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研究成果の概要：悪性黒色腫細胞で活性化の見られる二種類の癌遺伝子、BRAFとMITFを標
的化する治療法の有用性を検討した。各単独の抑制で細胞増殖抑制効果に対して耐性を示す複

数の悪性黒色腫細胞株において、両者を同時に抑制することでより強力な抑制効果を認めた。

DNA マイクロアレイ解析により、両者の遺伝子により個別にまたは共通に発現制御を受ける
遺伝子発現プロフィールを作製し、悪性黒色腫に対する新規分子標的の候補を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
 MITFは、本来色素細胞の分化・生存に関わ
る主要な転写因子であるとして発見された
が、近年、悪性黒色腫特異的に遺伝子増幅が
存在し、癌遺伝子として細胞増殖促進機能を
持つことが報告されている一方で、増殖抑制
機能を持つという矛盾した報告がなされて
いた。従って MITFが、悪性黒色腫の分子標
的として妥当であるか否かに関しては、結論
が出ておらず、MITF機能制御の詳細な解析に
より、その機能の二面性を解明することが求
められていた。 
 
２．研究の目的 

(1)背景因子の異なる悪性黒色腫細胞株の
MITF発現抑制が悪性黒色腫細胞の増殖に与
える影響を比較検討し、MITF感受性に関連
する因子の同定、及びMITFの機能の二面性
の解明の手がかりを得る。 
 
(2)上記の細胞株について、①MITF発現抑制
した時と、②BRAF(V600E)発現抑制した時
の mRNA 発現プロフィールを DNA マイク
ロアレイにより解析し、各シグナル単独で発
現制御される遺伝子群、両者のシグナルで共
通に発現制御される遺伝子群のリストを作
成する。特に後者の遺伝子リストより、
BRAF-MAPK により MITF 転写活性の増強
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がその発現に関連している可能性を持つ遺
伝子を絞り込み、悪性黒色腫の新規分子標的
の候補を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1)MITF の分子標的としての意義解明；①
MITFの発現レベルや増殖関連因子の発現が
異なる複数の悪性黒色腫細胞株を選択し、
RNAiによりMITFを安定に発現抑制した細
胞株を作製し、内在性のMITF発現が細胞増
殖に与える影響及び、それに関連する因子を
解析する。②内在性MITF発現レベルが異な
る複数の悪性黒色腫細胞株に、MITF遺伝子
を強制発現させて、発現レベルを高めたとき
の細胞増殖に与える影響を解析する。③
MITF発現抑制による増殖抑制効果の感受性
が 弱 い 細 胞 株 に 対 し て 、 MITF と
BRAF(V600E)の両者を同時に抑制すること
により、細胞増殖抑制効果が増強するか否か
を検討する。 
 
(2)MITFおよび・または BRAF(V600E)によ
り発現制御を受ける遺伝子の解析；(1)の解析
で使用した悪性黒色腫細胞株につき、コント
ロール vs MITF 発現抑制株  vs BRAF 
(V600E)発現抑制株間で DNA マイクロアレ
イ解析を行い、各単独抑制株でのみ発現変動
する遺伝子、両者の発現抑制で共通に発現変
動する遺伝子のリストを作成し、複数細胞株
間で共通に変動する遺伝子のリストを作成
する。前者のリストからは、MITF 及び
BRAF(V600E)同時抑制により細胞増殖抑制
効果に影響を与えた因子を推測する手がか
りを得る。後者のリストからは、MITF と
BRAF-MAPK シグナル経路のシグナルクロ
ストークにより発現制御される遺伝子の候
補を得る。 
 
４．研究成果 
(1)MITF 発現抑制が悪性黒色腫細胞株の細
胞増殖に与える影響の解析。 

MITF発現レベルの異なる 8種類の悪性黒
色腫細胞株に対して、short haipin RNA 
(shRNA)発現レンチウイルスベクターを感
染させて、内在性MITF発現を安定に抑制し
た細胞株を作製し、MITFが細胞増殖に与え
る影響を検討した。8 種類の細胞株全てにお
いて、有意な細胞増殖抑制効果を認めたが、
感受性に差を認めた。MITF発現抑制に伴い、
CDK インヒビターである p27Kip1や p21Cip1

