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(57)【要約】
【課題】下垂体腫瘍細胞株（GH3細胞株）のAIP遺伝子の機能をゲノム編集（CRISPR-Cas9
システム）を利用してノックアウトしたAIPノックアウト下垂体成長ホルモン（GH）産生
細胞株（GH3-FTY細胞株）ならびにその樹立方法を提供すること。
【解決手段】腫瘍細胞株のAIP遺伝子をゲノム編集によりノックアウトすることにより野
生型AIP遺伝子のアミノ酸配列ならびに機能とは異なるアミノ酸配列ならびに機能を有す
るAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株とした。また、AIP遺伝子のノックアウ
トにより生成される切断AIPタンパク質が配列番号２（SEQ ID NO:2）または配列番号３（
SEQ ID NO:3）で表されるアミノ酸配列を有することにも特徴を有する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍細胞株のAIP（Aryl Hydrocarbon Receptor Interacting Protein）遺伝子をゲノム
編集によりノックアウトすることにより野生型AIP遺伝子のアミノ酸配列ならびに機能と
は異なるアミノ酸配列ならびに機能を有するAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細
胞株。
【請求項２】
　請求項１に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株であって、前記AIP遺
伝子のノックアウトにより生成される切断AIPタンパク質が配列番号２（SEQ ID NO:2）ま
たは配列番号３（SEQ ID NO:3）で表されるアミノ酸配列を有することを特徴とするAIPノ
ックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株であって、
前記成長ホルモン (GH) 産生細胞株がラット下垂体腫瘍由来であることを特徴とするAIP
ノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株。
【請求項４】
　請求項１ないし３のいずれか１項に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細
胞株であって、前記AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株が、下垂体由来成長
ホルモン (GH) 産生細胞株に比べて成長ホルモン (GH) 産生ならびに細胞増殖が増加して
いることを特徴とするAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株。
【請求項５】
　請求項１ないし４のいずれか１項に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細
胞株であって、前記AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株が、ソマトスタチン
受容体タイプ２(Sstr 2) または ZAC1の発現が低下していることを特徴とするAIPノック
アウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株。
【請求項６】
　AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の樹立方法であって、下垂体由来成長
ホルモン (GH) 産生細胞のAIP遺伝子をCRISPR-Cas9システムによりAIP遺伝子をノックア
ウトすることによってAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株を樹立することを
特徴とするAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の樹立方法。
【請求項７】
　請求項６に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の樹立方法であって
、前記下垂体がラット下垂体であることを特徴とするAIPノックアウト成長ホルモン (GH)
 産生細胞株の樹立方法。
【請求項８】
　請求項１ないし５のいずれか１項に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細
胞株を成長ホルモン (GH) 産生腫瘍のモデル細胞株として使用することを特徴とするAIP
ノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の使用方法。
【請求項９】
　請求項８に記載のAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の使用方法であって
、前記成長ホルモン (GH) 産生腫瘍が成長ホルモン (GH) 産生下垂体腫瘍であることを特
徴とするAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株の使用方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株に関し、更に詳細には、下
垂体由来AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株およびその樹立方法ならびに使
用方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
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　AIP（Aryl hydrocarbon receptor interacting protein）遺伝子の生殖細胞変異は下垂
体腺腫、主にソマトトロピノーマの素因である。これらのAIP生殖細胞変異は、家族性孤
発性下垂体腺腫（Familial isolated pituitary adenoma: FIPA）患者の15％～20％なら
びに散発性下垂体腺腫(sporadic pituitary adenoma) 患者の３％～５％に同定されてい
る（非特許文献１～５）。
【０００３】
　これらの変異による有病率は家族性のソマトトロピノーマの家族のなんと40％～50％に
も達している（非特許文献２、４）。また30歳未満のマクロアデノーマにおけるプロラク
チン産生腺腫もしくはソマトトロピノーマの散発性症例でも、10％～15％の患者に認めら
れる（非特許文献６）。
【０００４】
　最も共通したAIP遺伝子改変では、タンパク質同士の相互作用に関与する３個のテトラ
トリコペプチドリピート（TRP）を含む、特にＣ末端内のアミノ酸置換または切断AIPタン
パク質が生じる（非特許文献７、８）。
【０００５】
　AIP遺伝子変異を含むかかる腫瘍は、典型的には、若年期で発症し、より巨大でかつよ
り侵襲性になり（非特許文献１～７）、また先端巨大症の第一選択治療薬、ソマトスタチ
ン類縁体に対して抵抗性になる傾向がある（非特許文献３、４、９、１０）。
【０００６】
　AIP遺伝子は、そのin vitro機能についてのいくつかの実験による知見から腫瘍抑制遺
伝子と考えられる（非特許文献３、１１－１４）。つまり、強制発現系を用いたin vitro
培養実験では、野生型AIPの細胞増殖は抑制されるが、変異AIPではこの現象は無く、siRN
AによるAIPのノックダウンにより細胞増殖が増加することが明らかになった（非特許文献
１２－１４）。
【０００７】
　AIP不活性による下垂体腫瘍発生の分子機構は未だ明らかでないけれども、いくつかの
機構が提案されている。例えば、AIP不活性は機能障害性Gタンパク iシグナル伝達を介し
たサイクリック・アデノシン・モノホスフェート（cyclic adenosine monophosphate: cA
MP）産生抑制の機能を不全とするのが（非特許文献１３）、AIP変異はホスホジエステラ
ーゼとの阻害された相互作用を促進し、cAMPの産生を増加する（非特許文献１４）。ソマ
トスタチン類縁体に対するある種のソマトトロピノーマの相対的非感受性に関しては、AI
P不活性によって、抗増殖遺伝子（アポトーシスと細胞サイクル抑止のZnフィンガーレギ
ュレーター：ZAC-1；PLAGL1としても知られている）の発現が低下することがその機構で
あることが示唆されている（非特許文献１５、１６）。ZAC-1はアポトーシスやG1細胞サ
イクル抑止を引き起こすことによって抗増殖性効果を及ぼすことができる（非特許文献１
７）。
【０００８】
　AIP作用についての上記仮説は、臨床所見と、下垂体腫瘍の変異分析ならびに免疫組織
化学的研究および下垂体細胞内での野生型もしくは変異型AIPの外因発現または特にラッ
