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研究成果の概要（和文）：FEAT蛋白は、大半のヒト癌で異常増加している腫瘍促進因子です。この性質を利用し、分子
標的を用いた癌の早期発見、癌予防を目指した前臨床研究を行いました。１）自作の抗体でELISAキットを作り、健常
人8名と癌患者134名の血漿を調べ、癌患者の血中FEAT濃度は健常人より高いことがわかりました。２）FEATを欠失した
マウスES細胞を解析し、FEATが神経系の構築に必要であることがわかりました。３）ペプチドでFEATに対する免疫反応
を誘導しても、正常組織に障害を起こしませんでした。４）FEATに結合するタンパクがわかり、今後FEATの酵素活性測
定系を作り、FEATを阻害する阻害薬を探索する予定です。

研究成果の概要（英文）：FEAT is an intracellular protein that potently drives tumorigenesis in vivo. FEAT 
is only weakly expressed in normal human tissues including the testis, whereas it is aberrantly 
upregulated in most human cancers. The present study investigated whether FEAT is applicable to early 
detection and prevention of cancers. 1) The plasma FEAT concentrations of 134 cancer patients and 8 
normal volunteers were measured by sandwich enzyme-linked immunosorbent assay. Plasma FEAT levels were 
significantly higher in the presence of cancers. 2) Analyses of mouse embryonic stem cells deficient in 
Mettl13 gene encoding FEAT suggest that FEAT is required for neuronal differentiation. 3) Immune 
responses against FEAT can be induced without deleterious side effects on mice. 4) We identified proteins 
that interact with FEAT to develop an assay for enzymatic activity of FEAT and screen for inhibitors. The 
findings suggest that FEAT is a candidate for applications in early diagnosis and prevention of cancers.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 癌は、ゲノム及びエピゲノムレベルで非
常に不均一な細胞集団から成ります。近年開
発された分子標的治療薬でも癌は治癒せず、
癌は早期に耐性化して再発します。治療開始
前の段階から既に、分子標的治療薬に抵抗性
の癌細胞を含んでいるからです。 
しかし、癌が遺伝子変異を蓄積する前の、

早期癌あるいは前癌病変の段階で見出すこ
とができれば、分子標的治療薬に抵抗性の細
胞が出現する前に治療を開始することで、癌
をコントロールできると考えられます。また、
癌化の早期の段階を抑える方法があれば、そ
れ以上の癌化を停止させる癌予防が可能で
す。人類は難治性のウイルス疾患をワクチン
による予防で克服してきました。治療から予
防へのパラダイムシフトにより癌の撲滅を
目指したいと考えています。 

 
(2) 癌の早期発見や癌予防は、大半の癌を網
羅することが望まれます。例えば，前立腺癌
だけ早期発見や癌予防をしても、肺癌や大腸
癌には無効で、女性は恩恵を受けられません。 
また、多種の癌に対して広く有効な方法が

望まれます。例えば、女性で 8割の癌を早期
発見するために、乳癌，大腸癌，胃癌，肺癌，
子宮癌，肝癌，膵癌，胆のう癌，卵巣癌，甲
状腺癌の 10 項目の検査を定期的に行うこと
は、医療経済学的に現実的でありません。こ
れまで、癌の早期発見や予防を可能にする分
子標的は見出されていませんでした。 
我々が新たに見出した腫瘍促進因子 FEAT

が増えている癌は、日本人の癌の約 8割に及
びます。しかも，早期癌や前癌病変でも増え
ています。大多数の癌で早期から増えている
癌化に働くタンパクが初めて見つかったこ
とから、FEAT を標的とした癌のスクリーニン
グと癌予防が可能であるかを検証すると共
に、そのための技術開発を行いました。 

 
２．研究の目的 
(1) FEATを分子標的として用いた癌早期診断
の可能性を検証するために、血液中の FEAT
タンパクの濃度が癌患者で正常人に比して
増加しているかを明らかにします。 
 
(2) FEATを標的とした癌予防の妥当性を検証
するために、FEATタンパクを欠失したマウス
を作り、FEAT の消失により発癌が抑制される
か調べます。 
 
(3) FEAT 標的癌予防の方法論として、マウス
で、FEATに対する免疫反応で癌の増殖が抑制
されるか、FEATへの免疫反応でマウスの諸臓
器に障害が起らないかを調べます。 
 
