ ヒ ト の 乳 が
ん 細 胞 ） か ら 抽 出 さ れ た mRNAを 用 い て RT-PCRを 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 RT-PCRは 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。
　 用 い た mRNAは 、 Hep G2細 胞 、 KGN細 胞 、 H295R細 胞 、 MCF-7細 胞 か ら 単 離 さ れ た 。 相 補 的 D
NAの 合 成 は 、 150 pmol の オ リ ゴ  dTを プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 1μ g 全 RNA及 び 200ユ ニ ッ
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ト の SUPERSCRIPT II Rnase H (Life Technologies, Inc./BRL, Washington, DC)を 用 い て
、 37℃ で 60分 間 行 っ た 。 逆 転 写 酵 素 を 含 む 反 応 溶 液 20μ lは 、 50mM Tris-HCI (pH 8.3), 7
5mM KCl, 3mM MgC1 2 , 20mM dithiothreitol 及 び 各 0.5mMの dATP, dCTP, dGTP, 及 び dTTP
を 含 む 。 次 に 、 プ ラ イ マ ー と し て 配 列 番 号 2及 び 配 列 番 号 3の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い て 、 SBPを 増 幅 し た 。 こ の PCR反 応 溶 液 (50μ l)は 、 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KC
l, 1.5 mM MgCl 2 , 0.2 mM dNTPs 及 び 10 pmolの 各 プ ラ イ マ ー を 含 む 。 PCT反 応 は 、 94℃ で
45秒 間 の 変 性 、 55℃ で 45秒 間 の ２ 次 ア ニ ー ル 、 及 び 72℃ で 1分 間 の 延 長 か ら 成 る サ イ ク ル
を 35サ イ ク ル 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ の 結 果 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 全 て の 細 胞 ラ イ ン か ら 増 幅 産 物 (400bp)が 得 ら れ た 。
　 以 上 か ら 、 SBP遺 伝 子 は 、 H395R細 胞 や KGN細 胞 な ど ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン を 産 生 す る 細 胞
に 発 現 す る こ と が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 実 施 例 で は 、 ス テ ロ イ ド 生 成 に SBPが ど の よ う な 影 響 を 持 つ か に つ い て 調 べ た 。
　 COS-1細 胞 を 、 F2、 シ ト ク ロ ム P450コ レ ス テ ロ ー ル 側 鎖 切 断 シ ス テ ム (Dr Walter L Mill
er of the University of California)、 pStAR(pSPORT StAR CDNA) 及 び FuGENE 6を 用 い
た pSBPで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 (F2/StAR/SDP)は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 後 48時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 い く つ か の 培 養 皿 を 、 最 後 の 24時 間 の 培 養 の 際 に 、 22R-hydroxy-choles
terolで 処 理 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 、 培 地 を 回 収 し 、 プ レ グ ネ ノ ロ ン
の イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 の ば ら
つ き を 是 正 す る た め 、 22R-hydroxy-cholesterolを 有 す る 培 養 物 に よ っ て 生 成 す る 血 清 プ
レ グ ネ ノ ロ ン 濃 度 で 標 準 化 し た 。 各 評 価 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
　 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-1細 胞 (F2/StAR/SDP)に よ っ て 生 産
さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン (pregnenolone)の 量 は 、 F2、 StAR又 は 空 の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 細 胞 (F2/StAR)に よ っ て 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン の 量 の 138%で あ っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 実 施 例 で は 、 RNA干 渉 に よ り SBPの 発 現 を 抑 制 し 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン を 検 査 し た 。 SB
P遺 伝 子 に お け る 2つ の 標 的 配 列 を 選 択 し 、 SiRNAの 効 果 を RT-PCRで 測 定 し た 。
　 RNA干 渉 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。
　 副 集 密 的 (40～ 50%集 密 的 )な H295細 胞 と KGN細 胞 の 培 養 物 を 35mm皿 に 、 そ れ ぞ れ 細 胞 数 が
同 じ に な る よ う に ま く 。 こ れ ら 細 胞 の 内 因 性 の SBP mRNAを 標 的 と し て 、 19ヌ ク レ オ チ ド 重
鎖 (siRNA-SBP-I)と 21ヌ ク レ オ チ ド 重 鎖 (siRNA-SBP-II)を 加 え て 形 質 転 換 し た (Dharmacon,
