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要約 
現在、ヒト SLFN11 の mRNA 発現量が、多くの DNA 障害型抗がん剤に対する薬剤感受
性ときわめて強く相関を⽰し、その特徴においてヒト SLFN11 遺伝⼦のアミノ酸配列の
K652 であることが重要だということがわかっている。本実験では、ヒト SLFN11 と類似
配列を持つチンパンジーSLFN13 が、ヒト SLFN11 と同様の機能、すなわち薬剤感受性が
あるかを調べるため、チンパンジーSLFN13 を含むベクターを作成し、ヒト細胞 K562 に
導⼊後、チンパンジーSLFN13 による薬剤感受性を検討した。HCT116 と MCF７細胞で
も同様の検討を⾏った。結果、K562 細胞では、チンパンジーSLFN13 を過剰発現させた
細胞は、DNA 障害型抗がん剤であるカンプトテシンに対して薬剤感受性を⽰した。⼀⽅
で、MCF７細胞は過剰発現細胞株が樹⽴できず、HCT116 細胞では極めて弱く発現する細
胞株を得たものの、コントロール細胞に⽐べて薬剤感受性に変化がなかった。このことか
ら、チンパンジーSLFN13 にはヒト SLFN11 と類似する機能があることがわかった。 
 

諸⾔ 
SLFN11 の重要性は、⽶国国⽴がん研究所（National Cancer Institute：NCI）が主導した
NCI-60 プロジェクトにおける網羅的薬剤感受性解析によって、2012 年に初めて報告され
た。NCI-60 とは、60 種類のヒトがん細胞株に対して 2 万種類を超える化合物の薬剤感受
性を評価し、それらを遺伝⼦発現プロファイルと統合的に解析した⼤規模がん細胞データ
ベースである１）。この解析により、SLFN11 の mRNA 発現量が、多くの DNA 障害型抗
がん剤に対する感受性ときわめて強く相関することが明らかとなった２）。その後の研究に
おいて、SLFN11 と類似配列を持つ通常のヒト SLFN13(E652)は薬剤感受性が低いが、
DNA 結合部位（E652K）を持つヒト SLFN13 は、ヒト SLFN11 を機能的に模倣すること
からヒト SLFN11 の薬剤感受性には K652 を持つことが重要であることがわかった３）。し
かし、SLFN13 において E652 を持つのはヒトのみであり、他動物は K652 を持つ。SLFN
ファミリーは真獣類以降で顕著に拡⼤しており、ヒトには 6 種類（SLFN5、11、12、
12L、13、14）が存在し、霊⻑類間での保存性は⾼い４, ５）。ヒト SLFN11 と類似配列を持
ち、DNA 結合部位(K652)を持つチンパンジーSLFN13 がヒト SLFN11 と同様の機能（薬
剤感受性）を持っている可能性が⽰唆される。これを調査することは、ヒト特有の SLFN
の進化原因やヒト SLFN13 が Eを獲得して得たかったものを知る⾜がかりになると考えら
れる。 

E209 E214 K216 S219 T230 Y234 D252 K605 D668 E669 R82 K591 Y722 K652 S753
◼ ◼ ◼ ▲ ▲ ◼ ◼ ★ ◆ ◆ ● ● ● ★ ▲

SLFN11 human E E K S T Y D K D E R K Y K S
SLFN13 human E E K S I Y D K D E R K Y E P
SLFN13 chimpanzee E E K S I Y D K D E R K Y K P

表 1：ヒト SLFN11、13、チンパンジーSLFN13 のアミノ酸配列



 
 
材料と⽅法 
1. インサートの作成 
Prime Star Max 10ul、forward primer (10 uM) 0.4ul,reverse primer (10 uM) 0.4ul、鋳型
DNA(1 ng/ul) 1ul、dH2O 8.2ul 20ul を混合し、PCR により DNA を複製した。PCR 
cycle は以下の通りである。 

