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研究要旨：平成 25 年度では、ホタル由来ルシフェラーゼ(Photinus pyralis)を安定
発現する細胞の作製に当たり、高力価組み換えレンチウイルスの至適作製条件を設定
した。実際、乳癌、食道癌、皮膚有棘細胞癌に由来する 6種類のルシフェラーゼ発現
がん細胞株を樹立し、JCRB 細胞バンクに登録した。これらの細胞株はマウス等におけ
る実質的な生体内発光イメージング評価に耐えうる輝度の発光細胞資源であり、ヒト
がん細胞を標的とした創薬開発試験では in vitro から動物実験（in vivo）まで共通
した評価系となりうる。改変標的細胞の性質に依存した遺伝子導入の課題は残るもの
の、ルシフェラーゼ発光を基盤とした細胞資源の充実化と認知向上によりがん創薬の
促進を図りたい。 
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Ａ．研究目的 
 ゲノム情報を起点にがん創薬を促進する動きが加速
化している。実際、EGFR、BCR-ABL、HER2 などを標的分
子とした治療薬の開発は一定の治療成果を納めている。
このようなチロシンキナーゼや受容体変異に基づく
「がん原性遺伝子」の再評価、並びに新たな発見を目
的とした次世代型高速シークエンサーによるがんゲノ
ム解析が世界規模で進行している(Nat Genet 2012: 
27,760; Nature 2013: 502, 333)。この計画は未だ途
中ではあるものの、KRAS や EGFR などに代表される細胞
がん化を運命付ける変異遺伝子を有するがんの割合は、
高々３割程度と捉えられている。すなわち、残り７割
を占める多くのがんでは、その決定的な遺伝子変異を
持たない可能性が至適されている。このような背景の
中、次世代のがん創薬を一層促進するためには、実質
的な薬効評価を簡便に行なえる動物モデルの存在は欠
かせない。特にヒトがん細胞を（重症）免疫不全マウ
スに移植する異種移植モデルは前述の様々な薬効評価
に欠かせないツールである。またがんのコンパニオン
診断薬やバイオマーカーの開発では、適切な標的分子
を発現する細胞資源や生体試料の採取が可能な小動物
モデルが求められる。 
 本研究では、簡便かつ高感度なルミネッセンス発光
による生体内イメージング評価系が利用できるがん細
胞資源の充実により、がん創薬ならびにコンパニオン

診断薬の開発促進に貢献することを目的としている。 
 
Ｂ．研究方法 
１）ルシフェラーゼ発現ヒトがん細胞株の作製 
 食道癌、皮膚癌（有棘細胞癌）、肝細胞癌などの細胞
株ソースは JCRB 細胞バンクから供与を受け、各細胞の
至適培養条件にしたがって細胞培養を行なった。今回、
ホタル由来ルシフェラーゼ(Photinus pyralis)を安定
発現する細胞の作製に当たり、組み換えレンチウイル
スの至適作製条件の検討を行った。pLVSIN-CMV-puro
（TAKARA）plasmid に pGL3(Promega)由来のルシフェラ
ーゼ（luc）cDNA を組み込んだ pLVSIN-luc を作製した
（XhoI-XbaI 部位に挿入）。pLVSIN-luc 発現ベクターを
レンチウイルス用パッケージング plasmid(Lenti-X 
HTX Packagening Mix)とともに 293T 細胞にトランスフ
ェクションし、組み換えレンチウイルスを作製した（検
討条件は後述）。その後、標的がん細胞株に感染させた
後、ピューロマイシン耐性細胞を選択し、ルシフェラ
ーゼ発現細胞株を樹立した。 
 
２） ルシフェラーゼ発現細胞株のルミネッセンス発光 
ルシフェラーゼ発現ヒトがん細胞株について限界希釈
系列を作製し、細胞数（10１ -105個）と in vitro ルミ
ネッセンス発光量を試験した。機器はPerkinElmer社、
ARVO Light (1420 Luminescnce counter)を用いた。ま
た既存 luc 発現細胞株を用い、in vivo luciferase 
imaging 可能な発光量を求めた。実際、既に樹立（寄託）
されているルシフェラーゼ発現乳がん細胞株 4T1-luc
の発光量を指標にBALB/cマウスの乳腺同所性移植を行
ない、移植部位と自然転移病巣（肺、脳、骨）につき



