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Abstract 

 
Apoptosis is necessary to keep homeostasis for the human. Survivin is a member of the Inhibitor 

of Apoptosis Protein (IAP) family. If DNA is damaged in cells, the DNA will be repaired. However, if the 
irreparable damage occurs, the cells will induce apoptosis. It is known that the apoptosis is suppressed by 
inhibit ion of caspase-9 activ ity by binding  of survivin to the caspase-9, and that it is needed to form a 
complex of survivin with XIAP to inhib it the activ ity of caspase-9. Therefore, inhib ition of interaction of 
survivin and XIAP will become a target of apoptosis induction. 

In this study, we developed an evaluation system of interaction of survivin and XIAP based on a 
Two-Hybrid method. Surviv in and XIAP were cloned from HepG2 cells and those were constructed as 
vectors pACTⅡ-survivin (prey vector) and pAS1-XIAP (bait vector). The yeast was transformed with 
both vectors by lithium acetate method and cultured in SG medium including the X -gal. In the results, 
blue colony attributed to survivin and XIAP interaction was obtained and the results indicated that the 
evaluation system of survivin-XIAP interaction was successfully developed. 
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 まえがき

がん（悪性腫瘍）は、1981 年以来一貫して我が国にお

ける死亡原因の一位であり、現在では死因の 3 割以上を占

めるに至っている。国際的に見ても 2011 年時の死因の上

位に位置しており、エイズや結核よりも多く、8 人に一人

はがんが原因で死亡しており（American cancer society
調べ）、科学技術が進歩した今日においても解決すべき問

題である。がんの発生に関して様々な説が提唱されている

が、DNA 損傷に対する不完全な修復の蓄積が問題となる

ことは多くの知見から明らかとなっている。 
我々多細胞生物は、細胞周期におけるチェックポイント

機構が正常にはたらくことによって恒常性が保っている
（1）。例えば、DNA が環境や内因性物質により損傷をうけ

ても、それを DNA 複製時のチェックポイントにおいて識

別し、修復するまで細胞分裂を遅らせることによって恒常

性を保っている（2）（3）。細胞周期において修復できない場

合はアポトーシスと呼ばれるプログラムされた細胞死が

誘導され（4）、この機構によりがん化を免れていると考え

られている。細胞周期における DNA の修復ミス（5）（6）や

アポトーシスの阻害（7）はがんにつながることが示唆され

ている。 
アポトーシスはカスパーゼと呼ばれるシステインプロ

テアーゼが実行因子となっている。DNA 損傷刺激を受け

取ると、ATM などのシグナル伝達因子がアポトーシス誘

導因子の p53 へ伝達されアポトーシスが誘導される(8)。細

胞質に存在する Bcl-2 ファミリーがそのシグナルを受け

取りミトコンドリアへ移動する。その後、細胞質へのシト

クロム cの放出を促進しカスパーゼ 9と複合体を形成後活

性化し下流シグナル経路のカスパーゼ 3 へとシグナルを

伝える。カスパーゼ 3 が実行因子となりアポトーシスを行

う(7)。 
通常の細胞ではほぼ survivinのタンパク質の発現は見ら

れないが、がん細胞において高度に発現しているため、現

在新しい抗がん剤のターゲットとして注目されている。
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Survivin は IAP （Inhibitor of apoptosis protein） family
に属する caspase 阻害タンパク質 であり、IAP family
に属する XIAP と結合、caspase-9 活性を阻害してアポト

ーシスを抑制する（10）。不死化した細胞の異常増殖により、

がんなどの疾病に繋がると考えられている。ヒトの

survivin は 142 アミノ酸（NCBI ID : CR541740）中

16~87 番目のアミノ酸に BIR （Baculovirus IAP Repeat）
領域を１つ持つ。XIAP は 497 アミノ酸（UniProtKB/
Swiss-Prot : P98170）中 28~95、164~232、266~331 ア