その後、SLFN が PCR で増幅されていることを確認するため、NucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up (TaKaRa)を使⽤して電気泳動を⾏なった。 
Agarose gel 100mgあたり NT1 を 200uL加え、50℃で 5-10min インキュベートし、gel を
溶解させた。Spin column を Collection tube にセットし、溶液をデカントで移した。その
後、遠⼼(11000 g, RT, 1min)し、濾液を捨てた。NT3 を 650uL加え、遠⼼(11000 g, RT, 
1min)し、濾液を捨てた。この操作を 2回繰り返した後、Spin column を遠⼼(11000 g, 
RT, 1min)し、メンブレンを乾燥させた。Spin column を 1.5mL tube にセットし、NEを
30uL加え、RT で 1min incubate し、遠⼼(11000 g, RT, 1min)した。 
 
2. In-fusion 
 pPCIP (1 ug/uL)1 uL、NotI-HF1 uL、rCutSmart (10x)5 uL、dH2O43 uL を混合し、
37℃15min でベクターを切り、65 ℃ 20 min で制限酵素不活化した。その後、制限酵素処
理前と後のそれぞれのベクターを⽤いて電気泳動を⾏い、制限酵素が処理できているかを
確認した。使⽤した pPCIPを図２に⽰す。 
その後、nanodropを⽤いて、PCR fragment の濃度を測定 SLFN13 ‒ 27.4 ng/uL5x In-

Fusion Snap Assembly Master Mix2 μL、Linearized vector2uL 、Purified PCR fragment
2 μL、dH2O 4uL を混合し、50 ℃、15 min で In-Fusion した。 
 
 
 

図 1:インサート作成時の PCR cycle 



3.transformation 
−80℃で保存していた⼤腸菌を氷上で解凍した。解凍後、⼤腸菌懸濁液 50μl にプラスミ
ド DNA１μl を添加し、氷上で静置することで、プラスミドを細胞膜表⾯に結合させた。
次に、42℃で 40秒間ヒートショックを⾏うことでプラスミド DNA を細胞内へ導⼊した。
その後、培地を１ml加えて１時間振とう培養し、細胞内で β-ラクタマーゼ）を増殖させ
た。 
培養後、細胞を寒天培地上に播種し、１⽇培養することで形質転換体のコロニーを形成さ
せた。その後、得られたコロニーは、冷凍保管した。 

 
4.transfection 
ベクターを導⼊する薬剤として K-562、HCT116、MCF７を使⽤した。これらの細胞は、
SLFN11、SLFN13 ともに発現量が５以下６）であるため、SLFN11、SLFN13 がほとんど発
現していないと⾔え、この実験に適している。 

図 2：使⽤した pPCIP 



図 3：細胞の SLFN11、SLFN 13 の発現量 

K562 は、エレクトロポレーションによるベクター導⼊を⾏った。細胞は回収後、遠⼼分
離により沈殿させ、PBS による洗浄を⾏った。PBS 洗浄後に再度遠⼼を⾏った。洗浄後
の細胞は PBS100μl に懸濁し、1 サンプルあたり 100µL 中に 1.0 × 10⁶ 個となるよう
調整した。これにベクターを添加し、キュベットに移した。エレクトロポレーションは 
NEPAGENE 装置を⽤い、電気抵抗値は 0.030‒0.050 Ω の範囲でプロトコル 5 に従って
実施した。エレクトロポレーション後、キュベット内で気泡の発⽣を確認した。細胞は速
やかに培地へ回収し、あらかじめ培地５ml/well を加えておいた 6ウェルプレートに戻し
て混和した。その後で培養を⾏った。 