の発現上昇や、CDK2の発現抑制を認める細
胞株が存在したが、細胞株によりその変動は
異なっており、MITF発現抑制に伴う細胞増
殖抑制効果に感受性の高い細胞株では、
CDK2の発現抑制が強い傾向を認めた。過去
の報告で、悪性黒色腫において CDK2 は
MITFにより転写制御を受けるとされていた

が、細胞株によっては CDK２の発現はMITF
により制御されない細胞株も存在した。この
経路が細胞増殖感受性に関連している可能
性が示唆された。 
 
(2)MITF強制発現が悪性黒色腫細胞株に与 
える影響の解析。 
上記(1)で解析した悪性黒色腫細胞株の内、

MITFの発現レベルの異なる３種類の細胞株
に対して、レンチウイルスベクターを用いて
MITFの強制発現を行い、その細胞増殖等に
与える影響を検討した。３種類の細胞株全て
において、MITFの強制発現は、著明な細胞
増殖抑制効果を誘導し、樹状突起の形成を伴
う細胞形態の変化（メラノサイトに類似した
形態変化）を誘導した。以上の観察から、内
在性のMITFは、その発現レベルの如何によ
らず細胞増殖促進に作用するが、内在性のレ
ベルを超えるMITFは、逆に細胞増殖を抑制
する作用を示すことが明らかとなった。すな
わち、研究背景で述べたMITFの細胞増殖に
対する作用の二面性は、その発現レベルに依
存していることにより説明することが可能
であり、内在性のMITFを標的化する治療法
は、悪性黒色腫の治療法として矛盾しないこ
とが示された。悪性黒色腫細胞は、細胞増殖
に都合が良いようにMITFの発現レベルを一
定の範囲に維持している可能性が高く、また、
細胞増殖の維持に必要な内在性のMITFレベ
ルは、各細胞により異なることが示された。
悪性黒色腫における MITF の発現レベルは、
全ての症例で必ずしも高くなく、過去の報告
では遺伝子増幅例の頻度も 10-21%の範囲に
留まる。しかし、本研究により、MITF発現
レベルの低い悪性黒色腫細胞においても
MITFの抑制は細胞増殖抑制効果を示すこと
が初めて明らかにされ、多くの症例が治療適
応になる可能性が示唆された。MITFは色素
細胞特異的であり、多くの悪性黒色腫細胞で
特異的な発現をすることから、疾患特異性の
高い分子標的になりうる可能性が高く、本研
究により、分子標的としての有用性を明らか
にした意義があると考えられる。 
 
(3)MITFとBRAF(V600E)の同時発現抑制が 
悪性黒色腫細胞株の細胞増殖に与える影響
の解析。 
 前述のように、MITF発現抑制に伴う細胞
増殖抑制効果には、細胞株により感受性が異
なることが判明した。低感受性細胞に対して
は、増殖抑制を高める他の治療法との併用が
必要になると考えられる。そこで、悪性黒色
腫で高頻度に活性化点突然変異を有する
MAPKKKである BRAF-V600E (600番目の
バリンがグルタミン酸に変化する変異)に特
異的な RNAi(Sumimoto et al. Oncogene 23: 
6031-39, 2004)を併用することで、細胞増殖



 

 

