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1. まえがき 

 

がんは 1981 年以降、日本人の死因の第一位を占めてお

り、現在では全死亡者の 25％以上を占めている 1)。国際的

に見ても、多くの国においてがんは死因の上位に位置して

おり 2)、科学技術が進歩した今日においても解決すべき課

題である。近年 Hanahan と Weinberg によって、がん化の

過程に伴う 10 種類の生体内（細胞内）変化が提唱された
3)。本来我々の体内では、発生したがん細胞に対して悪性

化を抑制する仕組みが働いているが、がん細胞は自らを正

常細胞とは異なる形態へと変化させることで、がんの抑制

プロセスをクリアしているものと考えられる。本研究では、

がん細胞が持つ 10 の特徴の 1 つである「細胞死への抵抗

性」に着目し、その形質を司る遺伝子及びタンパク質を標

的としている。 
DNA が環境や内因性物質により DNA に損傷を受ける

と、チェックポイント機構により細胞周期が停止され

DNA 修復が行われるが、重度の損傷で修復困難の場合に

はアポトーシスが誘導され異常な細胞を除去する 4),5)。ア

ポトーシスはカスパーゼの連続的な活性化カスケードに

よって媒介されることが報告されている 6)。DNA 損傷刺

激を受け取ると、シグナル伝達因子がアポトーシス誘導因

子 p53 へ伝達され、アポトーシスが誘導される 7)。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、
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Abstract 
 

Apoptosis is a type of death that occur in multicellular organisms as a programmed cell death, and it is 
necessary to keep an individual development and homeostasis. If DNA is damaged in cells, the DNA will 
be repaired. However, if the irreparable damage occurs, the cells will induce apoptosis. One of the basic 
characteristics of cancer is having resistance to apoptosis, and the function of the apoptosis is suppressed 
in many kinds of cancer cells. Survivin is a member of the Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP) family. It 
is hardly expressed in normal cells but is known to be highly expressed in many cancer cells. It is also 
known that Survivin interacts with HBXIP (Hepatitis B X-interacting protein) and the complex inhibit 
apoptosis in many tumor cells. Therefore, inhibition of interaction of Survivin and HBXIP will become a 
new target of apoptosis induction to tumor cells. 

In this study, we developed an evaluation system of interaction of Survivin-α and HBXIP based on a 
Two-Hybrid method. Survivin-α and HBXIP were respectively inserted into the pACTII and pAS1 
vector, and the two vecters were introduce into Saccharomyces cerevisiae BY 3913. Growth of 
transformed yeast in 3-AT assey suggested that two vectors were introduced into the yeast and that 
Survivin and HBXIP were interacted. In addition, we developed an evaluation method of 
Survivin-HBXIP interaction by β-galactosidase activity of the Two-Hybrid system. Our method will be 
applicable to screening method for apoptosis inducer against tumor cells. 
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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 の放出を促進する。放出されたシトクロム c はカスパ

ーゼ 9 や Apaf1 と複合体を形成後、カスパーゼ 9 を活性化

し、カスパーゼ 3 へとシグナルを伝える。このカスパーゼ

3 がアポトーシスの実行因子となり、細胞内のタンパク質

を切断することによって、アポトーシスが起こると考えら

れている 8)。 
 アポトーシスを阻害するタンパク質は、多くのがん細胞

で過剰発現していることが知られており、その内の 1 つが

Survivin である。Survivin は IAP（Inhibitor of apoptosis 
protein）ファミリーに属するタンパク質である 9)。正常細

胞では、Survivin のタンパク質発現はほとんど見られない

が、がん細胞においては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。

Survivin は 4 つのエキソンと 5 つのイントロンを持ってい

る。Survivin は 10 種類のスプライシングバリアントが存

在しており、そのうちの 7 種類（Survivin-α, 2B, Delta-Ex3, 
3B, SI, 3α, 2α）は機能がわかっている 10,11)。そのなか