HCT116、MCF７は接着細胞であるためリポフェクションによるベクター導⼊を⾏ない、
培養した。リポフェクションは村井純⼦教授が実施した。 



遺伝⼦導⼊後の細胞について、抗⽣物質耐性を指標としたスクリーニングおよびクローニ
ングを⾏った。まず、６ウェルプレートで細胞を約１週間培養した後、ベクターにコード
されたピューロマイシン耐性遺伝⼦を利⽤し、ピューロマイシンを最終濃度が 1/5000 と
なるように添加して培養を⾏った。次に得られた細胞集団の⼀部は、bulky population を
⾏なった。⼀⽅で、単⼀細胞由来クローンを得るため、細胞懸濁液から 限界希釈しクロ
ーニングを⾏った。希釈系列は 96ウェルプレートに分注し、1 ウェルあたり 1 細胞とな
る条件で培養した。 

5.薬剤感受性試験 
HCT116 細胞の培養上清を除去し、PBS で洗浄した後、2 mL のトリプシンを添加して 2
分間インキュベートし、細胞を培養プレートから剥離した。剥離した細胞を回収し、8 mL
の medium を加えた後、室温にて 2分間遠⼼した。得られた細胞懸濁液の細胞数をセルカ
ウンターで測定し、最終濃度が3 × 10!cells/mL となるよう培地で希釈した。調製した細胞
懸濁液を 3枚の 96ウェルプレートに各ウェル 50 µL ずつ分注した。 
その後、カンプトテシン（CPT）、Paclitaxel をそれぞれ 96ウェルプレートに添加し薬剤
感受性を評価した。CPT はトポイソメラーゼ阻害剤に分類され、CPT に対する感受性と
SLFN11 に強い相関があることがわかっている。⼀⽅、Paclitaxel はタキサン系抗がん剤で
SLFN11 はその機序に関与しない。 
 
 
結果 
1. インサートの作成 
電気泳動の結果を以下に⽰す。今回PCR に使⽤した鋳型 DNA の⻑さは約 3000 であり、
SLFN のバンドが 3000kDa付近で確認できたことから、SLFN の DNA増幅が成功したこ
とが確認できた。 



 

 
2. In-fusion 
電気泳動の結果を以下に⽰す。制限酵素処理前のベクターでは開環状、閉環状の 2 本のバ
ンドが確認され、制限酵素処理後のベクターでは直鎖状のバンド 1 本のみが 6000kDa付
近に確認されたため、pPCIPが完全に酵素処理されていることがわかった。 

図 4：PCR 後のウェスタンブロット 

① ② 

①チンパンジーの SLFN11 
②マーカー 
 



 
図 5：酵素処理後のウェスタンブロット 
 
4. transfection 
K-562、HCT116、MCF7のうち K-562、HCT116 は細胞が⽣存しており、チンパンジー
SLFN13 が導⼊できたことがわかった。しかし、HCT116 は⽣存数、チンパンジー
SLFN13 の発現量がともに少なかった。ヒト SLFN13 の抗体を⽤いてウェスタンブロット
したところ、チンパンジーSLFN13 はヒト SLFN13 の抗体に対して反応を⽰した。ウェス
タンブロットは村井純⼦教授が実施した。 
表 2：培養後の細胞の⽣存 

 K-562 HCT116 MCF7 
empty ◯ ◯ ◯ 
chimpanzeeSLFN13 ◯ ◯ × 

 
 

①制限酵素処理前のベクター 
②、③制限酵素処理後のベクター 
④マーカー 
 

①   ②   ③   ④ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.薬剤感受性試験 
K562 細胞においてチンパンジーSLFN13 は低濃度の CPT では薬剤感受性を⽰さなかった
が、⾼濃度の CPT に対して⾼い薬剤感受性を⽰した。Paclitaxel に対しては薬剤感受性を
⽰さなかった。

 

図 8：ベクター導⼊後の K562 細胞の薬剤感受性（左：CPT、右 Paclitaxel） 
HCT116 細胞においてチンパンジーSLFN13 は CPT、Paclitaxel両⽅に対して薬剤感受性
を⽰さなかった。 
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図 7：ベクター導⼊後の K562
におけるタンパク発現 
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図 6：ベクター導⼊後の HCT116 におけるタンパク
の発現。⽮印：Flagシグナルと考えられるバンド 



