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研究成果の概要：肝細胞増殖因子トランスジェニックマウスと癌抑制遺伝子である Arf、

Ink4a、p53 それぞれのノックアウトマウスのダブルマウスを作成し、発生したメラ

ノーマ、横紋筋肉腫を解析した。その結果、Arf-p53 経路の不活性化と横紋筋肉腫発

癌との関連性を見いだした。一方で、p53 の不活性化とメラノーマ発癌とは関連を認

めなかったのに対して、Arf の不活性化のメラノーマ発癌への関与が示された。この

ことは Arfが p53を介しない経路でメラノーマ発癌の抑制をしている可能性を示唆し

た。Ink4a-RB 経路の不活性化はメラノーマ発癌に関与する一方で、横紋筋肉腫発癌

への関与は認めなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
横紋筋肉腫は 3 分の 2 が 10 歳未満の小児に
好発する腫瘍であり、米国での報告では 5年
生存率は 60％を超えているものの、発生部位、
進行度、組織型によっては治療成績は未だ不
良である。私達の肝細胞増殖因子(HGF/SF)ト
ランスジェニックマウスは異所性の骨格筋
形成を認め、生後早期（3.5 日齢）に紫外線
照射をした群では高率にメラノーマ発癌を
認めた。またこの HGF/SF トランスジェニッ
クマウスと各々別の癌抑制遺伝子である
Ink4a と Arf を同時にノックアウトした

Ink4a/Arf ノックアウトマウスから作成され
た ダ ブ ル マ ウ ス （ HGF/SF-transgenic 
Ink4a/Arf-/-マウス）では 95％以上に横紋筋
肉腫を発生し、紫外線を照射することにより
高率にメラノーマを発癌し、横紋筋肉腫、メ
ラノーマ発癌と Ink4a、Arf の不活性化との
関連が示唆された。 
 
２．研究の目的 
これまでのHGF/SF-transgenic Ink4a/Arf-/-
マウスでの検討では Ink4a と Arf を同時に不
活性化させており、Ink4a と Arf のどちらの



遺伝子の不活性化が横紋筋肉種、メラノーマ
の発癌に重要なのか、あるいは片方の遺伝子
の不活性化のみでは発癌に不十分で両方の
遺伝子の不活性化が必要なのか不明であっ
た。今回の研究では Ink4a と Arf をそれぞれ
単独でノックアウトした。この研究により横
紋筋肉腫、メラノーマ発癌における Ink4a と
Arf の役割の違いを明らかにしたい。 

一方、Arf は p53 のシグナル伝達の上流に
位置するが、近年、Arf が p53 に依存しない
経路でも細胞周期に作用しているとの報告
がされている。今回、我々は Arf と p53 の横
紋筋肉腫、メラノーマの発癌への関与の違い
についても検討する。 
 
３．研究の方法 
HGF/SFの過剰発現を伴ったInk4aノックアウ
トマウス (HGF/SF-transgenic Ink4a-/-マウ
ス) 、Arf ノックアウトマウス
(HGF/SF-transgenic Arf-/-マウス)、p53 ノ
ックアウトマウス(HGF/SF-transgenic 
p53-/-マウス)における腫瘍の発生率と分子
生物学的解析 
(1) ダブルマウスの繁殖： 

上記の各々のジェノタイプのダブルマ
ウスを繁殖させ、横紋機肉腫フリー累積
生存率、横紋機肉腫発生率の比較を行っ
た。同様の検討をメラノーマに関しても
実施した。 

(2) 病理組織学的検討： 
死亡したマウスに関しては全例におい
て腫瘍の発生の有無を検討する。免疫染
色も行い、病理組織学的に横紋筋肉腫、
メラノーマの診断を行った。 

(3) Arf、p53 のメラノサイトの増殖に対する
影響： 
① 新生児の Wild type マウス、Arf ノ

ックアウトマウス、p53 ノックアウ
トマウスの皮膚から分離した各々
の初代培養メラノサイトの増殖曲
線を作成し、増殖能の違いを検討し
た。同時に Senescence-detection 
kit (Biovision, CA, USA)を使用し
てβ-galactosidase (SA-β-gal 陽
性細胞を染色し、老化細胞を検出し
た。 

② Ink4a-/-メラノサイト（Ink4aKO メ
ラノサイト）、p53 をノックダウンし
た Ink4aKO メラノサイト
（Ink4aKO/p53KD メラノサイト）、
Ink4a-Arf-/-メラノサイト
（Ink4a-ArfKO メラノサイト）、p53
をノックダウンしたInk4a-ArfKOメ
ラノサイト (Ink4a-ArfKO/p53KD 
メラノサイト）を培養し、増殖能を
検討した。各々のメラノサイトにお
けるp53のノックダウンはp53に特

