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研究成果の概要（和文）：BRAF（V600E）変異は多くのメラノーマ共通した重要ながん原性変異である。このBRAF（V60
0E）変異をもつメラノーマはヒストン―クロマチン修飾による異常な遺伝子発現抑制が蓄積し、モデルマウス内におけ
る転移能力と比例していた。ヒストン脱アセチル化阻害剤を用いた実験では、ヒストンアセチル化修飾の改善により治
療感受性が部分的に亢進できたが、決して十分ではなかった。BRAF（V600E）変異による持続的なヒストンメチル化修
飾、或はがん化過程にかかわる遺伝子増幅等に対する研究が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：BRAF (V600E) is the common oncogenic driver mutation in 60-70% of melanoma patient
s. Melanoma cells that have BRAF (V600E) mutation accumulated aberrant gene suppression through the histon
e-chromatin modification, and subsequently the aberrancy was well correlated with metastatic potentials of
 examined melanoma cells. The histone deacetylase inhibitor (HDACi) is a potent agent to improve the aberr
antly deacetylated-histones. Some of HDACi were able to improve levels of deacetylated-histones and sensit
ized melanoma cells to the therapeutic cell death partially. Unfortunately the effects of HDACi did not al
ways appear sufficient for BRAF (V600E)-positive melanoma cells. Thus, it is necessary to think the possib
ility that BRAF (V600E)-mediated constitutive activation may maintain the abnormal histone methylation, an
d that particular gene amplification accompanied with melanoma development may be involved in the therapeu
tic resistance. 
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１．研究開始当初の背景 
セリン／スレオニンリン酸化酵素 BRAF

（V600E）の変異は（RAS-）RAF-MEK-ERK シグ
ナル伝達カスケードを恒常的に活性化し、メ
ラノーマの 60-70％に共通した重要ながん原
性変異である。またヒストンークロマチン修
飾（エピジェネティック修飾）による異常な
遺伝子発現の抑制は、再発や転移など多くの
難治性がんで見出されている。このようなエ
ピジェネティック修飾は抗がん剤に対する
耐性のみならず、放射線治療や免疫細胞療法
を含めた様々な治療抵抗性の原因と考えら
れている。 

メラノーマの腫瘍原性変異 BRAF（V600E）
を抑制する選択的阻害剤 PLX4032（現在は
「Vemrafenib」として認可）の臨床試験が行
われ、メラノーマ患者に対して劇的な奏功が
報告されている(Flaherty et al. N Engl J 
Med 2010; 363: 809-19; Bollag et al. Nature 
2010; 467: 596-9)。このような BRAF 選択的
阻害剤がメラノーマの腫瘍性増殖を高度に
抑制する一方で、再発や耐性の報告も指摘さ
れている（Bollag et al. Nature 2010）。こ
のような分子標的薬の使用にもかかわらず、
多くのがん細胞株はクロマチンーヒストン
修飾を介した可逆的ながん細胞集団の変化
を来たし、高度治療抵抗性を獲得する可能性
が考えられていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、BRAF（V600E）の変異による
メラノサイトの異常増殖とエピジェネティ
ック修飾の感受性、並びに既にがん化したメ
ラノーマ細胞における BRAF（V600E）の変異
の有無によるエピジェネティック修飾の感
受性の分子論的差異を明らかにし、高度難治
性メラノーマに対するエピジェネティック
修飾の是正と各種治療感受性の増幅を目的
とした基盤研究を展開する。さらにこれらの
成果から効果的な次世代がん治療につなげ
たい。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒトメラノーマ細胞株における BRAF 変
異の検定 

９種類のヒトメラノーマ細胞株における
BRAF 変異についてゲノム DNA を抽出した後、
PCR 産物のダイレクトシークセンス法により
BRAF(V600E)の検定を実施した。 

 
(2) NOD/SCIDマウスを用いたヒトメラノーマ
細胞株の遠隔転移を指標とした悪性度分類 

前述のヒトメラノーマ細胞株にホタル由来
luciferase (Luc)を組み込んだレトロウイル
スベクターを感染させ、Luc 安定発現細胞株
を作製し、それらを NOD/SCID マウスの左心
室腔内に接種し、生体内 Luc ルミネッセンス
発光を指標に遠隔転移病巣の形成能力を試
験した。 
 

(3) 既存のインターフェロン(IFN)や FAS 
ligand (FASL)刺激によるエピジェネティ
ック修飾に与える影響 

抗腫瘍効果を有するサイトカインや液性因
子が細胞死感受性を付与する際にヒストン
蛋白質のアセチル化に影響を及ぼすか否か
を Western Blot 法にて試験を行った。 
 
(4) ヒトメラノーマ細胞に対する既存のヒ
ストン脱アセチル化阻害剤によるヒストン
H３(Lys9)のアセチル化の評価 

標準ヒストン脱アセチル化阻害剤である
trichostatin A (TSA)を指標に、Romidepsin
（ FK228 、 FR901228 、 depsipeptide ） と
vorinostat (suberoylanilide hydroxamic 
acid)によるヒストン H３(Lys9)のアセチル
化の評価を Western Blot 法にて試験を行っ
た。 
 