ト下垂体GH3細胞株でのAIPのsiRNAノックダウンを用いたin vitro実験との組み合わせに
主に基づいている。しかしながら、GH産生細胞におけるAIPの完全ノックアウトの表現型
はこれまで解明されていない。
【０００９】
　Aipノックアウト（KO）マウスでは、ヘテロ接合マウスは下垂体腺腫を極めて発症しや
すいのに対して、Aipが完全に欠損したマウスは胎生致死に至ることが報告されている（
非特許文献１８）。AIPを内因的に発現しない下垂体細胞株はこれまで樹立されていない
ので、AIPの機能が完全に欠損している下垂体細胞株を樹立することができれば、Aipの内
因性機能を分析するために有用な研究モデルが提供できると考えられる。
【００１０】
　一方、ラット下垂体腫瘍細胞株GH3は、当初はGhを分泌する均質なクローン細胞株とし
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て記載されていたが（非特許文献１９）、後になってプロラクチン (Prl) を分泌するこ
とも報告された（非特許文献２０）。したがって、このGH3細胞株は、均質な細胞集団で
はなく、逆溶血プラークアッセイにより異なる刺激に応答してGhとPrlの割合が変化する
ことからGh産生細胞とPrl産生細胞のサブセットが混在するむしろ機能的には不均質であ
ることが示唆されている（非特許文献２１）。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　そこで、本発明者らは、AIP遺伝子の機能をよりよく理解するために、GH3細胞株からCR
ISPR-Cas9システムを利用してAIP遺伝子の機能をノックアウトしたAIPノックアウト成長
ホルモン (GH) 産生細胞株を作製し、得られた細胞株の細胞増殖ならびにGH分泌のin vit
roならびにin vivoでの性質を元のGH3細胞株の性質と比較して調べた。さらに、この細胞
株を用いて、AIP不活性が細胞増殖とGH分泌に及ぼす影響についての機構を調べた結果、A
IPの機能がノックアウトしたAIPノックアウト下垂体成長ホルモン（GH）産生細胞株は、G
H産生と細胞増殖が著しく増強していることを確認して、AIPノックアウト下垂体成長ホル
モン（GH）産生細胞株が樹立していることを見出して、本発明を完成した。したがって、
本細胞株は、AIP遺伝子機能を分析するための研究モデルとしても有用である。
【００１３】
　したがって、本発明は、下垂体腫瘍細胞などの腫瘍細胞株GH3のAIP遺伝子がノックアウ
トされたAIPノックアウト下垂体成長ホルモン (GH) 産生細胞株などのAIPノックアウト成
長ホルモン（GH）産生細胞株を提供することを目的とする。
【００１４】
　本発明の別の目的は、下垂体腫瘍などの腫瘍細胞株GH3からCRISPR-Cas9システムを利用
してAIPノックアウト下垂体成長ホルモン (GH) 産生細胞株などのAIPノックアウト成長ホ
ルモン (GH) 産生細胞株を作製することからなるAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産
生細胞株の作製方法を提供することである。
【００１５】
　本発明のさらに別の目的は、AIPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株を、下垂
体腫瘍などの腫瘍モデル細胞株として使用することからなるAIPノックアウト成長ホルモ
ン（GH）産生細胞株の使用方法を提供することを目的としている。
【００１６】
　なお、本明細書で使用する用語「ノックアウト」とは、各対立遺伝子配列の一部にフレ
ームシフト変異が生じ、該遺伝子本来の機能が欠失していることを意味している。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　上記目的を達成するために、本発明は、ラットなどの下垂体腫瘍細胞株を含む腫瘍細胞
株からAIP遺伝子をゲノム編集によりAIP遺伝子をノックアウトし、野生型AIP遺伝子の機
能とは異なる機能を有するAIPノックアウト下垂体成長ホルモン（GH）産生細胞株などのA
IPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株を提供する。
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【００１８】
　本発明は、この具体的態様として、AIP遺伝子のフレームシフト変異により生成される
切断AIPタンパク質が、野生型AIPタンパク質（配列番号１：SEQ ID NO:1）のアミノ酸配
列とは完全に異なり、配列番号２（SEQ ID NO:2）または配列番号３（SEQ ID NO:3）で表
されるアミノ酸配列を有するAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株を提供する
。
【００１９】
　また、本発明は、この具体的態様として、AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細
胞株が、腫瘍細胞株に比べて、高い成長ホルモン (GH) 産生ならびに細胞増殖を有してい
るAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株を提供する。
【００２０】
　さらに、本発明は、この具体的態様として、AIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生
細胞株が、腫瘍細胞株に比べて、ソマトスタチン受容体タイプ２(Sstr 2) またはZAC1の
発現が低下しているAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株を提供する。
【００２１】
　本発明はまた、ラット下垂体腫瘍細胞株などの下垂体腫瘍細胞株を含む腫瘍細胞株GH3
からCRISPR-Cas9システムを利用してAIP遺伝子をノックアウトしたAIPノックアウト下垂
体成長ホルモン (GH) 産生細胞株AIPノックアウト下垂体成長ホルモン（GH）産生細胞株
を作製することからなるAIPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株の作製方法を提
供する。
【００２２】
　さらに、本発明は、AIPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株を、下垂体腫瘍な
どの腫瘍のモデル細胞株として使用することからなるAIPノックアウト成長ホルモン（GH
）産生細胞株の使用方法を提供する。
【発明の効果】
【００２３】
　本発明に係るAIPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株は、AIP機能が不活性であ
ることから、AIP遺伝子変異による下垂体腫瘍発生に関わる分子機構の究明、ひいては特
に下垂体腫瘍に対する創薬ならびに予防、治療に有用である。
【００２４】
　また、マウスをホモ接合Aipノックアウトすることは致命的であることが知られている
ことから、本発明のGH3-FTY細胞株は下垂体由来Aipノックアウト細胞株の最初のモデルで
あるとしても有用である。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】GH3-FTY細胞株のAip遺伝子のエクソン４における正常Aip （野生型）（Ａ）なら
びに変異Aip（Ｂ、Ｃ）のヌクレオチド配列を示す。なお、GH3-FTY細胞株には、c496 bp
位にアデニンの挿入ならびにc496-497の塩基２個の欠失という複合ヘテロ接合変異がそれ
ぞれ含まれていて、両Aipアレルのコドン173(TGA) とコドン172 (TGA) にそれぞれ未成熟
ストップコドンの素因となっている。
【図２】CRISPR－Cas9システムによって作製したAip破壊GH3クローンのスクリーニング結
果を示す図。ＡはGH3細胞株のAipタンパク質ならびに変異GH3クローン１、２のウエスタ
ンブロット図を示す。ＢおよびＣはGh mRNAならびにPrl mRNAの Actb mRNAに対する相対
的発現量をそれぞれ示す。Ｄはクローン１のAip mRNA（GH3-FTY細胞株）の Actb mRNAに
対する相対的発現量を示す。なお**P<0.01 vs. GH3である。
【図３】培養GH3細胞株（Ａ）ならびにGH3-FTY細胞株のGh分泌量、外因性Aip発現前後のG
h mRNA発現レベル（Ｂ、Ｄ）および細胞内cAMP量（Ｃ）を示す図。
【図４】GH3細胞株とGH3-FTY細胞株の細胞増殖ならびに有糸分裂機構についての比較を示
す図。図中、*P<0.05、**P<0.01であり、ｎｓ＝有意差なし、を意味する。Ａは培養24時
間後ならびに48時間後のGH3細胞株とGH3-FTY細胞株の細胞数をそれぞれ示す。Ｂは24時間
