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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、岡山大学で開発された新規遺伝子発現システムを用いて蛍光蛋白を発現さ
せ、播種性尿路性器癌を検出する体外診断技術の実用化に向けた基盤的研究を実施することである。当該システムによ
る遺伝子発現を各種細胞で調査した結果、癌細胞特異的に遺伝子発現を高めることを確認した。また、浮遊癌細胞を含
む血液を模した培養液中の細胞成分に、当該システムによるGFP遺伝子発現プラスミドを導入することで、癌細胞の検
出・識別が可能であった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to conduct foundational research for development of 
a novel technique for the detection and isolation of disseminated cancer cells with our original gene 
expression systems. The reporter gene, GFP expression under the system was investigated in various cancer 
and normal cells and it was confirmed that the system can increase the cancer cell-specific gene 
expression. It was also confirmed that the GFP encoding plasmid system allowed in vitro selective 
visualization of floating human cancer cells in mixed cell culture containing 10000-fold more normal 
blood cells.

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
岡山大学では、日本で初めて前立腺癌に対
する遺伝子治療の臨床試験を開始して以来、
その実績を加速度的に集積してきた。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、癌特異的プロ
モーター活性の弱さは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
を上昇させる手段として、GAL4-VP16 融合蛋
白 を 用 い た two step transcription 
activation（TSTA）system（Lyer et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A., 98:14595-600, 2001）
があるが、TSTA システムでは逆に転写活性を
減少させる癌細胞もあることが確認されて
いる。そこで、我々は広範囲な癌細胞に適応
できるようhTERTプロモーターを使用すると
同時に、転写活性を上昇させるようグルココ
ルチコイドレセプターとポリグルタミンを
組み合わせたモチーフ(Gerber HP et al. 
Science., 263:808-11, 1994)を TSTA 内部に
挿入することで転写活性を飛躍的に高めた
改良型 TSTA を開発した。 
我々は、このシステムの、癌特異的かつ転
写活性を飛躍的に高める点、および広範囲な
癌細胞に適応できる点に着目し、安全性の高
いプラスミドに導入することで、転移に関係
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に応用できると考えた。
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。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・ラベルさせる本技術は、幅広い
癌種について、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。遊
離癌細胞と原発巣の癌細胞とを比較するこ
とができれば、患者の予後診断、新規転移関
連マーカーの探索を行って癌ワクチン等へ
の応用も考えられる。 
 これまでに行われた研究の最新の知見を
元に、さらに新規の遺伝子高発現システム
SGE が開発された。広範囲な癌細胞に適応で
きるよう、このシステムにも hTERT プロモー
ターを使用し、hTERT-SGE システムを作成し
た。まずは、この新規システムが改良型 TSTA
と同様に遊離癌細胞を検出する新技術に有
用であるかを検討することが必要であると
考え、本研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題の最終的な目的は、播種性尿路

性器癌を検出する体外診断技術の実用化と、
浮遊癌細胞を分離しセルライン化する技術
の開発である。 
このためにまず、岡山大学で開発された新
規の癌特異的遺伝子高発現システム
hTERT-SGE について、これらの技術開発に関
する有用性を明らかにすることを目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）遺伝子発現の高効率化の調査 
 
 改良型 TSTA システム及び hTERT-SGE シス
テムを用いて作成したGFP発現プラスミドと
従来のhTERTプロモーターや開発段階の新シ
ステムの候補となるプロモーターを持つプ
ラスミドを、hTERT 活性の高い HEK293 細胞に
トランスフェクションして、GFP 遺伝子の発
現強度を比較した。一過性遺伝子発現のため
のトランスフェクションには、FuGENE HD 試
薬(Promega 社)を用いた。蛍光顕微鏡での観
察および、ウエスタンブロット法により遺伝
子発現強度の解析を行った。 
 
（２）癌特異性の確認 
 
 hTERT-SGE システムを用いて作成した GFP
発現プラスミドをトランスフェクションし
て、ヒトの各種癌細胞（HeLa、PC3、HepG2、
HCT116、MCF7）および正常細胞（OUMS24、MCF7）
における GFP 遺伝子の発現強度を比較した。
一過性遺伝子発現のためのトランスフェク
ションには、FuGENE HD 試薬(Promega 社)を
用いた。蛍光顕微鏡で GFP 発現を観察した。
また、ウエスタンブロット法により、
telomeraseおよびGFPの発現強度の解析を行
い、当該システムの癌特異的発現について調
査した。 
 また、各細胞のhTERT活性を調べるために、
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS 
(SIGMA-ALDRICH 社)を使って、telomerase 活
性を測定することも行った。 
 
（３）浮遊癌細胞の検出実験 
 
まず、浮遊癌細胞を含む血液を模した培養
液を作成する。あらかじめ癌細胞（HeLa）を
色 素 CellTracker Orange CMTMR Dye
（ThermoFisher SCIENTIFIC社）で標識する。
この色素標識した癌細胞を、培養中のヒト末
梢血単核細胞（PBMC）に段階的に希釈して浮
遊させた。こうして作成した培養液中の細胞
成分に、プレート上で hTERT-SGE システムを
用いて作成したGFP発現プラスミドを導入し
た。一過性遺伝子発現のためのトランスフェ
クションには、FuGENE HD 試薬(Promega 社)
を用いた。翌日、細胞の状態を蛍光顕微鏡で
観察し、血液細胞中に各割合で含まれる癌細



胞が検出できるかを調査した。 
 
 
４．研究成果 
 
 従来の hTERT プロモーターや、hTERT-SGE
システムを使ったGFP遺伝子発現ベクターを
作製し、これらを hTERT 活性の高い細胞に導
入して、遺伝子の発現強度を比較した。その
結果、新システムの候補となるものの中で、
hTERT-SGE システムが、癌細胞において目的
発現遺伝子の転写活性を最も高めることを
確認した。 
また、ヒトの各種癌細胞および正常細胞で
のhTERT-SGEシステムによる遺伝子発現を調
査した結果、正常細胞では、検出できないレ
ベルであるのに対し、癌細胞では強いシグナ
ルが検出された。すなわち、当該システムが
癌特異的プロモーター活性を持つことを確
認した。 
浮遊癌細胞の検出実験では、あらかじめ色
素で標識したため、多くの末梢血単核細胞の
中に存在する癌細胞を識別できるが、そのほ
とんどで GFP の発現が見られた。癌細胞：末
梢血単核細胞 = 1:10000 の割合であっても、
GFP 発現細胞を検出することで、癌細胞を識
別することが可能であった。 
これらのことから、尿路性器癌の早期診断、
転移の可能性を早期に検出する体外診断技
術の実用化に、hTERT-SGE システムが有用で
あることが明らかになった。血中循環癌をプ
ラスミドを用いてリアルタイムに検出する
方法は、現在のところ確立されておらず、こ
れを可能にする新規 SGE システムは、改良型
TSTA システムとともに、非常に価値のあるも
のだと言える。 
本研究によって課題の原理的な実現性は
実証できたと考える。今後は、改良型 TSTA
システムとともに体外診断法の実用化に向
けた実験と、セルライン化等のそれ以外の応
用技術の開発についてもさらに進展を図り
たい。 
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