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研究成果の概要（和文）：癌細胞において癌特異性を保ちつつプロモーター活性を飛躍的に上昇させる新規遺伝
子発現システムにより、GFP遺伝子等をレポーターとして用いた場合に、ごくわずかな頻度で存在する癌細胞を
強力にラベルし検出できることが、確かめられた。その最適な条件についての検討を行い、体外診断法の実用化
に向けた基盤となるデータが得られた。また、検出した遊離癌細胞を採取してセルラインとして樹立する技術へ
の当該システムの応用に関する検討を実施し、成果を得た。

研究成果の概要（英文）：A novel gene expression system that dramatically increases promoter activity
 while maintaining cancer specificity can be used as a new technology to strongly label and detect 
very few free cancer cells. The optimum conditions were also examined, and data for practical use of
 in vitro diagnostic methods were obtained. In addition, its usefulness has been confirmed as a 
technique for collecting detected free cancer cells and establishing them as cell lines.

研究分野：腫瘍学

キーワード： 腫瘍　細胞検出

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当該システムを用いることで、血液や尿中に遊離したごくわずかな生きた癌細胞を発光・ラベルさせることが可
能となる。今後、臨床の現場において、幅広い癌種について癌転移等の可能性を早期に予測できる診断法につな
がることが期待される。また、当該システムを応用することにより、生きたまま遊離癌細胞を採取してセルライ
ンとして樹立することが可能となる。遊離癌細胞と原発巣の癌細胞等とを比較して新規転移関連マーカーの探索
を行うことや、患者の予後診断、治療に利用できる可能性がある。



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

癌遺伝子治療では、癌細胞特異的に治療遺伝子を発現させることが重要となるが、hTERT プ

ロモーター等の癌特異的プロモーターの活性は弱く、治療上大きな問題である。癌特異性を保

ちつつプロモーター活性を上昇させる手段を検討し、申請者らは改良型 TSTA システムを開発し

た。これまでに、このシステムをプラスミドに導入することにより、癌の転移・播種に関係す

ると言われる血液や尿中に遊離した癌細胞を検出する新技術の開発に向けた研究を進めてきて

いる。 

さらに、これまでに行われた我々の研究の知見を元に、新規の遺伝子高発現システムである

SGE システムが開発された。この SGE システムに、広範囲な癌細胞に適応できるように、hTERT

プロモーターを搭載させた hTERT-SGE システムの確立に向けた研究も実施されている。予備研

究として、この hTERT-SGE システムを組み込んだプラスミドを正常細胞および癌細胞に導入す

ることで、癌細胞特異的に、飛躍的に高い遺伝子発現が可能であることを確認している。 

血中循環癌や尿中の癌細胞をレポーター遺伝子発現プラスミドを用いてリアルタイムに検出

する方法は、現時点で確立されておらず、これら遺伝子発現システムに基づく新技術を用いる

ことで初めて可能となると期待される。癌は転移すると患者の予後が非常に悪くなることから、

転移の可能性を早期に判断することが重要であるが、血清腫瘍マーカー検査や CT スキャンなど

の既存の転移検査は、いずれも転移巣が一定のサイズ以上でないと検出できず、早期の診断は

困難である。これら遺伝子発現システムを用いることで、血液中に遊離したごくわずかな生き

た癌細胞を強力に発光・ラベルさせることが可能となれば、癌転移の可能性を今まで以上に早

期に正確に予測できる診断法につながるものと考えられる。また、本技術の確立により、生き

たまま遊離癌細胞を採取してセルラインとして樹立することが可能となると考えられる。遊離

癌細胞と原発巣の癌細胞等とを比較して新規転移関連マーカーの探索を行うことや、患者の予

後診断や治療に利用できる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

多種類の癌細胞において癌特異的プロモーター活性を飛躍的に上昇させる新規遺伝子発現シ

ステムである改良型TSTAシステムおよびhTERT-SGEシステムを利用した新技術の開発を行うこ

とを目的とする。まず、血液や尿中に遊離したごくわずかな癌細胞を強力にラベルし検出する

新技術を確立する。具体的には、hTERT-SGE システムにより GFP(Green Fluorescent Protein)

