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研究成果の概要（和文）：KIT変異による悪性黒色腫の新規治療標的分子を同定することと新規KIT変異がSH3ド
メインを創出する変異か否かについて結合するタンパク質の同定とともに解明することを目的とした。悪性腫瘍
化変異、非悪性腫瘍化変異を恒常的に発現する無色素性メラノーマ由来細胞株を作成した。プロテオーム解析で
c-kit 新規変異が細胞内領域にSH3ドメインを創出する変異であることを特異的に結合するタンパク質の同定と
ともに解明した。さらに悪性腫瘍化変異と非悪性腫瘍化変異恒常発現株の抽出液のタンパク質発現をプロテオー
ム解析で比較検討し、悪性腫瘍化変異恒常発現株に特異的に発現するタンパク質群を抽出した。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study are to identify novel theraputic targets of melanoma 
caused by KIT mutation, and to elucidate that a novel KIT mutation creates SH3 domain which binds to
 some proteins which have SH2 domain. Constitutive malignant KIT mutation expressed amelanotic 
melanocyte cell line, constitutive non-malignant KIT mutaion expressed amelonotic melanocyte cell 
line, and constitutive wild type KIT expressed amelonotic melonocyte cell line were established. The
 novel kit mutation was proven to create SH3 domain by proteome analysis. Some binding proteins 
which bound to the KIT mutation were identified. Moreover, some proteins, which overexpressed in 
constitutive malignant KIT mutation expressed amelonotic melonocyte cell line, were also identified.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
Universal inherited melanodyschromatosis 

(UIM) (仮称：遺伝性全身性メラニン色素異

常症)は常染色体優性遺伝形式の極めて稀

な遺伝性皮膚疾患である(Rebora A et al. 

Arch Dermatol 1989)。幼少時から発症し、頬

部などの顔面(図1)、陰部、肘、膝、手足な

どに褐色色素斑が多発する。

内蔵病変を合併しない。本症は今までにイ

タリア人の1つの大家系の症例が報告され

ていたが、病因遺伝子は同定されていなか

った。私たちは家族歴、臨床所見、病理所

見、電顕所見より、本疾患患者と診断した

本邦初の日本人大家系の患者6人の経過観

察をしていた(図2)。

 
私たちは遺伝性皮膚疾患の病因遺伝子変

異の解析を精力的に実施し、研究開始当初

までに22疾患、80家系において、病因遺伝

子を明らかにしてきた。また、全エクソー

ムシーケンス法を用いて網状肢端色素沈着

症(北村)の原因遺伝子ADAM10を同定し報

告した。私たちは電顕所見(図3)、 

文献検索などから病因遺伝子はメラノサイ

トにおいてメラニン合成に関与していると

の仮説をたてていた。全エクソームシーケ

ンス法を用いてUIMの病因遺伝子として

KITの新規変異p.Ala829Proを同定した。KIT

の遺伝子産物c-kitはチロシンキナーゼ受容

体であり、メラノサイト、肥満細胞、消化

管間質細胞に発現している。KITの先天的な

機能獲得変異は消化管の悪性腫瘍(ときに

良性腫瘍)であるgastrointestinal stromal 

tumor (GIST)と、顔面と陰部などに色素斑を

来す、家族性GIST症候群の病因である。KIT

の後天的な機能獲得突然変異は悪性黒色腫、

あるいは孤発性のGISTを来す。興味深いこ

とに、後天的に悪性黒色腫を来すKITの変異

には家族性GIST症候群を来す変異と全く同

じものがある。p.Ala829Pro変異はc-kitの細

胞内領域にあり、Src homology 3 (SH3)ドメ

インが創出される機能獲得変異であること

が

推

測

さ

れ

る。

SH3

ド

メ

イ

ン

は

SH2

ド

メ

イ

ンと結合する。今回の変異ではc-kitの細胞

内領域にSH3ドメインが創出されて、SH2

ドメインをもつアダプタータンパク質が結

合して色素産生のシグナルを促進している

ことが推測される。 

 

２．研究の目的 

興味深いことに今回の UIM の家系では

GIST を来した患者はいない。このことから



p.Ala829Pro 変異はヒトで全く GIST を来さ

ないことから、悪性腫瘍化は来さない変異

であると考えられた。私たちはこの変異の

性質を利用することにより、KIT 変異によ

る悪性黒色腫の治療標的分子を同定するこ

とを目的とした。具体的には以下 3 つを目

的とした。1.KIT p.Ala829Pro が SH3 ドメイ

ンを創出する変異か否かを結合タンパク質

の同定とともに解明する。2.野生型と変異

型 3 種の恒常発現無色素性メラノーマ細胞

株の増殖能を比較検討する 3.悪性黒色腫を

引き起こすKIT変異株に特異的に発現する

タンパク質群を抽出する。 

 