ミノ酸の計 3 つの BIR 領域を持つ。このうち、survivin
の 15~38 アミノ酸が XIAP と相互作用しアポトーシスを

抑制することが示唆されている（11）。また、Survivin がも

つ 99~142 番目のアミノ酸は紡錘体形成に関与している。

また、117 番目のアミノ酸は有糸分裂に関わる、AuroraB
キナーゼが結合するために必要な配列である（12）。また、

survivin は多くのがん細胞において発現が確認されてい

るため、survivin を標的とした抗がん剤の開発は、多くの

種類のがん治療に応用できることが期待できる。現在、

survivin を標的とした薬剤で製品化されたものは販売さ

れていないため、早急な開発が望まれている。Survivin
はアポトーシス抑制と、有糸分裂に必要な配列をそれぞれ

有している。Survivin の完全な機能阻害は、正常細胞に

おける有糸分裂の阻害に繋がり、人体へは副作用として現

れる可能性がある。アポトーシス抑制に必要な配列を特異

的に阻害しアポトーシスを誘導することで、人体への副作

用が軽減されたがんの治療に繋がると考えられる。本研究

では、新たな抗がん剤探索法の開発を目的とし、survivin
と XIAP のタンパク質の相互作用を阻害する物質を酵母

two-hybrid 法を用いてスクリーニングするための簡便な

評価系の構築を行った。 
 
 実験

2.1 材料および装置 
Survivin および XIAP のクローニングにヒト肝がん細

胞（HepG2）を用いた。Escherichia coli DH5 competent 
cells、発現ベクターの構築に使用した In-Fusion HD 
Cloning Kit、PCR の際の Ex Taq HS、誘導発現の確認に

用いた X-gal は TaKaRa Bio Inc.より購入した。酵母ツー

ハイブリッド （Yeast Two Hybrid）に 用いる酵母

Saccharomyces cerevisiae BY3913 と、発現ベクターの

pAS1（NBRP ID：BYP1009）及び pACT2（NBRP ID：

BYP1008）を OSAKA UNIVERSITY から購入した。DNA
の切断に用いた制限酵素 EcoRⅠ及び BamHⅠ、NcoⅠは

TOYOBO CO., LTD.（Osaka）から購入した。核酸の精

製に用いたQIAquic Gel Extraction Kit はQIAGEN K.K. 
（Tokyo Japan）、DNA の電気泳動に用いたアガロース、

LB 培地 Miller、LB 寒天培地 Miler、ガラクトース、ア

ミノ酸は NACALAI TESQUE, INC. （Kyoto Japan）よ

りそれぞれ購入した。Bacto Peptone 及び Yeast Nitrogen 
Base w/o Amino Acid、BactTM Yeast Extract（Extract of 
Autolysed Yeast cells ） は Becton, Dickinson and 
company Difco から購入した。D-グルコースは Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd.（Osaka Japan）から購入した。

その他の試薬は、特級および生化学グレードで購入し使用

した。 
 
2.2 Survivin および XIAP 遺伝子発現確認 

HepG2 に対して survivin とXIAPの遺伝子発現の評価

を行うために RNA 抽出を行った。細胞の溶液が入ったチ

ューブを室温で 5 分間静置した後、クロロホルム 0.2 mL
加え激しく攪拌した。5 分間静置させ、遠心（12,000×g、
10 min、4 ℃）させた。遠心後、上層の RNA が含まれて

いる水層を新しいチューブに移し、2-プロパノール  0.5 
mL 加え、激しく攪拌し 10 分間静置させた後、遠心

（12,000×g、10 min、4 ℃）を行った。遠心後、上清を

除去し、予め氷上に冷やしておいた 75 %エタノール  1 
mL を加えて遠心し、再び上清を除去した。沈殿物を確認

した後、上清を除きペレットを乾燥させた。DEPC-Water
を 50 L 加え、分光光度計（ナノドロップ：ND-1000）
で核酸濃度をはかり、濃度が 50 ng/L になるように

DEPC-Water を加え調製した。 
得られた total RNA に、DNase 処理を行った。DNase

処理は、PCR チューブに RNA サンプル 5 L、10×DNase
Ⅰ  Reaction Buffer 1.0 L、DNaseⅠ  Amplication 
Grade 1.0 L、DEPC-Water 3.0 L、を分注し、サーマ

ルサイクラーで 25 ℃、20 min 反応させた後、25 mM 
EDTA 1.0 L 加え、さらに 65 ℃、10 min 反応させた。 

DNase 処理後、cDNA 作成を行った。PCR チューブに

DNase 処理した RNA 5 L、10×RT Buffer 1 L、25×
dNTP Mixture 0.4 L、10×RT Random Primers 1 L、
Multiscribe Reverse Transcripase 0.5 L 、 RNase 
Inhibitor 0.5 L、DEPC-Water 1.6 L を加え、25 ℃、

10 min、37 ℃、120 min、85 ℃、5 min の 3 段階の処

理をサーマルサイクラーで行い、逆転写反応をし cDNA
を作成した。 
作成後、遺伝子発現の確認を行った。PCR チューブに、

10×EX Taq Buffer 2 L、dNTP Mixture 1.6 L、Fw 
Primer 1.0 L、Re Primer 1.0 L、TaKaRa Ex Taq 0.1 
L、DEPC-Water 12.3 L を分注し、サーマルサイクラ

