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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、今回の検討ではさらに末端黒子型悪性黒色腫細胞内における
LKB1-AMPKs系やDKK1-WNT/b-catenin系シグナル伝達路の解析から、臨床検体を用いた末端黒子型悪性黒色腫・癌
幹細胞の検索、シグナル伝達路を阻害する腫瘍抑制に有効な薬剤の特定を進めた。本研究結果は今後の末端黒子
型悪性黒色腫に関する発症機序の解析および新規分子標的治療開発のための基盤データになると考えられた。

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 analyzed signaling pathways of 
both LKB1-AMPKs and DKK1-WNT/b-catenin in acral melanoma cells, explored cancer stem cells of acral 
melanoma using clinical specimens, and attempted to identify an inhibitor targeting NUAK2 pathways. 
The results of this study can be a foundation for both exploration of acral melanomagenesis and the 
development of a novel molecularly target therapy. 

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内におけるLKB1-AMPKs系とNUAK2のシグナル伝達路の相互関係につき
解析を進め、NUAK2が末端黒子型悪性黒色腫において掌蹠の汗腺線体部に発現されていることを確認。さらに
AMPK-NUAK2系を阻害して細胞増殖を抑制する作用のある薬剤としてメトホルミンにつき検討を加えた。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 
 最近になり掌蹠における色素幹細胞が汗腺内に存在していることが見出され徐々に詳細な解
析が進められている[1]。また AMPKs 遺伝子群の１つである NUAK2 遺伝子は末端黒子型悪性
黒色腫の発症に重要な役割をしていると考えられる[2]。これらを含めて LKB1-AMPKs 系の掌
蹠色素幹細胞における腫瘍化メカニズムの解明は重要と示唆される。一方、掌蹠においては
WNT/-catenin 系の ligand である DKK1 の発現が亢進しており[3]、DKK1-WNT/-catenin 系
は色素幹細胞腫瘍化に重要と推察される[4]。また末端黒子型悪性黒色腫発症に関わる NUAK2
自体の解析も徐々に進んでおり CDK2 を介した発症機序の解明が行われ[5]、さらに NUAK2 は
悪性黒色腫以外の皮膚腫瘍での関与も分かってきており発癌での重要性が示唆される[6]。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては色素幹細胞内・末端黒子型悪性黒色腫細胞内での LKB1-AMPKs と DKK1-
WNT/-catenin を解析することで悪性黒色腫の癌幹細胞の特定につなげ腫瘍発症の機序を解明
することにより、より有効な分子標的治療開発に発展させる研究基盤を作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 LKB1-AMPKs 経路と NUAK2 がどのよう
に相互作用して細胞増殖に働いているのか、実際に臨床検体においてはどのようになっている
のか、このシグナル伝達路を有効に阻害できる薬剤の検討などを行った。 
 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 末端黒子型悪性黒色腫内での LKB1-AMPKs 系および DKK1-WNT/-catenin 系シグナル伝達路

の解析  
② 臨床検体を用いた末端黒子型悪性黒色腫・癌幹細胞の検索 
③ シグナル伝達系を阻害し腫瘍抑制に有効な薬剤の特定 
の３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・RNA 抽出 
悪性黒色腫細胞として末端黒子型悪性黒色腫由来細胞を使用。RNAはmiRNeasy Mini Kit(QIAGEN)
にて抽出。 
２）ウェスタンブロット 
ウェスタンブロットは過去に記載した方法に準じて施行[2,7]。抗体は抗 AMPK抗体、抗
pAMPK(Thr172)抗体、抗 NUAK1 抗体、抗 NUAK2 抗体、抗-actin 抗体を使用。 
３）マイクロアレイ解析 
RNA を抽出後、NanoDrop ND-100 にて RNA を定量。100ng の RNA をラベルとした。ラベルした
600ng の cRNA を DNA Microarray Hybridization Oven 内にてマイクロアレイ（SurePrint 3G 
Human GE 8x60K ver3.0）に 17 時間のハイブリダイゼーションを行いデータ取得。Gene Set 
Enrichment Analysis にて解析とした。 
４）免疫染色 
免疫組織染色は過去に記載した方法に準じて施行[2,5]。抗体は抗 NUAK2 ポリクローナル抗体を
使用した。 
 

４．研究成果 

１）末端黒子型悪性黒色腫内での LKB1-AMPKs 系お
よびDKK1-WNT/-catenin系シグナル伝達路の解析 
 掌蹠における汗腺内に色素幹細胞が位置してお
り悪性黒色腫の発症のための起始細胞となってい
る可能性が示唆されている。またNUAK2は NUAK1や
AMPK などの AMPK 関連遺伝子群と相互作用を持ち
ながら制御されていることも分かっている。この
ため、まずマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子
解析にて NUAK2 をノックダウンすることでどのよ
うな遺伝子変動が末端黒子型悪性黒色腫内で起き
ているかを検討とした。NUAK2 のノックダウンによ
りmTOR経路の変動が強い有意差をもって認められ
ており（図１）、E2F 経路の変動も強い有意差をも
って認められていたため NUAK2 による細胞増殖は
mTOR から E2F を介した経路に制御されている可能
性が示唆された。またNUAK2の強制発現によるAMPK



系の変動につきウェスタンブロットを用いてタン
パクレベルにて解析。NUAK2 の発現にて AMPK は
Thr172 でのリン酸化が抑制されることが示された
（図２）。これらの結果より NUAK2 は AMPK 系と密接
な関連を持っていると推測される。今後は DKK1-
WNT/-catenin 系シグナル伝達路ついても検討進め
ていく予定している。 
 
３）臨床検体を用いた末端黒子型悪性黒色腫・癌幹
細胞の検索 
 末端黒子型悪性黒色腫の臨床検体を用いて免疫
染色により NUAK2 を染色とした。その結果、NUAK2
は悪性黒色腫細胞の存在する表皮基底層から汗腺
導管部から腺体部に至る位置に発現されており、手
掌足蹠に位置する汗腺腺体部に色素幹細胞が存在
し悪性黒色腫の起始細胞になりうるという報告[1]
を敷衍する結果が得られたと考えた。 
 
４）シグナル伝達系を阻害し腫瘍抑制に有効な薬剤
の特定 
 NUAK2 を阻害する薬剤として糖尿病薬でもあるビ
グアナイド系薬剤があるが、このうちで最も代表的
な薬剤のメトホルミンの悪性黒色腫細胞増殖の抑
制作用につき検討とした。悪性黒色腫細胞数を抑制
する最適な濃度を 20mM と決定。Day0 から Day4 ま
での時間軸にてメトホルミン処理による悪性黒色
腫細胞数の検定を施行。その結果、Day0 から Day4
までで悪性黒色腫細胞数は著明に減少しておりメ
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（図３）。 
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