抑制効果が強まるか否かを検討した。MITF 
shRNAと BRAF-V600E shRNAを同時に発
現できるレンチウイルスベクターを作製し、
各単独の shRNAベクターとの間で悪性黒色
腫細胞の細胞増殖抑制効果を比較した。４種
類の悪性黒色腫細胞株（MITF低感受性株２
株を含む）において、MITF/BRAF-V600E
同時抑制は、各単独抑制群（いずれもコント
ロール shRNAと比較して有意な細胞増殖抑
制効果を示す）と比較しても、有意な細胞増
殖抑制効果を示した。すなわち、MITF低感
受性細胞あるいは、BRAF-V600E低感受性
細胞に対しても、両者の同時抑制により、著
明な感受性の増強を認めた。 
後述の DNAマイクロアレイ解析により、
複数の細胞株で、MITF発現抑制または
BRAF-V600E発現抑制により発現変動する
遺伝子プロフィールを解析したところ、各単
独の抑制により複数の増殖関連遺伝子の変
動が認められた（MITF抑制により、CDK2, 
PRDM2, MET, EMP1, NRG2などが、また
BRAF-V600Eの抑制により、ADAM19, 
FOSL1, HIF1A, HMGA2などの発現抑制を
認めた）。両者の遺伝子発現を同時に抑制す
ることにより、広範囲な増殖関連遺伝子の発
現が抑制されることが、増殖抑制効果増強の
背景として重要である可能性が示唆される。
MITFも BRAF-V600Eも悪性黒色腫に特異
性の高い分子であり、細胞増殖を含む様々な
病態に関連していることを報告してきた
（Sumimoto et al. Oncogene 2004, 
Sumimoto et al. J Exp Med.203, 1651-56, 
2006）。両者を同時に分子標的とする治療法
により、悪性黒色腫に対して、特異性の高い、
かつより強力な抑制が得られることは、今後
の悪性黒色腫治療の治療法の開発に、極めて
有用な方向性を示唆するものと思われる。 
 
(4)MITFおよび・または BRAF発現抑制に
より影響を受ける遺伝子発現プロフィール
の解析。 
 
 MITFおよび BRAF-MAPKシグナルによ
り発現制御を受ける遺伝子には、悪性黒色腫
の種々の病態に関連する遺伝子が多数含ま
れていることが予想される。一方、ERK2が
MITFの Ser73(73番目のセリン残基)を、
p90Rsk(ERKにより活性化されるキナーゼ)
が Ser409をリン酸化することが報告されて
おり、これらMITFのリン酸化修飾は、転写
co-factorである p300/CBPをMITFにリク
ルートすることにより、MITFの転写活性を
上昇させることが知られている。すなわち、
両者のシグナル間には、シグナルクロストー
クが存在している。ヒト培養メラノサイトに
対して、MITF遺伝子と活性型変異
BRAF(V600E)遺伝子の導入実験において、

両者の同時導入により相乗的な細胞増殖亢
進が認められている(Nature 436: 117, 2005)
ことから、これら二種類のシグナルで制御さ
れる遺伝子群中に、重要な疾患関連遺伝子が
含まれている可能性が高い。そこで、DNA
マイクロアレイ解析により、BRAF下流で発
現制御を受ける遺伝子と、MITFの下流で発
現制御を受ける遺伝子のプロフィールを作
成して、各シグナル下流で個別に発現制御さ
れる遺伝子群と、両者のシグナルで共通に発
現変動する遺伝子群のリストを作成した。特
に後者のリスト中に、二つのシグナルのクロ
ストークにより制御される遺伝子候補が含
まれている可能性が高いと考えられる。上記
(1)の実験で使用した８種類の悪性黒色腫細
胞株に対して、shRNAレンチウイルスベク
ターの感染により、MITF RNAiまたは
BRAF(V600E) RNAi (V600E変異の無い株
では、野生型 BRAFに対する RNAiを施行)
を施行し、コントロール shRNA感染細胞株
との間で発現変動した遺伝子をDNAマイク
ロアレイ解析（Agilent社 Whole Human 
Genome (4×44K)を使用）により抽出し、以
下の三種類のカテゴリーに分類した。①
MITF発現抑制により発現が上昇または減少
するが、BRAF発現抑制によっては変動しな
い遺伝子、②BRAF発現抑制により発現が上
昇または減少するが、MITF発現抑制によっ
ては変動しない遺伝子、③MITFと BRAFの
発現抑制により、その発現が共通に上昇また
は減少する遺伝子。 
まず、８種類の細胞株毎に遺伝子リストを
作成した後、上記三種類のカテゴリーについ
て、全ての細胞株で共通に変動する遺伝子を
各細胞株の遺伝子リストから抽出を試みた
が、どのカテゴリーでも８種類全ての株で共
通に変動する遺伝子は存在しなかった。これ
は、細胞株により各シグナルにより発現制御
される遺伝子が大きく異なる可能性を示唆
している。次に、クラスター解析により遺伝
子発現プロフィールの類似したグループを
同定して、各グループ毎に細胞株間で共通に
変動する遺伝子リストを作成することに方
針を変更した。全ての細胞株において、マイ
クロアレイの raw signal>100である遺伝子
18,575遺伝子に基づいて Pearson’ 
correlation法によりクラスター解析を行い、
大きく二つのグループ（1363mel, 526mel, 
624mel, 888mel and SKmel23 vs 397mel, 
WM266mel and A375）に分類できた。前者
のグループは、さらに 1362mel, 526mel, and 
624mel vs 888mel and SKmel23の二つのグ
ループに細分できた。各種クラスター毎に、
三種類のカテゴリーについて、コントロール
よりも２倍以上発現が増強または減少した
遺伝子のリストを作成した。 
各クラスター毎に該当する遺伝子の数は異



