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研究成果の概要（和文）：申請者らはすでに末端黒子型悪性黒色腫においてはAMPK関連キナーゼのNUAK2がその
発症と進展に関与していることを示しているが、今回の検討ではマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析
を行うことで悪性黒色腫細胞におけるNUAK2により制御される下流経路としてmTOR経路を特定し解析を進めた。
さらにNUAK2機能への阻害作用を有する薬剤としてメトホルミンの悪性黒色腫細胞の増殖抑制作用についても検
討を加えた。また色素細胞にNUAK2を強制発現させたトランスジェニックマウスを作製し、その色素細胞増数に
ついても検討を加えた。

研究成果の概要（英文）：  We have already shown that AMP-related kinase NUAK2 participates in the 
development and progression of acral melanomas. In this study, we identified mTOR pathway, as a 
pathway of NUAK2 target, in melanoma cells by comprehensive gene expression analysis using 
microarray. We further examined downstream pathways of mTOR in detail. We also examined the effect 
of metformin, as a drug inhibiting NUAK2 functions, on the suppression of the proliferation of 
melanoma cells. We generated a transgenic mouse with melanocytes in which NUAK2 was expressed and 
examined an increased cell number of melanocytes. 

研究分野：悪性黒色腫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果では、末端黒子型悪性黒色腫の予後と強く相関する遺伝子でもあるNUAK2の悪性黒色腫細胞増殖に
働く機序につき解明を進め、NUAK2がmTORを制御することにより悪性黒色腫細胞増殖に働くことを示した。さら
にNUAK2を標的とした新規分子標的治療開発のために必須となる色素細胞にNUAK2を強制発現させたトランスジェ
ニックマウスを作製。その解析を進めた。本邦において悪性黒色腫の約半数は末端黒子型悪性黒色腫が占めてお
り、有効な新規治療の開発を進めることは重要な社会的意義を有るものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 わが国において末端黒子型悪性黒色腫は悪性黒色腫全体の約半数を占めるがその特有な発症
機序の解明は十分でない。またニボルマブとイピリムマブ併用での奏功率が白人などに多い表
在拡大型での 50%前後に比べて末端黒子型悪性黒色腫では 25%前後とかなり低く免疫チェックポ
イント阻害剤による治療効果も限定的である。このため有効な新規治療開発が望まれている。次
世代シークエンサーによる悪性黒色腫のゲノム異常解析から末端黒子型では表在拡大型や他の
病型とは異なる特有のゲノム異常が明らかになっており、個々の遺伝子異常でも KIT 遺伝子の
増幅や変異および CCND1 遺伝子の増幅など末端黒子型に頻度の高い遺伝子異常が明らかになっ
ている。しかしながら、これらの遺伝子をターゲットとした分子標的治療の効果は乏しく有効な
治療法とは言えない。このため予後と強く相関する遺伝子による末端黒子型悪性黒色腫の発症
機序の詳細を解明することで有効な新規治療開発につなげていく必要がある。 
 申請者らは array-Comparative Genomic Hybridization (CGH)法を利用したゲノム異常解析よ
り末端黒子型悪性黒色腫の予後と強く相関する遺伝子（P=0.0036）として NUAK2 を特定、NUAK2
阻害により悪性黒色腫細胞の細胞増殖能と細胞遊走能を抑えることができることを示した[1]。
また末端黒子型悪性黒色腫にてNUAK2増幅と強く相関する遺伝子異常としてPTEN欠失を特定し、
これらの遺伝異常の相乗効果が末端黒子型悪性黒色腫だけでなく悪性黒色腫発症全般にも深く
関わることを示した[2]。さらに NUAK2 を制御する YAP/TAZ が皮膚有棘細胞癌の一群で NUAK2 と
強い相関性がありその発症機序に関与することを示した[3]。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては悪性黒色腫の新規の発症機序を解明することで、より有効な分子標的治療
開発に発展させることを目的とする。申請者らはすでに末端黒子型悪性黒色腫の予後と強く相
関する遺伝子として NUAK2 を特定しており、本研究計画では悪性黒色腫細胞内における
NUAK2 の下流シグナル伝達路を詳細に解明することにより NUAK2 を標的とした新規分子標
的治療の開発を進め、モデルとなる NUAK2 を色素細胞に強制発現させたトランスジェニック
マウスを作製することにより病態解明および新規分子標的治療開発を in vivoでも行えるように
することを目的とする。 
 本研究において計画し遂行できた具体的な研究項目としては、 
① NUAK2 に制御される mTOR 関連遺伝子検討 
② NUAK2 をより特異的に阻害できる薬剤の検討 
③ Dct-NUAK2 KI マウスにおける悪性黒色腫発症の検討 
④ Dct-NUAK2 および PTEN 欠失を有するマウスの作製 
の４つであり悪性黒色腫の新規発症機序を解明し新規分子標的治療を開発するための研究基盤
を固めることができた。 
 