ーでPCR を行い survivinおよびXIAPの遺伝子の増幅を

させた。プライマーは GAPDH（Fw：5-ACC ACA GTC 
CAT GCC ATC AC-3’、Re：5’-TCC ACC ACC CTG TTG 
CTG TA-3’）、survivin（Fw：ATG GGT GCC CCG ACG 
TTG-3’、Re：5’-TCA ATC CAT GGC AGC CAG-3’）、XIAP
（Fw：5’-ATG ACT TTT AAC AGT TTT GAA GG-3’、
Re：5’-TTA AGA CCA TAA AAA TTT TTT GCT TG-3’）
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を使用した。反応条件は、94 ℃ 1min （初期熱変性）、

94 ℃ 30 sec （増幅：熱変性）、58 ℃ 1 min（アクチ

ン） 58 ℃ 30 sec （XIAP） 68 ℃ 30 sec （survivin）  
（増幅：アニーリング）、72 ℃ 1 min （増幅：伸長反応）、

72 ℃ 2 min （最終伸長反応）、4 ℃ ∞ min（保存）で

増幅反応のみを 35 サイクル行った。反応後、1.0 %アガ

ロースゲルで確認を行った。 
 
2.3 シークエンシングによる配列の確認 

DNA 配列の解析を行うために 2.2 でPCR を行った反応

液を用いて解析を行った。シークエンシングによる配列の

解析が 1000 bp 以上で正確に解析することが困難であっ

たため、1494 bp の XIAP は 2 つに配列を分割して PCR
を行った後、シークエンシングにより配列を解析した。シ

ークエンシング用に使用した XIAP のプライマーの配列

は XIAP1（Fw：5’-ATG ACT TTT AAC AGT TTT GAA 
GG-3’、Re：5’-CAT AGT CTG GCC AGT TCT GAA A-3’）
と、XIAP2（Fw：TGG TAC CAG GGT GCA AAT ATC-3’、
Re：5’-TTA AGA CCA TAA AAA TTT TTT GCT TG-3’）
である。サンプルの作成は、PCR 産物を SUPREC-02 に

全量を移し、TE Buffer 50 L 加え卓上遠心機で遠心をし

た。この操作を数回繰り返した。ナノドロップで核酸濃度

を測った後、サンプル濃度が 1.5 ng/L になるように TE 
Buffer で調製した。PCR チューブに、サンプル 1 L、プ

ライマー1 L（終濃度：1.6 pmol/L）、滅菌水 5 L、Big 
Dye Sequencing Buffer 1 L、Ready Reaction Premix 2 
L を分注した。使用したプライマーは 2.2 で使用したも

のと同一である。サーマルサイクラーでの PCR 条件は、

96 ℃ 1 min反応を行った後、96 ℃ 10 sec、50 ℃ 5 sec、
60 ℃ 4 min を 25 サイクル行い、4 ℃で保存した。 
反応後、精製を行った。磁気プレート上に 96 ウェルプ

レートを置き、サンプル全量、85 %エタノール 42 L、
Clean SEQ 10 L を加えピペッティングを行った後、3
分間静置した。磁気ビーズ以外を取り除き、85 %エタノ

ール 100 L を加え 30 秒間静置した。この操作を 2 回繰

り返した。その後、磁気ビーズ以外を取り除き 10 分間乾

燥させた後、滅菌水 40 L を加え、5 分間静置した後、

磁気ビーズを吸わないように 30 L 取り、新しい 96 ウェ

ルプレートに移しシークエンサーにかけた。 
 
 
2.4 発現ベクターの構築 

In-Fusion HD Cloning Kit を用いて発現ベクターの構

築を行った。ORF の配列に+15 bp した In-Fusion 用のプ

ライマーを用いて、PCR を行い、survivin 及び XIAP 遺

伝子の増幅を行った後、電気泳動を行いゲルから目的バン

ドの切り出しを行った。切り出したバンドに Buffer QG 
500 L を加えヒートブロック 50 ℃で 10 分間溶解した。

プライマーは、survivin（Fw：5’-GAG GCC CCG GGG 
ATC ATG GGT GCC CCG ACG TTG-3’、Re：5’-CTT CGA 
ATT CGG ATC TCA ATC CAT GGC AGC CAG-3’）、
XIAP （Fw：5’-GGT CAT ATG GCC ATG ATG ACT TTT 
AAC AGT TTT GAA GG-3’、Re：5’-CCC GGG GCC TCC 
ATG TTA AGA CCA TAA AAA TTT TTT GCT TG-3’）を