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ならびに48時間BrdUアッセイ結果を示す。Ｃはコントロールとしての外因性Aip (LV-Aip)
 またはGfp (LV-Gfp) のレンチウイルス (LV) 仲介強制発現の培養GH3-FTY細胞株の細胞
増殖に対する効果を示す。なお、図中LV(-) はLV非感染GH3-FTY細胞株を示す。またLV(-)
 とLV-Gfpの間には統計学上の差異はなく、LV-GfpとLV-Aip との間にだけ統計学上の差異
が存在した。
【図５】培養GH3細胞株とGH3-FTY細胞株のStatならびにp-Stat3 (Tyr705) についてのウ
エスタンブロット解析図。図４ＡはStatならびにp-Stat3 (Tyr705) についてのウエスタ
ンブロット解析図であり、図４Ｂ、Ｃは結果の統計学的評価を示す。図４Ｄはコントロー
ルとしての外因性Gfp (LV-Gfp) またはAip (LV-Aip) のLV仲介強制発現のp-Stat3発現に
対する効果を示す。図４Ｅは結果の統計学的評価を示す。
【図６】Ａ、Ｃ、Ｆは、GH3細胞株とGH3-FTY細胞株のIl6受容体(Il6r)、Sstr2ならびにZa
c1のActb mRNAに対する各mRNA発現ラベルを示す図である。図５ＤはSstr2についてのウエ
スタンブロット解析図である。図３Ｄはソマトスタチンに対する感受性の比較を示す図で
ある。Ｂ、Ｅ，Ｇはコントロールとしての外因性Gfp (LV-Gfp) またはAip (LV-Aip) のLV
仲介強制発現のIl6受容体(Il6r)、Sstr2ならびにZac1発現に対する効果を示す。図中、ND
は非検出、**p<0.01、ns＝有意差なし。
【図７】GH3細胞株を移植したマウス（GH3マウス）またはGH3-FTY細胞株を移植したマウ
ス（GH3-FTYマウス）の腫瘍を分析した図。Ａは移植８週間後の腫瘍容量、Ｂは移植８週
間後の腫瘍重量を示す。Ｃは、接種４週間後、ならびにＤは８週間後のＨＥ染色によるGH
3マウスおよびGH3-FTYマウスのソマトトロフ細胞腫瘍の典型的な細胞組織図。Ｃ下段は、
移植４週間後のGH3マウスおよびGH3-FTYマウスのソマトトロフ細胞腫瘍をGh染色またはDA
PIで染色し免疫蛍光法による観察図。ＥはKi67スコアを統計学的に比較した図。図中、*p
<0.05、ns＝有意差なし。
【図８】コントロールマウス、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスの血漿GHレベル（Ａ）、血
漿IGF-1レベル（Ｂ）ならびに実際の表現型（Ｃ）を示す図。
【図９】コントロールマウス、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスの体重（Ａ）、体長（Ｂ）
ならびに肝重量（Ｃ）を示す図。Ａにおいて、体重は経時的に測定した。なお、体重は、
コントロールマウスとGH3-FTYマウスとの間では移植46日目から有意差のある差異が認め
られたが、コントロールマウスとGH3マウスとの間では有意的な差異は認められなかった
。図中、*p<0.05、**p<0.01、ns＝有意差なし。図８Ｂ、８Ｃは、コントロールマウス、G
H3マウスおよびGH3-FTYマウスに移植８週間後の体長と肝重量の比較である。
【図１０】コントロールマウス、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスの移植後のグルコース代
謝を示す図。Ａは血糖値、Ｂは血糖のAUC、Ｃは血漿インスリン値、Ｄは血漿インスリン
値のAUCのそれぞれの変化を示す。図ＥはITT後の血糖の変化を示す。なお、ipGTT後の血
漿インスリンレベルのAUCは移植６週間後、またITT後の血糖レベルの変化は移植後７週間
後に測定した。図中、GH3-FTYマウスとコントロールマウスとの間では*p<0.05、**p<0.01
、またGH3-FTYマウスとGH3マウスとの間では#p<0.05。有意差なし。
【図１１】図１０はGH3-FTY細胞株のエクソン４のヌクレオチド配列並びにAipタンパク質
の概要図を示す図である。ＡはGH3-FTY細胞株のエクソン４の正常（野生型）Aip遺伝子な
らびに変異Aip遺伝子のヌクレオチド配列である。GH3-FTY細胞株の両方のアレルには、c4
96にアデニン挿入、またc496-497に２塩基欠失がそれぞれ存在する複合ヘテロ変異が含ま
れていて、それぞれ未成熟ストップコドン173(TGA)ならびにコドン172(TGA)が形成される
。Ｂは、GH3細胞株の野生型Aip構造ならびにGH3-FTY細胞株の変異Aip構造の概要図。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明に係るAIPノックアウト成長ホルモン (GH) 産生細胞株（以下、「GH3-FTY細胞株
」ともいう）は、下垂体腫瘍などの腫瘍細胞株（以下、「GH3細胞株」ともいう）をゲノ
ム編集（CRISPR-Cas9システム）によりAIP遺伝子をノックアウトして作製することができ
る。
【００２７】
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　本発明において使用する腫瘍細胞株GH3としては、ラット下垂体由来のGH3細胞株を使用
したが、ラット以外のマウスなどの下垂体由来GH3細胞株も同様に使用することができる
。また下垂体由来腫瘍以外の腫瘍も使用することができる。なお、本発明の実験に使用す
るラットGH3細胞株は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(ATCC)などの公
的寄託機関から入手することができる。
【００２８】
　本発明において、ラット下垂体腫瘍細胞株GH3からAIP遺伝子をノックアウトする方法と
しては、CRISPR-Cas9システムによるゲノム編集が好ましいが、その他のゲノム編集や遺
伝子改変方法も利用することができる。
【００２９】
　本発明に係るGH3-FTY細胞株は、CRISPR-Cas9システムを利用して、GH3細胞株からAip遺
伝子機能をノックアウトしたAipノックアウト成長ホルモン(GH)産生細胞株である。このG
H3-FTY細胞株には、フレームシフト変異の素因となり、173位と172位に未成熟ストップコ
ドンを形成する複合ヘテロ変異が含まれていて、産生される切断（truncated）Aipタンパ
ク質は、野生型Aipとはそのアミノ酸配列が完全に異なり、またTPRドメインと、Aipの生
物活性に必要と報告（非特許文献２７）されている最終の５個のカルボキシル基が欠失し
ている。また本発明のGH3-FTY細胞株では、GH3細胞株と比べて、Aip mRNAがほとんど発現
していない。そのうえ、このタンパク質は、AipのＮ末端領域のFKBPドメインを主に認識
する抗AIP抗体を用いたウエスタンブロット分析では免疫学的には未検出であった。これ
らの結果から、これらの変異遺伝子は転写率が低く、また翻訳されたとしても得られた切
断タンパク質の安定性が低いことが示唆される。
【００３０】
　本発明のGH3-FTY細胞株は、GH3細胞株に比べて、Gh分泌が20倍から43倍という劇的に増
加している。なお、GH3細胞株は基礎Gh分泌とGh/Prl分泌比が変動し不安定であることは
すでに報告した（非特許文献２６）。このことは、GH3細胞株が均質な細胞クローンでは
ないことから部分的には説明できる（非特許文献２１、２６）。しかしながら、このよう
なGH3細胞株の不安定な要素が本発明の結果にある程度反映されているとしても、このGH3
-FTY細胞株の強力なGh分泌能は、以前報告されたGH3細胞株の分泌能をはるかに凌ぐもの
であり（ほぼ２倍から６倍）（非特許文献２６）、実際担がん動物モデルにおける非常に
強力で安定した生物学的活性の基になっている。なお、GH3-FTY細胞株は、GH3細胞株の単
一細胞からCRISPR-Cas9システムによるゲノム編集によって作製されていることから、実
際に均質な細胞クローンと考えられる。
【００３１】
　本発明のGH3-FTY細胞株の細胞増殖能はGH3細胞株の細胞増殖能と大して差はないが、GH
3-FTY細胞株は、GH3細胞株に比べて、BrdUアッセイではDNA合成が有意に増加している。
これは、GH3-FTY細胞株の細胞サイクル分析においてG1相に相対するＳ相が増加するとい
う知見によっても裏付けされている。またサブG1相が変化していないことは、細胞成長機
構において細胞アポトーシスの抑制が関与していないことを示している。重要なことは、
GH3-FTY細胞株に対するレンチウイルスを用いた強制発現では、Gh mRNA発現の増加が一部
逆転され、また細胞増殖と細胞サイクルプロフィールがほぼ完全に逆転されることである
。このGH合成増加が一部逆転する正確な理由はまだ明らかではないけれども、外因性Aip
の発現レベルが十分ではないか、またはGH3細胞株のGH分泌が不均一もしくは変動するこ
