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研究成果の概要（和文）：がん治療後に残存した耐性細胞あるいは耐性獲得がん細胞を研究することは、治療の深達度
や再発のモニタリングをする上で重要である。治療後の残存がん細胞を生細胞のまま取得し、分子生物学的な手法にて
検討可能としようとした。
モデルとして慢性骨髄性白血病（CML）の原因融合遺伝子であるbcr-ablに対するプローブにビオチン化と蛍光色素のラ
ベルを行った。導入、培養後、蛍光を観察した。比較対照としたbcr-abl陰性細胞に比較して蛍光強度は微弱に増強し
ていたが、flow cytometry上で分離可能なレベルには工夫が必要である。

研究成果の概要（英文）：It is important to analyze chemotherapy-resistant cells after the treatment of 
anti-cancer drugs, because it might be useful to monitor the depth of remission and detect earlier 
relapse. We tried to analyze these cells alive by molecular methods after we get alive 
chemotherapy-resistant cells. The probes against bcr-abl fusion RNA was biotinized and then labelled 
fluorescences. We analyzed the fluorescence after energy transfer after insertion of the probes and 
incubation. The intensity of fluorescence was increased compared with bcr-abl negative cells. However it 
was not enough to separate them by flow cytometry. Another effort will be needed to increase the 
sensitivity.

研究分野： 検査腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

近年、がん治療は進歩し、抗体療法や分子

標的療法が主役となりつつある。造血器疾患

においては、悪性リンパ腫に対する rituximab、

慢性骨髄性白血病（chronic myeloid leukemia, 

CML）に対する imatinib、急性前骨髄球性白

血病（acute promyelocytic leukemia, APL）に

対する all-trans retinoic acid (ATRA)や亜ヒ酸

(arsenic trioxide, ATO)がこれらの新しい治療

の成功例である。予後の改善が認められた腫

瘍の多くは標的となる分子が明らかである。

今後、ますます分子生物学的な手法はがん治

療の最も重要な位置を占めていくと思われ

る。 

いまだ難治性の腫瘍の多くは、標的分子が

未解明あるいは十分解明されていない。がん

細胞の起源をたどり、最初の原因分子を明ら

かにすることは、そのがんを治療し、モニタ

リングする上で重要である。難治性や再発に

関連するがん細胞は非常に未分化で、がん幹

細胞と呼ばれることが多いとされる。未分化

な細胞に 1 個以上の遺伝子異常が連続して、

あるいは期間を経て発現し、結果的に分化異

常と増殖を起こす。一方、治療後の残存癌細

胞内には、発病前の細胞の分子生物学的異常

に加え、新たな遺伝子異常が多数認められる。

がん治療後に残存した耐性細胞あるいは耐

性獲得がん細胞 (RAC)を研究することは、

治療の深達度や再発のモニタリングをする

上で重要である。治療後の残存がん細胞を生

細胞のまま取得し、分子生物学的な手法にて

検討可能とすることは、これらの検査を実臨

床に生かす上で重要と思われる。 

RAC はこれまで flow cytometry(FC)法、

fluorescence in situ hybridization (FISH)法、定

量的 polymerase chain reaction (PCR)法、green 

fluorescence protein (GFP)法などにて検出さ

れてきた。これらの方法は有用な方法であっ

たが、後述するような欠点もあった。 

FC 法は比較的簡易で安価である。しかし

ながら、正常未分化細胞と癌細胞をその表現

型や色素排泄能から判別することは容易で

なく、同じ表現型を持った正常未分化細胞の

混入が解析結果に影響を与える。FISH 法は

原因核酸を染色し、原因核酸を保有する癌細

胞が判別される。しかし、染色前の段階で、

細胞が固定され、その後施行したい残存白血

病細胞において、獲得あるいは増幅された耐

性に関与する分子の解析は限定されたもの

になる。さらに固定後では表現型を解析可能

な抗体も限定される。定量的 PCR 法は飛躍

的に進歩し標準化も進んできている。しかし、

細胞単位での形態学的、機能的そして表現型

の同時解析は難しい。表現型により、がん細

胞表面抗原を保持する亜集団を解析しうる

が、がん細胞自体の分離は不可能である。

GFP 法等は目的遺伝子を細胞に導入するこ

とで、容易に細胞を標識し分別することがで

きるが、導入細胞は限定される。さらに生体

内環境での耐性獲得細胞を正確に同定する

事は難しく、生体内のがん細胞の耐性獲得機

序を研究するには難しい。これらの手法のう

ち、PCR 法や FISH 法を用いた微少残存病変

の研究が SWOG 等を中心に行われ、個別化

や層別化治療の指標とされてきた。しかし、

化学療法後の癌細胞減少時の細胞数や核酸

量の定量が主眼で、重要な RAC の特性を解

析できていない 

 