使用した。5×In-fusion HD Enzyme Premix  mL、線状

化ベクター1 L、PCR サンプル 1 L、D2W 6 L を加え、

50 ℃ 15 分間反応させた後、氷上静置した。 
In-Fusion 反応には線状化したベクターを用いるため、

使用するベクターを以下の様に制限酵素で処理をした。

Survivin 発現用ベクターの pACTⅡは BamHⅠで処理を

した。組成は、プラスミド（0.19 ng/L） 3 L、K Buffer 
1 L、BamHⅠ（15 Units/L） 0.5 L、滅菌水 5.5 L
で 37 ℃で 1 時間反応させた。XIAP 発現用ベクターの

pASⅠは NcoⅠで処理をした。組成はプラスミド（0.59 
ng/L）、K Buffer 1 L、NcoⅠ（10 Units/L） 0.5 L、
BSA 2 L、滅菌水 14.5 Lで 37 ℃で1 時間反応させた。

得られた survivinとXIAPのサンプルは 1.0 %アガロース

ゲルで確認した。 
PCR チューブにインサート DNA と線状化ベクターを

加え、In-Fusion HD Cloning Kit に付属の酵素を加えた。

組成は、survivin は DNA（33.3 ng/L） 1 L、線状化

ベクター（5.1 ng/L） 10 L、5×In-Fusion HD Enzyme 
Premix 2 L、滅菌水 7 L の 20 L スケールで行い、

XIAP は DNA（3.5 ng/L）を 15 L、線状化ベクター（20.2 
ng/L） 3 L、5×In-Fusion HD Enzyme Premix 6 L、
滅菌水 6 L の 30 mL スケールで行った。それぞれの組

成溶液を攪拌後、ヒートブロックで 50 ℃、15 分間反応

させ、その後氷上で 30 分間静置することで、Fig.1 に示

す pAS1-XIAP および、Fig.2 に示す pACTⅡ-survivin を

構築した。 
構築したベクターサンプルをQIA quick columnに全量

移し、卓上遠心機で 1 分間遠心した後、溶液を除去した。

同操作を 3 回繰り返し、最後の遠心のみ 4 分間行った。

QIA quick column をマイクロチューブに取り付け、

Buffer TE 30 L を加えた後 3 分間静置し、2 分間遠心を

行った。得られた溶液を精製後サンプルとした。 
 

Survivin相互作用を標的としたアポトーシス誘導剤スクリーニング系の開発（齋藤・長谷部・前澤・高村・飯田） 75



 
Fig.1 XIAP 発現用ベクターpASⅠ 

 

Fig.2 Survivin 発現用ベクターpACTⅡ 

 
2.5 大腸菌の形質転換 
構築したベクターを増やすためにヒートショック法に

よ り 大 腸菌 への 形 質転 換 を行 った 。 E.coli DH5 
competent cells 100 L を氷上で融解した後、50 L ずつ

に分注し、それぞれに pASⅠ-XIAP および pACTⅡ

-survivin を 1 L 加え、氷上で 60 分間静置した。恒温槽

で 42 ℃、45 秒間インキュベートを行った後、氷上で静

置したサンプルに LB 培地 250 L 加え、37 ℃、1 時間

培養した。培養後の溶液をアンピシリン（100 mg/mL） 20 
L を塗布した LB 寒天培地（Tryptone 10 g/L、Yeast 
Extract 5 g/L、NaCl 10 g/L、Agar 15g/L：1 枚あたり約

20 mL））に、サンプル溶液を 100 L ずつ塗布し 37 ℃で

培養した。 
 
2.6 大腸菌からプラスミド抽出 

アルカリプレップ法を用いて大腸菌に導入したベクタ

ーの抽出を行った。LB 培地（Tryptone 10 g/L、Yeast 
Extract 5 g/L、NaCl 10 g/L））50 mL にアンピシリン（100 
mg/mL ）  50 L と 形質 転 換し た大 腸菌 （pAS Ⅰ