とに起因している可能性がある。しかしながら、本発明においては、GH産生細胞のAip機
能を完全に欠損させることにより、GH分泌と細胞増殖が増加する。
【００３２】
　ところで、マウスをホモ接合Aipノックアウトすることは致命的であることが知られて
いるので、内因性Aip機能をこれまでin vivoで確認することは困難であった。なお、Aip
ノックアウトマウス胎芽繊維芽細胞 (MEF) が実験用として入手できるけれども（非特許
文献１３）、本発明のGH3-FTY細胞株はAipノックアウト下垂体細胞株の最初のモデルとし
て有用である。
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【００３３】
　また、GH分泌増加には、本発明のGH3-FTY細胞株によるcAMP産生がGH3細胞株に比べて増
加していることが関与しているとの知見がある。この知見は、以前報告したように、Aip
ノックアウトMEFまたはAip発現抑制（サイレンス）GH3細胞においてcAMP産生が増加する
ということに裏付けされている（非特許文献１３）。
【００３４】
　Il-6受容体等のタイプＩサイトカイン受容体ファミリーはリガンドと結合してJanus ki
nase 2 (Jak2) を活性化するとともに、Tyr705でのリン酸化によってStat3を活性化する
。活性化されたリン酸化Stat3 (p-Stat3) はホモ二量化と核内移行を受け、ターゲット遺
伝子の転写規制を受けて細胞増殖、生存ならびに分化を調節する（非特許文献２８）。下
垂体ソマトトロフ腫瘍におけるSTAT3アップレギュレーションはGH過分泌と関連があると
の最近の報告がある（非特許文献２９）。本発明においては、GH3-FTY細胞株は、GHがSta
t3リン酸化ならびに核転位を惹起し、このことがソマトトロフ腫瘍細胞におけるStat3とG
H間の自己調節的陽性フィードバックループの存在を示唆している（非特許文献２９）。
しかしながら、Aipがこの現象に関与しているかどうかは明らかではないが、興味深いこ
とは、本発明によって、Aipが欠損しているGH3-FTY細胞株は、Stat3の発現レベルが安定
しているにもかかわらず、GH3細胞株に比べてp-Stat3が有意に増加していることである。
そのうえ、レンチウイルス仲介Aip強制発現がこの現象を部分的であるが明らかに逆転し
ている。これらの結果は、GH3細胞株のStat3活性化は、少なくとも部分的には、Aipによ
って仲介されていることを示唆している。したがって、Stat3とGH間の自己調節的陽性フ
ィードバックループは、GH3細胞株よりもGH3-FTY細胞株の方がより増強されうる。
【００３５】
　ソマトスタチンに対する感受性は、GH3-FTY細胞株の方がGH3細胞株よりも低い。ソマト
スタチン同族体であるオクトレオチド（octreotide）の抗増殖効果は、ZAC1発現のアップ
レギュレーションと関連していることが示唆されていて（非特許文献１６）、これはIGF-
I応答と腫瘍退縮に関連していることが示されている（非特許文献３０）。AIP発現が減少
している下垂体腫瘍ではしばしば第一世代のソマトスタチン同族体に対して抵抗性がある
ことが報告されている（非特許文献１０、１５）。しかしながら、AIP発現低下がAIP不活
性と実際に関連しているかどうかは明らかではない。さらに、AIP不活性がSSTR2発現低下
と関連しているかどうかも明らかではない。また、AIP変異の有無にかかわらず、SSTR2染
色は下垂体ソマトトロフ腫瘍において減少しなかったとの報告がある（非特許文献３、１
６）。しかしながら、本発明では、GH3-FTY細胞株はGH3細胞株に比べてSstr2発現もZac1
発現も低下している。つまり、Aipの不活性はZac1をダウンレギュレートできるが（非特
許文献１６）、Sstr2も調節できる。ソマトスタチンの抗分泌ならびに抗増殖効果はいく
つかの回路を介して生じている。Sstr2を介するソマトスタチンの直接の効果としては、M
APKカスケードを変調し、チロシン／セリンホスファターゼを活性化し、アデニレートサ
イクラーゼ（adenylate cyclase）を阻害することがある（非特許文献３１－３３）。間
接的な効果としては、IGF-I、IGF-II、IGF結合タンパク３などの成長促進因子の放出があ
げられる（非特許文献３４）。したがって、GH3-FTY細胞株のソマトスタチンに対する感
受性についてはその他の可能性もあるかもしれないことは留意しておくべきである。
【００３６】
　本発明のGH3-FTY細胞株の生物学的機能はGH3-FTY細胞株をヌードマウスに接種すること
によってin vivoで調べた。成長ホルモン（GH）は、STAT5b仲介シグナル伝達を介する肝
臓を含めた身体の成長を促進し、またこの効果はSTAT5bによって仲介されることが報告さ
れている（非特許文献３５）。GH3-FTY接種担がんマウス（以下、「GH3-FTYマウス」とも
いう）からのGH分泌がGH3接種担がんマウス（以下、「GH3マウス」ともいう）からの分泌
より５倍も高いにもかかわらず、GH3-FTYマウスの体重は接種46日目から増加した（P<0.0
5 vsコントロールまたはGH3マウス）。種々の臓器もおそらく時間が経過すると増大する
と考えられる。しかしながら、GH3マウスの体重は観察期間中コントロールマウスと比べ
てそんなには増加していない。またGH3-FTYマウスの体長や肝重量は接種８週間後にGH3マ
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ウスより増大した。
【００３７】
　GH3-FTYマウスがGH3マウスよりも高い生物学的in vivo機能を有していることはグルコ
ース代謝の評価によって確認した。接種６週間目に実施したグルコース負荷試験(GTT)に
よると、GH3-FTYマウスモデルのグルコース耐性はGH3マウスモデルとほとんど同等であっ
た。しかしながら、GH3-FTYマウスの高インスリン血症はGH3マウスよりも明らかに重症で
あった。ただし、GH3-FTYマウスとGH3マウスのグルコース耐性がコントロールマウスに比
べて良好であったことは予想外であった。しかしながら、接種７週間後に行ったインスリ
ン負荷試験(ITT)の知見では、GH3-FTYマウスのインスリン抵抗性はGH3マウスならびにコ
ントロールマウスに比べて明らかに高かった。これらの結果は、Ghの過分泌によって生起
されたインスリン抵抗と関連するグルコース耐性の時間依存的変化を反映していると言え
る。また、Igf-1同時過分泌はインスリン感受性を改善することによりグルコース耐性を
調節することもできる。これら２種類のマウスモデルは、GH過分泌による糖尿病に対する
インスリン抵抗性から発生プロセスを調べるのに非常に有用である（非特許文献３５、３
６）。
【００３８】
　また、GH3-FTYマウスの平均腫瘍サイズはGH3マウスよりも大きい。これはGH3-FTY細胞
株の細胞増殖能が増加したことによるといえる。他の可能性としては、腫瘍から大量に分
泌され循環しているGhやIgf-1によって腫瘍が自己分泌的に刺激されるからと考えられる
。培養した腫瘍ならびに接種した腫瘍のGH3-FTY細胞株は、GH3細胞株よりも、N/C比が相
対的に高いとか、多形核の発生頻度が高いとか、Ki67スコアが増加しているなどの有糸分
裂的特性をより多く示している。
【００３９】
　かかる変化は、GH-IGF-1システムがマイトゲン活性化タンパク質（MAP）キナーゼシグ
ナル伝達回路ならびに抗アポトーシス回路によって優先的に媒介される細胞増殖を促進す
ることから、GH-IGF-1システムの継続的過分泌の腫瘍発生に対する効果にいくらか関連し
ていると考えられる（非特許文献３７）。しかしながら、Aipの崩壊は、腫瘍抑制遺伝子
としてのAIPの機能から判断される本発明による知見に非常に関連していると考えられる
（非特許文献３、１１－１４）。
【００４０】
　つまり、本発明は、内因性AipがCRISPR-Cas9システムによって完全に破壊されているGH
3-FTY細胞株を樹立した。本発明のGH3-FTY細胞株においては、Aip不活性がGH3-FTY細胞株
のStat3活性化を親GH3細胞株よりも増加し、それによりソマトトロフ細胞のがん化機能を
促進している。Sstr2の発現抑制がAip不活性化ソマトトロフ細胞のソマトスタチンに対す
る感受性を低下することを一部説明している。本発明のGH3-FTY細胞株は、Aip不活性化が
ソマトトロフ腫瘍発生ならびに自律的GH分泌を促進するかどうかを説明するための有用な
モデルである。その上、本発明のGH3-FTY細胞株は末端巨大症の革新的創薬のスクリーニ
ングにも有用であることから、末端巨大症の特性についてGH3-FTYマウスを詳細に研究す
ることは非常に興味がもたれるところである。
【００４１】
　以下、本発明を、実施例によりさらに具体的に説明するが、以下の実施例は本発明をさ
らに具体的に説明するだけであって、本発明を限定する意図は一切ないものと理解すべき
