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研究成果の概要（和文）： 
本研究は悪性黒色腫を自然発症するモデルマウス、RET-トランスジェニックマウスを用い、主
にプロテオミクス解析を行い、新規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。
マウス血清プロテオミクス解析のほか、RET-Tg マウス腫瘍由来細胞株を用いた DNA チップ解析、
マウスメラノーマ細胞株の 2G-DIGE 解析により、従来知られていなかった新たな腫瘍発症・転
移関連分子候補を複数見出すことに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
RET-transgenic (RET-Tg) mice are useful for identifying melanoma-related biomarkers 
which can predict tumor progression or metastasis. In this study, we found some serum 
proteins which may relate to melanoma progression or metastasis by proteomic study. In 
addition, invasive activity of Mel-ret cells, which were established from RET-tg mice, 
treated with TNF-alpha were enhanced, and some up- or down-regulated genes were identified 
by DNA array analysis. 2-Dimensional Fluorescence Difference Gel Electrophoresis 
(2D-DIGE) analysis revealed differential expression of some proteins between B16 melanoma 
cell line and the highly metastatic cell line B16-F10. In conclusion, we identified some 
potential candidate for melanoma-related biomarkers. 
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１．研究開始当初の背景 
 悪性黒色腫（メラノーマ）は、極めて悪性
度が高い皮膚がんとして恐れられており、一
説には環境破壊が原因とも言われている。我
が国でも発症率が年々増加しているが、その

発症機序の解明と予防、治療法は確立してお
らず、喫緊の課題である。メラノーマの悪性
化予知分子の同定がされてこなかった理由
は、その有用なモデル動物がなくこれまで全
く利用されて来なかっためである。近年、ソ



 フト・ハードの両面において、プロテオミク
ス解析が飛躍的に進歩し、疾患モデルからそ
の疾病に関連し変動するプロテインマーカ
ー、すなわち疾患バイオマーカーを探索する
基盤が整ってきた。腫瘍部位のみならず、尿
や血清などについて対象を広げることで、従
来にない腫瘍関連分子が見いだされる期待
と可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 

  
２．研究の目的  

 本研究は、メラノーマを自然発症する独自
のモデルマウス、RET トランスジェニックマ
ウスを用い、最新のプロテオミクスシステム
や DNA アレイチップを利用して、腫瘍の発
症または悪性化を予知・診断できる新規疾患
関連分子、すなわちバイオマーカー分子とな
る候補分子を同定することを目的として研
究を行った。 

 
 
 
 
 
 
 

  
３．研究の方法 (図 1)RET トランスジェニックマウスの血清

比較プロテオーム （１） 腫瘍を発症した生後 10 カ月齢の RET
トランスジェニックマウスと、同腹同齢の野
生型マウスの血清を採取し、シバクロンブル
ーによりアルブミンを吸着除去した血清を
二次元電気泳動で分離し、プロテオーム解析
を行った。 

 
（２） Mel-ret細胞はTaniguchiら(Oncogene, 
1992)によって RET トランスジェニックマウ
スから樹立された株化細胞である。メラノサ
イト由来腫瘍ほどの転移活性はないが、
TNF-alpha に暴露すると、浸潤活性が亢進す
ることを見出している。ヒトメラノーマ細胞
株 A375P を用いた場合でも、マトリゲルイン
ベージョンアッセイで TNF-alphaによる同様
の効果を確認している。また腫瘍の転移亢進
に TNF-alphaが関与することが複数の報告で
明らかにされている。そこで本実験では
Mel-ret 細胞において発現変動する遺伝子に
ついて、炎症に関連の深い遺伝子にフォーカ
スした DNA チップ解析を行った。その結果、
発現量が５倍以上変化（増減）した複数の遺
伝子が見出された（図２）。発現増加したタ
ンパク質分子では、CCL2,CCL5,CXCL10 等のケ
モカインの発現増強が著しかった。一方、発
現 減 少 す る 分 子 で は 、 PPAR γ
-coactivator-1A の著しい減少が見出された。
これらの遺伝子は TNF-alphaによる腫瘍増悪
の機序に何らかの寄与をしている可能性が
示唆された（論文投稿準備中）。 

