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安定細胞株作製システム 

■概要 

 本システムは、変異型 lox 配列と Cre 酵素による組換え反応を利用して、トランスジーンをゲノム上の決まった位

置に挿入することで、目的とする安定細胞株を効率良く作製するためのものです(図 1)。このシステムにより、目的

遺伝子の強制発現、レポーター遺伝子アッセイなどのバイオアッセイツール、RNAi (RNA interference)法による安

定的遺伝子ノックダウンなど、様々な目的の安定細胞株を短期間で効率よく構築することができます。 

 遺伝子改変した HeLa 細胞  【本システムの利点】 

安定細胞株の作製時間の短縮 
 

安定的な細胞アッセイデータを取得可能 
 

予め決められたゲノム上の位置へ目的 DNA

が挿入可能* 
 

挿入部位の遺伝子改変によって細胞の生理

機能に影響を与えないことを事前に確認** 

* ヒト 9 番染色体の非遺伝子領域への挿入(サザ

ンブロット解析、シーケンス解析にて確認) 

 

** 倍化時間に変化なし(細胞増殖率の測定) 

** 抗生物質に対する毒性応答に変化なし(細胞

毒性試験) 

 

Cre 酵素 

目的のトランスジーン 

を持つ様々なベクター 

目的のトランスジーンを発現する安定細胞

 
 

図 1． 安定細胞株作製システムの概要 
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■実施例 1：レポーター遺伝子アッセイ用の安定細胞株 

I) ヒト AR 受容体 (Androgen Receptor)レポーター遺伝子アッセイ系 

 安定細胞株作製システムを利用して、ヒト AR 遺伝子と応答配列(ARE)+ルシフェラーゼ遺伝子をタンデムにつな

いだ配列を HeLa 細胞のゲノム上へ挿入しました。そのベクター構造とレポーター遺伝子アッセイでの検出原理を

図 2 に示します。作製した安定細胞株(Stable AR-Luc)は,細胞の継代を経ても安定した活性を示し、また再現性の

良いデータが得られることを確認しています(図 3)。 

A) アゴニスト活性測定 

 

図 3-1． 安定細胞株(Stable AR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アゴニスト活性測定 

． 
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B) アンタゴニスト活性測定 (DHT 共存下) 

 

図 3-2． 安定細胞株(Stable AR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アンタゴニスト活性測定 (DHT 共存下) 

II) ヒト GR 受容体(Glucocorticoid Receptor)レポーター遺伝子アッセイ系 

 安定細胞株作製システムを利用して、ヒト GR 遺伝子と応答配列(GRE)+ルシフェラーゼ遺伝子をタンデムにつな

いだ配列を HeLa 細胞のゲノム上へ挿入したレポーター遺伝子安定細胞株を作製しました。ベクター構造とレポー

ター遺伝子アッセイでの検出原理は図 2 と同様になります。このヒト GR 受容体レポーター遺伝子アッセイ系の安

定細胞株(Stable GR-Luc)は,細胞の継代を経ても安定した活性を示し、また再現性の良いデータが得られることを

確認しています(図 4)。 

A) アゴニスト活性測定(Weak Agonists) 

 

図 4-1． 安定細胞株(Stable GR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アゴニスト活性測定(Weak Agonists) 
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B) アンタゴニスト活性測定(DEX 共存下) 

 

図 4-2． 安定細胞株(Stable GR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アンタゴニスト活性測定(DEX 共存下) 

III) ヒト PR 受容体 (Progesterone Receptor)レポーター遺伝子アッセイ系 

 安定細胞株作製システムを利用して、ヒト PR 遺伝子と応答配列(PRE)+ルシフェラーゼ遺伝子をタンデムにつな

いだ配列を HeLa 細胞のゲノム上へ挿入したレポーター遺伝子安定細胞株を作製しました。ベクター構造とレポー

ター遺伝子アッセイでの検出原理は図2と同様になります。このヒトPR受容体レポーター遺伝子アッセイ系の安定

細胞株(Stable PR-Luc)は,細胞の継代を経ても安定した活性を示し、また再現性の良いデータが得られることを確

認しています(図 5)。 

A) アゴニスト活性測定 

 
図 5-1． 安定細胞株(Stable PR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アゴニスト活性測定 
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B) アンタゴニスト活性測定 (PROG 共存下) 

 

図 5-2． 安定細胞株(Stable PR-Luc)を用いたレポーター遺伝子アッセイ 

アンタゴニスト活性測定(PROG 共存下) 

■実施例 2：RNAi 安定発現株 

 安定細胞株作製システムと RNAi 法を組み合わせて、安定に目的遺伝子をノックダウンできる細胞株を構築しま

した。今回は炎症応答やアポトーシスなどに関与している膜受容体の Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFRI)に

対する安定的遺伝子ノックダウン細胞(stable TNFRI-KD)を構築しました(図 6)。この stable TNFRI-KD 細胞は様々

な機能解析に用いることができます(図 7、8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6． 継代ごとの TNFRI 遺伝子の発現量(Q-PCR による測定) 
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図 7． TNFα暴露後の細胞生存率(○HeLa 細胞、△stable TNFRI-KD 細胞) 

 

図 8． TNFα 暴露後のアポトーシスの検出 
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stable TNFRI-KD 細胞では細胞死

が抑制されている。 

stable TNFRI-KD 細胞ではアポト

ーシスが抑制されている 
 

⇒ ア ポ ト ー シ ス 抑 制 が stable 

TNFRI-KD 細胞における細胞死の

抑制(図 7)の要因であることが分か

った。 
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■お問い合わせ先 

 安全性評価技術研究所 研究第一部   TEL 0480 (37) 2601 / FAX 0480 (37) 2521 

ホームページからもお問い合わせできます。 http://www.cerij.or.jp 

 