である。
【実施例１】
【００４２】
　まず、ラット下垂体腫瘍細胞株GH3のAip遺伝子の各エクソンとスプライシングサイトを
含む領域について遺伝子配列を解析した。GH3細胞株はATCC社より購入し、15%ウマ血清お
よび2.5% ウシ胎児血清を含むF-12K培地（Life Technologies）にて培養した。GH3細胞株
よりWizard genomic DNA purification kit（Promega）を用いてゲノムDNAを抽出し、KOD
 FX（TOYOBO）を用いてラットAip遺伝子の隣接イントロンのスプライシングサイトを含む
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各エクソンをPCR法にて増幅した。表１に示すプライマーを用いてシークエンスして配列
を決定し、ラットAip cDNA (NM_172327.2) と比較した。その結果、GH3細胞株のAip遺伝
子の配列は、ラット Aip cDNA（NM_172327.2）と一致し、遺伝子変異は認められなかった
。
【００４３】
【表１】

【実施例２】
【００４４】
　本実施例ではラット下垂体腫瘍細胞株GH3からゲノム編集のCRISPR-Cas9システムを用い
てGH3細胞株のAIP遺伝子をノックアウトしてAIPノックアウトGH産生細胞株（GH3-FTY）を
作製した。
【００４５】
　GH3細胞株からAip遺伝子をノックアウトするために、Aip遺伝子ノックアウト用オール
インワンプラスミドであるGeneArt CRISPR Nuclease Vector Kit （Life technologies）
をキットのプロトコルに従って使用した。このプラスミドには、遺伝子切断酵素Cas9をコ
ードする遺伝子および遺伝子導入細胞を選別するためのマーカーCD4遺伝子が含まれてい
る。Proto-spacer adjacent motif （PAM）はラットAip cDNA（NM_172327.2）のc.490-49
2、ターゲット配列はc.493-512の20塩基とした。またTop strandとして5'-TGCCCATGGGTCC
TGCTGTTTT-3', Bottom  strandとして5'-AGCAGGACCCATGGGCACGGTG-3' を合成し、アニー
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リングした。アニーリングした2本鎖DNAをCRISPR Nuclease Vectorに組込み、作製したCR
ISPR Nuclease Vector plasmidコンストラクトをGH3細胞株にAmaxa Cell Line Nucleofec
tor（Lonza）を用いて遺伝子導入した。遺伝子導入から2日後、抗CD4抗体（Milteni Biot
ec）を用いてCD4陽性細胞を選別し、選別したCD4陽性細胞を96ウエルプレートの各ウエル
に１細胞ずつ播種し培養した。細胞増殖後、各細胞クローンよりゲノムDNAを抽出し、Aip
のエクソン４領域をPCRにて増幅し、直接シークエンスして解析した。ターゲットクロー
ンのAipのゲノムシーケンスを行って、本発明に使用したGH3細胞株のエクソン－イントロ
ン領域を含む他のエクソン配列は、ラットAip cDNA（NM172327.2）と完全に相同性を示し
、かつ何ら変異を有しないことを確認した。
【００４６】
　上記GH3細胞株をCRISPR-Cas9システムにてゲノム編集することにより２個のGH3細胞ク
ローンが同定された。これらのクローンには両アレルの複合ヘテロ変異（compound heter
ozygous mutations）が含まれていて、未成熟末端コドンが導入され、切断(truncated) A
ipタンパク質が生成される。得られた２個の細胞クローン、つまりクローン１ならびにク
ローン２には、野生型Aipを含むGH3細胞株の推定分子量37 kDaに対応するバンドは検出さ
れなかった（図１Ａ）。このように、得られた細胞クローンにおいては、Aip遺伝子が遺
伝的に崩壊し、かつ、Aipタンパク質が完全に消失していた。
【００４７】
　両クローンを定量的PCRすると、両クローンはGH合成ならびにPRL合成に関しては同一の
表現型を示していない（図１Ｂ、１Ｃ）。このことは、おそらく、GH3細胞株では細胞が
均一でないためであると考えられる（非特許文献２１、２６）。さらに、２個の細胞クロ
ーンのうち、１個のクローン（クローン１）だけが、GH3細胞株と比較して、GH合成が7.3
倍、またPRL合成が1.3倍ほど増加していた。このクローン１（以下、「GH3-FTY細胞株」
ともいう）はソマトトロフ細胞株であり、もう一方の細胞クローン（クローン２）は、PR
L合成がGH3細胞株よりも3.2倍高いレベルを示したけれども、GH合成については僅かに0.2
倍であった。このことからクローン２はよりラクトトロフ細胞株であることを表している
。
【００４８】
　本発明において、クローン１（GH3-FTY細胞株）のAip遺伝子配列ならびにアミノ酸配列
は図１、１１に示す通りである。クローン１（GH3-FTY細胞株）には複合ヘテロフレーム
シフト変異が含まれている。つまり、両アレルにはc496にアデニン挿入によりコドン173(
TGA) が形成され、またc.496-497に２塩基欠失によりコドン172(TGA) が形成される（図
１、１１Ａ）。
【００４９】
　クローン１（GH3-FTY細胞株）の切断Aipタンパク質は、GH3細胞株の野生型Aipとは完全
に異なるアミノ酸配列（165アミノ酸(AA)から172AAまでと、164AAから171AAまで）を有し
ている（図１、１１Ａ）。また、両タンパク質ではTPR部位が完全に欠如している（図１
１Ｂ）。興味深いことには、クローン１（GH3-FTY細胞株）の変異Aipは、その相対mRNA発
現レベルがGH3細胞株に比べて極端に低かった（p<0.01）（図２Ｄ）。このことはこれら
の遺伝子由来のmRNAの安定性もまた低下していることを示唆している。
【００５０】
　他方、クローン２は、クローン１同様、１方のアレルのc496にアデニン挿入、他方のア
レルのc497にグアニン欠失がある複合ヘテロ変異を有し、最終的に174位にストップコド
ンが形成される。
【００５１】
　上述したように、本発明のGH3-FTY細胞株（クローン１）は、Aipの機能が欠失している
とともに、フレームシフト変異の素因となる複合ヘテロ変異を含んでいて、173位と172位
に未成熟ストップコドンを形成する。その切断（truncated）Aipタンパク質は、野生型Ai
pとはそのアミノ酸配列が完全に異なり、またTPRドメインと、Aipの生物活性に必要と非
特許文献２７で報告されている最後の５個のカルボキシル基が欠失している。
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【００５２】
　また、上述したように、GH3-FTY細胞株（クローン１）は、GH3細胞株と比べて、Aip mR
NAをほとんど発現していない（図２Ｄ）。そのうえ、この切断タンパク質は、AipのＮ末
端領域のFKBPドメインを主に認識する抗Aip抗体を用いたウエスタンブロット分析では免
疫学的に未検出であった（図２Ａ）。これらの結果から、これらの変異遺伝子は転写率が
低く、また翻訳されたとしても得られる切断タンパク質の安定性が低いことを示唆してい
る。
【実施例３】
【００５３】
　本実施例では、GH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株のAip、Gh、Prl、ソマトスタチン受容
体タイプ２ (Sstr2)、Zac-1、Il-6受容体 (Il6r) ならびにグリコプロテイン130 (gp130)
 のmRNAレベルについて定量的PCRで評価した。
【００５４】
　GH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株をそれぞれ２４ウエルプレートの各ウエルに細胞を2
×105個ずつ播種し(n=3)、24時間後にRNeasy Kit（QIAGEN）を用いて全RNAを調製した。
全RNA (1μg) からcDNAをQuantiTect Reverse Transcription Kit（QIAGEN）を用いて調
製し、Light Cycler 2.0 (Roche) およびSYBR Premix Ex Taq II（TAKARA BIO）を用いて
常法に従って定量的RT-PCRを行った。PCR条件は実験に対応して適宜調整した。
【００５５】
　各遺伝子mRNAの内部コントロールActb ( －アクチン) に対する相対発現量はΔCt法に
て算出した。また、Aipの強制発現はレンチウイルス仲介法 (lentivirus-mediated metho
d) を用いて実施した。この方法は、合成ラットAip cDNA（Eurofins Genomics Co., Ltd.
