[image: image1.wmf]平成２７年度　特別経費(プロジェクト分)　概算要求事業　学内公募報告書
「分子イメージング・マイクロドーズ（第０相）臨床試験体制を擁する分子標的治療研究・教育拠点の構築」事業
	
	研究者名簿（大学院生をなるべく含むこと）
	役職
	役割
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	研究組織
	奥舎　有加
十川　千春

小崎　健一

	助教

講師

教授
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	区分
	１．機器開発， eq \o\ac(○,2)．がん，３．炎症・再生，４．脳機能，５．その他　
	登録(該当区分に○)
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 eq \o\ac(○,2)．それ以外の分野
	主任教授氏名・印
	　小崎　健一　　印

	区分
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Phase 0：　実現可能かどうかの提案，イメージング実験が可能かの研究相談，基礎的アプローチ．
Phase I：　Phaseゼロの具体性が出たイメージング準備研究．研究期間：1年～2年．PET使用含まず．
Phase II：　Phase Iを終え、成果の出始めた実現性の高いもの．PETなどの専門家の共同研究体制が確立している．研究期間：1年～2年．PET/SPECTの使用1～2回程度．

Phase III：Phase IIレベルを終え，具体的な合成行程を含めて完成度が高く，本格的研究に入っているもの．研究期間：1年～3年　PET/SPECT使用3回以上．

	プロジェクト名
	がん浸潤・転移病態の可視化を目指した新たなin vitro/in vivoイメージングモデルの確立

	利用予定の核種と動物(該当区分に○)
	動物
	 eq \o\ac(○,1).マウス
2.ラット
3.ラビット
	核種
	18F-FDG，18F合成有，11C合成有，64Cu合成有，68Ga合成有，
89Zr合成有，SPECT核種既製品，SPECT核種合成有

	研究計画
	がんの浸潤・転移に特異的な細胞形質と安定した転移能を有するin vitro/in vivoイメージングモデルの確立は、がん浸潤・転移の可視化に極めて有効な方法の一つと考えられる。これまでに申請者らのグループは、目的とする細胞で特異的に発現する遺伝子の転写活性に着目し、用いる遺伝子のプロモーター配列を組み込んだ蛍光レポーターベクターを遺伝子導入後、導入細胞で固有の転写活性に応じた蛍光を発するcell-based reporter systemを開発してきた。
本研究では、同systemを応用し、既報のがん浸潤・転移関連遺伝子である細胞外マトリックス分解酵素 MMP-9 (matrix metalloproteinase-9)の遺伝子プロモーター配列を用いて、安定した浸潤能と転移能を有するin vitro/in vivoイメージングモデルの確立を試みる。

	得られた成果
	本研究では、がん浸潤・転移関連遺伝子として既に報告されているMMP-9遺伝子のプロモーター配列を組み込んだ蛍光レポーターベクターを構築し、マウス大腸癌細胞株colon26由来高転移性亜株LuM1へ遺伝子導入した。さらに、蛍光シグナル強度を指標としたクローニングによって、安定発現細胞の単離に成功した (図１)。
得られた蛍光レポーター導入LuM1細胞の機能的検証を行うため、MMP-9の発現、in vitro浸潤能、およびin vivo転移能を確認した。定量PCR法ならびにゼラチンザイモグラフィーを用いた検討では、蛍光レポーター導入LuM1細胞で、オリジナルのLuM1と同程度のMMP-9発現が確認できた。in vitro浸潤能についてはマトリゲル･インベージョンチャンバーを用いた検討を行い、蛍光レポーター導入LuM1細胞において、オリジナルのLuM1と同等の浸潤能を認めた。in vivo転移能については、マウス皮下移植部腫瘍ならびに肺において強い蛍光を検出した (図2、3)。さらに、病理組織学的検討によって、肺で蛍光を検出した組織が転移巣であることを確認した。これらの解析結果から、in vitro/in vivoがん浸潤・転移イメージングモデル確立に有用な高転移性細胞株を得ることができた。

しかしながら、得られた蛍光レポーター導入LuM1細胞については、オリジナルのLuM1細胞に比して、転移・浸潤に要する時間が長く、またMMP-9の発現量も低かったことから、今後、さらに、オリジナルのLuM1と同等の浸潤・転移能を有する細胞のスクリーニングと単離を進めて行く必要がある。
本研究で得られた結果から、in vitro/in vivoがん浸潤・転移イメージングモデル確立には、MMP-9などのがん浸潤・転移関連遺伝子を用いたcell-based reporter systemの応用が極めて有用であることが示された。
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	本プロジェクトに関連した研究業績，知財，受賞等
	論文・研究発表
1) Yanaka Y, Muramatsu T, Uetake H, Kozaki K, Inazawa J:  miR-544a induces epithelial -mesenchymal transition through the activation of WNT signaling pathway in gastric cancer.  Carcinogenesis, 36, 1363-1371, 2015.
2) Fujiwara N, Inoue J, Kawano T, Tanimoto K, Kozaki K, Inazawa J:  MiR-634 activates the mitochondrial apoptosis pathway and enhances chemotherapy-induced cytotoxicity.  Cancer Res, 75, 3890-3901, 2015.

	研究費の使途
	消耗品     細胞培養関連（培地その他）　   105,000

試薬類　　　　　　　　　　　　  95,000　
小計　 200,000円
旅費　　　 なし

その他　   なし

計　 200,000円




· 研究業績については，論文名・著書名・著者名・学会誌名・巻（号）・最初と最後の頁・発表年（西暦）の各項目記入してください。共同、共著の場合は全員を掲載順に記入し、研究組織メンバーに下線を付してください。In pressとなったもの以上を記入してください。

· 研究費の使途については内容を簡潔に記入してください。
· この様式のスペースの調整は構いませんが，全体で２ページに収まるように記入ください。
· 本報告書は，データファイルをメールで，また捺印後、原紙を学内便で、森 <hotetsu1@md.okayama-u.ac.jp>までお送りください。
（様式２）





図3　肺転移巣組織の蛍光顕微鏡像(×10)





図1　蛍光レポーターベクター導入LuM1細胞の蛍光像





図2　肺転移巣の明視野(左)


と蛍光像(右)