(4) FEATを抑制する薬を作るための第一歩と
して、小分子阻害剤を見出します。まず、FEAT
の酵素活性を測定する系を構築し、その系を
用いて小分子ライブラリーから FEAT 阻害剤

を見出します。 
 

３．研究の方法 
(1) アフィニティー精製したウサギのポリ
クローナル抗 FEAT 抗体を ELISA プレートに
固相化し、標識した別の抗 FEAT 抗体を用い
て検出するサンドイッチ ELISAキットを作成
します。精製 FEAT タンパクを用いて検量線
を作り、FEATタンパク濃度を定量します。過
去の臨床研究で悪性腫瘍患者および健常人
ドナーから得られた血漿を用い、FEAT濃度を
測定します。 
 
(2) 既にターゲティングベクターをマウス
ES 細胞に導入して、片方の FEAT 遺伝子を発
現しないようにした FEAT+/- ES 細胞を作成し
ました。この変異 ES 細胞をマウスの胚盤胞
に注入して仮親の偽妊娠マウスの子宮で生
育させ、生まれたキメラマウスを交配して、
FEAT+/- マウスを得ます。オスとメスの FEAT+/- 
マウスを交配して、 FEAT ノックアウト
（FEAT-/-）マウスを得ます。ノックアウトマ
ウスに異常が起っていないかを、血液検査や
解剖で調べます。さらに、FEAT-/- マウスを癌
を自然発症するモデルマウスと交配し、発癌
が抑制あるいは遅延されるかを統計的に解
析します。 
 
(3) C57BL/6 マウスの主要組織適合抗原に適
合するマウス FEAT のペプチド 2 種類を合成
し、アジュバントと共にマウスの皮下に接種
して免疫します。その後、FEATを発現してい
るメラノーマ B6-F10 細胞を皮下注射し、腫
瘍の形成を観察し、採血検査をします。腫瘍
が大きくなったらマウスを解剖して病理標
本を作り、腫瘍の状態、諸臓器の異常を顕微
鏡観察します。 
 
(4) HeLa 細胞から FEAT と相互作用するタン
パクを共免疫沈降法で得て、マススペクトロ
メトリーで同定します。それらのタンパクの
cDNA をクローニングし、共免疫沈降法や
Duolink を用いて、細胞内での共局在と結合
を確認します。さらにこれらのタンパクを
GST 融合タンパクとして大腸菌に発現して精
製します。 
FEAT と直接結合するタンパクを見出すた

めに、精製した FEAT タンパクと結合するか
調べ、直接結合するタンパクを基質として用
いて、FEATによるメチル転移反応時に発生す
る蛍光を検出するアッセイ法を構築します。
このアッセイ系を用いて、化合物ライブラリ
ーをスクリーニングして阻害物質を同定し
ます。 
 
４．研究成果 
(1) ウェスタンブロッティングにより、癌患
者の血漿に FEAT タンパクが存在することが
わかりました。 
定量のための標準試料としての FEAT タン



 

 

パクの精製を行いました．Hisタグ融合 FEAT
は大腸菌で不溶性の封入体を形成しました。
そこで、誘導条件を最適化し非変性条件で一
部可溶性の FEATが発現しましたが、Ni2+およ
び Co2+レジンに結合しにくく、収量、純度が
低かったため断念しました。封入体を塩酸グ
アニジンによる変性条件で可溶化し、高純度
で十分な収量のタンパクを得ました。 
免疫沈降法で、癌患者の血漿に FEAT タン

パクが存在し、自作のポリクローナル抗体に
より捕捉可能であることが分かりました。そ
こでポリクローナル抗体を捕捉用抗体とし、
業者と共同研究で作出したモノクローナル
抗体を検出用抗体に用いたサンドイッチ法
により血漿中の FEAT を検出する ELISA キッ
トを、IBL社に受託して作製しました。 
九州大学病院 先端分子・細胞治療科にお