）をレンチウイルスベクタープラスミド (CSII-EF-IRES2-Venus) (RIKEN BRC) 中に構築
し、pCAG-HIV-g/p-プラスミドならびにpCMV-VSV-G-RSV-Revプラスミドと一緒に293T細胞
中に形質移入した。ラットAip cDNAがそのままの配列を保持していることはシークエンシ
ングによって確認した。
【００５６】
　外因性AipがGH3-FTY細胞で観察される現象を逆転するかどうかを調べるために、GH3 細
胞ならびにGH3-FTY細胞を培養し、コントロールとしてラットAip cDNA (LV-Aip) またはG
fp cDNA (LV-Gfp) を含むレンチウイルスで感染させた。ウイルス感染は感染多重度 (MOI
) 25で行った。
【００５７】
　本発明のGH3-FTY細胞株の成長ホルモン（GH）分泌量はきわめて多く、GH3細胞株のGH分
泌量よりも20～43倍であった（図３Ａ；P<0.01）。また、GH3-FTY細胞株のGh mRNAレベル
はGH3細胞株よりも７．３～２５倍であった（図３Ｂ; P<0.01）。GH3-FTY細胞株のcAMPレ
ベルはGH3細胞株よりも統計学上有意差があるように高かった（図３Ｃ）。重要なことは
、GH3-FTY細胞株のGh mRNA増加がレンチウイルス (LV) 仲介外因性Aipによって阻害され
るのに対し (P<0.01)、GH3細胞株ではGh mRNAに変化がなかったことである。このことは
内因性Aip機能がGH3-FTY細胞株では破壊されていることが示唆されているからである（図
３Ｄ）。
【００５８】
　cAMP濃度の測定は、GH3細胞株またはGH3-FTY細胞株を24ウエルプレートの各ウエルに細
胞密度が2x105個になるように播種し24時間培養した後、培地を吸引し、溶菌バッファー
を添加し、細胞内cAMP濃度 ([cAMP]i) をCyclic AMP Select EIA Kit (Cayman Chemical)
 を製造者のプロトコルに従って用いて測定した。
【実施例４】
【００５９】
　GH3-FTY細胞株またはGH3細胞株を24ウエルプレートの各ウエルに細胞密度が2X105個の
細胞になるように播種し、デキストランコートチャコールでそれぞれ処理した15% ウマ血
清と2.5%ウシ胎児血清を含む1 mlのF-12K培地で培養した。培養24時間後、培養培地を回
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収し、GH濃度をGrowth Hormone Rat EIA Kit (Bertin Pharma) で測定し、RNA含量で算出
した。全RNAを抽出し、その含量を分光光度法で吸光度260nmを測定した。GH3-FTY細胞株
からのGH分泌ならびにPRL分泌をGH3細胞株に比較して倍数で表示した。また、GH3-FTY細
胞株におけるActb ( -actin) に対するGh mDNAならびにPrl mRNAの発現レベルを定量的Ｐ
ＣＲで測定し、GH3細胞株と比較した。
【実施例５】
【００６０】
　本実施例では、GH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株の細胞増殖について調べた。細胞増殖
は、GH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株を96ウエルプレートに各ウエルの細胞密度が1x104

個になるようにそれぞれ播種し（ｎ＝３）、播種後０時間、24時間ならびに48時間後の細
胞数をCell Counting Kit-8（同人堂）で測定した。各時点での測定値は実験開始時（０
時間）の細胞数を基準として算出した。
【００６１】
　また、GH3細胞株ならびにGH3-FTY細胞株の増殖を評価するために、BrdU アッセイをBrd
U Cell Proliferation ELISA Kit （Abcam）を用いてキットのプロトコルに従って行った
。このBrdUアッセイは、GH3-FTY細胞株またはGH3細胞株を、完全培地を加えた96ウエルプ
レートの各ウエルに1x104個ずつ注入し、BrdU溶液 (10 mmol/L) を刺激の最終２時間に添
加した。培養後の後処理は製造者のプロトコルに従って行い、試料の吸光度450-620 nmを
マイクロプレートリーダーで測定した。
【００６２】
　本発明のGH3-FTY細胞株の培養24時間後ならびに48時間後の細胞増殖率はGH3細胞株に比
べて有意に高い値を示した（図４Ａ）。GH3-FTY細胞株の細胞増殖率がGH3細胞株に比べて
有意に高いことはBrdUアッセイで確認した（図４Ｂ；P<0.01）。
【実施例６】
【００６３】
　本実施例では、GH3-FTY細胞株とGH3細胞株の細胞周期プロフィールとアポトーシスにつ
いて評価した。細胞サイクルプロフィールはフローサイトメトリーで測定した（非特許文
献２４）。GH3細胞株ならびにGH3-FTY細胞株を無血清培地で２４時間培養した後、血清含
有培地でさらに24時間培養するか、または無血清培地で48時間培養した。細胞核をCyclet
est Plus DNA Reagent Kit (BD Biosciences, Tokyo) で染色し、プロビジウムヨーダイ
ドの蛍光をFACSVerse (BD Biosciences) で分析した。各試料には、GO/G1、SならびにG2/
M分画測定のために2x104個の細胞が含まれていた。またアポトーシスはサブG1分画の存在
に基づいて決定した。
【００６４】
　上記の細胞周期分析により、GH3-FTY細胞では、血清刺激が存在しない場合でも、GH3細
胞に対応するS相が増加し、この傾向は血清刺激が存在する場合はより明白であった。血
清不在の場合は、GH3細胞株はG1相が停止している状態であった（表２）。また、アポト
ーシス細胞分画であるサブG1分画はGH3-FTY細胞にもGH3細胞にもいずれの条件下でも観察
されなかった。
【００６５】
【表２】

【実施例７】
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【００６６】
　実施例３と同様にして、GH3-FTY細胞の細胞増殖増加をレンチウイルス (LV) 仲介法で
調べた。その結果、GH3-FTY細胞の細胞増殖増加はAipのレンチウイルス (LV) 仲介発現に
よって有意に逆転されるのに対して、コントロールであるGfpのLV仲介発現によっては変
化しなかったことである（図４Ｃ）。
【実施例８】
【００６７】
　本実施例では、GH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株の細胞増殖とソマトスタチンに対する
感受性との関連を調べた。その結果、ソマトスタチンはGH3-FTY細胞株ならびにGH3細胞株
の細胞増殖を用量依存的に抑制した（図４Ｄ）。またGH3-FTY細胞株はGH3細胞株に比べて
細胞増殖抑制に関連するソマトスタチンに対する感受性が低かった（図４Ｄ）。
【実施例９】
【００６８】
　本実施例では、GH3-FTY細胞株の細胞増殖機構を調べるために、Aip、シグナルトランス
デューサー／アクチベータートランスクリプション３ (Signal transducer and activato
r of transcription 3: Stat3)、リン酸化Stat3 Y705 (p-Stat3 Y705) ならびに －アク
チンのタンパク質の発現レベルをウエスタンブロット解析で調べた（図５参照）。GH3細
