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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、一個の生細胞レベルでがん遺伝子活性化を検出できるシステムの構
築である。このシステムには、がん遺伝子導入によって引き起こされる遺伝子発現亢進と関連する転写因子結合
領域を組み込んだ人工プロモーターによる蛍光レポーターを用いた。まず、転写因子結合領域ライブラリーに対
するスクリーニングを二重発光アッセイを用いて行った。最適なプロモーターを蛍光レポーターベクターに組み
込み、がん遺伝子をコードしたベクターと共トランスフェクションすることによってさらなるスクリーニングを
行った。選び出したいくつかのベクターを標的細胞に安定導入し、がん遺伝子によって誘導される蛍光を検出で
きることを確認できた。

研究成果の概要（英文）：Establishment of a system for sensing oncogene activation at a single-cell 
level in live cells was the purpose. The system employs a fluorescent reporter driven by a synthetic
 promoter consisting of transcription factor binding sites (TFBSs) that correlated with upregulation
 of gene expression after oncogenic challenge. The library of single- or multiple-copy TFBSs was 
prepared and screened for activity in a dual-luminescent assay. The best promoters were inserted 
into the fluorescent reporter plasmid and screened by cotransfection with small amounts of 
oncogene-encoding vectors. Several selected synthetic promoter-reporter plasmids were stably 
transfected into target cells, which after transfection with oncogene-encoding vectors displayed a 
fluorescent signal observed by live cell imaging.

研究分野：分子生物学

キーワード： 甲状腺癌　癌遺伝子　遺伝子プロモーター　合成生物学　単一細胞レポーター
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１．研究開始当初の背景 

甲状腺がんは最も頻繁に見られる内分泌系
の悪性腫瘍であり、過去数十年間に渡って世
界的に発生率が上昇傾向にある。日本では年
齢調整した甲状腺がんの発生率は、人口 10
万人当たり、1975 年の 1.4 から、2007 年に
は 5.1 になった。甲状腺乳頭がん（PTC）が
主な組織型であり、2003 年には国内のすべて
の甲状腺がんの92.5%を占めていた(Takami H, 
World J Surg 2011)。2011 年 3 月に起きた福
島第一原発での大規模事故により、甲状腺が
んへの特別な関心が向けられるようになっ
た。 
電離放射線は甲状腺がん発生リスクを高め
る環境因子である。特に小児期の被ばくはリ
スクが高い。人工的に放射線照射した甲状腺
細胞において、遺伝子の再配列が起きる確率
が被ばく線量に応じて高くなる(Caudill, 
JCEM 2005)、また日本の原爆被ばく者
(Hamatani, Cancer Res 2008)、およびチェ
ル ノ ブ イ リ 周 辺 の 住 民 (Leeman-Neill, 
Cancer 2013)においても同様の傾向が認めら
れている。今までに、遺伝子変異イベント、
特に腫瘍の発生早期に起こるとされるがん
遺伝子の生成を容易に検出するシステムは
存在しなかった。例えば遺伝子の再配列は、
1-10Gy のγ線照射によって 106 個の細胞中
2-4 個しか生じず、数個の細胞におけるがん
遺伝子発生の検出は技術的に難しく、過去の
研究ではかなりの時間とコストが掛かる手
法を用いるしか方法がなかった(Caudill, 
JCEM 2005)。よって、生細胞において一細胞
のレベルでがん遺伝子発生を検出できる高
感度で汎用的なシステムへのニーズは非常
に高い。 
PTC において高頻度に認められる遺伝子異常
は 遺 伝 子 再 配 列 (RET/PTC, TPR-NTRK1, 
ETV6/NTRK3, AKAP9/BRAF, EML4/ALK)および
前がん遺伝子の点突然変異(BRAFV600E and 
RAS-family members)である。これら様々な
遺伝子再配列と点突然変異は、それぞれ異な
った下流のシグナルに影響を与える可能性
があるが、共通のものは MAP キナーゼ経路を
活性化する能力である。PTC においてがん遺
伝子ごとに遺伝子発現の違いが報告されて
きたが、有意に発現が増加または低下するも
のだけでも数百遺伝子が認められている
(Giordano, Oncogene 2005)。培養正常甲状
腺細胞に異なるがん遺伝子を導入すれば、同
様に発現が変化する共通の遺伝子セットを
特定することができると考えられる。 
この遺伝子セットは、バイオインフォマティ
クスと統計学的アルゴリズムによりプロモ
ーター解析に用いることができ、この解析に
よって、それぞれの転写因子結合領域の重要
性（効果量および統計学的有意性）を算出し、
最も強力な転写因子結合領域を用いてプロ
モーターライブラリーを合成、さらに感度と
特異度をスクリーニング後に最適な人工プ
ロモーターを作成できると考えた。 