でも 4 つ全てのエキソンからなる Survivin-αが主転写物

であり、最も一般的な形態である。ヒトの Survivin-αは 142
アミノ酸（NCBI ID：CR541740）であり、16~88 番目のア

ミノ酸に BIR（Baculovirus IAP Repeat）ドメインを１つ持

つ。この BIR ドメインに、同じ IAP ファミリーに属する

XIAP（X-linked inhibitor of apoptosis protein）が結合し、ア

ポトーシスを抑制することが知られている 12)。XIAP の他

にも、Survivin は HBXIP とも相互作用することがわかっ

てきた。HBXIP は当初、B 型肝炎ウイルスが有する X タ

ンパク質（HBx）との相互作用するタンパク質として同定

され 13)、現在までに様々な種類のがんで高発現が報告さ

れている 14)。HBXIP は Survivin と相互作用し複合体を形

成する。その Survivin-HBXIP 複合体は pro-Caspase 9 に結

合し、アポトーシスを選択的に抑制する 15),16)。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
17)。 

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。よって、Survivin は多くのがん治

療における抗がん剤のターゲットとして有効であるとい

えるが、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、副作用として現れる可能性がある。

そのため、Survivin の 2 つの機能（アポトーシス抑制と有

糸分裂）のうち、アポトーシス抑制のみを特異的に阻害す

ることで、がん細胞のアポトーシス誘導型で人体への副作

用が少ない抗がん剤開発に繋がると考えられる。本研究で

は、Survivin と HBXIP の相互作用を評価する系として酵

母ツーハイブリッド法をベースに構築することを目的と

している。この活性を指標に相互作用を阻害する物質のス

クリーニングを行うことにより、アポトーシス誘導型の抗

がん剤のリード化合物を得ることが期待できると考えて

いる。 

2. 実験装置および測定方法 

 

2-1.  試薬及び装置 

Survivin-α および HBXIP の遺伝子は、ヒト肝がん細胞

（HepG2）からクローニングした。本実験で用いたプライ

マーは全て Eurofins Genomics K.K.（Tokyo、Japan）から購

入した。Escherichia coli DH5α 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、DNA の切断に用いた制限酵素 BamHⅠ及び

NcoⅠは TaKaRa Bio Inc.（Shiga、Japan）より購入した。PCR
産物の精製に用いた QIAquick Gel Extraction Kit は

QIAGEN K.K. （Tokyo Japan）から購入した。シーケンス

解析に用いた BigDye Terminator v1.1, v3.1 5X Sequencing 
Buffer、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 は

Applied Biosystems（Waltham, USA）を用いた。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）
は大阪大学から購入した。LB 培地 Miller、LB 寒天培地

Miler、3-amino-1,2,4-triazole、Zymolyase®-20T、アミノ酸

は NACALAI TESQUE, INC.（Kyoto、Japan）より購入した。

o-ニトロフェニル-β-D-ガラクトピラノシド（ONPG）、D-
グルコースは Wako Pure Chemical Industries（Osaka、Japan）
より購入した。Yeast nitrogen base w/o amino acids、Bacto™ 
Peptone 、BACTO™ Yeast Extract Extract of Autolysed Yeast 
Cells は Becton, Dickinson and company Difco（Tokyo、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

ドを購入し使用した。形質転換酵母の培養に用いた SC 培

地の組成は、0.67 % Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino 
Acids、2 %グルコース、0.076 g/L [arginine, cysteine, lysine, 
threonine, aspartic acid, isoleucine, methionine, phenylalanine, 
proline, serine, tyrosine, valine, glutamine, glycine, uracil, 
tryptophan, histidine]、0.019 g/L adenine、0.395 g/L leucine
であり、形質転換酵母の選択マーカーに応じて、適宜アミ

