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研究成果の概要（和文）：本研究は、メラノーマ自然発症モデルマウス（RET トランスジェニ

ックマウス）を用い、腫瘍発症の予知・予防法を確立するための腫瘍関連バイオマーカーを見

出すことを目的として行った。プロテオミクスや DNA フォーカスアレイ等用いた網羅的解析

の結果、悪性腫瘍マウスの血清には Chemokine (C-X-C motif) ligand、CXCL10 および CXCL16

に明らかな発現増加を見出した。本分子はメラノーマの新規バイオマーカーとなりうるこ

とが初めて見出された。 
 
研究成果の概要（英文）：RET-transgenic mice, which develop malignant melanoma, are 
useful for finding biomarkers which express in the serum or urine correlated with tumor 
progression and/or metastasis. We found that chemokin (C-X-C motif) ligand, CXCL10 and 
CXCL16 are significantly increased in serum of RET-transgenic mice which has malignant 
tumor. Our findings suggest that these proteins can be candidates for new biomarkers of 
melanoma. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトのメラノーマに対する分子マーカーは、
複数知られている。しかし、メラノーマ予知
に利用できるマーカーは知られていない。そ
れはこれまで見つかってきたマーカー分子
の多くは、すでにメラノーマに罹患した患者

組織検体から得られたものしか手に入れら
れなかったからである。メラノーマ早期発見
につながるマーカーを見つけるには、メラノ
ーマ自然発症動物モデルの利用が不可避で
ある。研究者の所属研究室では、メラノーマ
自然発症モデルマウスを有し、メラノーマ発



症に関わるバイオマーカー探索に極めて有
用と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、独自のメラノーマ自然発症モデ
ルマウス（RET トランスジェニックマウス）、
およびメラノーマ抑制モデルマウス（エンド
セリンレセプターB(-/-)・RET マウス）を用
い、腫瘍発症の予知・予防法を確立するため
の腫瘍関連バイオマーカーを見出すことを
目的として行った。 
 
３．研究の方法 
 (1)メラノーマ発症トランスジェニックマ
ウスの準備:RET トランスジェニックマウス
は生後、約３カ月を経て良性腫瘍を発症し、
約１０カ月齢頃より悪性転化した腫瘍が見
られるようになる。一方、エンドセリンレセ
プターBノックアウトマウスとの交配により
得られるRETトランスジェニックマウスは、
当初、腫瘍が抑制されるマウスの比較対象と
考えられたが、その後の詳細な検討により当
マウスは良性腫瘍期が極めて短く、高転移性
の悪性腫瘍発症マウスであることが見いだ
された。腫瘍の予知予防にはできるだけ良性
腫瘍期のマウスを解析することが望ましい
と考えられ、以下 RET トランスジェニック
マウスの解析に焦点を絞り検討した。 
 
(2)アルブミン結合性タンパク質にフォー

カスしたバイオマーカー探索：血清バイオマ
ーカーを見出すストラテジーとして、総血清
タンパク質分子を比較することは現実的で
ない。そこで以下の２種類の手法を採用し、
バイオマーカーの探索を行った。 

 
①アルブミン吸着性分子の解析：市販のキ

ットを用い、マウス血清からアルブミン吸着
分子のみを抽出し、二次元電気泳動で差異を
検討した。 

②サイトカイン抗体アレイを用いた解
析：マウス血清からサイトカインのみに着目
し、増減パターンの差異を検討した。 

③DNA チップによる解析：RET トランスジ
ェニックマウス腫瘍部位から樹立した細胞
株において、腫瘍増悪因子である TNF-alpha
を投与した場合に発現変動する遺伝子を網
羅的に解析した。 

 
４．研究成果 

 
マウス血清成分を検体とし、アルブミン吸

着性分子の解析によって、二次元電気泳動上
での検出スポット数がおよそ１００～１５
０程度となり、野生型マウス資料と比較して
発現差のある複数のタンパク質が見出され
た（図１）。スポットの解析による同定では

有効なバイオマーカーは得られなかったが、
アルブミン非吸着成分の検討有効と考えら
れた。 
 
また、腫瘍未発症のトランスジェニックマ

ウス血清および尿と同齢マウスとを、同方法
により比較検討を行った。腫瘍未発症マウス
と対照それぞれのアルブミン結合性分子と
に明確な差がある分子は特定されなかった
が、その理由として腫瘍未発症時と明らかに
皮膚表層に腫瘍が認められる間の時期のサ
ンプリングが比較的難しいこと、尿サンプル
では蛋白量が極めて少ないことが考えられ
た。 
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図１.10 週齢のRETトランスジェニックマ

ウスおよび同腹野生型マウスの血清を、ア

ルブミン吸着性シバクロンブルーにて処

理後、アルブミン結合タンパク質のみバッ

ファーで溶出した。サンプルを二次元電気

泳動で分離し、SYPRO Rubyにてタンパク

質を染色した。 

 
次に、悪性腫瘍が発症したマウスとの比較

で、検討対象をサイトカイン遺伝子絞ったサ
イトカインフォーカスト抗体アレイを用い
て調べた。その結果、Chemokine (C-X-C 
motif) ligand の一つである CXCL16 に明らか
な発現増加が認められた（図２）。この分子
については大腸がん、乳がん、肺がんで高発
現することが知られるが、メラノーマでは確
かな報告がなく、有用なバイオマーカー候補
と考えられた。派生的に、チオール反応性ア
ルキル分子による新たな酸化ストレス誘導
能についての報告(Hossain K. et al, 2009)
と、ヒ素による RET の高度活性化に酸化還元
システムが関与していること(Kato M. et al, 
2010)を報告した。 
 
 



すなわち TNF-αは Ret-Tg マウスにおける
腫瘍悪性化のエンハンス要因の一つとして
考えられることが示唆された。そこで、TNF-
αを処理した Mel-ret 細胞と処理しない
Mel-ret 細胞株における RNA をそれぞれ取得
し、アンチセンス RNA とハイブリダイズさせ
て遺伝子発現を検出する DNAアレイによりデ
ィファレンシャルディスプレイを行った。そ
の結果、TNF-α処理により極めて強く誘導さ
れる遺伝子として、細胞間接着分子 ICAM-1
と CXCL サブファミリーの一つ、CXCL10 が新
たに見出された。サイトカインフォーカスト
DNA アレイを用いて得られた、腫瘍の発症に
伴い増加する CXCL12 と併せ、これらの分子
の発現量変化や発現比の組み合わせによっ
てメラノーマの悪性度をある程度予知でき
る可能性があり、現在、エンドセリンレセプ
ターＢノックアウトマウスと交配した高転
移性 RET マウスも含め、更なる検討を進めて
いる。 
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さらに、Ret-Tg マウスの腫瘍部より樹立し

た腫瘍細胞株(Mel-ret 細胞)は、TNF-αによ
り浸潤能が増強されることを新たに見出し
た（図３）。 
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(eosinophil chemotactic CC chemokine )

(small cytokine belonging to the CXC chemokine family)

cutaneous T cell-attracting chemokine)

(protein hormone with important effects in regulating body weight, 
metabolism and reproductive function
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