-XIAP/E.coli、pACTⅡ-survivin/E.coli）のシングルコロ

ニーをピックアップして加え、37 ℃で over night で振と

う培養を行い、これを前培養液とした。前培養液 50 mL

全量を遠沈管に移し、遠心（3,300×g、5 min、4 ℃）を

行った後、培地を取り除き、solution 1（50 mM D-グルコ

ース、25 mM Tris-HCl （pH 8.0）、10 mM EDTA）を 2 
mL 加えボルテックスによりペレットを完全に溶解させ

た。Solution 2（0.2 M 水酸化ナトリウム、1 %（w/v） SDS） 
4 mL 加え、転倒混和で混合した後 3 分間氷冷した。

Solution 3（3 M 酢酸カリウム、2 M 酢酸）3 mL 加え、

転倒混和し混合した後 5 分間氷冷した。氷冷後、遠心

（8,200×g、5 min、4 ℃）を行い、白い沈殿物を吸わな

いように溶液だけを新しい遠沈管に移し、RNase 80 L
（100 g/mL）を加え軽く攪拌した後、37 ℃、15 分間

培養した後、フェノール：クロロホルム：イソアミルアル

コール＝25：24：1 を 2 mL 加え、激しく攪拌し遠心（8,200
×g、5 min、4 ℃）した。上清を新しい遠沈管に移しク

ロロホルム 3 mL 加え、遠心（8,200×g、5 min、4 ℃）

した。上清を新しい遠沈管に移し 3 M 酢酸ナトリウム

（pH 5.2）を溶液の 1/10 量、2-プロパノールを溶液と等

量加え、激しく攪拌した後、遠心（8,200×g、20 min、4 ℃）

を行い、上清を除去した。70 %エタノール 8 mL を加え、

遠心（8,200×g、15 min、4 ℃）を行い、上清を除去し

た。10 分間程度風乾させ、TE 100 L を加え、マイクロ

チューブに移した後、分光光度計（ナノドロップ）により

定量し、-20 ℃で保存した。 
 
2.7 酵母の形質転換 

Wild Type の S.cerevisiae BY3913 は YPD 培地（Bacto 
Peptone 10 g/L、Bacto Yest Extract 10 g/L、D-グルコー

ス 20 g/L：1 枚あたり約 20 mL）で培養を行った。酵母

に使用されるベクターは、大腸菌に導入されたベクターを

2.3 で記載したプライマーを用いて PCR を行った後、電

気泳動を行い、目的の分子量との相同性を確認した後に用

いた。 
酵母の形質転換体（pASⅠ-XIAP/ S.cerevisiae、pACT

Ⅱ-survivin/ S.cerevisiae）の作成は酢酸リチウム法を用

いた。YPD 培地 5 mL に S.cerevisiae BY3913 のシング

ルコロニーをピックアップして加え、30 ℃、over night
で振とう培養し、これを前培養液とした。前培養液を YPD
培地 30 mL に OD600=0.1~0.2 になるように前培養液を加

え、OD600=0.4 になるまで 30 ℃で培養を行った（約 4~6 
時間）。培養液の遠心分離（2,000 rpm、5 min、4 ℃）を

行い、培地を除去した。1×TE 2 mL を加え遠心（2,000 
rpm、5 min、4 ℃）をかけた後、溶液を除去した。酢酸

リチウム溶液（終濃度：100 mM Lithium Acetate、5 mM 
Tris HCl (pH 8.0)、0.5 M EDTA）を 2 mL 加え 30 ℃、1 
時間培養した。培養液を遠心（2,000 rpm、5 min、4 ℃）

にかけ、溶液を除去した。構築したベクター 1 L、酢酸

リチウム/グリセロール溶液（終濃度：100 mM Lithium 
Acetate、10 mM Tris HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA、15 %
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（w/v） グリセロール） 300 L、50 %ポリエチレングリ

コール（PEG 6000） 700 L を加え攪拌した後、30 ℃
で 1 時間培養した。その後、30 秒間、卓上遠心機で遠心

を行い、沈殿物を確認後、1×TE 500 L に溶解し選択培

地（2.9 参照）へ 100 L ずつ塗布した。 
 
2.8 酵母のポジティブスクリーニング 

Wild Type の S.cerevisiae BY3913 は YPD 培地で培養

を行うが、形質転換した酵母はベクターのもつ遺伝子配列

に よ り 培 地 の 栄 養 欠 損 を 相 補 さ れ る 。 pAS Ⅰ

-XIAP/S.cerevisiae は TRP 1 を、pACTⅡ -survivin/ 
S.cerevisiae は LEU 2 をそれぞれコードしているため、

前者はトリプトファン（Trp）欠損培地を使用し、後者は

ロイシン（Leu）欠損培地を使用し、セレクションを行っ

た。 
500 mL 作成時の組成は、アミノ酸 drop out mix 0.58 g 

（終濃度：1.159 g/L）、Yeast Nitrogen Base w/o amino 
acid 3.35 g （終濃度：6.70 g/L）を純水で 400 mL に溶