胞株ならびにGH3-FTY細胞株をそれぞれ48時間培養し、細胞ライセートをRIPAバッファー
（Sigma-Aldrich）に添加し沈殿した。全タンパク質 (15-20 g) をSDS-PAGEにより電気泳
動し、PVDFイムノブロットメンブレン（BIO-RAD）に転写した。次いで、このメンブレン
を下述する一次抗体と培養した後、HRP結合抗マウスIgG二次抗体（Cell Signaling Techn
ology Japan KK）と培養した。Aipタンパク質はECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent （GE Healthcare）を用いて検出した。Aipに対する一次抗体はNovus Biological
、p-Stat3 Y705ならびにStat3に対する一次抗体はCell Signaling Technology Japan KK
から入手した。抗GHRに対する抗体はSanta Cruz Biotechnology、抗 -アクチンに対する
抗体はSigma-Aldrich Japanから入手した。これらの抗体はキットのプロトコルに従って
適切に希釈して使用した。
【００６９】
　GH3-FTY細胞株の細胞増殖機構を調べたウエスタンブロット解析の結果、GH3 細胞株とG
H3-FTY細胞株の間ではStat3の発現には変化は見られなかったけれども、GH3-FTY細胞のp-
Stat3 (Y705) はGH3細胞に比べて有意な増加が認められた（図５Ａ）。重要なことは、GH
3-FTY細胞におけるアップレギュレートしたp-Stat3は外因性AipのLV仲介強制発現により
逆転することである（図５Ｂ）。
【実施例１０】
【００７０】
　Stat3の上流受容体の１つであるIl6受容体 (Il6r) ならびにその集合成分のmRNA発現を
定量的PCRで調べた結果、興味深いことに、GH3-FTY細胞は、Il6rのmRNAがGH3細胞に比べ
てアップレギュレートされ（図６Ａ）、それらの増加が外因性AipのLV仲介強制発現によ
り逆転される（図６Ｂ）。
【００７１】
　また、GH3-FTY細胞株においては、GH3細胞株に比べてSstr2 mRNA発現レベルが定量的PC
Rによって劇的に低下していた（図６Ｅ）。この知見は、GH3-FTY細胞株は、GH3細胞株に
比べて、細胞増殖の発現においてソマトスタチンに対する感受性が低いとの図４Ｄに示し
た結果の裏付けにもなっている。
【００７２】
　さらに、GH3-FTY細胞株においては、おそらくGH産生細胞の増殖抑制やGH分泌抑制に関
与する因子（非特許文献１６）であるZac1のmRNA発現量がGH3細胞株に比べて有意に低下
した（図６Ｆ）。
【００７３】
　上記の知見から、GH3-FTY細胞株は、Sstr2ならびにZac-1の発現低下に関連してソマト
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スタチンに対する感受性が低下した。
【実施例１１】
【００７４】
　本実施例では、実施例1で作製したGH3-FTY細胞株をヌードマウス皮下に接種しGH3-FTY
担がんマウス（以下、「GH3-FTYマウス」ともいう）を作製し、GH3細胞株を接種した担が
んマウス（以下、「GH3マウス」ともいう）と比較検討した。なお、本発明で使用した全
ての動物実験プロトコルは福岡大学動物取扱使用委員会の承認されている。
【００７５】
　担がんマウスは、5×105個のGH3-FTY細胞またはGH3細胞をF-12K培地0.5 mlに懸濁し、
ヌードマウス（5週齢、オス、BALB/c-nu、日本チャールズリバー）に皮下接種した(n=8)
。対照マウスには、上記ヌードマウスにF-12K培地0.5 mlを皮下接種した(n=5)。マウスは
通常食、通常飲水にて飼育し、週２回体重を測定した。担がんマウスは、その接種部位に
ソマトトロフ細胞腫瘍が形成された。接種８週後にマウス体長、肝重量、腫瘍重量および
腫瘍体積を調べた。
【００７６】
　マウス体重は、飼育期間を通じて対照群とGH3群では体重差を認めなかったが、GH3-FTY
群は、対照群ならびにGH3群と比較して接種後46日より有意な体重増加を示した。コント
ロールマウス、GH3マウスならびにGH3-FTYマウスの平均体重はそれぞれ28.8 +/- 2.3 g、
30.8 +/- 3.0 gならびに35.3 +/- 5.3 gであった（図９Ａ； P<0.05; GH3-FTY vs. contr
olまたはGH3)。
【００７７】
　マウスの体長は、小動物用X線CTスキャナSkyscan1178 (Brunker Corporation) を用いC
T画像より算出した。接種後８週のGH3-FTY群マウスの体長は対照群ならびにGH3群と比較
し有意に増加した。接種８週後のコントロールマウス、GH3マウスならびにGH3-FTYマウス
の平均体長はそれぞれ87.9 +/- 4.8 mm、89.3 +/- 3.1 mmならびに95.8 +/- 2.4 mmであ
った（図９Ｂ；**P<0.01；ns=有意差なし）。
【００７８】
　マウスの肝重量はマウスの全肝臓と接種腫瘍を摘出し、それらの重量を測定した。全肝
臓重量は体重を基に算出した。接種後８週のマウス肝重量は、GH3群およびGH3-FTY群共に
対照群と比較して有意に増加し（P<0.01）、さらにGH3-FTY群の肝重量はGH3群に対して有
意に増加した（図９Ｃ；P<0.05）。
【００７９】
　マウスの腫瘍重量および腫瘍体積は腫瘍組織を摘出し測定した。腫瘍は長径、短径なら
びに深さを測定し、以下の変形楕円体式（modified ellipsoid formula）にて腫瘍体積を
算出した（非特許文献２５）。
　　　腫瘍体積＝長さ　×　幅の二乗　ｘ　0.52
【００８０】
　接種８週後の腫瘍体積と腫瘍重量は共に、GH3-FTYマウスではGH3マウスと比較し有意に
増加した。接種８週後に腫瘍体積と腫瘍重量を測定した。GH3-FTYマウスの平均腫瘍体積
はGH3マウスより４．３倍大きかった （図７Ａ；P<0.05）。GH3-FTYマウスの平均腫瘍重
量はGH3マウスより３．８７倍重かった（図７Ｂ；P<0.05）。
【実施例１２】
【００８１】
　GH3-FTYマウスまたはGH3マウスの組織切片をヘマトキシリン－エオシン(HE)染色法によ
って染色して組織学的分析を行った（非特許文献２３）。またKi67陽性細胞または成長ホ
ルモン（GH）の免疫組織化学染色は既報に従って行った（非特許文献２２）。作製したパ
ラフィン切片を抗Ki97抗体 (ab66155; Abcam) または抗ラットGH抗体 (R&D Systems, Inc
.) と培養した後、Alexa Fluor 546ヤギ抗ラビットIgG (A-11010; Life Technologies) 
を接種した。次いで切片をDAPIと対比染色し、共焦点顕微鏡で可視化した。
【００８２】
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　図７Ｃは、GH3マウスならびにGF3-FTYマウスのソマトトロフ細胞腫瘍のHE染色図である
（左側はGH3マウス、右側はGF3-FTYマウスを示す）。また、上図は接種４週後、下図は接
種８週後のＨＥ染色図を示す。腫瘍のＨＥ染色によって、GF3-FTYマウスの腫瘍は、壊死
性の組織を含んでいて、GH3マウスよりも有糸分裂的特長をより多く示すことが明らかに
なった。つまり、GF3-FTYマウスは、GF3マウスに比べて、接種４週後に相対的に大きな核