いて行われた臨床試験で凍結保存した癌患
者の血漿を測定しました。検討症例数は、健
常人 8例と癌患者 134 例、うち非小細胞肺癌
17 例、小細胞肺癌 5 例、乳癌 4 例、食道癌
14 例、胃癌 22 例、大腸癌 43 例、膵癌 14例、
胆嚢癌 1 例、胆管癌 2例、卵巣癌 4 例、子宮
体癌 2 例、子宮頸癌 4 例、悪性中皮腫 4 例、
咽喉頭癌 2例、尿管癌 2例、悪性黒色腫 2例、
原発不明癌 2 例です。血中 FEAT 濃度は癌患
者において、健常人に比べ有意に上昇してい
ました。癌種別のノンパラメトリック多重比
較では、Kruskal-Wallis 検定で有意差があり、
Steel 検定で卵巣癌と非小細胞肺癌に健常人
との有意差を認めました。 
 
(2) ① FEAT+/-マウス ES 細胞の胚盤胞期胚へ
の注入により、キメラマウスを得て交配しま
したが、FEAT+/-マウスは 1匹生まれたのみで、
しかも不妊でした。 
 
② FEAT+/-マウスが不妊であることから、通常
のノックアウトマウスの作成が困難と考え
られました。そこで、国際共同プロジェクト
IMPC の KOMP プログラムよりターゲティング
ベクターを購入し、がん研究ネットワークメ
ンバーに対する「個体レベルでのがん研究支
援活動」の協力を得て、FEAT のコンディショ
ナルノックアウトマウスの作出を開始しま
した。 
ターゲティングベクターをマウス ES 細胞

にエレクトロポレーションで導入し、240 個
の neo 耐性 ES 細胞をピックアップし、液体
窒素で保存すると同時にゲノム DNAを抽出し
ました。PCR によるスクリーニングで 240 個
中、35個が陽性でした。現在サザンブロッテ
ィングにより解析中です。 
 
③ ES細胞での FEATの機能を明らかにするた
めに、ノックアウト ES細胞を作成しました。
FEAT+/-マウス ES 細胞を高濃度の G418 で薬剤
選択し、FEATノックアウト（FEAT-/-）ES細胞
を 4クローン得ました。アルカリフォスファ
ターゼ染色、免疫蛍光染色による Oct4, SSEA1, 

Nanog の発現により、多能性の維持には FEAT
が必要ないと考えられました。 
ES 細胞を胚様体に分化させ、RT-PCR で

nestin, Brachyury, GATA-4 の発現を解析し
て 3胚葉への分化を調べた所、FEAT欠失によ
り神経系への分化に障害がありました。 
FEAT ノックアウト ES 細胞に胚様体を形成

させ、レチノイン酸で神経系へ分化誘導した
ところ、神経特異的なβIII-tubulin の発現
と神経突起形成が阻害されていました。そこ
で、FEATノックアウト ES細胞を SCID マウス
の精巣と大腿に移植し奇形腫形成を調べた
ところ、外胚葉，中胚葉，内胚葉系への分化
を示し、神経組織も認めました。FEAT は神経
分化よりも、神経細胞の維持に必要であると
考えられました。また、HMT 社に受託して、
神経分化誘導時のメタボローム解析を行っ
たところ、神経分化時に複数の解糖系酵素の
異常が起こることが示唆されました。 
 
(3) H-2Kb、 H-2Db適合マウス FEATペプチド
を 2種類、アジュバントと共に C57BL/6マウ
スの皮下に 2 回接種後、B16-F10 メラノーマ
細胞を皮下注射しました。特に 2種類のペプ
チドを混合して接種した際に、腫瘍に炎症反
応が誘導されました。肺、肝、腎を組織学的
に調べ、ペプチドに起因する異常は認められ
ず、血清 AST、 ALT、 Creの上昇は認めませ
んでした。FEATに対する免疫反応を、生体に
副反応を起こさずに利用できる可能性が示
唆されました。 
 
(4) HeLa 細胞から FEAT と共免疫沈降するタ
ンパクを見出し、15 個のタンパクの cDNA を
クローニングしました。共免疫沈降法、
Duolink キット、GST プルダウンアッセイに
より、FEATとの相互作用を確認しました． 
15個のタンパクを GST融合タンパクとして

大腸菌に発現し、Glutathione レジンを用い
て精製しました。精製した Hisタグ融合 FEAT
との結合を調べ、4個のタンパクが FEATと直
接結合することがわかりました。今後この 4
タンパクを基質として、メチル転移反応時に
発生する蛍光を検出するアッセイ法を樹立
する予定です。 
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