ノ酸を除いた SC 選択培地を使用した。また、寒天培地の

際は、上記の組成に 1 %寒天末を加えて作製した。 
また、サーマルサイクラーは FTGENE-Y2（TECHNE、

Staffordshire、UK)を用いた。ゲル撮影機は CHEMI DOC 
XRS（Bio-Rad Laboratories、Hercules、USA）、エレクトロ

ポレーターは MicroPulser（Bio-Rad Laboratories、Hercules、
USA）、紫外可視分光光度計は V-550（JASCO Corporation、
Tokyo、Japan）を使用した。 
 
2-2.  HBXIPのクローニング 

HepG2細胞の cDNAを鋳型として PCRにてHBXIP ORF
の増幅を行った。PCR チューブに、10×EX Taq Buffer 2 µL、
dNTP Mixture 1.6 µL、Fw Primer 1.0 µL、Re Primer 1.0 µL Ex 
Taq polymerase（H.S.） 1.0 µL、D2W 11.4 µL、cDNA 溶液

2 µL を加え、PCR 反応溶液を作製した。ネガティブコン

トロールとして cDNA の代わりに D2W を用いて行った。

プライマーは HBXIP-ORF-Fw（5’-ATGGAGGCGACCTTG 
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A-3’）、HBXIP-ORF-Rv（5’-TTAAGAGGCCATTTTGTGCA 
-3’）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）、50 ℃ 30 sec （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）で増幅反応は 35 サイク

ル行った。反応後、2.5 %アガロースゲルで確認を行い、

バンドの切り出し及び QIAquick Gel Extraction Kit による

精製を行った。 
 また、シーケンス解析による配列の確認を行った。シー

クエンス解析用の溶液を得るために、PCR による蛍光色

素の付加反応を行った。PCR チューブに D2W 3.3 µL、抽

出プラスミド 3.2 µL、BigDye Terminator v1.1, v3.1 5X 
Sequencing Buffer 1.5 µL、BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing RR-100 1 µL、プライマー 1 µL を加え、蛍光色

素付加反応溶液を作製した。プライマーは上記に示した

HBXIP-ORF を使用し、Fw プライマーと Re プライマーは

個別に反応させた。反応条件は、96 ℃ 2 min 反応を行った

後、96 ℃ 10 sec、50 ℃ 5 sec、60 ℃ 4 min を 35 サイクル

行い、4 ℃で保存した。反応後、精製を行うために、精製

用 96 穴プレートに PCR 産物を全量移し、Agencourt 
CleanSEQ を 10 µL 加えた。さらに 85 %エタノールを 42 µL
加えピペッティングし、磁気プレート上に置き 5 分間静置

した。5 分後に上清を廃棄し、100 µL の 85 %エタノール

を加え 30 秒静置し上清を廃棄する操作を 2 回行った。磁

気プレートから外した後 10 分間風乾させ、D2W を 40 µL
加え 10 分間静置した。その後、上清 30 µL をシークエン

シング用 96 穴プレートに移し配列解析を行った。 
 
2-3.  Survivinのクローニング 

本研究でクローニングのターゲットとする遺伝子は

Survivin-α である。Survivin アイソマーはスプライシング

バリアントに因るものと考えており、開始コドンや終止コ

ドン側は非常に類似した配列であるため、正常な PCR で

はSurvivin-αのみを特異的に増幅することは困難であった。

そのため本研究では、Overlap Extension PCR(OEPCR)を用

いた Survivin-α の特異的な増幅を行った。この OEPCR の

概略図を Fig. 1 に示す。 
はじめに、3 組のプライマーを用いた Primary PCR によ

って、目的となる Survivin-α を Target A、Cassette、Target B
の 3 領域を増幅した。PCR チューブに、10×EX Taq Buffer 2 
µL、dNTP Mixture 1.6 µL、Fw Primer 1.0 µL、Rv Primer 1.0 
µL、 Ex Taq polymerase（H.S.） 1.0 µL、D2W 11.4 µL、cDNA
溶液 2 µL を加え、PCR 反応溶液を作製した。ネガティブ