２．研究の目的 

本研究の第一の目的は、一個のヒト甲状腺生
細胞内におけるがん遺伝子の生成を検出で
きるシステムの確立である。非常に高い感度
が必要になるので、人工プロモーターによる
蛍光レポーターシステムを採用した。人工プ
ロモーターには、甲状腺細胞におけるがん遺
伝子刺激による遺伝子発現亢進と相関する
転写因子結合領域を含む。また、複数のその
ような転写因子結合領域を一つの配列に組
み入れることによって、生細胞内の蛍光レポ
ーター発現を制御するのに最適な合成プロ
モーターを作ることができる。このようなシ
ステムは、放射線を含む環境因子や、がん遺
伝子を活性化させ甲状腺がんのリスクを高
めるそれらの組合せの特定に用いることが
できる。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒトの甲状腺由来の不死化Nthy-ori 3-1
細胞へ、RET/PTC1 と BRAFV600Eがん遺伝子を導
入した。対照群としては TurboRFP(TRFP)が用
いられた。いずれにも我々の実験室でつくら
れた 3’-end に V5 タグをもつレンチウィル
スベクターが用いられた。これらレンチウィ
ルスは 293FT 細胞で作成し、標的細胞に感染
させるために用いられた。V5 タグ付きがん遺
伝子または対照としての TRFP タンパク発現
は、＞70％の感染効果があることを蛍光免疫
染色法および Western blotting によって確
認した。 

(2) 遺伝子導入された細胞の RNA を 48 時間
の培養の後 Isogene によって抽出、DNAse で
処理した後、Qiagen コラムを用いて精製した。
RNA の質は Agilent 2100 Bioanalyzer によっ
て、RIN>8 であることを確認した。遺伝子発
現プロファイルは Agilent SurePrint G3 
Human GE 8x60K v2 マイクロアレイを用いて
解析した。得られたシグナルは、GeneSpring 
GX ソフトを使い、TRFP 対照群と比較して 2
倍以上発現が変化した遺伝子を抽出した。 

(3) 発現が変化した遺伝子の転写開始地点
-2000 から+500bp のプロモーター領域の配列
をデータベースからダウンロードし、転写因
子結合領域の存在は、JASPAR データベースを
用いてスコア閾値 90％で検出した。さらにプ
ロモーター近位領域(転写開始部位-500bp か
ら+500bp)に関しては、全マイクロアレイデ
ータセットに対する ISMARA プラットフォー
ム  (https://ismara.unibas.ch/fcgi/mara) 
を用いて解析した。これによって、がん遺伝
子における遺伝子発現亢進に関連するもっ
とも重要な転写因子結合領域を同定した。 

(4) 5’リン酸化によってライゲーション可
能な EcoRI 断端をもち、転写因子結合領域に
相当する合成二本鎖オリゴヌクレオチドの
セットを用意した。このオリゴヌクレオチド
を連結し、pEZX-ePG04 (GLuc/SeAP)プラスミ

https://ismara.unibas.ch/fcgi/mara


ドに挿入、ライブラリーを作成した。個々の
プラスミドを精製、シークエンスを確認した
後に、RET/PTC1、BRAFV600Eもしくは TRFP 発現
べクターと同時に Nthyr-ori 3-1 細胞へト
ランスフェクションし、プロモーター活性は
48-well フォーマットの分泌二重発光アッセ
イシステムを用いて測定した。 