Caliper 社 IVIS®を用いてイメージング試験を行った。
マ ウ ス へ の 細 胞 移 植 で は Isoflurane (Abbott 
Laboratories, North Chicago, IL)による吸入麻酔を
行い、左鼡径部乳腺に細胞接種を行った。微少転移巣
について観察するため、観察期間の終了時に各臓器を
ex vivo に取り出しルシフェラーゼ発光の検定、もしく
は病理検索を行なった。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究では、高崎健康福祉大学遺伝子組み換え実験安
全委員会の指針にしたがい立案され、実験計画は同委員
会の承認を得ている(承認番号:健大遺伝子第1102号)。
また動物実験に関しても同大動物実験委員会の承認を
得て実施した(承認番号:健大動物第1213号)。 
 
Ｃ．研究結果 
１）ルシフェラーゼ発現ヒトがん細胞株の作製 
 効率的なルシフェラーゼ発光細胞を作製するために
は、細胞周期（細胞分裂）に依存することなく導入遺伝
子が発現する系が必要となる。その観点からレンチウイ
ルスベクターの利用が優れている。そのため、本研究で
は新しくpLVSIN-CMV-puro（TAKARA）plasmidにpGL3(Pr
omega)由来のルシフェラーゼ（luc）を組み込んだpLVS
IN-lucを作製した。高力価の組み換えレンチウイルスを
作製するため、パッケージング細胞293Tへの導入系を最
適化した（径60mmシャーレ）。古典的なリン酸カルシウ
ム法に加え、低毒性型リポフェクション試薬3種類（Sc
reenFect A [和光純薬], Lipfectamine LTX [Life Tec
hnologies], XFect [TaKaRa/Clontech]）について検討
を行なった。各遺伝子導入方法（試薬）における個々の
最適条件をluciferase assayにより検討した後、それら
についてウイルス産生量をqRT-PCRにて定量した（図１）。
その結果、XFect [TaKaRa/Clontech]を用いた方法で最
も高い力価を得ることができた。 
 

 
 
 さらに遺伝子導入効率の評価には、pCAGGS-EGFP pla
smidの導入（24時間後）によるGFP陽性率を測定した（T
ali®イメージベースサイトメーターにて計測）。その結
果、リポフェクション試薬3種類ではいずれもGFP陽性率
はほぼ100%であり、試薬自体による毒性も観察されなか
った（リン酸カルシウム法では細胞障害率が高く、約7
0%がトリパンブルー染色陽性であった）。実際、HCC-8
27ヒト肺がん細胞株を用いて、ピューロマイシン耐性コ
ロニー形成数を測定したところ、概ね前述のウイルス産

生量に比例したコロニー数が得られた（次図：クリスタ
ル バイオレット染色）。 

 
 
 これらの結果から、細胞改変に向けた組み換えレンチ
ウイルスの作製にXFect [TaKaRa/Clontech]を用いるこ
ととした。当該システムを用い、本年度では利用可能な
ルシフェラーゼ発現ヒトがん細胞株6種類を作製し、JC
RB細胞バンクに寄託した（表１）。 

表１．JCRB 細胞バンクに寄託した発光がん細胞のリスト 

由来組織 細胞株 Luc 発光 

乳がん 
SK-BR-3 Very Good 

MDA-MB-231 Good 

食道がん 
Ishikawa 3-H-12 Good 

TYUC-1 Very Good 

皮膚がん 
HSC-1 Very Good 

HSC-5 Very Good 

 
２）ルシフェラーゼ発現細胞株のモデルマウスにおける
ルミネッセンス発光 
 作製されたルシフェラーゼ発現がん細胞株の細胞数
を103個 -105個までの限界希釈系列を作製し、PerkinEl
mer社 ARVO Light (1420 Luminescnce counter)を用い
た発光量の測定を行った。105個細胞当たり10,000単位
以上の高い発光を示すものを「very good」、10,000〜3,
000単位（/105個）を「good」、10,000単位以下(/105個)
を「poor」とした。寄託細胞はすべて「good」以上のも
のとした（表１）。 
 

 
 
 前述のin vitroで活性評価された数値がin vivo ima
ging 評価に耐えうるか否かを試験するため、既存の細
胞株4T1-lucを用いて検討を行った。PerkinElmer社 AR
VO Lightにおける4T1-luc細胞の発光値は約2,000単位/