コントロールとして cDNA の代わりに D2W を用いて行っ

た。ここで用いるプライマーは Survivin-α に特異的な配列

から増幅するように設計し、各断片の末端には隣り合う断

片と相補的になるように付加した。使用したプライマーの

配列は、Target A （Fig. 1 の a及び b, Fw:5’-ATGGGTGCCC 
CGACGTTG-3’、Rv:5’-CAGAAGAAACACTGGGCCAAGT 
CTGGC-3’）、Cassette（ Fig. 1 の c 及び d, Fw:5’-GGCCCA 
GTGTTTCTTCTGCTTCAAGGA-3’、Rv:5’-TCAAATTCTTT 

Fig. 1 OEPCR の概略図 
 
CTTCTTATTGTTGGTT-3’）、Target B（Fig. 1 の e 及び f, 
Fw:5’-TAAGAAGAAAGAATTTGAGGAAACTGT-3’、Rv:5’- 
TCAATCCATGGCAGCCAG-3’）である。反応条件は、94 ℃ 
1 min （初期熱変性）、94 ℃ 30 sec （増幅：熱変性）、55 ℃ 
30 sec（target A）, 50 ℃ 30 sec（cassette, target B）（増幅：

アニーリング）、72 ℃ 1 min （増幅：伸長反応）、72 ℃ 1 min 
（最終伸長反応）、4 ℃ ∞ min（保存）で増幅反応は 35 サ
イクル行った。反応後、4.0 %アガロースゲルで確認を行

い、バンドの切り出し及び QIAquick Gel Extraction Kit に
よる精製を行った。 

次に、得られた 3 種類の Primary PCR 産物（Target A, 
Cassette, Target B）をモル比が等量になるように混合し、

Survivin-α の全長を増幅するプライマーを用いて Ligation 
PCR を行った。PCR チューブに、10×EX Taq Buffer 2 µL、
dNTP Mixture 1.6 µL、Fw Primer 1.0 µL、Re Primer 1.0 µL Ex 
Taq polymerase（H.S.） 1.0 µL、D2W 11.4 µL、3 種類の

Primary PCR 産物（Target A, Cassette, Target B）を等量混合

した溶液 2 µL を加え、PCR 反応溶液を作製した。ネガテ

ィブコントロールとして、Primary PCR 産物を等量混合し

た溶液の代わりに、D2W を用いて行った。プライマーは

上記に示した Target A の Fw プライマー（Fig. 1 の a）と

Target B の Rv プライマー（Fig. 1 の f）を使用した。反応

条件は、94 ℃ 1 min （初期熱変性）、94 ℃ 30 sec （増幅：

熱変性）、55 ℃ 30 sec （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、増幅反応は 35 サイクル行った。反応後、

2.0 %アガロースゲルで確認を行い、バンドの切り出し及

び QIAquick Gel Extraction Kit による精製を行った。また、

シーケンス解析による配列確認を行った。プライマーは

Ligation PCR と同じものを用いて、同様の条件で行った。 
 
2-4.  発現用ベクターの構築 

はじめに、In-Fusion に用いるためのベクターの線状化

を行った。pAS1 ベクターは NcoI、pACTII は BamHI を用
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いて制限酵素処理した。マイクロチューブに pAS1 ベクタ

ーにおいては、D2W 76 µL、10×K buffer 10 µL、BSA 10 µL、
NcoI 5 µL、pAS1 溶液 1 µL を混合、pACTII ベクターにお

いては D2W 76 µL、10×K buffer 10 µL、BamHI 5 µL、pACTII
溶液 1 µL を混合し、オーバーナイトで制限酵素処理によ

る線状化を行った。その後アガロースゲル電気泳動を行い、

バンドの切り出し及び QIAquick Gel Extraction Kit による

精製を行った。 
次に、In-Fusion 用に用いるために、HBXIP ORF 及び

Survivin-αORF の末端への 15 塩基の付加反応を行った。 
PCR チューブに、10×EX Taq Buffer 2 µL、dNTP Mixture 1.6 
µL、Fw Primer 1.0 µL、Re Primer 1.0 µL Ex Taq polymerase 
（H.S.） 1.0 µL、D2W 11.4 µL、cDNA 溶液 2 µL を加え、

