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研究成果の概要（和文）：再プログラミング因子（OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, LIN28）を悪性黒色腫細胞に発現
させると間葉－上皮移行(MET) 様の形質転換が生じた。すなわち、上皮細胞様の形態変化、メラノサイト特異遺
伝子の発現減少、上皮－間葉移行関連遺伝子の発現減少等である。再プログラミング因子導入細胞をマウス尾静
脈から移植すると肺での腫瘍増殖が明らかに減じた。これらの細胞ではMEK、ERK、AKTのリン酸化が減少し、こ
れら分子の脱リン酸化に関わるPP2Aが増加した。

研究成果の概要（英文）：Over expression of reprogramming factors (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, and 
LIN28) induced mesenchymal-epithelial transition (MET) like trans-differentiation in melanoma cells.
 The reprogramming factors introduced cells changed their morphology to epithelial, and expression 
of melanocyte specific genes and EMT-related genes was suppressed in the cells. Tumorigenicity in 
lungs after the cell inoculation via tail vein was obviously attenuated. Dephosphorylation of MEK, 
ERK, and AKT, and increased PP2A were observed in the cells.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： がん抑制　悪性黒色腫　間葉－上皮移行

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性黒色腫細胞に再プログラミング因子を導入することによりMET様の形質転換と悪性度の減弱化が生じること
を示した。これにはPP2A増加によるRAF-MEK-ERKおよびPI3K-AKTシグナル伝達経路の抑制が関わることが示唆さ
れた。これらの発見が新たながん治療につながることを期待する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

⼭中伸弥博⼠らによる⼈⼯多能性幹細胞（iPS 細胞）の作成⽅法が発⾒されて以来、
これまでに様々な臓器・組織由来の細胞から iPS 細胞が作成されてきた。この iPS 細
胞の作成初期過程において、間葉−上⽪移⾏（Mesenchymal ‒ Epithelial transition; MET）
が誘導されることが⽰された。この報告を受けて我々は、悪性腫瘍細胞においても iPS
細胞作成過程で MET が誘導されるのか、さらにはそれに伴ってがんの悪性度が減弱す
るのか検討を⾏った。 

ヒト⼝腔有棘細胞癌由来ではあるが上⽪性の特性を失っている細胞株に、再プログ
ラミング因⼦(Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc および Lin28)を導⼊して安定発現細胞株を樹
⽴した（Reprogramming factors introduced cells; RICs）。その RICs は、明らかな上⽪様
細胞への形態変化、各種上⽪系マーカーの増加および間葉系マーカーの減少などの特
徴が確認された。また、RICs の細胞運動能および浸潤能の低下が in vitro で⽰された。
ヒト有棘細胞癌由来である OSC-19 細胞より樹⽴した RICs は、ヌードマウスの⾆に移
植すると、⾆での腫瘍形成能、所属リンパ節への転移能が、親細胞と⽐して有意に減
弱した。すなわち、再プログラミング因⼦を導⼊された腫瘍細胞は MET が誘導され、
がん悪性度が減弱した。 
 
２． 研究の⽬的 

我々は、iPS 細胞作成に⽤いられる再プログラミング因⼦を悪性腫瘍細胞に導⼊す
ることにより、MET が誘導されてがん悪性度が減弱化することを⾒いだした。悪性⿊
⾊腫は⽪膚科領域において最も悪性度が⾼い腫瘍である。この悪性⿊⾊腫においても
再プログラミング因⼦の導⼊により MET 誘導と悪性度の減弱化が起こるのか、マウス
およびヒト由来の悪性⿊⾊腫細胞を⽤いて検討を⾏った。有棘細胞がんと同様に悪性
⿊⾊腫細胞においても MET 誘導と悪性度の減弱化が起これば、これらの⽐較検討によ
り悪性度減弱化の分⼦基盤が明らかになる可能性がある。 
 
３． 研究の⽅法 
[1] 悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs の作成 

ヒト由来 A2058 細胞とマウス由来 B16/BL6 (B16)はそれぞれ JCRB 細胞バンクとバ
イオリソースセンターより提供を受けた。ヒトあるいはマウスの OCT4, SOX2, KLF4, 
c-MYC, LIN28 を発現するトランスポゾンベクターをこれらの細胞にトランスフェク
ションし、ピューロマイシンにより遺伝⼦導⼊細胞を選別して RICs を得た。培養は
DMEM / 10%FBS で⾏った。 
[2] 悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs の MET に関する評価 

