
吉備国際大学・保健医療福祉学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０８

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

分子標的を用いた癌早期発見と癌二次予防の前臨床研究

Early detection and secondary prevention of cancers using a molecular target

８０３０３８４０研究者番号：

高橋　淳（Takahashi, Atsushi）

研究期間：

１６Ｋ０７１４１

年 月 日現在  元   ６ １７

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：腫瘍促進因子FEATを血中で検出して癌を早期発見し、FEAT阻害薬で癌を予防する方法
論を着想した。FEAT欠失で発癌が抑制されるか検証するために、コンディショナル・ノックアウトマウス作出を
試み、RENKA ES細胞を用いてヘテロ接合型Mettl13(flox/+)マウス作成まで成功した。並行した基礎研究で、
FEATが精巣ライディッヒ細胞において一次繊毛形成を抑制してINSL3産生を亢進し、精巣下降を駆動することを
見出した。

研究成果の概要（英文）：FEAT tumor promoter, encoded by the METTL13 gene, is overexpressed in most 
human cancers and circulates in the bloodstream of cancer patients. We explored the possibility of 
applying FEAT expression to early diagnostics and secondary cancer prevention strategies. We did not
 succeed in producing conditional FEAT knockout mice using ordinary ES cells. However, RENKA ES 
cells of TransGenic Inc. have enabled us to obtain Mettl13(flox/+) mice. We also found that FEAT 
inhibits primary cilia formation, facilitates INSL3 production, and supports transabdominal testis 
migration in vivo.

研究分野： 腫瘍生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1970年代以来の癌関連遺伝子の研究は、癌の診断や治療のみならず、正常組織の機能を分子レベルで明らかにす
ることにも役立って来た。停留精巣（停留睾丸）は、新生児の先天異常の中で最も頻度が高く、精子形成不全、
不妊症の原因となり、悪性腫瘍（癌）の母地となる。しかし、その分子機構はほとんどわかっていない。当研究
は腫瘍促進因子FEATの研究から、停留精巣の分子機構に光を当て、小児の健康に貢献するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

癌化の早期から癌細胞は全身に転移している。複雑・不均一で抗癌剤に耐性の癌が成立す
る前の段階での癌予防が求められ、方法論が模索されている。 
我々は METTL13 遺伝子にコードされる腫瘍促進因子 FEAT タンパクがほとんどのヒト癌の
細胞質で異常に増加し、患者の血中に漏出していることを見出した。この発見に基づいて、
血中 FEATを高感度で検出して癌化を早期発見し、FEAT活性を阻害する薬剤で癌化を停止す
る方法論を着想した。 
 

２．研究の目的 

癌予防戦略の進展を目ざし、以下の三点を目的とする。 
(1) 遺伝子改変マウスを用いて、FEATを標的とした癌予防の妥当性を検証する。 
(2) 血中 FEATの高感度検出技術を開発する。 
(3) FEAT阻害剤を同定し、癌化を早期に停止させる薬剤の開発を目ざす。 
 

３．研究の方法 

(1) FEATの欠失で発癌が抑制されるかを明らかにするために、コンディショナル・ノック
アウトマウスを作出する。このマウスを Mob1a/1b部分欠損マウスと交配し、組織特異的 Cre
発現マウスを交配して、FEAT および Mob1a を Cre リコンビナーゼで組織特異的に欠損させ
た場合に、発癌が FEAT欠損によって抑制または遅延されるか検討する。 
 
(2) 癌化を早期発見するために、血中 FEATを高感度で検出するキットを開発する。多検体
処理を可能にするために、メーカーとの共同研究で、自動化 ELISAキットを作製する。日本
多施設共同コーホート研究からの支援を要請し、保存された生体試料（血清，血漿など）の
提供を受ける。キットを用いて血中 FEAT 濃度を調べ、高感度血中 FEAT 測定系が癌の早期
発見のためのツールとなりうるか、妥当性を考察する。 
 
(3) FEAT結合タンパクを GST融合タンパクとして大腸菌に発現して精製し基質として用い
て、FEAT 酵素活性アッセイキットを作成する。これを用いて、京都大学大学院医学研究科
の医学研究支援センター「創薬拠点コアラボ」の化合物ライブラリーをスクリーニングして、
阻害物質を同定する。毒性試験を行い。重篤な毒性の無い FEAT阻害剤が得られたら、それ
を Mob1a/1b部分欠損マウスに投与し、組織特異的 Cre発現マウスと交配して発癌を誘導し、
薬剤による発癌抑制効果を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) International Mouse Phenotype Consortium（IMPC）の Knockout-Mouse Program (KOMP) 
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」の支援を得て、マウス ES細胞に導入し、240個の neo耐性 ES細
胞を拾い上げ、PCR で 27 クローンが陽性で、サザンブロッティングで 4 クローンの相同組
換え ES細胞を同定した。ゲノムを、PCR及び outside, inside, neo probeを用いた確認の
ためのサザン・ブロッティングで解析し、2クローンを選別した。 
文部科学省新学術領域「先端モデル動物プラットフォーム」の支援を得て、2クローン（#7, 