(5) 正常メラノサイトにおける BRAF（V600E）
過剰発現の効果 
BRAF（V600E）を発現するレンチウイルスベ

クターを正常メラノサイトに感染させ、細胞
動態の観察を行なった。 
 
(6) マウスメラノーマ細胞に対するエピジ
ェネティック修飾を介した放射線治療感受
性の可能性 

重粒子線照射の 20-24 時間前に、35mm 径 dish
に1×106個のB16F10細胞を播き、照射の16.5
時間前に HDACi である TSAを含む培地に交換
した。重粒子線は、独立行政法人日本原子力
研究開発機構 高崎量子応用研究所で照射し
た。細胞は照射後すぐにトリプシン処理によ
り剝離し、適切な数を 100mm 径 dish に再播
種した。9（±1）日後にコロニーをホルマリ
ンで固定し、クリスタルバイオレットで染色
した後、細胞 50 個以上からなるコロニーの
数を数えた。実験はいずれも triplicate で
行い、少なくとも 3回の独立した実験を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトメラノーマ細胞株における BRAF 変
異の検定 

ヒトメラノーマ細胞株９種類（SK-MEL-2, 
SK-MEL-28, Colo-679, MM-AC, MM-AN, MM-BP, 
MM-LH, MM-MC, MM-RU）における B-RAF（V600E）
変異を検索した結果、SK-MEL-28、Colo-679、
MM-AC、MM-RU の４細胞株が BRAF（V600E）変
異を有していた。この４種類の細胞株に対し
て BRAF（V600E）選択的阻害剤耐性細胞の分
離を試みたところ、耐性細胞と考えられるク
ローンを複数分離した。しかしその後の高濃
度での暴露によってほぼ全ての細胞が死滅
し、真の薬剤耐性クローンの分離には至って
いない。 

 
(2) NOD/SCIDマウスを用いたヒトメラノーマ
細胞株の遠隔転移を指標とした悪性度分類 



n. s. 

additive 

synergy synergy 

Luc安定発現メラノーマ細胞株をNOD/SCIDマ
ウスの左心室腔内に接種し、生体内 Luc ルミ
ネッセンス発光を指標に遠隔転移病巣の形
成能力を試験した結果（下図）、細胞株に依
存して転移病巣の選択制が生じる細胞
（SK-MEL-28 & Mewo）と非特異的にほぼ全身
に転移を生じるものが存在した (Colo679)。
その一方で、in vitro での安定した細胞増殖
が得られる一方で転移能を持たないものも
存在した(SK-MEL-2)。 

 
 
(3) 既存のインターフェロン(IFN)や FAS 
ligand (FASL)刺激によるエピジェネティ
ック修飾に与える影響 

抗腫瘍効果を有する IFN-lambda および細胞
障害因子 FASL を培養系に添加し、ヒストン
H3(K9およびK18)のアセチル化の変化につい
て Western Blot 法にて試験を行った。その
結果、これらの刺激では代表的なヒストン H3
のアセチル化を回復することはなかった。こ
れらの結果は、抗腫瘍効果を有するサイトカ
インはエピジェネティック修飾を介して細
胞障害活性を付与するものではないことが
示唆された。 
 
(4) ヒトメラノーマ細胞に対する既存のヒ
ストン脱アセチル化阻害剤によるヒストン
H３(Lys9)のアセチル化の評価 

標準ヒストン脱アセチル化阻害剤(HDACi)で
あ る trichostatin A (TSA) を 指 標 に 、
Romidepsin（FK228、FR901228、depsipeptide）
と Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic 
acid)によるヒストン H３(Lys9)のアセチル
化の評価を Western Blot 法にて試験を行っ
た。その結果、Romidepsin および Vorinostat
は用量依存的にヒストン H３(Lys9)のアセチ
ル化を誘導し、それに伴い一定の割合で細胞
死を誘導した。その一方で標準ヒストン脱ア
セチル化阻害剤TSAでは、ヒストンH３(Lys9)
のアセチル化を誘導する一方で細胞死誘導
との相関が得られなかった。特に BRAF 変異
を有する細胞株では、いずれの HDACi を用い
ても相対的に細胞死に抵抗性を有する傾向
が観察された。このことはヒストンのアセチ
ル化を介したエピジェネティック修飾を改
善しても依然として BRAF 変異をもつメラノ
ーマ細胞に完全な治療感受性を付与するこ
とが難しいこと、またメチル化修飾の是正も

必要になることが予想された。また、メラノ
ーマ細胞における染色体増幅など、治療抵抗
性や進展•転移にかかわる因子の存在にも注
意を払う必要があるものと思われる。 
 
(5) 正常メラノサイトにおける BRAF（V600E）
過剰発現の効果 
BRAF（V600E）を発現するレンチウイルスベ

クターを正常初代培養メラノサイトに感染
させ、細胞動態の観察を行なった。感染細胞
の選別にはブラストサイジン Sを用いた。感
染初期には細胞接着が観察されたが、長期間
の培養によりクローンの分取には至らなか
った。これらの結果から、初代培養メラノサ
イトの不死化を介して BRAF（V600E）を発現
させる必要があるものと考えられた。 
 
(6) マウスメラノーマ細胞に対するエピジ
ェネティック修飾を介した放射線治療感受
性の可能性 

エピジェネティック変異を標的としたトリ
コスタチン A (TSA)と重粒子線の併用は、γ
線併用 (下図 a)と比較して B16F10 メラノー
マ細胞のコロニー形成能を抑制した（下図 b）。
さらに、この抑制効果は相乗的であることが
示唆された。 
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