遺伝子を発現するプラスミドを尿路性器癌細胞に導入し、各種分析を行うことで、癌の体外診

断技術の実用化に必要なデータを集める。 

また、hTERT 活性のある癌細胞のみ GFP が発現しているため、検出した遊離癌細胞をセルソ

ーターで採取することが可能である。セルライン化するために、当該システムを使った癌細胞

の分取を行い、その方法を検証する。セルソーターで採取した細胞に関する実験として、テロ

メラーゼ活性の異なる同一セルライン中の細胞ごとの特性を比較するなどの実験も行う。 

 
３．研究の方法 

(1)体外癌診断技術実用化に向けた研究 

①hTERT-SGE システムによる遺伝子発現量と細胞の hTERT 活性の関係の調査 

細胞の hTERT 活性の違いが、hTERT-SGE システムによる遺伝子発現の高効率化とどのような

関係があるか調査することとした。このために、作製した hTERT-SGE システムでルシフェラ

ーゼ遺伝子が発現するプラスミドを hTERT 活性の異なるさまざまな細胞に導入して、その発

光強度をマイクロプレートリーダーで測定した。次に、定量的リアルタイム PCR により測定



した hTERT 活性とルシフェラーゼ遺伝子の発現量の相関を調査した。 

②hTERT-SGE システムを利用した癌検出技術の適応癌種、導入条件等の検討 

ヒトの尿路性器癌細胞(前立腺癌, 腎癌, 精巣腫瘍)を含む癌細胞セルラインを様々な割合

でプレートに播種し、作製した hTERT-SGE-GFP プラスミドを DNA 導入試薬を用いてトランス

フェクションして、癌細胞における GFP の発現を蛍光顕微鏡で経時的に観察した。また、細

胞ごとのトランスフェクションの最適な条件の調査を行った。さらに、細胞をはがして、フ

ローサイトメーターを用いて蛍光強度の測定・定量化を行った。感度、再現性について蛍光

顕微鏡との比較を行い、検出至適時間についても解析を行った。 

(2) 遊離癌細胞の採取に関する研究 

テロメラーゼ活性の強さによる癌細胞の採取 

蛍光活性化セルソーター(FACS)を使って、標識された癌細胞を分取する。まずは、当該シス

テムがテロメラーゼ活性依存的に転写することを利用して、癌細胞株の中で、テロメラーゼ

活性の強さの異なる細胞を分取した。また、その特徴を比較解析することとした。前立腺癌

細胞（LNCap, PC3）に当該システムプラスミドを導入し、FACS で、GFP 発現の強いものと弱

いものをそれぞれ回収した。次に、どのような遺伝子に発現の差が見られるかをウエスタン

ブロットを行って調査し、テロメラーゼ活性との相関を解析した。 

  
４．研究成果 

(1)①hTERT 活性とルシフェラーゼ遺伝子の発現量には正の相関があることが明らかとなった。

これらの実験により、hTERT-SGE システムによる癌細胞検出に関する有用性がさらに確かめ

られた。 

②この結果、調査したすべての癌種において、遺伝子発現の上昇が観察された。また、それ

ぞれの細胞において最適なトンラスフェクション条件を決定することができた。これらの実

験により、臨床検体を用いた hTERT-SGE システムによる体外診断法の研究を立案する際の準

備データが得られた。 

(2)アポトーシス、細胞増殖、癌転移などに関連する遺伝子である Phospo-Akt, Phospho-PDK1, 

c-myc 等の発現を調査したが、調査した遺伝子の中では、細胞群間で差があるものがないこ

とが確認された。しかしながら、セルソーターを使って癌細胞を分取し、セルラインとして

樹立する技術としての原理的な実現性は確認された。 
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