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研究成果の概要（和文）：HRP、mgSrtAの変異PCRを行い膜貫通型発現ライブラリーを構築し、ラベリング効率の
高い変異体のスクリーニングを実施した。HRPについては、目的とする変異体は得られなかった。mgSrtAについ
ては、1.3倍程度であるが、ラベリング効率が上昇した変異体を取得した。この変異体を導入したEO771細胞を尾
静脈移植し、移植後4時間後にAlexa488-LPETGペプチドを尾静脈投与し、肺転移モデルで、血管内皮細胞など腫
瘍細胞と接する肺の細胞のin vivoラベル出来るかについて検討を行った。その結果、残念ながらバックグラウ
ンドと区別できるようなin vivoでのラベル効率を得ることが出来なかった。

研究成果の概要（英文）：Mutational PCR for HRP and mgSrtA was performed to construct a transmembrane
 expression library, and mutants with high labeling efficiency were screened. The mutant was 
obtained. We transplanted EO771 cells with this mutant into the tail vein and administered 
Alexa488-LPETG peptide into the tail vein 4 hours after transplantation to see if it could label 
lung cells in contact with tumor cells such as vascular endothelial cells in vivo in a model of lung
 metastasis. Unfortunately, the in vivo labeling efficiency was not sufficient to distinguish it 
from the background.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： がん　転移　ケミカルラベリング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の実験では残念ながらin vivoのラベリングに耐えうる変異体は得られなかった。本研究実施時に、SrtAと
G5を用いたuLIPSTICの実験系によるin vivoラベリングの手法がNatureに報告されたが、本研究の手法を応用し
てG5の標識効率を上げるSrtA変異体の開発を行えばより、効率なラベリング手法の開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がん転移はがん細胞自身の浸潤・運動能だけでなく、血管内皮細胞、マクロファージ、線維芽細
胞など間質の細胞との相互作用により成立する。転移の解析は転移結節をエンドポイントで解
析するような手法から、ルシフェラーゼ発光や二光子顕微鏡を用いた in vivo イメージング法
により、転移過程を同一個体で経時的に画像解析することが可能になった。一方で、がん細胞－
間質細胞の相互作用において、物理的な相互作用（細胞間接着）はがん細胞の血管内・外遊走に
特に重要なステップであるが、間質中の細胞のごく一部の細胞が一過性にがん細胞と接着する
ため、画像解析だけでは知ることの出来ない、生体でがん細胞と物理的相互作用をした間質細胞
にどのような遺伝子発現や細胞内シグナルの変化が起こっているかを包括的に解析する手法の
開発が切望される。このような要望に対し、膜貫通ペプチドと蛍光タンパクの融合タンパクを分
泌するがん細胞を用い、生体中でがん細胞の周囲の細胞のみを標識し解析する手法が報告され
た(Ombrato L et al., Nature, 2019)。しかしながら、この手法では標識の効率は低く周囲の細
胞を標識するのに腫瘍を移植して数日以上の時間を必要とし、標識された細胞がいつ標識され
たのかが不明であり、また分泌タンパクによる標識のため、標識された細胞ががん細胞からどの
程度離れていたかなど、標識の感度並びに時間空間分解能が低く、24-48 時間ほどで血中から血
管外遊走するがん細胞と相互作用する細胞を標識することはできない。また、ニューロサイエン
スの分野では、split GFP の原理を応用してシナプス形成を可視化するモデルが多く報告されて
いるが(Choi J et al., Science, 2018 など)、GFP 由来の 2種類の遺伝子を接着する細胞それ
ぞれ導入する必要があることや、結合を経時的に追うことは出来ないなど技術的な制限がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
これら蛍光タンパクを用いた手法に対し、申請者は特異的な酵素と合成基質を用いたケミカル
ラベリングの手法を in vivo の細胞標識に応用することで、がん細胞と物理的相互作用する細
胞を任意のタイミングで合成基質を加えて標識することが可能ではないかと考えた。In vivo ケ
ミカルラベリング法では、合成基質の体内動態が標識の効率に大きく影響することが懸念され
る。そこで、本研究では合成基質の体内動態を懸念する必要のない実験的肺転移モデルでのがん
細胞の血管外遊走を解析の対象とし、確実にがん細胞と物理的相互作用を起こす血管内皮細胞
の標識を目標とした、がん血管外遊走時の細胞間相互作用を標識する in vivo ケミカルラベリ
ング法の開発という萌芽期の挑戦的研究を行う。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、これまで細胞レベルでの分子間・細胞間ラベリング法として報告のある
EMARS(enzyme-mediated activation of radical source) 法 、 EXCELL(enzyme-mediated 
proximity cell labeling) 法をベースにin vivoでもラベル可能な高感度人工酵素を作製し、
マウス肺転移モデルでのがん細胞－血管内皮細胞の相互作用を検出する。 
 