PCR 反応溶液を作製した。ネガティブコントロールとし

て cDNA の代わりに D2W を用いて行った。プライマーに

は、HBXIP（In-Fusion）（Fw:5’-GGTCATATGGCCATGATGG 
AGGCGACCTTGGA-3’、Rv:5’-CCCGGGGCCTCCATCTTA 
AGAGGCCATTTTGTGCA-3’）、Survivin（In-Fusion）（Fw:5’- 
GAGGCCCCGGGGATCGGTGCCCCGACGTTG-3’、Rv:5’-C 
TTCGAATTCGGATCATCCATGGCAGCCAG-3’ ）を使用し

た。反応条件は、94 ℃ 1 min （初期熱変性）、94 ℃ 30 sec 
（増幅：熱変性）、62 ℃ 30 sec（HBXIP ORF）,60 ℃ 30 sec
（Survivin-α ORF）（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、増幅反応は 35 サイクル行った。その後アガ

ロースゲル電気泳動を行い、バンドの切り出し及び精製を

行った。 
 次に、作製した線状化ベクター1 µL と In-Fusion 用のイ

ンサートの溶液 2 µL を混合し、5×In-Fusion Enzyme Premix 
2 µL、D2W 5 µL を加え、50 ℃で 15 分間 In-Fusion 反応を

行った。これにより、Fig. 2 に示す pAS1-HBXIP および、

Fig. 3 に示す pACTII-Survivin を構築した。 
 

 
Fig. 2 pAS1-HBXIP 

 

 

Fig. 3 pACTII-Survivin 

 

2-5.  大腸菌への形質転換及びインサート保持の確認 

 構築したベクターを増やすために、ヒートショック法を

用いて pAS1-HBXIP 及び pACTII-Survivin-α をそれぞれ大

腸菌 DH5α 株に形質転換した。LB+Amp 寒天培地に 100 µL
ずつ塗布し、37 ℃で培養した。 

次に、得られた形質転換体からアルカリミニプレップ法

を用いてプラスミドを抽出した。この抽出したプラスミド

に対して、PCR によるインサート保持の確認を行った。

PCR チューブに、10×EX Taq Buffer 2 µL、dNTP Mixture 1.6 
µL 、 Fw Primer 1.0 µL 、 Re Primer 1.0 µL Ex Taq 
polymerase(H.S.) 1.0 µL、D2W 11.4 µL、プラスミド抽出溶

液 2 µL を加え、PCR 反応溶液を作製した。ネガティブコ

ントロールとして、プラスミド抽出溶液の代わりに D2W
を用いて行った。プライマーは、2-2 に示した HBXIP-ORF
と 2-3 に示した Survivin_human_ORF を使用した。反応条

件は、2-2 および 2-3 の Ligation PCR 時と同様に行った。

その後、電気泳動によってインサート保持の確認を行い、

バンドの切り出し及び QIAquick Gel Extraction Kit による

精製を行った。 
また、シーケンス解析による配列の確認を行った。プラ

イマーは 2-2 に示した HBXIP-ORF と 2-3 に示した

Survivin_human_ORF を使用し、2-2.に示した方法と同様に

行った。 
 
2-6. 酵母への形質転換 

 2-5. で抽出したプラスミドを酵母 Saccharomyces 
cerevisiae BY3913 に形質転換を行った。本研究で作製する

形 質 転 換 酵 母 を Fig. 4 に 示 す 。 pAS1-HBXIP と

pACTII-Survivin を持つ形質転換体の他に、レポーター遺

伝子の発現が、Survivin と HBXIP の相互作用によるもの

であることを確かめるために、コントロールとなる 3 種類

の形質転換体も作製した。 
Saccharomyces cerevisiae BY3913 を 5 mL の YPD 液体培

地で、30 ℃、12 時間培養した。培養液を遠沈管に全量移

 