#144）の ES 細胞をマウス胚盤胞期胚へ注入し、仮親の子宮へ移植して、キメラ率 5-10%の
オスのキメラマウス（#7, 7 匹、#144, 3匹）を得た。精子を人工授精で正常 C57BL/6系統
と交配したが、#7系統より生まれた 441匹、#144系統より生まれた 183匹は全てブラック
で、agoutiは 1匹も得られなかった。原因は ES細胞の質が低いためと考えられた。 
この技術的問題を克服するために、株式会社トランスジェニックに受託し再挑戦した。生
殖系列移行効率が高く戻し交配（backcross）の不要な RENKA株の ES細胞を用い、相同組換
えの起った ES細胞を選別し、凝集法によりキメラマウスを得た。キメラマウスを自然交配
し、雌雄のヘテロ接合型（Mettl13flox/+）マウス取得を確認し、凍結胚を保存した。 
今後、ヘテロ接合型マウスの雌雄を交配してホモ接合型マウスを得る。ヘテロ接合型と

Mob1a/1b 部分欠損マウスとを交配して、ダブル・コンディショナル・ノックアウトマウス
を作成する。組織特異的 Cre 発現マウスと交配することで、種々の組織における発癌が、
FEAT欠失で抑制されるか明らかにしたい。 
 
FEAT（Mettl13）ノックアウトマウス作出は、Mettl13+/−マウスが不妊で成功しなかった。
雄の Mettl13+/-マウスに両側性の腹腔内停留精巣(intraabdominal cryptorchidism)を認め、
精巣の異常が示唆された。そこで、精巣組織アレイの免疫組織化学染色およびマウス精巣組
織の免疫蛍光染色を行い、FEAT が精巣の胎仔型および成獣型のライディッヒ細胞(fetal 
and adult Leydig cells)において発現していることを見出した。 
MA-10 ライディッヒ細胞株での proximity ligation assay (PLA)で、FEAT が一次繊毛

(primary cilium)の制御因子である Ezrin、Rab8aおよび Septin 2タンパクと相互作用す
ることがわかった。そこで、siRNAで FEATタンパクを低下させると、MA-10細胞で一次繊毛
が増加し、5 'アデノシン一リン酸活性化タンパク質キナーゼ（AMPK）活性が上昇し、insulin-



like factor 3（INSL3）発現が低下した。FEATはライディッヒ細胞で、一次繊毛を減少し、
AMPK活性を低下させ、INSL3 タンパクを増加すると考えられた。 
免疫組織化学染色で、Mett113 +/-マウスのライディッヒ細胞の INSL3 タンパクが著減して
いた。以上の結果から、FEAT がマウス精巣の胎仔型ライディッヒ細胞において INSL3 産生
を促進し、腹腔内精巣下降(transabdominal testis migration)を可能にすることが示唆さ
れた。 
 
(2) コールドショック発現系 pCold II ベクター（Takara）を用い、大腸菌 Chaperone 
Competent BL21 Cell (Takara)に FEATを発現させ、テトラサイクリンと IPTGの濃度を最
適化した結果、可溶性の His タグ融合 FEAT を得た。非変性条件で Co2+レジンよりも Ni2+レ
ジンに結合しやすいとがわかり、TALON Metal Affinity Resin（Clontech）から Ni-NTA 
Agarose（Qiagen）に変更し、精製条件を再検討した。 
多数の ELISA キットを作出するために、抗 FEAT モノクローナル抗体の作成を試みたが、
予算が不足し計画が中断した。 
 
(3)最近、FEAT の 2 つのメチル転移酵素ドメインのうち、N 端側のドメインが eukaryotic 

elongation factor 1 alpha (eEF1A)の Lys55をメチル化し、C端側のドメインが eEF1Aの
N末端をメチル化することが報告され(Jakobsson, Nat.Commun. 2018; 9: 3411)、阻害剤開
発への道が開かれた。組換え eEF1Aを基質とし、精製した FEATの N側断片と C側断片を酵
素として用いる FEAT酵素活性アッセイ系を樹立する計画に切り替え、準備中である。 
 
癌二次予防の前臨床研究として橋渡し研究を開始したが、コンディショナル・ノックアウ
トマウス作成や技術開発が十分進まなかった一方で、FEAT の生体レベルでの機能に関する
基礎研究が進んだ。停留精巣（停留睾丸）は、新生児の先天異常の中で最も頻度が高い。遺
伝子が停留精巣に関与する可能性は、臨床応用面で重要な知見であろう。 
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