３．研究の方法 
１）細胞・ベクター・RNA 抽出 
 悪性黒色腫細胞として SM2-1 細胞を使用。レンチウイルスベクターである pLKO.1 に NUAK2 に
対 す る shRNA (AAB66-F-6: AAACCCAGGGCTGCCTTGGAAAAG お よ び AAB66-F-7: 
AAACCCAGGGCTGCCTTGGAAAAG)を挿入したベクターを NUAK2 のノックダウンに使用。コントロール
には pLKO.1 ベクターを使用。miRNeasy Mini Kit (QIAGEN)にて RNA を抽出とした。 
２）マイクロアレイ解析 
 NUAK2 のノックダウン後に悪性黒色腫細胞より RNA を抽出。NanoDrop ND-1000 にて RNA 定量
後、2100 Bioanalyzer にて解析し RIN≥7.0 の場合にマイクロアレイ解析とした。100ng の RNA を
ラベルとし、ラベルした 600ng の cRNA を DNA Microarray Hybiridizaiton Oven 内にてマイク
ロアレイ（SurePrint G3 Human GE 8×60K ver3.0）に 17 時間のハイブイダイゼーションを行
い、洗浄後に DNA Microarray Scanner にてデータ取得とし Gene Set Enrichment Analysis に
て解析とした。 
３）ウェスタンブロット 
 ウェスタンブロットはすでに論文に記載されている方法に準じて行った [1,4]。抗体は
NUAK2に対するモノクローナル抗体を使用[3]。 
  



４．研究成果 
１）NUAK2 に制御される mTOR 関連遺伝子検討 
 マイクロアレイを用いて網羅的遺伝子発現解
析を施行しNUAK2のノックダウンによる遺伝子変
動につき解析を行った。NUAK2 をノックダウンし
た悪性黒色腫細胞（shNUAK2）とコントロール
（shEV）を用いて Gene Set Enrichment Analysis 
(GESA)解析を行った。統計学的有意差を示した 12
の経路を特定できた。この解析による強い有意差
を示した上位４つの経路は mTOR から E2F の標的
となる遺伝子のセットであり NUAK2 の mTOR を介
した細胞増殖の制御に関する機能を示唆する結
果とも言える（図１）。さらに mTOR 下流の遺伝子
変動をウェスタンブロットで解析したところ
NUAK2 のノックダウンにて S6K のリン酸化の減少
が見られており、NUAK2 は mTOR 経路を介して S6K
のリン酸化に作用することにより機能している
可能性が示唆された（図２）。 
２）NUAK2 をより特異的に阻害できる薬剤の検討 
 NUAK2 阻害作用を有するメトホルミンを用いて
悪性黒色腫細胞数の抑制作用につき検討を加え
た。まず悪性黒色腫細胞数を抑制するメトホルミ
ンの最適濃度を 20mM と決定。Day0 から Day4 に
つきメトホルミン処理による悪性黒色腫細胞数
につき検討を行った。Day2 から Day4 にかけて悪
性黒色腫細胞数は著明に減少しメトホルミンに
よる悪性黒色腫細胞数の抑制効果が示された。 
３）Dct-NUAK2 KI マウスにおける悪性黒色腫発
症の検討 
 色素細胞における NUAK2の機能をin vivo にて
検討するためメラニン生合成に枢要な遺伝子で
ある Dct のプロモータ下に NUAK2 を挿入し
CRISPR/Cas9のシステムを用いることでトランス
ジェニックマウス（Dct-NUAK2 KI マウス）を作製
した（図３）。抗 KIT 抗体および抗 COL17A1 抗体
を用いて免疫染色を施行し表皮内・毛包バルジ部
および真皮内の色素細胞系列の細胞数のカウン
トを進めている。 
４）Dct-NUAK2 および Pten 欠失を有するマウス
の作製 
 Dct-NUAK2 KI マウスと flox-Pten KI マウスお
よび Tyr-CreERT2 マウスを交配することで Dct-
NUAK KI と Pten 欠失を有するマウスを作製。現
在、増数を試みている。 
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