(1) 分子進化による人工酵素の改良 
EMARS法はHRPが本来過酸化水素依存的な酵素であるHRPが過酸化水素非依存的にアリールアジ
ド基をナイトレンラジカルへ変換することを応用したラベリング手法である (Kotani N et 
al., PNAS, 2008)。EXCEL法は、黄色ブドウ球菌のペプチド転移酵素Sortase Aを改変したmgSrtA
とmgSrtAが認識するLPXTGペプチドを付加した基質を用いたラベリング手法である(Ge Y et 
al., JACS, 2019)。両手法とも酵素の近距離(200-300 nm以内)に存在するタンパクを標識し必
要反応時間も数分～数十分のため一過性の細胞間接着を標識するのに十分であるが、申請者の
予備検討でそのままの感度ではin vivoラベリングには応用できないことを確認している。そ
こで酵素改変のためmutagenic PCR(Cadwell RC et al., Genome Res, 1994)で酵素に変異を導
入し、細胞膜上に目的遺伝子を発現させるpDisplay ベクター由来配列に組み込み、膜発現酵素
-T2Aペプチド-tdTomatoを発現させるレンチウイルスベクターに組み込む。レンチウイルスを
MOI 1以下でがん細胞（導入効率の高いHT1080細胞を予定）に感染させ、浮遊培養下でFITC標識
基質を加えラベル化反応を起こさせ、FACSでtdTomato発現に対してFITC標識効率の高い細胞を
ソートする。この工程を3回ほど繰り返しラベル化効率の高い細胞を十分濃縮した後、PCRで人
工酵素の配列を増幅しシーケンスを行い、どのような変異が付加されたかを確認する。確認さ
れた変異を持つ人工酵素を発現させ、ラベル化効率が改善されたことを確認した後、導入した
変異を1アミノ酸ずつ復元した人工酵素を発現させ、ラベル化効率の改善に必須の変異を絞り
込む。ラベル化効率の改善した人工酵素のcDNAに再度mutagenic PCR を行い、さらに人工酵素



のラベル化が改善するかを検討する。 
 
(2) 細胞膜上への人工酵素発現方法の最適化 
人工酵素のラベル化効率が頭打ちになった段階で、tdTomato発現がん細胞（マウス由来LLC,B16, 
E0771細胞などを予定）にpDisplay由来膜発現型、GPIアンカー型、血管内皮細胞のVCAM-1/ICAM-
1と結合することが知られているβ1/β2インテグリンの細胞外領域に人工酵素を挿入したも
のをそれぞれ発現させ、血管内皮細胞株との共培養でラベル化効率の検討し、最も効率よく血
管内皮細胞をラベル化出来た人工酵素の細胞膜発現方法を選定する。 
 