(5) 上記二重発光アッセイで良好な反応を
示したシングルコピー、あるいは連結したも
の、あるいは混成の転写因子結合領域を、
pZsGreen1-DR レポーター・ベクターに挿入し
た。 

(6) 発光ルシフェラーゼアッセイにおける
プロモーター活性がどのように蛍光 GFP シグ
ナルに反映されるかを確認するために、人工
プロモーター/pZsGreen1-DR レポータープラ
スミドライブラリーと少量の RET/PTC1 と 
BRAFV600E をエンコードするベクターとの一
時的な共トラスフェクションを用いてスク
リーニングを行った。シグナル＝ノイズ比お
よび特異性の面で許容範囲内の蛍光がいく
つかの人工プロモーター/ZsGreen1-DR コン
ストラクトで認められた。 

(7) こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 安 定 的 に
Nthyr-ori 3-1 細胞に導入し、クローンをネ
オマイシンを用いて選択した。これらのうち、
無視できるレベルのバックグラウンド蛍光
をもつサブクローンのみを使用することと
した。これらのサブクローン細胞は、
RET/PTC1 と BRAFV600E コードするベクター
をトランスフェクションし、GFP シグナルの
誘導を生細胞イメージングを用いて観察し
た。 
 
４． 研究成果 
(1) がん遺伝子および TRFP の Nthyr-ori 3-1
細胞への導入 蛍光免疫染色にて細胞への
導入効率 >70%を達成するために、レンチウ
イルスベクターが用いられた。形態学的に、
がん遺伝子を導入された細胞は、間葉系細胞
的な変化が見られた (図 1)。 

 

MAP キナーゼ経路の活性化(pERK1/2)は、がん
遺伝子導入細胞において確認されたが、無処
理の親細胞や TRFP 導入細胞においては確認

されなかった(図 2)。 
 

 
 

(2) マ イ ク ロ ア レ イ 遺 伝 子 発 現 解 析 
Agilent SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 マ
イクロアレイによって、RET/PTC1 もしくは
BRAFV600E を感染させた細胞においては、無処
理および TRFP 感染細胞と比べて、発現が変
化した遺伝子群が確認された。また、個々の
がん遺伝子に特有な発現パターンを示した
遺伝子も同定された(図 3)。 

図 3 
 
無処理または TRFP 導入 Nthy-ori 3-1 細胞に
比べ、RET/PTC1、BRAFV600E 導入の後に 2倍を
超える発現変化を示した計 246個遺伝子が確
認された。 
 
(3)発現が変化した遺伝子の転写開始部位
-2000bp から+500bp のプロモーター領域の配
列 を Eukaryotic Promoter Database or 
Mammalian Promoter/Enhancer Database 
(RIKEN)からダウンロードし、JASPAR データ
ベースによるスコア閾値 90%を用いて転写因
子結合領域を検出した。さらにプロモーター
近位領域(転写開始地点-500bp から+500bp)
に関しては、全マイクロアレイデータセット
に対する ISMARA プラットフォームを用いて
解析した。これによって、がん遺伝子刺激に
よる遺伝子発現亢進に関連するもっとも重
要な転写因子結合領域を決定した（図 4）。 
 

図 4 ISMARA のアウトプットの一例 
 
二つの独立したアプローチを用いたプロモ
ーター解析を行い、がん遺伝子への反応とし
ての遺伝子発現亢進に関連する転写因子結
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合領域 15 個を特定した。 
(4) 人工プロモーターは、特定した 15 の転
写因子結合領域について既知の配列情報を
用いて合成した。シングルコピーおよび連結
した転写因子結合領域を図に示すように使
用した(図 5)。 

