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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たな生細胞分離法の確立を目指して、目的とする細胞
で特異的に発現する遺伝子プロモーター配列を蛍光レポーター系ベクターへ組み込み、遺伝子
の転写活性を指標とした Gene Promoter Activity Detection (gPAD)システムの作成・検証を行った。
具体的には、癌における上皮-間葉転換(EMT)異常の指標である間葉系マーカー ビメンチン
(VIM)のプロモーター活性を指標とした gPAD システムを構築後、cell-based reporter system によ
る機能的スクリーニングを実施した。VIM/gPAD を胃癌細胞株 MKN1 へ導入後、328 種類の
miRNA からスクリーニングを実施し、癌 EMT 誘導性 miRNA-544a を同定した。さらに miR-544a
が上皮系マーカーCDH1 と Wnt シグナル抑制因子 AXIN2 を標的とすることで Wnt および TGFβ
シグナル経路を活性化して EMT を促進することを示した(Yanaka Y et al., 2015, Carcinogenesis)。
以上により gPAD システムを応用した創薬スクリーニングの実施例とその有用性が示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We established a novel gene promoter activity detection (gPAD) system and 
utilized it in a cell-based drug screening, in which promoter sequences of marker genes were connected 
with fluorescent reporter genes and inserted in stable cell clones. Concretely, we established a gPAD 
system with a promoter sequence of VIM gene that encodes mesenchymal marker vimentin in order to 
evaluate alteration of epithelial-mesenchymal transition (EMT) program in cancer cells and then 
performed functional screening using the cell-based reporter system. We established such VIM gPAD 
system within MKN1 colon cancer cells, performed screening from 328 species of miRNAs, and then 
identified a novel EMT-inducing microRNA miR-544a. miR-544a was shown to promote EMT through 
targeting CDH1 gene, encoding an epithelial marker E-cadherin, and targeting AXIN2 gene, encoding a 
Wnt signaling inhibitory factor, and thus to activate Wnt and TGFβ signaling pathways (Yanaka Y et al., 
2015, Carcinogenesis). As above, an example and usefulness of gPAD system in drug screening were 
shown. 
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１．研究開始当初の背景 

癌や発生学、再生医療分野における研究の

飛躍的な進展によって、不均一な細胞集団か

ら特定の細胞形質を有する生細胞を単離す

る技術の必要性が急速に高まっている。また、

近年のセルソーターや遺伝子解析機器等の

技術的な進歩により、一細胞単位での細胞の

分離とそのオミックス解析も可能となった。

しかし、生細胞の分離に関しては、抗原抗体

反応による従来法での分離が不十分あるい

は不可能な細胞も多く、新たな生細胞分離法

の確立が待望されている。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、「人体のあらゆる細胞を自由自

在に単離できる」新たな生細胞分離法の確立

を目指して、目的とする細胞で特異的に発現

する遺伝子プロモーター配列を蛍光レポー

ター系ベクターへ組み込んだ Gene Promoter 

Activity Detection (gPAD)システムの作成・検

証を行った。従来の抗原抗体反応による生細

胞分離法では、マーカーとしうる抗原分子が

細胞表面に局在し、それに対する特異的抗体

が作成可能な分子に限られるため、分離可能

な細胞も限定されていた。しかし、本研究で

確立を試みた gPAD システムは、遺伝子の転

写活性を指標とした蛍光レポーター系であ

るので、限られた表面抗原やその特異抗体に

依存せず、全ての遺伝子での応用が可能であ

るので、本研究の達成は医学生物学における

研究領域全般へ大きく貢献する可能性を含

んでいると考えられる。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では、癌における上皮-間葉転換

（EMT）異常との関連性が指摘されている上

皮系マーカーである E-カドヘリン（CDH１）

や間葉系マーカー遺伝子として知られてい

るビメンチン（VIM）のプロモーター配列等

を genomic PCR 法により単離、それら配列に

おける転写活性を確認後、単離したプロモー

ター領域を蛍光レポーター系ベクターへ組

み込んだ gPAD システムの作成・検証を行っ

た。さらに独自の cell-based reporter system に

よる機能的スクリーニングを実施した。 

 

４．研究成果 

VIM/gPAD システムについては、胃癌細胞

株 MKN1 へ導入後、独自の cell-based reporter 

system による 328 種類の microRNA (miRNA)

配列の機能的スクリーニングを実施したと

ころ、新規癌 EMT 誘導性 miRNA である

miR-544a を同定した。さらに、CDH1 と

AXIN2がmiR-544aの直接的標的分子であり、

miR-544a が TGF-β経路ならびに WNT 経路

を活性化し、EMT を促進させることを明らか

にし、gPAD システムの創薬における機能的

スクリーニング・モデルとしての有用性が明

らかとなった（Yanaka et al., Carcinogenesis, 

2015）。 

従来の細胞分離法の多くは、抗原抗体反応

を用いているが、ターゲットとしうる抗原分子が細

胞表面に局在し、且つ、特異抗体が作製可能な

分子に限られるため、分離可能な細胞が限定さ

れるという問題点があった。本研究で確立した

gPAD システムでは、自らの転写活性により発現

する蛍光シグナルを指標として選別を行うため、

目的とするあらゆる遺伝子においてシステムを

構築することが可能である。さらに、本研究の成

果から、cell-based reporter system への導入に

より、創薬における機能的スクリーニング・

モデルとしての有用性が明らかとなったこ

とから、今後 EMT 関連マーカーならびに幹細

胞関連遺伝子群について gPAD システムの構

築と蓄積を推進することによって、同システ

ムのライブラリー化を測ることによって、細

胞の診断および創薬へと繋がる可能性があ

る。 
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