 

 

なるが、比較的該当遺伝子数の多い(1363mel, 
526mel, 624mel)クラスターについて見ると、 
 
① MITF発現抑制により発現が２倍以上減
少するが、BRAF発現抑制によっては減
少しない遺伝子プロフィール。 

 37遺伝子が該当し、癌の病態形成との関連
性が疑われる遺伝子として、ANAPC1, 
CDK2, EMP1, ERVK6, MET, PRDM7, 
PROM1, RAB27A, SENP1, TRPM1などの
遺伝子が同定された。 
 
② MITF発現抑制により発現が２倍以上減
少するが、BRAF発現抑制によっては減
少しない遺伝子プロフィール。 

 104遺伝子が該当し、癌の病態形成との関
連性が示唆される可能性のある遺伝子とし
て、ADAM19, CD96, FOSL1, Fra-1, HIF-
１α, HMGA2, ICAM1DKK1, ETV1遺伝子
などが同定された。 
 
③ MITF及び BRAF発現抑制に伴い、共通
に発現が 1.5倍以上または、２倍以上減
少する遺伝子プロフィール。 

 1.5倍以上減少する遺伝子として 168遺伝
子が、また、２倍以上減少する遺伝子として
25遺伝子が該当し、癌の病態形成との関連性
が積極的に疑われる遺伝子として、後者より
BMX, PIWIL2, SPINK1, TGM2の４遺伝子
が、また前者より ETV4, GJB1, RPS6KA5
の３遺伝子を同定した（前者のグループでは、
二つ以上の異なる遺伝子プローブで同時に
発現低下が見られた 11遺伝子が、データの
信頼性が高いと判断し、この中より、病態形
成との関連性が疑われる遺伝子を取り上げ
た）。これらの遺伝子の発現は、MITFと
BRAF(V600E)により発現が誘導されるが、
活性化MAPK(ERK)によるMITFリン酸化
による転写活性化が、その遺伝子発現に重要
であるか否かを以下の方法により、検討した。 
 候補遺伝子の一つである ETV4につき、そ
の遺伝子プロモーター部位を蛍ルシフェラ
ーゼ遺伝子の上流につないだレポータープ
ラスミド（北大、東野博士より提供）を用い
て、活性型 BRAF(V600E) cDNA発現ベクタ
ー、及びMITF-M発現ベクター、または
MITF(S73A)（ERKリン酸化を受ける 73番
目のセリンをアラニンに置換したMITF-M）
発現ベクターと共に、293T細胞にトランス
フェクションして、蛍ルシフェラーゼの発光
を定量することにより、ETV4プロモーター
活性が、MAPKシグナルとMITFのシグナ
ルクロストークに依存しているか否かを検
討した。しかし、プロモーター活性は、
BRAF(V600E)単独の導入時が最も強く、
MITFの同時導入または単独導入では、それ
よりも弱かった。MITFの結合配列(E-box)

を除いた短いプロモーター配列でも同様の
パターンを示したことから、MITF遺伝子に
よる ETV4の発現制御は、MITFが直接この
遺伝子の転写を制御しているのではなく、他
の遺伝子発現を介した間接的な機構による
可能性が高いと考えられた。すなわち、ETV4
は、MAPK経路とMITFのシグナルクロス
トークによって発現制御を受けている遺伝
子ではないことが判明した。 
 今後は、残りの候補遺伝子に関して、両経
路のシグナルクロストーク制御の可能性を
検討し、悪性黒色腫の病態形成との関連性に
つき、解析を加えていく予定である。 
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