 

神奈川工科大学研究報告　B‐46（2022）44

pASl-HBXIP 
7.37kbp 

HBXIP GAL4 

2 micron 

-TRP1 

＼ 
ADH 

Primoter 

ORF DNA Binding Domain 

ADH-
Primoter 

Amp・

pACTII-Survivin 
7.98 kbp 

Survivin 
ORF GAL4 

Activation Domain 

2 micron 



Fig. 4 形質転換体作製の概略図 
 
し、遠心（3,000×g、5 min、4 ℃）を行った。上清を破棄

し、1 M ソルビトールに懸濁し、遠心（3,000×g、5 min、
4 ℃）を行い、上清を破棄する洗浄操作を 3 回行った。洗

浄後のペレットを 1 mL の 1 M ソルビトールに懸濁し、

500 µL ずつ 2 本のマイクロチューブに分注した。遠心

（14,000×g、10 sec、4 ℃）を行い、上清を破棄した。そ

れぞれのマイクロチューブに 50 µL の 1 M ソルビトール

を加え懸濁し、40 µL ずつ別々のエレクトロポレーション

用キュベットに分注した。各マイクロチューブに残った

10 µL の懸濁液はネガティブコントロールとして用いた。

各キュベットにベクター溶液（各100 ng/µL）を1 µL加え、

1.5 kV、5 msec の電気刺激を与えた。各キュベットに 360 
µL の 1 M ソルビトールを加え再懸濁し、SC 選択培地に

100 µL ずつ塗布し、30 ℃で培養した。 
 
2-7.  3-ATアッセイ 

2-6.で作製したpAS1-HBXIPとpACTII-Survivin-αを共発

現させた酵母は、Fig. 5 に示すように、HBXIP と Survivin-α
が相互作用すると、酵母のゲノム上の binding domain より

下流の転写が活性化され、HIS3 が発現する。そのため酵

母ツーハイブリッドシステムにおいて、HIS3 はヒスチジ

ン欠損培地におけるセレクションマーカーとして機能す

る。この性質を利用し、HIS3 に対するレポーターアッセ

イである 3-amino-1,2,4-triazole（3-AT）アッセイを行った。

3-AT はヒスチジンの生合成を阻害する物質である。酵母

ツーハイブリッド法においてヒスチジンの生合成能力は

偽陽性よりも陽性の方が強くなるため、偽陽性のヒスチジ

ン合成抑制が可能な濃度の 3-AT を添加すると、陽性の酵

母のみが生育することができる。 
Survivin 25 mM、50 mM、75 mM、100 mM の 3-AT 溶液

を調製した。SC 寒天培地溶液 155 mL、D-グルコース溶液

40 mL、各 3-AT 溶液 5 mL を混合し、3-AT アッセイ用寒

天培地（-Leu、Trp、His、+Glu）を作成した。作成した培

地を 4 区画に分け、偽陽性株 3 種と陽性株 1 種をストリー

キングし、30 ℃にて約 1 週間の培養を行い、HBXIP と

Survivin-α の相互作用を確認した。 

 