105個であった。この4T1-luc細胞（2X105個）をBALB/c
マウスの右鼡径部乳腺脂肪組織内に移植し、ルシフェラ
ーゼ発光を経時的に評価した（図２）。その結果、約2,
000単位/105個程度で「good」と評価された発光輝度で
は、約４週間にわたり実質的な発光イメージ画像ととも
に定量的な腫瘍増大が観察された（図２A）。また、約3
-４週目において血行性転移が観察され、肺および脳転
移病巣を観察することができた（図２B）。これらの転
移病巣は ex vivoに取り出したイメージング解析（図２
C）や病理組織解析（図２D）においても確認することが
できた。しかしながら、原発部位（移植部位）における
発光強度が増すにつれ、転移病巣は検出されにくいとい
うIVIS®画像解析系の欠点が挙げられた。転移病巣の観
察においては、原発部位を黒色布等で覆い、観察期間中
決まったポジションを定める必要性があった。また、正
面および背部からの撮影に位置によって検出される深
部からの発光量が異なるため、評価において注意を払う
必要があった。 
  
Ｄ．考察 
 生体内イメージング評価系の長所は使用する実験動
物の数を大きく削減できることにある。とりわけ近年
の生体内イメージング技術の発展は顕著である。がん
創薬の薬効試験では、モデル動物体内での腫瘍動態を
リアルタイムに把握し、評価することができる利点か
ら、製薬業界においても汎用化されつつある。その際
に、利用するイメージング用プローブはがん細胞の生
存状態と相関するものでなければならない。各種生体
内でのin vivoバイオイメージング方法について長所と
短所を比較すると下表のようになる。 

 
 発光のプローブとして代表的なホタル由来ルシフェ
ラーゼは ATP 要求性であり、細胞内 ATP の状態を反映
することから、細胞の生存状態とよく相関する。また
発光波長は 600nm 付近と長波長側であるため生体透過
性が高く、小動物を用いた画像解析に有利である。短
所としては、発光には基質（ルシフェリン）投与が必
要な点が挙げられる。これまでの試験経験では、マウ
ス等の小動物を利用では、生体内の特定部位に基質が
届かないことによる「発光しない」という問題は起き
ていない。生体表面に近い発光がより強く検出される
こと、黒色細胞（組織）では（発）光が吸収されてし
まうため、検出感度が低くなることがある。また発光
基質の性質としてセレンテラジンを用いる必要のある

ルシフェラーゼでは、その基質特異性の違いから使い
分けが易しいように見える。しかし、セレンテラジン
基質に由来する自家蛍光からシグナル／ノイズ比が低
下してしまう欠点がある（必ずしも推奨できるもので
はない）。生命科学分野で多用されている GFP におい
ては、細胞レベルでの個々の分子挙動を追跡する上で
は優れている。しかし、死細胞であっても緑色蛍光を
発するため、薬効評価の観点では不向きである。また
GFP は生体内イメージングにおいてもバックグラウン
ドが高くなるため、依然として創薬促進の用途ではル
シフェラーゼに代表される ATP 利用型の化学発光プロ
ーブが適している。 
 本年度プロジェクトにおいては、発現ベクターのシ
ステムを至適化し、ルシフェラーゼ発光細胞を6種類登
録することができた。その一方で、皮膚有棘細胞癌株
HSC-5では、遺伝子導入後のピューロマシン耐性細胞が
樹立できているにもかかわらず、実質的なルシフェラ
ーゼ発光に至らない細胞株が存在した。そのため
HSC-5-Lucは細胞クローンとして分取することとした。
また、組み換えレンチウイルスはVSV-G（水泡性口内炎
ウイルスのGタンパク質）をエンベロープにもつため、
細胞種に関わらず感染が成立するものと考えられたが、
腺癌に由来する食道がん細胞株KYAE-1は依然として
Luc改変が進まない状況にある。これまでの経験では、
高分化型腺癌では難しい傾向にあることが判っている。
細胞表面におけるVSV-G受容体（全ての細胞タイプに存
在するリン脂質を認識）の性質や組み換えウイルスに
よる細胞毒性の可能性など検討課題が残った。現在、
肝癌細胞に対するLuc改変需用があるため、引き続き
Huh-7等を含む15種類の改変による細胞資源の充実化
を進めて行きたい。 
 
Ｅ. 結論 
 Luc発現改変がん細胞は、試験管内から動物実験まで
を一元的に評価できるため、がん創薬開発において有用
な資源として期待されている。平成25年度では、乳癌、
食道癌、皮膚有棘細胞癌に由来する6種類のルシフェラ
ーゼ(Luc)発現がん細胞株を樹立し、JCRB細胞バンクに
登録した。これらの細胞株はマウス等における実質的な
生体内発光イメージング評価に耐えうる輝度の細胞資
源といえる。細胞改変における安定した遺伝子導入方法
等には課題が残るものの、ルシフェラーゼ発光を基盤と
した細胞資源の充実化を進めることによりがん創薬の
促進を図りたい。 
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