 
図 9:ベクター導⼊後の HCT 細胞の薬剤感受性（左：CPT、右 Paclitaxel） 
 
 
考察 
HCT116 は⽣存数、チンパンジーSLFN13 の発現量がともに少なかったことやMCF７で
は、過剰発現細胞が樹⽴できなかったことからチンパンジーSLFN13 が HCT116、MCF7
に対して何かしらの細胞毒性を持っていたと考えられる。K562 細胞は⽩⾎病、HCT116
は⼤腸がん、MCF7は乳がん由来の細胞である。チンパンジーは癌の発症率が⼈間よりも
圧倒的に低く、特に乳癌や⼤腸癌などの上⽪性腫瘍は極めて稀である。報告例の多くはリ
ンパ腫や⽩⾎病などの造⾎系腫瘍、あるいは肝細胞癌や⾁腫であり、主として⾼齢個体の
剖検時に発⾒されている７、８）。このこともチンパンジーSLFN 13 を導⼊した HCT116、
MCF7がチンパンジーSLFN 13 の発現がないまたは少ない理由かもしれない。ヒトと⽐べ
チンパンジーの癌の発症率が低いのは、寿命の短さや発がん性物質への曝露が少ないなど
の⽣活様式の違いであると考えられており、遺伝⼦的にも決定的なチンパンジー独⾃の特
異的抗がん遺伝⼦は発⾒されていない。ヒトは進化における寿命の延⻑や⽣活様式の変化
に伴い、がんの発⽣を抑制する機構が相対的に重要になってきた可能性がある。がんは細
胞分裂の回数や⽣存期間の⻑さに依存して発⽣確率が上昇するため、霊⻑類の中でも⽐較
的⻑寿であるヒトでは、DNA損傷応答、細胞周期制御、免疫監視といった仕組みが進化
的に保持・強化されてきた可能性が考えられ、ヒト SLFN 11、13 の機能や分岐、進化と
寿命の⻑さが関係している可能性がある。ただし、SLFN11、13 の進化的意義については
未解明な点が多く、ヒトにおける⻑寿化やがん抑制との直接的な関係については予想に過
ぎないため、霊⻑類の SLFN13 を⽐較して、ヒト SLFN13 とのアミノ酸配列などの違い
と、各霊⻑類の寿命との相関を⾒て検討する必要がある。 
K562 細胞は⾼濃度の CPT に対して⾼い薬剤感受性を⽰した。⼀⽅で HCT116 細胞では
薬剤感受性に変化がなかった。この結果はチンパンジーSLFN13 の発現量の差によるもの

HCT116pPCIP-flag-chimpanzeeSLFN13 
HCT116pPCIP-flag-empty 

HCT116pPCIP-flag-chimpanzeeSLFN13 
HCT116pPCIP-flag-empty 



か細胞の種類の違いによるものかの２つの可能性があり、今回の実験のみでは判断できな
い。細胞の種類の違いによるものだとすると、K562 と HCT116 の違いからチンパンジー
SLFN13 の機能予測に繋がる可能性もある。また、別実験においてヒト SLFN13（K652）
が導⼊された HCT116 細胞は CPTへの薬剤感受性を⽰したため、ヒト SLFN13 との
K652部位以外の遺伝⼦配列の違いも考慮に⼊れる必要がある。ヒト SLFN11 による薬剤
感受性には、E209, E214,S219, T239,K605, D668, E669,K652３）のアミノ酸配列が必須で
あると報告されているが、前述部分の塩基配列はヒト SLFN 13 とチンパンジーSLFN 13
で⼀致している。HCT116 でチンパンジー SLFN13 が薬剤感受性を⽰さなかったこと
は、先⾏研究において未だ発⾒されていないヒト SLFN11 の機能に関して重要なサイトが
あることを⽰唆しており、そのサイトの１つは細胞の種類により機能または発現を調節す
る因⼦として機能しているのではないかと考えられる。または、HCT116 でのチンパンジ
ー SLFN13 の発現量が低かったのが理由とも考えられる。 
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