RICs およびその親細胞から total RNA を抽出し、cDNA 合成を⾏い RT-PCR により
遺伝⼦発現の検討を⾏った。各細胞から RIPA バッファーにて細胞溶解液を調製しウエ
スタン解析を⾏った。細胞をチャンバースライドで培養して、細胞免疫染⾊に⽤いた。 
[3] 悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs の悪性度の評価 

In vitro での細胞増殖は培養⽫内の細胞数を経時的に数えた。移動能はスクラッチア
ッセイにより評価した。浸潤能はマトリジェルを塗布したボイデンチャンバーに細胞
を播種して、多孔⽀持膜を通過した細胞を染⾊してその数を数えた。In vivo での評価
ではマウス尾静脈からの細胞移植後の肺における腫瘍形成を確認した。A2058 親細胞



と A2058RICs は、1 x10６個の細胞を 8 週齢 SCID マウスの尾静脈より移植された。呼
吸困難や削痩、その他の全⾝状態の悪化が⾒られた際は安楽死処分とした。何ら症状
を⽰さないマウスは移植後 90 ⽇で安楽死処分した。B16 親細胞と B16RICs は 8 週齢
C57BL/6 マウス尾静脈より 1 x10６個を移植され、移植後 14 ⽇⽬にマウスは安楽死処
分された。胸腔および腹腔内の臓器に異常が無いか⾁眼的に観察された。摘出した臓
器はホルマリンで固定した後に組織切⽚を作成し、H&E 染⾊および免疫染⾊を⾏った。 
 
４． 研究成果 
[1] RICs における MET 様形質転換 

悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs は、いずれも多⾓形で敷⽯状になり、上⽪細胞様の形態
に変化した。メラノサイトを特徴付ける遺伝⼦ MLANA, MITF, TYR, KIT, SOX9 などの
発現が RICs において著しく減少した。また、A2058 由来の RICs では EMT 関連遺伝⼦
である SNAI2, ZEB2, TWIST1 の発現が減少した。RICs におけるこれら分⼦の減少はウ
エスタン解析ならびに細胞免疫染⾊によりタンパク質レベルでも確認された。形態の
変化および分⼦発現の変化から、悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs では MET 様の形質転換が
起こったことが⽰唆された。しかしながら、どのような細胞系譜へ形質転換したのか
は不明である。 
[2] RICs の悪性度評価 

In vitro での細胞増殖は A2058 細胞および B16 細胞の親細胞と RICs の間で変化は無
かった。In vitro 浸潤活性は両細胞ともに RICs で減弱した。In vitro 細胞移動能は A2058
細胞では RICs で減少したが、B16 RICs で増加した。In vitro での細胞増殖能に変化が
なく、移動能および浸潤能が減少した結果は、以前の SCC 細胞を⽤いた研究で得られ
た結果に⼀致する。 

マウスへの細胞移植実験では、A2058 親細胞を移植されたマウスは移植後 53 ⽇⽬
までに呼吸困難と著しい衰弱を呈し安楽死処分となった。これらのマウスの肺には多
数の腫瘍が認められた。A2058RICs を移植されたほとんどのマウスは移植後 90 ⽇まで
⽣存した。B16 親細胞を移植されたマウスの肺には多数の腫瘍を認めたが、RICs を移
植されたマウスの肺には⾁眼的に観察される腫瘍は存在しなかった。これらの結果は
悪性⿊⾊腫細胞由来 RICs はその親細胞と⽐較して悪性度が著しく減弱した事を⽰す。 
[3] RICs のおけるシグナル伝達経路の変化 

RAF-MEK-ERK シグナル伝達経路および PI3K-AKT シグナル伝達経路の異常が悪性
⿊⾊腫細胞の増殖に関わると考えられている。悪性度が減弱した RICs において、これ
らシグナ伝達経路に変化が⽣じているのかウエスタン解析により検討を⾏った。
A2058RICs においてリン酸化 MEK（S217）、リン酸化 ERK（T202）リン酸化 AKT（S473
および T308）が明らかに減少していた。RICs において MEK, ERK, AKT の脱リン酸化
を亢進させる分⼦機構を探索したところ、これら分⼦の脱リン酸化に関わるフォスフ
ァターゼである PP2A の A および B サブニット発現が増加していた。MEK, ERK, AKT
の脱リン酸化亢進と PP2A の増加は、B16RICs および SCC 由来である HOC313 の RICs
でも確認された。これらの変化は 再プログラミング因⼦導⼊により⽣じた変化であり、
悪性度の減弱化に関わっている可能性がある。 
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