Fig. 5 ツーハイブリッド酵母による HIS3 発現の概略図 
 

2-8. β-galactosidaseアッセイ 

pAS1-HBXIP と pACTII-Survivin-α を共発現させた酵母

は、Fig. 6 に示すように、HBXIP と Survivin-α が相互作用

により LacZ が発現する。この LacZ に対して、レポータ

ーアッセイである β-galactosidase アッセイを行った。 
野生型酵母および形質転換体 4 種類を OD600 が 1.0 程

度になるまで培養した。各培養液をマイクロチューブに 1 
mL 取り、遠心（12000 rpm、4 ℃、1 min）を行い、ペレッ

トを得た。上清を除去し、1 mL の Z-buffer（62 mM リン

酸水素二ナトリウム・12 水、38 mM リン酸二水素ナトリ

ウム二水和物、10 mM 塩化カリウム、1 mM 硫酸マグネ

シウム七水和物、0.27 % 2-メルカプトエタノール）に懸濁

させ、同様に遠心分離、上清の除去を行った。再び 1 mL
の Z-buffer に懸濁させ、30 ℃で 5 分間静置した。Zymolyase
（10 mg/mL）を 100 µL 加え、35 ℃で 20 分間処理した。

200 µL の ONPG 溶液（4 mg-ONPG/mL-Z-buffer）を加え、

30 ℃で 2 時間反応させた。420 nm での吸光度を測定し、

酵素活性を算出した。 
 

Fig. 6 ツーハイブリッド酵母による LacZ 発現の概略図 
 
3. 結果及び考察 

 

3-1. HBXIP ORFのクローニング 

HepG2 細胞由来の cDNA を用いて、PCR で HBXIP ORF
を増幅後、電気泳動を行った結果を Fig. 7 に示す。 

レーン③において検出されたバンドは単一であり、

HBXIP ORF の目的分子量 273 bp と近似する値が算出され

たことから、HepG2細胞のcDNAからPCRによってHBXIP 
ORF が増幅されたことが確認できた。また、シーケンス

解 析 の 結 果 、 NCBI に お け る HBXIP の 配 列

（ACCESSION:CR542130）と、作製した PCR 産物の配列
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が 100%一致した。 
 

Fig. 7 HBXIP ORF の電気泳動結果 
① :100bp DNA Ladder、② :ネガティブコントロール、

③:HBXIP ORF 
 
3-2.  Survivinのクローニング 

3 組のプライマーを用いた Primary PCR によって、目的

となる Survivin-αの全長を Target A、Cassette、Target B の

3 領域として増幅し、電気泳動した結果を Fig. 8 に示す。 
Target A、Cassette、Target B の目的分子量はそれぞれ 179 bp、
213 bp、79 bp であり、各レーンに目的分子量付近のバン

ドが検出された。このことから、HepG2 細胞の cDNA か

ら各フラグメントが増幅されていることが示唆された。 
 

Fig. 8 Primary PCR 産物の電気泳動結果 
①: f×174 Hae III digest、②,⑤,⑧:ネガティブコントロール、

③,④:Target A、⑥,⑦:Cassette、⑨,⑩:Target B 
 
 次に、上記で得られた各断片をモル比が等量になるよう

に混合し、Survivin-α全長を増幅するプライマーを用いて

Ligation PCR を行った。Ligation PCR 後の電気泳動結果を

Fig. 9 に示す。 
 

Fig. 9 Ligation PCR 産物の電気泳動結果 
①: 100bp DNA Ladder、②:ネガティブコントロール、

③:Ligation PCR 産物 
 

レーン③においてバンドが単一で検出され、Survivin-α
の目的分子量である 429 bp と一致したことから、Ligation 
PCRによってSurvivin-αが特異的に増幅されたことが確認

できた。また、シーケンス解析の結果、NCBI における

Survivin-α/ORF の配列（ACCESSION:CR541740）と、

Ligation PCR 産物が 100%一致した。 
 

3-3.  形質転換大腸菌におけるインサート保持の確認 

In-Fusion に よ っ て 作 製 し た pAS1-HBXIP 及 び

pACTII-Survivin-αを大腸菌 DH5α株に形質転換した。作製

した各形質転換大腸菌からプラスミドを抽出し、PCR を

行った後の電気泳動結果を Fig. 10 に示す。 
各抽出プラスミド由来の PCR 産物において、HBXIP 及

び survivin-a の目的分子量付近にバンドが検出された。ま

た、NCBIにおけるHBXIP の配列（ACCESSION:CR542130）
及び survivin-α/ORF の配列（ACCESSION:CR541740）と、