(3) 血管外遊走時のがん細胞相互作用細胞のin vivoケミカルラベリングの検証 
細胞膜上に人工酵素を発現した tdTomato 発現がん細胞をマウス尾静脈に移植し、がん細胞が肺
の血管内皮細胞に接着し血管外遊走を始める移植後 4-6 時間、多くのがん細胞が血管外遊走を
完了する 24 時間で、FITC または Alexa488 標識基質を尾静脈投与し、30 分後に肺を回収する。
肺の凍結切片を作製しがん細胞（tdTomato 陽性）の周囲に FITC/Alexa488 標識された細胞が存
在するかを確認する。また、FITC/Alexa488 陽性細胞が血管内皮細胞か免疫染色で確認する。血
管内皮細胞のラベル化が確認出来れば、肺の細胞を分散し、FACSでFITC/Alexa488陽性・tdTomato
陰性（ラベル化されたがん細胞周囲の間質細胞）画分から CD31 陽性血管内皮細胞を取得する。
FITC/Alexa488 陰性 CD31 陽性血管内皮細胞も合わせて分取し、RNA-seq を行い、がん細胞と相互
作用した血管内皮細胞と相互作用していない細胞で遺伝子発現プロファイルにどのような違い
があるかを解析する。 

 
 
４．研究成果 
 

まず、細胞膜上で HRP、mgSrtA を発現させるため、pDisplay ベクターに野生型 HRP（ヒトコド
ンに最適化）、mgSrtA を挿入し、さらに遺伝子導入細胞の可視化並びに遺伝子導入効率の補正の
ために T2A-tdTomato 配列を pDisplay 由来細胞質側配列の後に付加したコンストラクトを作製
し、レンチウイルスベクターに移し替えを行った。これら膜型 HRP および mgSrtA を用いて細胞
が標識されることを Az-Flu (HRP)または Alexa488-LPETG(mgSrtA)添加により確認を行った（図
１）。 

図 1 pDisplay-HRP-tdTomato 発現 EO771 細胞の EMARS ラベリング 
 
 
次に、分子進化によるケミカルラベリング用人工酵素の改良を行うため、HRP、SrtA に mutagenic 
PCR でランダム変異を加えたカセットを作製し、カセットのシーケンスにより変異の導入を確認
した。この変異カセットを膜型 HRP/mgSrtA 発現ベクターに導入し、変異酵素ライブラリーを浮
遊系 293 細胞に MOI = 0.3 で Jurkat 細胞に導入し、薬剤選択を行いライブラリー細胞を樹立し
た。このライブラリー細胞に対して、HRP、mgSrtA それぞれ既報の酵素反応条件を参考にして、
ライブラリー細胞の細胞膜上で酵素活性依存的な近傍タンパクの FITC ラベルを実施した。標識
後の細胞をフローサイトメトリーに供し、tdTomato の発現量で補正した際の HRP/mgSrtA ラベリ
ング活性を解析した。野生型とライブラリー細胞との比較を行った結果、loss of function の
表現型を示す変異は多く認められたが、野生型配列に比べてラベリング効率が上昇した
HRP/mgSrtA 発現細胞を得ることが出来なかった。そこで、ライブラリー細胞のスケールアップ
にを行い、再度ラベル化効率を解析した。その結果、HRP については、ラベリング効率の高い変
異体は得られなかった。mgSrtA については、1.3 倍程度であるが、ラベリング効率が上昇した変
異体を取得した。（図２） 
 
 
 



 
 
この変異体を導入した EO771 細胞を尾静脈移植し、移植後 4時間後に Alexa488-LPETG ペプチド
を尾静脈投与し、肺転移モデルで、血管内皮細胞など腫瘍細胞と接する肺の細胞の in vivo ラベ
ル出来るかについて検討を行った。その結果、残念ながらバックグラウンドと区別できるような
in vivo でのラベル効率を得ることが出来なかった。mgSrtA でのラベル化ではタンパクのグリ
シンを標的とするため、血中の様々なタンパクと反応してしまい、近接細胞のラベリング効率が 

下がっている可能性がある。本研究実施時に、SrtA と G5 を用いた uLIPSTIC の実験系による in 

vivo ラベリングの手法が Nature に報告されたため、本研究の手法を応用して G5 の標識効率を

上げる SrtA 変異体の開発を行う予定である。 

 

 
図２・pDisplay-mgSrtA-tdTomato の wild-type とスクリーニングで得られた変異体のラベ

ル化強度 
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