３． 研究の方法 

(1) 悪性腫瘍化変異株と非悪性腫瘍化変

異株を作成した。 

悪性腫瘍化変異(c-kit p.Lys642Glu、

c-kit p.Asp820Tyr cDNA)、非悪性腫瘍化

変異(c-kit p.Ala829Pro cDNA)、野生型

c-kit cDNA をネオマイシン耐性のプラ

スミドに組み替えた。既に以下に述べる

8 種の c-kit 恒常発現細胞株を構築した。

すなわち、無色素性のメラノーマ由来細

胞株(A375 と SK-MEL28)それぞれに上

記プラスミド 4 種類をトランスフェクシ

ョンし、G418 にて選択し、8 つの恒常発

現細胞株を構築した(c-kit p.Lys642Glu 

A375、c-kit p.Asp820Tyr A375、c-kit 

p.Ala829Pro A375、c-kit wild A375、

c-kit p. Lys642Glu SK-MEL28、c-kit 

p.Asp820Tyr SK-MEL28、c-kit 

p.Ala829Pro SK-MEL28、c-kit wild 

SK-MEL28)。 

 

(2) c-kit p.Ala829Pro が SH3ドメインを創

出する変異か否かを結合タンパク質

の同定とともに解明した。 

プロテオーム解析で同定する。c-kit 

p.Ala829Pro A375 と c-kit wild A375、な

らびに c-kit p.Ala829Pro SK-MEL28 と

c-kit wild SK-MEL28 の細胞抽出液を用い

て、抗 c-kit 抗体で免疫沈降をする。免疫

沈降物を 2 次元電気泳動で展開する。c-kit 

p.Ala829Pro 恒常発現株と c-kit wild 恒常

発現株それぞれの沈降物の泳動パターンの

違いから、A375 と SK-MEL28 に共通する

c-kit p.Ala829Pro に特異的に結合するタ

ンパク質群を抽出する。SH2 ドメインをも

つタンパク質を複数抽出することを予測し

ている。免疫沈降と Western blot 法の組み

合わせで結合の確認実験をして、特異的に

結合するタンパク質群を同定した。 

 

(3) 悪性腫瘍化株、非悪性腫瘍化株、野生

型株の増殖能を比較検討した。 

それぞれの細胞株の増殖能を BrdU 

ELISA 法にて比較検討する。悪性腫瘍化変

異を恒常発現した悪性腫瘍化株が最も増殖

能が高いと予測している。もし 4 種類ある

悪性腫瘍化株が 1 つも高い増殖能を有して

いなかった場合は、悪性黒色腫で見いださ

れる KIT の別の変異を発現した細胞株数

種を再度作成し、高い増殖能を有する細胞

株が得られるまで続けた。 

 

(4) 悪性黒色腫を引き起こす KIT 変異株に

特異的に発現するタンパク質群を抽出

した。 

プロテオーム解析を実施する。A375 なら

びに SK-MEL28 で作成した悪性腫瘍化株

と非悪性腫瘍化株と野生型株それぞれの細

胞抽出液を 2 次元電気泳動で展開する。泳

動パターンの違いから悪性腫瘍化株に特異

的に発現するタンパク質群を抽出した。

Western blot法で悪性腫瘍化株に特異的に

発現するタンパク質群を確定した。 
 
４．研究成果 

8つの恒常発現細胞株を構築した(c-kit 

p.Lys642Glu A375、c-kit p.Asp820Tyr A375、



c-kit p.Ala829Pro A375、c-kit wild A375、c-kit 

p. Lys642Glu SK-MEL28、c-kit p.Asp820Tyr 

SK-MEL28、c-kit p.Ala829Pro SK-MEL28、

c-kit wild SK-MEL28)。c-kit p.Ala829Proが

SH3ドメインを創出する変異か否かを結合

タンパク質の同定とともに解明した。悪性

腫瘍化変異株が非悪性腫瘍化変異株よりも

高い増殖能を有することを明らかにした。

最後に、悪性黒色腫を引き起こすKIT変異

株に特異的に発現するタンパク質群を抽出

した。 
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