構築した各ベクターからの PCR 産物のシークエンス解析

結果が 100%一致した。よって、 pAS1-HBXIP 及び

pACTII-Survivin-αが構築されていることが示唆された。 
 

Fig. 10 インサート保持確認の PCR 後の電気泳動結果 
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3-4.  酵母ツーハイブリッドシステムの構築 

3-3.の結果より、pAS1-HBXIP と pACTII-Survivin-α が構

築できたため、構築したベクターを Saccharomyces 
cerevisiae BY3913 に形質転換した。Fig. 4 に示すように、4
種類の形質転換体を作製し、選択培地で培養したところ、

全ての形質転換体が生育を示したことから、いずれの形質

転換体にも二つのベクターが導入されていることが示唆

された。しかし、ヒスチジンを欠損させた培地においても、

全ての形質転換体が生育したことから、コントロールにお

いてもレポータータンパク質が発現しており、偽陽性を示

していることが示唆された。 
そのため、HIS3 に対するレポーターアッセイである

3-AT アッセイを行った。酵母ツーハイブリッド法におい

て、ヒスチジンの生合成能力は偽陽性よりも陽性の方が強

くなることから、偽陽性のヒスチジン合成を抑制できるだ

けの 3-AT を添加することで、全体のバックグラウンドが

下がり、陽性の酵母のみが生育できる。この 3-AT 試験の

結果を Fig. 11 に示す。 
4 区画の概要は、左上が pAS1/pACTII（1,II）、右上が 

pAS1/pACTII-Survivin-α（1,II-S）、左下が pAS1-HBXIP/pAC 
TII （ 1-H,II ）、 右 下 が pAS1-HBXIP/pACTII-Survivin-α
（1-H,II-S）を形質転換したものであり、右下の陽性の形

質転換体以外は本来相互作用しない偽陽性の形質転換体

となっている。3-ATアッセイの結果、コントロール（0 mM）

では全ての形質転換体が生育したものの、75 mM や 100 
mM では、矢印で示した陽性酵母のみが生育し、偽陽性の

生育が抑制されていることが観察された。このことから、

陽性の形質転換体内では、HBXIP と Survivin-α が相互作用

していることにより生育が促進されていることが示唆さ

れた。 
 

Fig. 11 3-AT アッセイの結果 
1：pAS1, II：pACTII,  
1-H：pAS1-HBXIP, II-S：pACTII-Survivin-α 
 
3-5.  β-galactosidaseアッセイ結果 

構築した形質転換酵母を用いて、β-galactosidase アッセ

イを行った結果を Fig. 12 に示す。 

(A) 

(B)  

Fig. 12 β-galactosidase アッセイの結果  
(A) β-galactosidase アッセイ後の溶液の写真 
(B) 算出した β-galactosidase 活性 
 
Fig. 12 (A)より、Survivin と HBXIP を発現している陽性

酵母に強い黄色の呈色が見られた。また、Fig. 12 (B)に示

した β-galactosidase の酵素活性を算出した結果から、野生

型酵母や偽陽性の形質転換体 3 種と比較して、陽性の形質

転換体はおよそ 2 倍の有意な差が確認され、Survivin と

HBXIP の相互作用により、lacZ の発現量が増加している

ことが示唆された。 
 
4. まとめ 

 

Survivin-α と HBXIP が共発現するように作製した形質

転 換 体 S. cerevisiae BY3913/pAS1-HBXIP, pACTII- 
Survivin-α は、その β-galactosidase 活性の増減を測定する

ことにより、Survivin-α と HBXIP の相互作用を評価できる

と考えられた。したがって、本システムを用いることによ

り、Survivin-α と HBXIP との相互作用を特異的に阻害する

物質のスクリーニングに利用でき、アポトーシス誘導型の

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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