解したものと、別のメディウムビンで D-グルコース 10.0 
g （終濃度：2 %）を純水 100 mL に溶解したものを作成

し、別々にオートクレーブにかけた。炭素源は、アミノ酸

溶液がある程度冷めてから、無菌環境下で加えた。寒天培

地を作る際の Agar の終濃度は 1.5 %に作製した。 
アミノ酸は、アデニン 0.125 g （終濃度：0.019 g/L）、

ウラシル、L-アルギニン、L-アスパラギン酸、L-システイ

ン、L-グルタミン、グリシン、L-（+）-イソロイシン、L-
リシン、L-メチオニン、L-（-）-フェニルアラニン、L（-）
-プロリン、L-セリン、L-トレオニン、L-チロシン、L-バリ

ンはそれぞれ 2.0 g （培地作成時の終濃度：0.076 g/L）
取り、粉末を乳棒と乳鉢ですりつぶし混ぜ合わせたものを、

アミノ酸 drop out mix とした。 
pASⅠ-XIAP/S.cerevisiae を培養の際は、アミノ酸 drop 

out mixにヒスチジン 0.038 g（培地作成時の終濃度：0.019 
g/L）と、ロイシン 0.198 g（培地作成時の終濃度：0.395 g/L）
を加え、-Trp 培地を作成し、酵母を培養した。pACTⅡ
-survivin/ S.cerevisiae を培養の際は、アミノ酸 drop out 
mix にヒスチジンとトリプトファンをそれぞれ 0.038 g
（培地作成時の終濃度：0.019 g/L）加え、Leu 欠損培地

を作成し、酵母を 30 ℃、3 日間培養した。 
 
2.9 酵母のベクター保持の確認 
酵母のプラスミド抽出は、Zymolyase 20T で細胞壁を

分解後、アルカリプレップ法でベクターの抽出を行った。 
遠 沈 管 に 50 mL の 選 択 培 地 を 加 え 、 pAS Ⅰ

-XIAP/S.cerevisiae のシングルコロニーをピックアップ

して加え、30 ℃で約 3 日間、振とう培養を行った。酵母

の分裂による濁度が観察できたら、全量を 50 mL の遠沈

管に移し、遠心 （2,000 rpm、5 min、4 ℃）をかけた後、

培地を除去した。1×TE 2mL を加え、遠心 （2,000 rpm、

5 min、4 ℃）をかけた後、上清を除去した。その後、

zymolyase 溶液（1/15M リン酸緩衝液（pH 7.5） 5 mL、
滅菌水 1 mL、zymolyase -20T 粉末 0.1 mg）を 1 mL 加

え、軽く攪拌し沈殿物を溶解した後、37 ℃で 3 時間振と

うさせながら反応させた。その後は、2.7 と同様のアルカ

リプレップ法を用いてベクターの抽出を行った。その後、

どちらも保持している制限酵素配列である Sal Ⅰで酵素

処理を行い、線状化し 0.7 %のアガロースゲルで確認を行

った。 
 
2.10 タンパク質間相互作用評価法 

出芽酵母の遺伝子は Open reading frame （ORF）の

上流で活性が制御されている。上流プロモーターは TATA 
box を含むコアプロモーターとその上流にある制御領域

（アッププロモーター）に分けられる。アッププロモータ

ーには、転写の活性化に必要な領域が存在し、活性化領域

に活性因子が結合すると転写が活性化し、下流に位置する

TATA box や ORF の転写や翻訳が行われる。Two Hybrid
法（Yeast Two Hybrid System：YTH system）は、出芽

酵母の転写活性化因子 GAL4 を利用したタンパク質相互

作用解析システムである。酵母ツーハイブリッドシステム

では、GAL4 応答性プロモーターの下流にレポーター遺伝

子をもつ酵母宿主株に、GAL4 DNA‐BD（DNA 結合ド

メイン）を融合した Bait （擬似餌）の発現プラスミドと、

GAL4 AD（転写活性化ドメイン）を融合した Prey （餌

食）の発現ベクターを導入する。酵母中で Bait と Prey
のタンパク質が相互作用すると、GAL4 転写活性が再構成

され、下流のレポーター遺伝子が発現する。レポーター遺

伝子の発現を選択培地での生育やレポーター活性により

検出し、タンパク質‐タンパク質間相互作用解析を行った。

S.cerevisiae BY3913 はレポーター遺伝子に HIS3 と

Lac-Z の配列を持つため、pASⅠの TRP 1 と pACTⅡの

LEU 2 によるトリプトファン、ロイシン欠損培地に加え、

ヒスチジンの欠損と 2 % X-gal 50 L を培地に添加する

ことによって、Two Hybrid 法によるタンパク質間相互作

用の検出を行った。 
 

 結果および考察

3.1 RNA の抽出結果 
HepG2 の細胞(①、②)から RNA を抽出後、電気泳動を

行った結果を Fig.3 に示す。泳動した結果、いずれのサン

プルからも、28S RNA、18S RNA、5S RNA のバンドが

確認できたため、total RNA が抽出できたと考え、この中

に mRNA が含まれているとし実験を進めた。その後、逆

転写反応を行い、遺伝子発現の評価を行った。 
 

Survivin相互作用を標的としたアポトーシス誘導剤スクリーニング系の開発（齋藤・長谷部・前澤・高村・飯田） 77



 

