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研究成果の概要（和文）：癌マーカーとして期待されている蛋白質 テロメラーゼは、DNA テ

ロメラーゼ逆転写酵素, hTERT 遺伝子)の異常メチル化と相関があると言われている。しかし

既存のテロメラーゼ検出方法では高感度な検出ができず、相関関係が観察できなかった。そこ

で、本研究では電気化学的テロメラーゼ活性検出法と電気化学的遺伝子検出法によって、臨床

サンプルのテロメラーゼ活性と hTERT 遺伝子のプロモータ領域の 5 つの CpG サイトについ

てメチル化度合いを調べた。 

研究成果の概要（英文）：Telomerase is an enzyme which can elongate telomere DNAs and is 

a good candidate for a cancer marker because of its specific expression in cancer cells. The 

promoter region of the hTERT gene, encoding for the catalytic subunit of human telomerase, 

has been located in a CpG island and may therefore be regulated at least in part by DNA 

methylation. We analyzed the methylation status of five CpG sites within the hTERT 

promoter core region by FND-based electrochemical hybridization assay and electrochemical 

telomerase activity assay in lysates of oral cancer patients. 
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１．研究開始当初の背景 

テロメラーゼは、テロメア DNA 配列 

(TTAGGG の繰り返し配列) を伸長する
酵素であり、癌細胞で特異的に発現して
いる。 

 申請者らは、高感度なテロメラーゼ活性

検出方法として、電気化学的活性測定方
法を構築している。電気化学的手法は、
電極上に存在する数 pmol/cm2  のプロー
ブの応答変化をモニタリングできる非常
に高感度な検出手法の一つである。 

一方、テロメラーゼの発現に関与して
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いる要因の一つに、癌抑制遺伝子  や
TERT (テロメラーゼの構成成分の一つで
ある触媒ユニット) をコードする遺伝子
の高頻度メチル化が挙げられる。つまり、
これらの遺伝子のメチル化は癌の超初期
症状を示唆していると考えられ、この検
出は、癌の初期診断に適用可能である。   

申請者は、これまでに遺伝子の電気化
学的検出法の確立を行っているため、こ
れまでの知見を利用して新たに電気化学
的メチル化検出について検討を行う。ま
た、早期癌検査を目指して、電気化学的
に検出されたテロメラーゼ活性検出を行
う。さらに遺伝子のメチル化状況、そし
てTERTのmRNAの発現量の相関関係を
調査する。 

 

２．研究の目的 

テロメラーゼは、ほとんどの癌でその活性
が確認されていることから、あらゆる癌のマ
ーカーとして期待されている酵素である。そ
の発現制御の一つにテロメラーゼをコード
している TERT 遺伝子のメチル化が関与し
ている。つまり、TERT 遺伝子のメチル化状
態を検出することができれば、テロメラーゼ
が発現する前に癌診断を行うことが可能と

なる。 

 

図 1. 電気化学的テロメラーゼ活性検出
(ECTA)の原理. 
 

図 2. 電気化学的ハイブリダイゼーション
アッセイの原理. 
 

現在、テロメラーゼの活性確認には
Telomerase Repeat Amplification Protocol 

(TRAP)法が用いられているが、この手法は検
出可能な細胞数の下限が 50 細胞であり感度
が低い。そこで、本提案では、テロメラーゼ
の高感度検出が可能な電気化学的手法によ
るテロメラーゼ活性検出 (Electrochemical 

telomerase assay, ECTA)法(図 1)とTERT遺
伝子のメチル化検出法(図 2)を確立する。こ
れにより、これまでは判別できなかった様な
テロメラーゼの発現量が低い状態における
TERT遺伝子のメチル化とテロメラーゼ活性
の相関関係について電気化学的手法による
検討を行うことができると考えている。 

そして、最終的には、これらを組み合わせ
た電気化学的超早期癌診断の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) テロメラーゼ活性測定 

感度上昇を目指した条件検討を行
う。検討内容は、以下の通りである。
①プローブ DNA 固定化条件 

②固定化密度の最適化 

③既存の活性測定法である TRAP 法
と ECTA 法との感度の比較 

④TERT の mRNA 発現量と ECTA に
より算出されたテロメラーゼ活性の
比較 

 

(2) メチル化 DNA の検出 

電気化学指示薬としてフェロセン化
ナフタレンジイミドを利用したハイブ
リダイゼーションアッセイにより検出
を行う。ターゲットとして考えている
遺伝子はテロメラーゼの触媒活性ユニ
ットである TERT 遺伝子、癌抑制遺伝
子である p16 遺伝子を考えている。メ
チル化サンプルはフルマッチ、非メチ
ル化サンプルはミスマッチになるよう
プローブ設計する。 

