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研究成果の概要（和文）：レポーターマウスの乳腺上皮細胞(MEC)の不死化に成功しスクリーニングが効率化し
た。当初期待していた115個の遺伝子には活性がなく、より大きな遺伝子セットを評価する必要があった。そこ
でアノテーションされていないnon-coding RNAなどを含む遺伝子セットを大量に評価可能な実験系としてトラン
スポゾンを用いた遺伝子発現・同定技術を考案した。開発したベクターをレポーター細胞に導入し、4つの陽性
クローンを得ることに成功した。その内1クローンから候補遺伝子が同定され、さらに解析を進めているところ
である。また、トラップ法の技術を応用し、幹細胞化遺伝子の機能評価のための各種技術を構築した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in immortalization of reporter mouse mammary epithelial cells 
(MECs), which allow us to screen genes involved in dedifferentiation, efficiently. 115 genes, which 
had been first under expectation as associated genes with dedifferentiation, unfortunately did not 
activate reporter cells. Thus, there was a need to evaluate larger gene sets. Then we developed a 
gene trap system for expression of genes covering more broad set including non-coding RNA using a 
transposon system. This is powerful technique one because there is no need to prepare cDNA 
libraries. Using this convenient and efficient system, we isolated 4 positive clones. Among them, we
 identified a candidate gene possibly involving regulation of stemness, and now are analyzing its 
function both in vitro and in vivo. Moreover, by applying the technique of the trap method, various 
technologies for evaluating the function of genes regulating stemness were also developed.

研究分野：分子腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
 
年間の乳癌診断者数は 5 万人を超え、その
約 20%は死亡する。癌の除去・予防のための乳
腺組織の切除は患者の QOL を著しく損なわせ
ている。マウスでは乳腺幹細胞を乳房に移植す
るだけで乳汁産生機能を持つ乳腺組織が自発
的に再生することが明らかとなっており、この技
術がヒトに応用できれば患者の QOL は著しく改
善される。ところが、乳腺幹細胞は非常に数が
少ない上、特異的マーカーも見つかっておらず
精製法も確立されていない。一方、乳腺幹細胞
および分化した細胞の(癌)幹細胞化は乳癌の発
症・悪性化メカニズムに深く関わっている。こうい
った乳腺幹細胞が関わる癌の研究や解析、まだ
見つかっていない乳腺幹細胞のマーカーの探
索、再生医療を目指す基盤研究のために乳腺
幹細胞の多量取得が必要となっていた。ところ
が、通常の組織内では数が少なくその誘導技術
が必要であった。しかし、ES細胞やiPS細胞など
の多分化能を持つ幹細胞からの分化誘導は極
めて困難であった。そこで、極めて挑戦的であっ
たが分化した乳腺上皮細胞からの脱分化技術
によるアプローチを試みた。 
 
２．研究の目的 
 
高効率で質の高い乳腺幹細胞を誘導する技
術の創出を目指す。そのために幹細胞性を評
価することのできるレポーターマウス細胞を用い
てスクリーニングを行い、幹細胞化や幹細胞性
の維持に必要な遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法(図 1) 
 

 
 質の高い乳腺幹細胞を効率良く・簡便に同定
するために、申請以前より幹細胞性を評価する
ことが可能なレポーターマウスの作製を行ってい
た。また、幹細胞を維持させる培養技術の開発
を行っていた。それらを用いてスクリーニングを
行った。具体的な手順は以下の通りである。 
 

(1) 乳腺組織特異的幹細胞化誘導遺伝子候
補を文献調査やバイオインフォマティクスを
駆使して抽出・選別する。 
 

(2) Gateway システムを用いてエントリーベクタ
ーにクローニングされた遺伝子を導入効率
の高いレトロウィルス発現ベクターに組み
込む。細胞への導入効率を高めるため精
製度の高いＤＮＡ精製を行う。 

 
(3) 乳腺幹細胞を選択可能なレポーターマウス
細胞と独自の乳腺幹細胞培養技術を用い
て遺伝子スクリーニングを行う。レポーター
にはEGFPとpuromycin耐性遺伝子が同時
に発現されるように工夫してあるため、これ
らの指標を用いることで陽性クローンの単
離が効率良く進められると考えられた。 
 

(4) 候補遺伝子が得られた場合、乳腺を除去
したマウス乳房へ移植し、再構築能を評価
する in vivo 評価系(図 2)や mammosphere
アッセイといった in vitro 評価系によって乳
腺幹細胞性の評価を行う。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) スクリーニングに用いるレポーターマウスの
乳腺上皮細胞(MEC)を不死化することに成
功し、毎回 primary 培養することなく大量の
ドナー細胞を用意することができるようにな
り、スクリーニング作業が高効率に行えるよ
うになった。 
 

(2) 文献情報や各種データベースから選別さ
れた脱分化誘導候補遺伝子 115 個をレポ
ーター細胞に導入し、レポーター発現を弱
く呈した 2 遺伝子が同定された。しかし、そ

図 1.幹細胞化制御遺伝子同定法の概略 

図 2.マウスの乳房を用いて乳腺の再構築能

をみることによる幹細胞性の評価 



の後の in vitro および in vivo の解析・検証
から幹細胞化活性を有していないと判断さ
れた。 
 

(3) non-coding RNA のような遺伝子を含むより
大きな遺伝子セットを評価の対象にするこ
とのできるトラップ法によるスクリーニングを
考案した(図 3, 4)。 
これはトランスポゾンのもつ任意の DNA 断
片をゲノムにランダムに挿入するという性質
を利用したもので、in silico 解析からは認証
されない遺伝子を含む遺伝子セットを、ライ
ブラリーの作製を経ず、毎回異なるレパー
トリーで大量に発現させ評価できる点で極
めて有用であると考えられた。 
 

 

(4) この遺伝子トラップ法を用いて遺伝子スクリ
ーニングを行ったところ、レポーターのマー
カーが陽性なクローンが 4 クローン得られ
た(図5)。さらにこの中の1クローンから候補
遺伝子を同定することに成功した。この遺
伝子は幹細胞化の報告が無く、さらに解析
を進めている。 

 

 
 

(5) 幹細胞化遺伝子スクリーニングに用いるベ
クターの開発の他にも以下のようなトランス
ポゾンベクター系を構築した。 
 
①プロモータートラップ法によるレポータ
ー細胞作製技術 
②転写因子によって誘導される遺伝子
の同定技術 
③幹細胞など遺伝子導入が困難な細胞
に対する過剰発現技術 
④蛍光蛋白質融合による局在マーカー
の同定技術 
⑤蛍光蛋白質再構成法による結合因子
探索技術 
⑥マウスでの遺伝子導入乳腺の再構築
技術 
 
である。 

 
これらの技術開発によって、ダイレクトリプロ
グラミング因子候補遺伝子の in vitro/in 
vivo 機能解析を優位に進めることが可能と
なった。 

 
 

図 3.Gene trap 法の原理 

図 5. スクリーニングで得られた陽性クロ

ーン。この後トラップされたベクターのゲノ

ム上の挿入部位の解析から幹細胞制御遺伝

子候補を推定した。 

図4.Gene trap法に開発した各種ベクターと

スクリーニングの概要 
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