Fig.3 RNA の電気泳動結果 

M：λ-HindⅢ digest、①、②HepG2 の RNA 抽出し電

気泳動を行った結果 

 
3.2 Survivin および XIAP 遺伝子発現の確認 

3.1 において、抽出した total RNA から逆転写反応を行

い、cDNA を作製した後、当該サンプルに対して、

survivin(S)の増幅配列と XIAP(X)の増幅配列による PCR
を 4 本ずつ行った結果を Fig.4 に示す。また、ポジティブ

コントロールとして、ハウスキーピング遺伝子の

GAPDH(G)を、共に泳動した。泳動の結果、Survivin の

目的分子量は 429 bp、確認されたバンドの推定分子量は、

405 bp であった。また、XIAP の目的分子量は、1494 bp
であり、確認されたバンドの推定分子量は 1462 bp であ

った。どちらも、目的分子量付近にバンドが確認でき、遺

伝子の発現確認ができた。 
 
 

 

Fig.4 cDNA を survivin と XIAP のプライマーで

PCR 後の泳動結果 
M:100bp DNA Ladder、N:ネガティブコントロール、

S:survivin の PCR 産物、X:XIAP の PCR 産物、G:GAPDH
の PCR 産物 
 
3.3 シークエンシングによる配列の確認 

DNA シークエンサーで配列解析を行った。シークエン

シングで得られた Survivin の配列 (429 bp)と XIAP の配

列（1494 bp）は、Ensmble のデータベースと比較した結

果、100 %の一致を示した。このことから、survivin およ

び XIAP の配列の信頼性が確認できた。 
 

3.4 ベクター構築の確認 
3.2 で確認できたそれぞれの ORF 配列に対して、

In-Fusion 反応によりベクター構築後、同一の Survivin
（S）および XIAP（X）のサンプル 2 つに対し、PCR を

行い電気泳動による確認を行った結果を Fig.5 に示す。

Survivin の PCR 産物を泳動したものを A、XIAP を泳動

したものを B に示す。使用したプライマーは、次の工程

の In-Fusion 反応に必要とされる、ORF の配列の 5’-およ

び-3’末端に+15 bp されたものであり、survivin の目的分

子量は 459 bp、XIAP の目的分子量は 1524 bp である。

泳動の結果、survivin は 441 bp、XIAP は 1592 bp にバ

ンドが確認できた。どちらも目的分子量付近に近いことか

ら、それぞれベクター構築に必要な DNA の増幅の確認が

できた。 

 
Fig.5 In-Fusion 用のプライマーで PCR 後の泳動結

果 
M:100 bp DNA Ladder、 
（A）S：インサート用 survivin ORF の PCR 産物 
（B）X：インサート用 XIAP ORF の PCR 産物 
 
3.5 大腸菌のベクター保持の確認 
3.5.1 ベクターの制限酵素処理による確認 

3.4 の結果を受け、pACTⅡを BamHⅠで処理、pAS1
を NcoⅠで処理し線状化後、In-Fusion 反応により、pACT
Ⅱ-survivin と pAS1-XIAP のベクター構築を行った。構

築後、Escherichia coli DH5 competent cells の形質転換

を行った。それぞれの形質転換株をアルカリプレップ法で

プラスミドを抽出した後、Fig.6 の A には pACTⅡ(①)、
pACTⅡ-survivin（②）は EcoRⅠで制限酵素処理したも

のを、B には pAS1 (①)、pAS1-XIAP（②）は BamHⅠ

で制限酵素処理を行い、電気泳動を行った結果を示す。目

的分子量は、pACTⅡが 7550 bp、pACTⅡ-survivin が

7979 bp、pAS1 が 7100 bp、pAS1-XIAP が 8594 bp であ

る。泳動の結果、pAS1 は 7422 bp、pAS1-XIAP は 8008 
bp、pACTⅡは 7032 bp、pACTⅡ-survivin は 8547 bp に

バンドが確認できたため、構築したベクターである pACT
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Ⅱ-survivin および pAS1-XIAP は、インサートを保持し

ていることが示唆された。このことから、Two Hybrid に

応用できるベクターが構築できたことが確認出来たため、

この構築ベクターを S.cerevisiae BY3913 の形質転換に

用いた。 

 