① プローブ DNA の配列設計 

② 固定化密度の最適化 

③ 検出下限の算出 

④ ゲノム DNA による検討; メチル化
特異的 PCR、亜硫酸処理シーケンス、
電気化学測定結果の比較 

 

(3) 臨床サンプルへの適用 

腫瘍細胞サンプルから細胞抽出液と
DNA を抽出する。細胞抽出液は電気化
学的テロメラーゼ活性測定法である
ECTA へ適用し、サンプル溶液中のテ
ロメラーゼ活性を抽出する。同一の細
胞サンプルから抽出された DNA につ
いては、電気化学的ハイブリダイゼー
ションアッセイへ適用し、テロメラー
ゼの触媒活性ユニットである hTERT

遺伝子のメチル化 DNA 検出を行い、メ
チレーション度合いとテロメラーゼ活



 

 

性の相関を比較する。 

① 臨床サンプルの電気化学テロメラ
ーゼアッセイ 

② 臨床サンプルの TRAP 法との比較 

③ 臨床サンプルの電気化学ハイブリ
ダイゼーションアッセイ 

４．研究成果 
(1) テロメラーゼ活性測定 

① プローブ DNA(TS プライマー)の
固定化条件 

TS プライマーの固定化方法として、
次の二通りを検討した。まず、チオー
ル化TSプライマーを固定化したあと
で、6-メルカプトヘキサノールによる
マスキングを行った。もう一つは、6-

メルカプトヘキサノールによるマス
キングを行ったあとで、チオール化
TS プライマーの固定化を行った。前
者では、TS プライマーの固定化密度
が 1011-1012 molecules/cm2 あたりで
高くなり、後者は TS プライマーの固
定化密度を 1010-1011 molecules/cm2

あたりに調整することができた。 

② 固定化密度の最適化 

TS プライマー固定化密度が 1×1010

－3×1011 molecules/cm2 の範囲で異
なる電極を調整し、2.5 HeLa 細胞抽
出液を反応させた。反応前後で、ルテ
ニウ錯体を利用したクロノクーロメ
トリー測定を行い、電極上の DNA 量
の変化を観察した(図 3)。HeLa 細胞の
添加に伴い、TS プライマーの伸長が
観察された。伸長された DNA の度合
いは、固定化密度の低下に伴い大きく
なった。TS プライマーのプローブ間
距離はテロメラーゼが十分に相互作
用 可 能 な 距 離 (4.0 × 1010 

molecules/cm2 の場合、プローブ間距
離 50 nm, テロメラーゼ 13 nm)があ
る場合によく伸長が起こっているこ
とがわかった。 

図 3. TS プライマー固定化密度とテロ
メラーゼ伸長度の変化. 

③ 既存の活性測定法である TRAP 法
とフェロセン化ナフタレンジイミド
(FND)による電気化学的テロメラー
ゼ活性検出法(ECTA)との感度の比較。 

口腔癌に関連する培養細胞である
SAS, Ca9-22, HSC-2, HSC-3 につい
て TRAP アッセイと ECTA を行った。
その結果、TRAP 法では 100 細胞以上
で明瞭なテロメラーゼ活性が観察さ
れたのに対し、ECTA では 10 細胞で
あってもすべての細胞でテロメラー
ゼ活性を観察することができ、ECTA

の方がおよそ 10 倍高感度であること
がわかった。 

 

④ TERT の mRNA 発現量と電気化
学的手法により算出されたテロメラ
ーゼ活性の比較。 

培養細胞である SAS, Ca9-22, 

HSC-2, HSC-3 について、テロメラー
ゼの触媒活性因子である hTERT 遺
伝子の mRNA の発現解析を行ったと
ころ、各細胞 10 細胞を作用させたと
きの ECTA における電流増加率と
mRNA の発現量について正の相関を
確認することができた。これより電気
化学応答はテロメラーゼの発現量を
反映していることが明らかとなった。 

 
(2) メチル化 DNA の検出 

① プローブ DNA の配列設計 

プローブ DNA として、テロメラーゼ
の触媒活性因子 hTERT 遺伝子のプロ
モータ領域の一部をターゲットとし、
これを認識する 24 mer のプローブ
DNA を設計した。このプローブ DNA

には 5 カ所のメチルか部位がある。そ
のためメチル化頻度の異なる 10 種類
のプローブ DNA を設計した。 

② 固定化密度の最適化 

ターゲット DNA として、プローブと
同じ長さのオリゴヌクレオチドと
PCR 産物を用いた。これらを異なる固
定化密度のプローブ DNA 固定化電極
に作用させたところ、PCR 産物の検出
には、1×1012 molecules/cm2程度の固
定化密度が適していることがわかった。 