 Inc., Lafayette, CO)。 こ れ ら の 重 鎖 RNAは 、 そ れ ぞ れ SBP（ 配 列 番 号 １ ） の 開 始 コ ド ン
の 下 流 187と 474の ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 と し て い る 。
　 siRNAは リ ボ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ペ ア SBP-Iと SBP-IIを 用 い て 構 成 さ れ た 。 SBP-Iは 、 5'-
CGGGAUGUUUCCAGUGACAdTdT-3'（ 配 列 番 号 4） 及 び 5'-UGUCACUGGAAACAUCCCGdTdT-3'（ 配 列 番
号 5） 、 SBP-IIは 5'-GAACUUGGAAGAGGGGAGGCAdTdT-3'（ 配 列 番 号 6） 及 び 5'-UGCCUCCCCUCUUC
CAAGUUCdTdT-3'（ 配 列 番 号 7） で あ る 。 更 に 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 5'-GCGCGCUUUGUAGGAU
UCGdTdT-3'（ 配 列 番 号 8） と 5’ -CGAAUCCUACAAAGCGCGCdTdT-3’ （ 配 列 番 号 9） の 、 ス ク ラ
ン ブ ル リ ボ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ペ ア (siRNA-scramble)を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Dharmaconプ ロ ト コ ル に 従 っ て ア ニ ー ル し た 。 300pmolの
各 二 重 鎖 を 15μ lの metafectene(Biontex Laboratories GmbH, Munich, Germany)を 用 い て
、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 細 胞 に 導 入 し た 。 H395R細 胞 の 皿 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
後 に 3β ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (3β -HSD)の 酵 素 活 性 を 抑 制 す る た め に 、
15μ Mの triostane(持 田 製 薬 )を 用 い て 6時 間 処 理 し た 。 3β -HSDは プ レ グ ネ ノ ロ ン (pregnen
olone)を プ ロ ゲ ス テ ロ ン (progesterone)に 形 質 転 換 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間
後 に 、 細 胞 を 集 め て 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 全 RNAは 抽
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出 さ れ 、 GAPDH用 の プ ラ イ マ ー （ sense: 配 列 番 号 10; antisense: 配 列 番 号 11） を 用 い て
、 RT-PCRを 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 結 果 を 図 ５ と 図 ６ に 示 す 。
　 細 胞 を DsRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 siRNA-SBP-I又 は siRNA-SBP-IIで 処 理 さ れ た H2
95R細 胞 （ siRNA-SBP-Iで 処 理 し た 場 合 85+-5.0ng/dish及 び siRNA-SBP-IIで 処 理 し た 場 合 66
+-8.2ng/dish） に よ り 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン の 量 は 、 図 ５ に 示 す よ う に 、 ス ク ラ ン ブ
ル siRNAに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た H295R細 胞 に よ り 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン の 量 の 、
そ れ ぞ れ 56.5%及 び 37.5%で あ っ た 。
　 siRNA-SBP-I又 は siRNA-SBP-IIで 処 理 さ れ た KGN細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン
の 量 は 、 図 ６ に 示 す よ う に 、 ス ク ラ ン ブ ル siRNAに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た KGN細 胞 に よ
り 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ ン の 量 の 、 そ れ ぞ れ 71%及 び 55%で あ っ た 。
　 SBP遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 siRNA-SBP-Iと siRNA-SBP-IIの い ず れ に お い て も 減 少 し て い
た 。 こ れ は 、 SBP遺 伝 子 の 標 的 配 列 を SiRNA処 理 す る こ と に よ っ て 、 SBP遺 伝 子 の 発 現 が 減
少 し た 結 果 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン の 生 産 量 が 減 少 し た こ と を 示 し て い る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 実 施 例 で は 、 副 腎 癌 細 胞 H295R 細 胞 を 用 い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 出 現 を 確 認 し た 。
　 H295R細 胞 は ２ ％ の  ULTROSER Ｇ （ BioSepra社 ） と １ ％ の  Premix(べ ク ト ン  デ ィ キ ン ソ
ン 社 )を 含 ん だ  培 養 液 DMEM/F12で 培 養 し た 。 遺 伝 子 導 入 す る 前 日 に 径 ３ ５ ミ リ の プ ラ ス チ
ッ ク 製 の 培 養 皿 に 24mm× 24ミ リ メ ー ト ル の カ バ ー ガ ラ ス を 敷 き 、 そ の 上 に 細 胞 が コ ン フ ル
