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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫は、日本でも近年増加傾向にある悪性腫瘍であり、転移が見つかった患者の5年
生存率が低いこと、化学療法・放射線療法が効きにくいことから、新規治療法の開発が重要である。申請者らは、家族
性悪性黒色腫における新規変異型MITFを同定し、その機能の解析を行った。
その過程で、MITFが薬剤耐性に関与すること、また天然化合物による悪性黒色腫への殺細胞効果などを同定した。

研究成果の概要（英文）：Melanoma only diagnosed less than 10% of all form of skin cancer; however, it is 
responsible for the majority of skin cancer related death. In 2013, it was estimated that 76.690 new 
cases of melanoma will be diagnosed in Unites States, and 9.480 people will die due to this disease . 
When diagnosed in early stage and limited to the skin, the prognosis of melanoma is curable. When it 
becomes metastatic melanoma, the prognosis is very poor with a 5 years survival rate less than 20%.
By using the grant support, we determined the mechanism of drug-resistance in melanoma and of the 
suppression of melanoma growth by natural compounds.

研究分野： 腫瘍生物学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は、日本でも近年増加傾向に

ある悪性腫瘍であり、転移が見つかった患

者の５年生存率が低いこと（StageIII-50%, 

IV-10%以下）、化学療法、放射線治療が効き

にくいことから、新規治療法の開発が重要

である。 

申請者らは、家族性悪性黒色腫の原因遺

伝子として新たに転写因子 MITF を同定し

た (Yokoyama et al. Nature, 2011, In 

press)。これまでに CDKN2A と CDK4 が家族

性悪性黒色腫の原因遺伝子として同定され

ていたが、これら二つの遺伝子以外の MITF

の変異の存在を報告したことで、更なる家

族性悪性黒色腫に関する研究が進展すると

考えられる。申請者らは、MITF 変異（E318K）

がアミノ酸の置換により、その SUMO 化に影

響を与え（下図参照）、転写活性を調節する

ことを明らかにした。しかし、新規同定さ

れた変異型 MITF（E318K）と野生型 MITF に

おける機能の違いについては、未だ理解さ

れていない。 

 
２．研究の目的 
申請者らは最近家族性悪性黒色腫の新規

原因遺伝子として、転写因子MITFを同定し、

その変異（E318K）が家族性悪性黒色腫の原

因であることを新たに見出した（Yokoyama et 

al. Nature, 2011, In press）。本研究は変

異型 MITF (E318K)または野生型 MITF の更な

る機能解析を行い、MITF のがん特異的機能を

明らかにすることが目的である。 

（１）変異型 MITF の過程で興味深い標的

遺伝子である抗アポトーシス遺伝子 BCL2A1

を同定したことから、悪性黒色腫における

BCL2A1 の機能解析について検討した。 

（２） 悪性黒色腫でがん遺伝子であるとい

われた RAC1 が肺がんにおいても重要である

かについても検討した。 

（３）天然物由来化合物 resveratrol が悪性

黒色腫の増殖に与える効果について検討し

た。 

 
３．研究の方法 
（１）BCL2A1 の同定とその機能解析 

① in silico analysis 

MITF の新規標的遺伝子を同定する目的で、公

開されているデータを用いて、MITF の標的と

なりうる遺伝子を同定した。 

② 細胞増殖 

25nM の siRNA を導入し、72 時間後に

CellTiter-Glo(Promega)を用いて検討した。 

③ Western Blot 

細胞抽出タンパク質をアクリルアミドゲル

を用いて電気泳動し、各種抗体を用いて、タ

ンパク質の発現を検討した。 

④ クロマチン免疫沈降法 

細胞をフォルムアルデヒドで固定し、各種抗

体で DNA-タンパク質複合体を免疫沈降し、そ

の後、脱クロスリンクし、免疫沈降された DNA

を PCR で検出した。 

⑤ リアルタイム PCR 法 

Total RNA あるいはクロマチン免疫沈降法か

らえられた DNA について、各種プライマーを

用いてRNAの発現量あるいは免疫沈降された

DNA 量を検討した。 

⑥ アポトーシスアッセイ 

Annexin-V/7-AAD を用いて細胞を染色し、フ

ローサイトメーターを用いて、アポトーシス

細胞の定量を行った。 

⑦ マウスへのがんの皮下移植 

マウス nu/nu に 1x107個の悪性黒色腫細胞を

皮下移植し、その腫瘍計について１日後、12

日後に測定した。 

 

（２）RAC1 阻害による肺がんの転移抑制 



① 細胞増殖 

細胞を gefitinib あるいは RAC1 阻害剤

NSC23766 などの各種阻害剤で 24時間から 72

時間処理し、WST-1 試薬を加え、1 時間後に

吸光度を測定した。 

② 細胞運動能。 

細胞運動は、wound healing assay あるいは

ト ラ ンズウ ェ ルチャ ン バーを 用 い た

migration assay にて検討した。 

③ マウスへのがんの皮下移植 

C.B-17/lcrHsd-Prkdcscid に 5x106 個の肺が

ん細胞を移植し、RAC1 阻害剤である

NSC23766(2.5mg/kg/day)を腹腔内に投与し

た。経時的に腫瘍計を測定した。 

 

（３）resveratrol による抗悪性黒色腫効果

の検討 

① マウスへのがんの皮下移植 

C57BL/6 マウスに 2.5x105 個のマウス悪性黒

色 腫 細 胞 を 皮 下 移 植 し 、 resveartrol

（100mg/kg/day）を経口投与した。経時的に

腫瘍計を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）悪性黒色腫特異的がん遺伝子として、

BCL2A1 を同定し、この BCL2A1 が MITF の標的

遺伝子であること、さらには BCL2A1 の発現

が悪性黒色腫に適応される BRAF 阻害剤であ

る PLX4032 へ

の感受性に寄

与することを

明らかにした。

図 は 、 siRNA

を 用 い て 、

PLX4720 によ

るアポトーシ

スへの効果を

検討したもの

である。 

 

（２）RAC1 阻害剤が肺がん細胞の運動・増殖

を抑制すること、さらには gefitinib 耐性を

示す肺がんにおいても、RAC1 は細胞運動・増

殖を抑制することを明らかにした。図は、

gefitinib 耐性肺がん細胞株である RPC-9 を

マウスに移植し、NSC23766 を投与後、経時的

に腫瘍サイズを測定した結果である。 

 

（３）天然物由来化合物 resveratrol が、

survivin 遺伝子の発現抑制を介して悪性黒

色腫の増殖を抑制することをあきらかにし

た。図は、マウスB16-BL6細胞を皮下移植し、

Resveratrol（■）を投与後、経時的に腫瘍

サイズを測定した結果である。 
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