 

③ 検出下限の算出 

5 つのメチル化部位に関して、すべ
てメチル化しているプローブを用意し、
メチル化もしくは非メチル化 hTERT

遺伝子の一部を増幅した 105 mer の
PCR 産物をハイブリダイゼーション
させた。ハイブリダイゼーション前後
で、電気化学的 2 本鎖 DNA 検出試薬
である FND 溶液によって電気化学的



 

 

測定を行ったところ、ハイブリダイゼ
ーション後に、電流増加を確認し、電
流増加率を算出した。PCR 産物の濃度
変化を観察したところ(図 4)、 

0.5 ng/μL の PCR 産物でメチル化
DNAと非メチル化DNAを識別するこ
とができた。 

 

図4. PCR産物の電気化学的ハイブリダ
イゼーションアッセイ. 

 

④ ゲノム DNA による検討; メチル化
特異的 PCR、亜硫酸処理シーケンス、
電気化学測定結果の比較。 

 亜硫酸処理を行ったゲノム DNA(M, 

U)について、メチル化特異的 PCR と
シーケンスを行った。M と U ともにメ
チル化特異的 PCR では、DNA が増幅
されたことから、ともにメチル化シト
シンを有していることがわかった。シ
ーケンスによる配列の検討では、M、
U ともにメチル化シトシンと非メチル
化シトシンの混合物であるものの、M

はメチル化シトシンが多く、U はメチ
ル化シトシンの含量が少ないことが示
された。このサンプルの電気化学測定
を故なったところ、M は 5 つすべてが
メチル化しているプローブに対して最
も大きな電流増加率を示し、U は、一
つだけメチル化しているプローブに対
して最も大きな電流増加率を示したこ
とから、電気化学測定の結果がシーケ
ンスを反映していることを確認するこ
とができた。 

 
(3) 臨床サンプルへの適用 

① 臨床サンプルの ECTA 

舌がん由来の組織切片(tissue)、舌がん
患者の口腔内全剥離細胞(EOC)につい
て、ECTA を適用したところ、すべて
のサンプルにおいて、電流増加を観察
することができた(図 5)。健常者におけ
る同様なサンプルでは、電流増加は観

察されなかったので、癌患者特異的に
テロメラーゼ活性を検出することに成
功した。 

図 5. 癌患者(灰色)と健常者(白)の
tissue、EOC サンプルの電気化学的テ
ロメラーゼ活性検出結果. 

 

② 臨床サンプルの TRAP 法との比較 

舌がん由来の tissue、EOC について、
ECTA と TRAP 測定を行い、テロメラ
ーゼ陽性率を評価した。その結果、
TRAP法では癌組織で 50%の陽性率を
示したが、EOC ではテメラーゼ活性を
検出することができなかった。しかし、
電気化学的手法では、組織、EOC とも
に 80%以上の高い陽性率を示すことが
明らかになった(図 6)。 

 

図6. 電気化学的手法(ECTA)と TRAP法
によるテロメラーゼ陽性率の比較. 

 

③ 臨床サンプルの電気化学ハイブリ
ダイゼーションアッセイ 

ECTA によって電流増加が観察された
癌患者由来の tissueサンプルについて、
電気化学的ハイブリダイゼーションア
ッセイによって、メチレーション度合
いの特定を試みた。プローブは、表 1

に示すとおり 5 種類のメチル化度合い
の異なるプローブ DNA 固定化電極を
用意した。 



 

 

これに tissue サンプルから抽出した
DNA を亜硫酸処理して、PCR 増幅し
たものを準備した。2.0 ng/μLの PCR

産物を作用させたところ、図 7 に示す
ように M5 固定化プローブでで最も大
きな電流増加率 80%を示した。しかし、
M1、M3、M4 サンプルでも 50％の電
流増加率を示したことから、M5 サン
プルの含量が最も多いが、M1、M3、
M4 サンプルも一部含まれており、サ
ンプル中のメチル化部位が 100%メチ
ル化されていないこと、メチル化頻度
の異なる混合物であることが示された。 

このことから、臨床サンプルであって
も異なるメチル化頻度のプローブ
DNA をいくつか固定化したマルチチ
ップを利用することで、サンプルのメ
チル化頻度を明らかにすることができ
るということがわかった。 

 

 
表 1. プローブDNA 配列 

 

 
図 7. メチル化頻度の異なるプローブ
DNA 固定化電極に対して臨床サンプル
(癌, tissue)を処理したときの電気化
学的ハイブリダイゼーションアッセイ
の結果. 
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