異的な microRNA を組み込んだレト
ロウイルスベクター
(LUMP-p52.1224)を用いて行った。
また Ink4a-ArfKO メラノサイト、
Ink4a-ArfKO/p53KD メラノサイトに
レトロウイルスベクターを用いて
Arf を導入し、細胞増殖能の変化を
検討した。 

 
４．研究成果 
(1) HGF/SF トランスジェニックマウスにお

ける Arf、Ink4a、p53 の不活性化がメラ
ノーマ、横紋筋肉腫発生に及ぼす影響 

 
Fig.1 

TS: tumor suppressor、HGFtg: 
HGF/SF-transgenic、RMS: 横紋筋肉腫 
 
新 生 児 期 に 紫 外 線 照 射 を し た
HGF/SF-transgenic Arf-/-マウスは平均生後
3.5 か月、HGF/SF-transgenic Ink4a-/-マウ
スは平均生後 7か月でメラノーマを発生した
（Fig.1a、ｂ）。一方で HGF/SF-transgenic 
Arf-/-マウスは平均 3.7か月で横紋筋肉腫を
発生したが(Fig.1c)、 HGF/SF-transgenic 
Arf+/-マウスでは有意な横紋筋肉腫発生の
増加は認めなかった。HGF/SF-transgenic 
Ink4a-/-マウスでは横紋筋肉腫の発生は稀
だった (Fig. 1d)。この結果は Arf-p53 経路
が横紋筋肉腫の発癌抑制に重要な役割を担
っていることを示唆した。このことは



Fig.3 HGF/SF-transgenic p53-/-マウスでは生後平
均 1.4 か月で、HGF/SF-transgenic p53+/-マ
ウスでは生後平均 2.7か月という早期に横紋
筋肉腫を発生することからも裏打ちされた 
(Fig.1e)。一方で HGF/SF-transgenic p53-/-
マウス、HGF/SF-transgenic p53+/-マウスで
はともにメラノーマの発生を認めなかった
(Fig. 1f)。この結果から Arf がメラノーマ
の発癌抑制に作用しているのに対して、p53
には明らかなメラノーマ発癌抑制作用を認
めないことを示された。この事実は Arf がｐ
53 とは別の経路でメラノーマ発癌抑制に作
用していることを示した。 
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(2) Arf の不活性化がマウス初代培養メラノ

サイトの老化に及ぼす影響 
 
 

  
Fig.2 Arf の発現を欠損したメラノサイトは Arf の

発現が維持されているメラノサイトより高
い増殖能を示した。p53 の発現の有無で増殖
能の違いは認めなかった (Fig. 3a)。
Ink4a-ArfKO メ ラ ノ サ イ ト 、
Ink4a-ArfKO/p53KD メラノサイトに Arf を発
現させたところ、細胞増殖は抑制された 
(Fig. 3b)。このことは p53 とは別の経路で
Arf がメラノサイトの増殖を制御しているこ
とを示した。 

 
 a 

 
 
 
 
 
b 

 
以上の我々の結果から ARF は p53 と共通のシ
グナル伝達の経路に存在しているが、p53 を
経由しない別の経路でも発癌を抑制してい
ることが示された。このことは p53 を発現さ
せることに基づいた治療デザインではメラ
ノーマの治療には不十分であることを示し
ており、ARF が p53 とは別の経路で発癌抑制
作用を及ぼしている他の悪性腫瘍において
も当てはまることである。 

 
Wild type のメラノサイトは培養開始後 4 週
までに増殖を停止し、老化した。Arf null メ
ラノサイトは 3か月以上にわたって増殖を続
けた。培養開始 50 日以降から p53 null メラ
ノサイトの増殖能は回復を示し、その増殖率
は Arf null メラノサイトと近似していた
(Fig. 2a)。SA-β-gal 陽性細胞は Wild type
メラノサイトと p53 null メラノサイトに観
察された (Fig. 2b)。p53 が不活性化された
メラノサイト細胞株の melan-p53-1の樹立は
Ink4a の発現の消失を伴っていた。一方で継
代を繰り返した melan-p53-1 は Arf 発現の消
失と関連した増殖能の増強を示した。これら
の結果から p53の消失はメラノサイトの不死
化には十分ではないことが示された。 

今後は横紋筋肉腫についてもその発癌機序
について解析を進めていく予定である。 
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