エ ン ス （ ４ ０ -５ ０ ％ ） と な る よ う に サ ブ カ ル チ ャ ー し た 。 SBP mRNAの 発 現 を 抑 制 す る た
め に 、 metafectene を 用 い て 、 siRNA-I又 は siRNA-IIを 遺 伝 子 導 入 し た 。 遺 伝 子 導 入 後 ２
４ 時 間 培 養 し た の ち 、 培 養 細 胞 を ４ ％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ト 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 で 30分 間 固
定 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 検 出 に は 、 DeadEnd Fluorometric TUNEL シ ス テ ム （ Promega
 株 式 会 社 ） を 用 い 、 方 法 は シ ス テ ム の プ ロ ト コ ル に 従 っ た 。 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で ２ 回
洗 浄 し た の ち 、 カ バ ー ガ ラ ス の 裏 側 を ス ラ イ ド ガ ラ ス に の せ 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 観 察 は
４ ５ ０ -４ ９ ０ nmの 励 起 波 長 と 吸 収 フ ィ ル タ ー ５ １ ５ -５ ６ ５ nmの 条 件 で 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 し
た （ Axiophot、 カ ー ル  Zeiss 社 ） 。 蛍 光 を 発 し た 細 胞 は DNAが 断 片 化 し た ア ポ ト ー シ ス 細
胞 で あ る 。 デ ジ タ ル の カ メ ラ （ DXM １ ２ ０ ０ 、 ニ コ ン 社 ） を 顕 微 鏡 に 付 り つ け 、 画 像 を 撮
影 し た 。 撮 影 し た 画 像 は ア ド ー ビ ・ フ ォ ト シ ョ ッ プ ５ .０ （ ア ド ー ビ シ ス テ ム 社 ） を 用 い
て 、 画 像 処 理 し た 。 画 像 の 倍 率 は 400倍 で あ る 。
　 siRNA-SBP IIを 遺 伝 子 導 入 し た 結 果 を 図 ７ (B)に 示 す 。 siRNA-SBP II導 入 に よ り ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 の 出 現 が 認 め ら れ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の siRNA及 び こ れ を 用 い た 方 法 は 、 固 形 癌 ： 上 皮 性 癌 （ 胃 が ん 、 肺 癌 、 肝 臓 ガ ン
、 す い 臓 癌 な ど ） 、 非 固 形 癌 ： 白 血 病 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 悪 性 肉 腫 （ 骨 肉 腫 、 線 維 肉 腫 な ど
） の 抗 癌 剤 お よ び 抗 悪 性 腫 瘍 剤 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 依 存 性 悪 性 腫 瘍 の ホ ル モ ン 療 法 （ 乳
癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 な ど ） 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 の 良 性 疾 患 の 治 療 薬 （ 子
宮 内 膜 症 、 子 宮 筋 腫 な ど ） 、 精 子 成 熟 の 促 進 や 抑 制 、 排 卵 誘 発 剤 、 避 妊 薬 、 思 春 期 早 発 症
の 治 療 、 性 同 一 性 障 害 の 治 療 等 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 図 １ 】 StAR蛋 白 質 と ク ロ ー ン ４ の プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ヒ ト 組 織 に お け る SBP遺 伝 子 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 種 々 の 細 胞 株 に お け る SBP遺 伝 子 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 HepG2は ヒ ト の 肝 癌 細 胞 、
KGNは ヒ ト の 顆 粒 膜 癌 細 胞 、 H295Rは ヒ ト の 副 腎 癌 細 胞 、 MCF-7は ヒ ト の 乳 が ん 細 胞 を 示 す
。
【 図 ４ 】 ス テ ロ イ ド 生 成 に 対 す る SBPの 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 値 は チ ト ク ロ ー ム P450sccシ

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-40070 A 2005.2.17



ス テ ム と SBPを 0.05μ ｇ を 共 導 入 し た プ レ グ ネ ノ ロ ン の 産 生 量 の 増 加 量 で 表 し た 。
【 図 ５ 】 siRNA-SBP-I及 び siRNA-SBP-IIで 処 理 し た H295R細 胞 に よ り 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ
ロ ン の 量 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 siRNA-SBP-I及 び siRNA-SBP-IIで 処 理 し た KGN細 胞 に よ り 生 産 さ れ る プ レ グ ネ ノ ロ
ン の 量 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 siRNA(SBP II)の 導 入 に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 出 現 を 示 す 図 で あ る 。 Aは 、 siRN
A-Scramb1e、 Bは 、 siRNA-SBPIIを 遺 伝 子 導 入 し た も の 、 Cは 、 Bを DNAase処 理 し た も の を 示
す 。

【 図 ４ 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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