／細胞質(N/C)比を示し、接種８週後に多形核の存在を示した。
【００８３】
　図７Ｄは、GH3マウスならびにGF3-FTYマウスのソマトトロフ細胞腫瘍の細胞組織の接種
４週後の免疫蛍光図である。その結果、細胞表面の分泌顆粒はGh（緑色）、また核はDAPI
（青色）で染色された。
【００８４】
　図７Ｅは、GF3-FTYマウスの腫瘍がKi67スコアを有意に増加していることを示している
（*P<0.05）。この知見は図７Ｃの結果をさらに確認している。
【実施例１３】
【００８５】
　本実施例では、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスの血中GhおよびIgf-1値を評価した。GH3
細胞株ならびにGH3-FTY細胞株をF-12K培地 0.5 mlに懸濁し、その懸濁液を、実施例１０
と同様にして、ヌードマウス（BALB/c-nu）に接種した（各グルーブ：n=8）。対照群のマ
ウスには培地のみを投与した。各マウスの末梢血より血漿を分取し、血中GhおよびIgf-1
濃度を測定した。Igf-1濃度はQuantikine ELISA mouse/rat IGF-1（R&D systems）にて測
定した。
【００８６】
　接種後８週の血漿Gh値とIgf-1値を図８Ａおよび図８Ｂにそれぞれ示す。図８Ａに示す
ように、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスのGhは対照群と比較して有意に増加し、さらにGH
3-FTYマウスのGh値はGH3マウスと比較して有意に増加した。GH3マウスとGH3-FTYマウスの
接種８週間後のプラズマGhレベルはそれぞれ554 +/- 456 ng/mLと2764 +/- 1456 ng/mLで
あった（P<0.01）。また、図８Ｂに示すように、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスのIgf-1
は、対照群と比較し有意に増加した。その血漿Igf-1レベルは、GH3マウスとGH3-FTYマウ
スでそれぞれ549 ng/mLと707 ng/mLであった（P<0.13）。しかし、この血漿Igf-1レベル
は統計学的には有意な差はなかった。
【実施例１４】
【００８７】
　実施例１２で得られた担がんマウスについて表現型を調べた結果、GH3-FTYマウスは、
コントロールマウスならびにGH3マウスに比べて明らかに大型であった（図８Ｃ）。
【実施例１５】
【００８８】
　本実施例では、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスに対する糖代謝の影響を検討するため、
糖負荷試験(GTT)を行った。糖負荷試験は、ヌードマウスにGH3-FTY細胞株を接種し、６週
間後に行った。ヌードマウスは、糖負荷試験前15時間絶食した後、2 g/kg体重のブドウ糖
を腹腔内投与し、投与０分、投与15分、30分、60分および120分の血糖値を測定した。血
糖値は血糖測定装置グルテストミント（Glutest Mint: 三和化学）にて測定した。また、
投与０分、投与15分、30分および60分後の血漿インスリン値をモリナガ超高感度マウスイ
ンスリン測定キット（森永生科学研究所）にて測定した。
【００８９】
　その結果、GH3群およびGH3-FTY群では共に、絶食時、糖負荷15分後ならびに30分後の血
糖値は対照群に比べて有意に低下した。GH3群とGH3-FTY群間ではいずれのタイムポイント
においても血糖値に有意差は認められなかった（図１０Ａ；*P<0.01; **P<0.01）。同様
に、GH3群およびGH3-FTY群は共に、対照群に比べて、血糖値の曲線下面積(AUC)も有意に
少なかった。またGH3群とGH3-FTY群との間では血糖値の曲線下面積(AUC)には有意差は認
められなかった（図１０Ｂ；*P<0.01; **P<0.01；ns＝有意差なし）。
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【実施例１６】
【００９０】
　本実施例では、GH3マウスおよびGH3-FTYマウスに対する糖代謝の影響を検討するため、
インスリン負荷試験(ITT)を行った。インスリン負荷試験は、ヌードマウスにGH3-FTY細胞
株を接種し７週間後に行った。インスリン負荷試験は、３時間絶食後、ノボリンR注（ノ
ボノルディスクファーマ）0.75 ユニット/kg体重を腹腔内投与し、絶食時、15分、30分お
よび60分のインスリン値を測定した。
【００９１】
　絶食時、糖負荷15分後、30分後ならびに60分後のインスリン値はいずれも、GH3群およ
びGH3-FTY群では対照群に比べて増加が認められ、インスリン抵抗性の増悪が認められた
。さらに、GH3-FTY群では、絶食時、糖負荷15分後ならびに30分後ののインスリン値は、G
H3群と比較して有意に増加した（図１０Ｃ）。なお、GH3群と対照群間では有意差を認め
なかった。同様に、GH3群およびGH3-FTY群は共に、対照群に比べて、インスリン値の曲線
下面積(AUC)も有意に高い値を示した。またGH3群とGH3-FTY群との間ではインスリン値の
曲線下面積(AUC)には有意差は認められなかった（図１０Ｄ；*P<0.01; **P<0.01）。
【００９２】
　接種７週間後のITTの結果、GH3-FTY群はGH3群と対照群に比べて血糖値が有意に高い値
を示した。このことはGH3-FTYマウスはインスリン抵抗性の存在が示唆される（図１０Ｅ
）。
【産業上の利用可能性】
【００９３】
　本発明に係るAIPノックアウト成長ホルモン（GH）産生細胞株（GH3-FTY細胞株）は、特
に下垂体腫瘍の研究モデル細胞株として利用することができ、このモデル細胞株を利用し
下垂体腫瘍の予防または治療に有効な創薬・治療法の研究開発に大いに寄与することがで
きる。
【００９４】
　付言すれば、本発明によれば、GH3細胞株からAip遺伝子をゲノム編集（CRISPR-Cas9シ
ステム）によって遺伝子的に崩壊されたGH3-FTY細胞株が得られ、GH3-FTY細胞株は、GH3 
細株に比べて、成長ホルモン（Gh）合成が著しく増加し、また細胞増殖がわずかに増加す
るとともに、細胞サイクル分析するとＳ相のプロファイルが増加した。しかし、これらの
現象はすべてAipの外因性発現で逆転される。GH3細胞株においては、Gh誘発Stat3リン酸
化はGH過分泌の原因であると知られているが、興味深いことに、GH3-FTY細胞株において
はリン酸化Stat3発現がGH3細胞株より増加していて、このことがGH3-FTY細胞株における
この機構の強力な駆動力となっている。また、GH3-FTY細胞株は、GH3細胞株に比べて、細
胞増殖抑制に際して、ソマトスタチンに対する感受性が低いけれども、これはソマトスタ
チン受容体タイプ２と抗増殖遺伝子Zac1/Plag11の発現低下に関連している。
【００９５】
　本発明のGH3-FTY細胞株をBalb/cマウスに移植したGH3-FTYマウスでは、GH3細胞株を移
植したGH3マウスよりも、有糸分裂ソマトトロフ腫瘍を形成した。またGH3-FTYマウスでは
、腫瘍サイズがGH3マウスよりも格段に大きく、血清Ghレベルも著しく高かった。そのう
え、インスリン耐性試験では、GH3-FTYマウスはGH3マウスよりも相対的に高いインスリン
抵抗性を示した。
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