２．研究の目的 

生体内のがん細胞を生きたまま分子標識す

る上で、対象とする RNA は可変部も多く、

分子の立体構造も不明な部分が多い。そのた

め標的に対する probe の設計が難しい。また

蛍光色素をラベルしたことによる probe の構

造変化や標的分子への結合性の変化がおこ

る。生細胞膜を通過した後も、リソゾームな

どの細胞内酵素の影響を免れる必要がある。

1990 年後半から molecular beacon (MB) probe

を用いて標的 RNA の保有細胞の検出が試み



られた(Sokol et al, Proc Natl Acad Sci USA 

1998; Tsuji et al, Biophys J 2000)。quenched 

autoligating (QUAL) probe を 導 入 し

fluorescence resonance energy transfer (FRET)に

よる蛍光を検出しようとする QUAL/FRET 法

は標的核酸保有細胞の同定手法として有用

性は高い。この方法を応用し、donor シグナ

ルの減衰と特異的 FRET シグナルの検出を試

みた。 
 
３．研究の方法 

高価な蛍光 probe の代わりに fluorescein 

(FITC)を標識した分子量の異なる dextran を

使用し、導入至適条件を検討した。分子量と

しては 4K-54K の dextran を用意した。膜の穿

孔には Streptolysin-O (SLO)を添加し 37℃で

5-15 分間、細胞膜の穿孔処理を行う。その後

血清培地を添加して SLO を不活化し、膜の封

入を施行する。細胞のダメージの評価のため

propidium iodide（PI）にて後染色を行う。cell 

sorter にて解析と分取を行う。分取細胞で細

胞内への集積を観察し、胞体内が染色され、

核が未染色であることを確認した。 

donor probe (Alexa Fluor488)と acceptor 

probe (Alexa Fluor647)に、アビジン蛋白(73K)

を結合させ、導入される色素 probe の分子量

の設定を施行する。これまでの preliminary 高

分子化蛍光 probe の有用性が示唆されており、

核内に集積せず、胞体に局在する至適 donor 

probe と acceptor probe を設定する。 

QUAL-FRET 法を利用した probe の設定を

行う。KRAS mRNA と bcr-abl に対し作製され

た probe の特異性を確認する。培養細胞に

donor および acceptor probe と incubate し、キ

メラ RNA 陽性細胞で FRET 蛍光が上昇する

ことをスペクトロメーターにより解析する。 

同様に QUAL-FRET 法を利用し、培養細胞

において特異的核酸(KRAS と bcr/abl)の保有

細胞を非保有細胞から識別する。遺伝子陽性

細胞として分離された細胞の遺伝子保有の

確認は FISH 法で検討する。 

ヒト末梢に特異的核酸発現を保有する白

血病培養細胞を混合させ検討する。健常人ま

たは非造血器疾患を材料とし、本研究目的の

使用を承諾された検体を使用する。赤血球の

溶血操作が必要とされるが、SLO に加えて補

体や NaNH3 などの溶血作業の必要性も検討

する。QUAL/FRET 法と cell sorter を用い目標

遺伝子の保有生細胞を同定し純化する。これ

により残存がん細胞が生細胞のまま分離さ

れる。分離された細胞の特性を検討すれば、

効率的に難治や再発の責任細胞が明らかと

なる。これを NOD マウスに移植後、組織内

をスキャンすることで、ニッチとの関係も解

析が可能となる。細胞分離が容易な白血病を

モデルとする。 
 
４．研究成果 

分子量の設定として、8 種類の蛍光標識

dextran が試された。低分子では核膜への透過

性が認められ、目的とした RNA 染色が不可

となってしまう。24K-32K の分子量が必要と

思われた。 

細胞膜からの probeの注入のための膜穿孔

の至適環境について検討した。5－10 分間の

SLO の穿孔処理が適切と思われ、さらに細胞

種類を変えて穿孔作業の均一化をはかるた

めの条件設定を行った。細胞の viability は上

述したように、PI 染色と flow cytometry 上

scatter gram より評価された。5 分間の処理で

は viability は 98%と高かったが、10 分間の穿

孔で 90%、15 分間の穿孔で 78%と低下した。

一方、FITC- dextran の取り込みは 53%、82%、

89%と増加した。 

一方、細胞種類による probe の導入効率、

viability の変化をみた。単球、マクロファー

ジなど CD11b 陽性の接着性を保有する細胞、

リンパ球や増殖が顕著な培養細胞(K562 等)

では probe の導入効率が悪くリンパ球では

36-52%の導入で viability は 80%であった。

neuramidase や low Ph 法を用いて技術的な向

上をはかった。導入率は、前者で 43-58%、後



者で 41-67%であった。しかし、viability は そ

れぞれ、71%、76%に低下した。単球性や NK

細胞白血病細胞等の細胞株や臨床検体を均

一の染色条件で解析できるようにする方法

の改善が必要である。 

前述した CML の原因融合遺伝子である

bcr-abl に対する probe に biotinization と

Fluor488 と Fluor647 のラベル化を行い、上記

の最適基準にて、導入、incubation を行い、

蛍光顕微鏡にて観察した。対象として、bcr-abl

陰性細胞を使用した。対象に比較して蛍光強

度はわずかに増強していたが、flow cytometry

上で gating 可能なレベルまで蛍光強度が上が

らなかった。また、陽性細胞の一部に核内に

も蛍光色素の取り込みがあり、probe の設計

を工夫する必要があると思われた。 
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