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研究成果の概要（和文）： 
生体の中で上皮間葉転換(EMT)を可視化するために、EMT 特異的プロモーターと Bimolecular 
Fluorescence Complementation (BiFC)法の組み合わせで蛍光プローブ作製を試みた。BiFC が
使用する細胞で動くことを LZA と LZB で確認し、生きている動物の中で mKO、mCherry、
CFP と Venus を検出するシステムを最適化した。さらに、EMT 特異的プロモーターとして、
twist と snail のプロモーターが応用可能であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to visualize Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) in vivo, I tried to develop a 
fluorescent probe for EMT by combination of EMT-specific promoters and a Bimolecular 
Fluorescence Complementation (BiFC) method. I showed that a BiFC method worked in vivo using 
LZA and LZB in cells. Moreover, I established an in vivo imaging system for mKO, mCherry, CFP 
and Venus in living mice. Finally, I screened EMT related promoters and showed that promoters for 
twist and snail are good candidate for the system. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、がんの診断・治療法が急速に進歩し、
患者が原発がんによって死亡することは少
なくなり、これまであまり問題にならなかっ
た他臓器転移に対する治療が注目されつつ
ある。がん転移は患者の生活の質（Quality of 
life; QOL）を著しく低下させるため、現代
のがん治療においては、転移の防止と治療が
急 務 に な っ て い る 。 上 皮 間 葉 転 換
(Epithelial to Mesenchymal Transition; 
EMT)は、元々は初期胚における胚葉細胞移動
時に観察される現象として報告されたが、そ

の後上皮系がん細胞が EMTによって強い浸潤
と転移能を獲得することが明らかになって
きた。特に、invasion front の細胞は強い浸
潤能を持つと考えられているが、invasion 
front のがん細胞の浸潤能と増殖能の関係さ
らにがん微小環境との関係についてはよく
わかっておらず、これらを in vivo で解析す
るテクノロジーの開発が急務である。研究代
表者は、この課題を解決するために、蛍光イ
メージング技術を駆使して EMT と細胞周期、
さらに両者を制御する TGF-β シグナルを可
視化し、in vitro と in vivo でこれらの相互
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連関を明らかにすることを思いついた（図
１）。既に、研究代表者は、細胞周期 (Cell, 
2008)と TGF-β シグナル(Oncogene, 2008)を
可視化する技術を開発しているが（図２）、

本研究申請では、新たに EMT の可視化にチャ
レンジする。具体的には、EMT 関連プロモー
ターレポーター遺伝子を用いて、EMT が起こ
った時に細胞内で蛍光タンパク質が発現す
るシステムを構築する。特に、特異性を高め
る た め に 、 Bimolecular Fluorescence 
Complementation (BiFC)法を用いて、２種類
の EMT関連プロモーターの両者のプロモータ
ーが活性化した時に蛍光タンパク質が発現
するように工夫する(図 1)。さらに異なる波
長の蛍光蛋白を用いることで、EMT と細胞周
期、または EMT と TGF-β シグナルを同時に
可視化する細胞を樹立し、両者の相互連関を
in vitro と in vivo で解析する。 
 
 
２．研究の目的 
がんの浸潤・転移における上皮間葉転換
(EMT)の役割とその分子メカニズムをより明
らかにするために、革新的 EMT イメージング
法を開発し、がん細胞の EMT と細胞周期、さ
らに両者を制御する TGF-β シグナルを可視
化し、in vitro と in vivo でこれらの相互連
関を明らかにする。具体的には、上皮マーカ
ーのプロモーターレポーター遺伝子を用い
て、EMT が起こった時にがん細胞内で蛍光タ
ンパク質が発現するシステムを構築する。さ
らに異なる波長の蛍光蛋白を用いることで、
EMT と細胞周期、または EMT と TGF-βシグナ
ルを同時に可視化するがん細胞を樹立し、両
者の相互連関を in vitro と in vivo で解析

する。in vivo のイメージングには、 申請者
が開発した新規蛍光実体顕微鏡と in vivo 用
共焦点レーザー顕微鏡を用いる。 
 
 
３．研究の方法 
がんの浸潤・転移における上皮間葉転換
(EMT)の役割とその分子メカニスズムをより
明らかにするために、革新的 EMT イメージン
グ法を開発し、がん細胞の EMT と細胞周期、
さらに両者を制御する TGF-β シグナルを可
視化し、in vitro と in vivo でこれらの相互
連関を明らかにする。 平成 23 年度には、ま
す� 、EMT を特異的にイメージングする蛍光プ
ローブ開発として、Bimolecular 
Fluorescence Complementation (BiFC) 法の
基礎実験をおこなった。具体的には、結合す
ることがわかっている 2種類のタンパク質に
それぞれ、N末側半分の蛍光タンパク質
( mKO-N)と C末側半分の蛍光タンパク質
(mKO-C)を融合させたタンパク質の遺伝子を
デザインし、そのコンストラクトを作製し、
HEK293T 細胞にトランスフェクションして、
イメージングをおこなった。次に、EMT 特異
的に遺伝子発現するマーカー 遺伝子をマウ
ス乳腺上皮細胞 NMuMG 細胞に TGF-β を添加
する系でスクリーニングする。一方、EMT 反
応性プロモーターについては、Snail をはじ
め EMT 関連遺伝子の mRNA レベルの変化を検
討した。平成 24 年度は、前年度に引き続き、
EMT 反応性プロモーター候補遺伝子のスクリ
ーニングを進めた。さらに、in vivo イメー
ジングの基礎実験を開始し、mKO、mCherry、
CFP と Venus の各種蛍光タンパク質を生きて
いるマウスの中で可視化するための条件を
検討した。 
 
 
４．研究成果 
平成 23 年度には、EMT をイメージングする蛍
光プローブ開発として BiFC)法の基礎実験を
おこない、ネガティブチャージを持つロイシ
ンジッパーアシディック(LZA)とポジティブ
チャージを持つロイシンベーシック(LZB)に
それぞれ、N 末側半分の蛍光タンパク質
( mKO-N)と C 末側半分の蛍光タンパク質
(mKO-C)を融合させたタンパク質の遺伝子を
デザインし、そのコンストラクトを作製し、
HEK293T 細胞にトランスフェクションして、
イメージングをおこない、LZA と LZB の組み
合わせが効率よく mKOの再構成が起こること
を確認した。次に、EMT 特異的に遺伝子発現
するマーカー遺伝子をマウス乳腺上皮細胞
NMuMG細胞にTGF-βを添加する系でスクリー
ニングしたところ、当初、候補としていた
Twist の mRNA レベル の変化は 2 倍程度だと
わかった。一方、Snail に関しては不安定で



 

 

はあるが 3-5 倍程度の mRNA レベルの変化が
確認できた。平成 24 年度は、さらに候補遺
伝子のスクリーニングを進めたが、最終的に
は、Twist と Snail プロモーターで BiFC との
組み合わせを進めることとした。 
  さらに、in vivo イメージングの基礎実
験を開始し、mKO、mCherry、CFP と Venus の
各種蛍光タンパク質を生きているマウスの
中で可視化するための条件を検討したとこ
ろ、各種蛍光タンパク質を生きているマウス
の中で可視化するための至適条件を得るこ
とが出来た。 
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