（２） TNF-alpha は腫瘍の増悪に関与するこ
とが報告されている。そこで、Ret トランス
ジェニックマウスより独自に樹立した腫瘍
細胞 Mel-ret 細胞を用いて、炎症・ストレス
関連のフォーカスト DNAチップアレイを用い、
TNF-alpha に影響を受ける遺伝子発現の差異
を検討した。Mel-ret 細胞を TNF-alpha 
(10ng/ml)で 18 時間暴露し、RNA を回収後、
DNA チップ（210 遺伝子）解析を行った。 
（３） マウスメラノーマ細胞株として B16
が知られているが、比較的転移活性は低い。
一方、同細胞から高転異性細胞株 B16-F10 が
樹立されている。メラノーマ転移関連分子の
探索に、蛍光標識二次元ディファレンシャル
ゲル電気泳動法（2D-DIGE）を用いて両者を
比較した。 
 
４．研究成果 
（１） メラノーマを自然発症したモデルマ
ウスである RET トランスジェニックマウス
（RET-Tg、12 ヶ月例）より血清をとり、アル
ブミン、免疫グロブリンを除去後にタンパク
質の発現を二次元電気泳動により展開し、野
生型と比較した。その結果、少なくとも 11
種類のタンパク質に腫瘍マウスで減少して
いるものが見られ、6 種類は腫瘍マウスで増
加していることがわかった（図１）。一例と
して腫瘍マウスで増加したタンパクの一つ
に、Apoliporotein A-1 が見出された（論文
投稿準備中）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
(図 2）DNA チップアレイの結果（抜粋） 
 
（３） マウスメラノーマ細胞株 B16-F10 細
胞株は、親株である B16 細胞株に比べ高い浸 



５．主な発表論文等 潤・転移能を獲得している。両者の比較はメ
ラノーマの転移亢進に関わる分子の発見に
有効と考えられる。そこで B16 と B16-F10 の
細胞プロテオーム解析を、2D-DIGE により検
討した。2D-DIGE は比較対象とするサンプル
のタンパク質を Cy3、Cy5 など異なる蛍光波
長の物質で標識した後両者を混合し、1 枚の
二次元電気泳動ゲルで比較をするため、ゲル
間のスポットのずれを気にする必要がなく、
正確に差異分子の検出が可能である。 

 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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(図 3)B16 と B16-F10 の 2D-DIGE による比較 
 
比較の結果、B16-F10 で発現優位となってい
るスポットが少なくとも 9、B16 で発現優位
となっているスポットが 6あることが分かっ
た。正確な同定は現在解析中であるが、予備
的な知見として、図 3に示す分子を一部見出
した。 
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 以上、本研究により、腫瘍を発症した RET
トランスジェニックマウスの血清のプロテ
オミクス解析、RET トランスジェニックマウ
ス由来細胞株、 Mel-ret 細胞を用いた
TNF-alpha で変動する遺伝子の DNA アレイ解
析、そしてメラノーマ細胞株 B16 と B16-F10
とのプロテオミクス解析を行い、複数の差異
分子を見出すことができた。本研究で行った
プロテオミクス解析では、全ての興味あるス
ポットが同定されたわけではなく、また DNA
アレイチップ解析においても全遺伝子を対
象としていないため、更に詳細にマーカー候
補分子の同定作業を行う必要がある。最も重
要な点は、これら発現差異のあった分子が、
メラノーマの発症や転移を予知・診断できる
新規バイオマーカーとして利用できるかど
うかという点にある。今後、RET トランスジ
ェニックマウスを用い、腫瘍バイオマーカー
や予後予測バイオマーカーとして実際に利
用できる分子をこれらの候補の中から抽出
し検証することが課題と考える。 
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