Fig.6 ベクターの制限酵素処理後電気泳動図 
M：1000 bp DNA Ladder、 
（A）①：pACTⅡ、②：pACTⅡ-survivin 
（B）①：pASⅠ、②：pASⅠ-XIAP 
pACTⅡは BamHⅠ、pAS1 は NcoⅠで制限酵素処理を行

い空ベクターとインサートが挿入されたサンプルを比較

することで、ベクター構築の確認を行った。 
 
3.6 酵母のポジティブセレクション 

3.5 の結果から、構築ベクターを S.cerevisiae BY3913
に酢酸リチウム法で形質転換し、pAS1-XIAP/S.cerevisiae 
(A)を -Trp 培地、pACTⅡ-survivin/S.cerevisiae（B）を

-Leu 培地で 4 日間、30 ℃で培養した結果を Fig.7 の A, B
に示す。観察の結果、それぞれコロニーの形成が確認出来

たため、酵母のベクター保持が示唆され、栄養選択性によ

る酵母のセレクションが可能であることが確認できた。 

 

Fig.7 栄養欠損培地で形質転換酵母を 4日間培養した

結果 
（A）pAS1-XIAP/S.cerevisiae 
（B）pACTⅡ-survivin/S.cerevisiae 
 
3.7 酵母のベクター保持の確認 
形質転換された pAS1-XIAP/S.cerevisiae からプラスミ

ド抽出を行い、3.2 と同様の条件で PCR を行った後、電

気泳動を行った結果を Fig.8 に示す。泳動したサンプルは、

コントロール（N）として、TE を PCR したものと、

pAS1-XIAP/S.cerevisiae の違うシングルコロニーをピッ

クアップし、プラスミド抽出後、PCR した(X①～④)を泳動

した。泳動した結果、X④で 1476 bp の目的分子量である

1494 bp と近いバンドが確認出来たため、使用した菌を培

養後、Bait ベクター保持した酵母として、Two Hybrid に

応用することとした。 

 
Fig.8 pAS1-XIAP/S.cerevisiae の PCR 後の電気泳動

結果 
M：100~200 bp wide range、N：TE、X①~④：酵母から

プラスミド抽出後 ORF のプライマーを用いて PCR 反応

を行った。X①～X④まで同 Dish 中の異なったシングルコ

ロニーからのプラスミド抽出を行った。 
 
3.8 Yeast Two Hybrid の構築 

3.7 の結果から、形質転換酵母の Biat ベクターの

pAS1-XIAP 保持が確認出来たため、Prey ベクターである

pACTⅡ-survivin を形質転換し Two Hybrid 法により

survivin と XIAP の相互作用を調べた。形質転換後、-Trp, 
-Leu, -His SG 培地で、30℃、7 日間培養した結果を左側

の Fig.9 (A)に示す。観察の結果、酵母のコロニーが観察

で き た た め 、 pACT Ⅱ -survivin は pAS1-XIAP 
/S.cerevisiae に形質転換されている。その結果、survivin
と XIAP の相互作用し、レポーター遺伝子である HIS3 の

転写活性化によりヒスチジンが合成されたことが示唆さ

れた。また、このシングルコロニーをピックアップし、

X-gal を添加した YPD 培地に塗布し、30℃、4 日間培養

した結果を、右側の Fig.9 (B)に示す。観察の結果、酵母

のコロニーは青色に着色しており、レポーター遺伝子であ

る LacZ コードのガラクトシダーゼによる X-gal の分解

がされたためであると考えられる。このことからも、Two 
Hybirid 法による survivin と XIAP の相互作用の確認が

出来たため、当該タンパク質の相互作用阻害剤スクリーニ

ング系に応用できることが示唆された。 
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Fig.9 形質転換した酵母のTwo Hybrid構築時の酵母の観  
察 

（ A ） pAS1-XIAP/pACT Ⅱ -survivin /S.cerevisiae を

-Trp,-Leu,-His SG 培地で培養したシャーレ 
（B）pAS1-XIAP/pACTⅡ-survivin /S.cerevisiae のシン

グルコロニーを X-gal を添加した YPD 培地で培養したシ

ャーレ 
 

 まとめ

survivin と XIAP のタンパク質の相互作用を阻害する

物質を酵母 two-hybrid 法を用いてスクリーニングするた

めの簡便な評価系の構築を行うことができた。本システム

を用いることにより、survivin と XIAP との結合部を特異

的に阻害した物質が、アポトーシスを誘導することにより、

副作用の小さな抗がん剤を開発につながることが示唆さ

れた。 
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