図 5 
 
これらの合成した転写因子結合領域を、
pEZX-ePG04 (GLuc/SeAP)プラスミドの EcoRI 
切断部位にクローニングした。このベクター
を用いると、細胞溶解を必要とせず、細胞導
入の後に、カスタムプロモーター由来の 
G.LuciferaseおよびCMPプロモーター由来の
分泌アルカリホスファターゼを同時に測定
することができる。大腸菌の形質転換後のコ
ロニーは、コロニーPCR によってスクリーニ
ングし、シークエンシングによって配列を確
認した。 
 
(5)10-15 の異なる人工プロモーターに対し、
それぞれの転写因子結合領域の活性を調べ
た。この目的のために、pEZX-ePG04 プラスミ
ドを RET/PTC1、BRAFV600E をコードするベクタ
ー、もしくは対照群として TRFP をコードす
るベクターと共に Nthyr-or 3-1 細胞へ共ト
ランスフェクションし、培養液を 48 時間後
に回収、二重発光アッセイを行った。この二
重発光アッセイの結果の一例を、TFBS1 と
TFBS2 と名付けられた二つの転写因子結合領
域について下図に示す(図 6)。 

図 6 
その結果、最も強い 3つの転写因子結合領域
が特定され、がん遺伝子刺激に反応しうるこ
とが確認された。 
 
(6) 個々の転写因子結合領域を用いたライ
ブラリーに加え、多種混合の転写因子結合領
域ライブラリーを作成し、pZsGreen1-DR レ
ポータープラスミドの EcoRI 切断部位に挿入
した(このプラスミドは GFP をコードしてい
る)。合計 46 個の人工プロモーター

/pZsGreen1-DR コンストラクトを作成し、こ
れらを検証した。これらのプラスミドと少量
の RET/PTC1、BRAFV600Eをコードしているベク
ター、またはコントロールとして TRFP をコ
ードするベクターと共に Nthyr-ori 3-1 細胞
に共トランスフェクションした。緑色蛍光レ
ポーターからのシグナルが、下図に示される
通り、いくつかのコンストラクトで観察され
た(図 7)。 

 
(7) 4 つの人工プロモーター/ZsGreen1-DR プ
ラスミドを Nthyr-ori 3-1 に安定的に導入し、
ネオマイシンにより選択した。バックグラン
ドシグナルを発したクローンは排除し、無視
できるレベルのバックグランド蛍光をもつ
サブクローンのみを使用した。サブクローニ
ングされた細胞を、RET/PTC1 と BRAFV600E
がん遺伝子をコードするベクターによって
刺激し、下図の例に示されるように、GFP シ
グナルの誘導が、3 つの細胞クローンにおい
てライブイメージングにより確認すること
ができた(図 8)。 

図 8 
 
結論 

本研究は、以下の通り順次進展した。 ①が
ん遺伝子の刺激を受けた際に発現が変化し
た遺伝子の同定 ②それら遺伝子のプロモ
ーター解析 ③そのプロモーター上で遺伝
子発現亢進と関連する転写因子結合領域の
特定 ④二重発光アッセイにおいて、これら
転写因子結合領域を含む人工プロモーター
配列の準備とテスト ⑤GFP レポーターをコ
ードするベクターに挿入された合成プロモ
ーターライブラリーの作成 ⑥がん遺伝子
による刺激を受けた際に活性化されるこれ
らのプロモーターを同定するための標的細
胞におけるライブラリーのテスト ⑦がん
遺伝子刺激により反応し、かつ低バックグラ
ンド蛍光をもつ安定遺伝子導入細胞株の樹

図 7 



立  このように、このシステムがワークする
という一定の証明は得られた。 
半減期の短い蛍光タンパクを用いるレポー
ターシステムは、放射能およびホルモンかく
乱物質を含む広範囲の物理的・化学的因子、
またその組み合わせが、甲状腺細胞における
発がん効果の検証に用いることができ、それ
ら因子の甲状腺発がんにおける役割を解明
するのに用いることができると考えられた。 
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