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研究成果の概要（和文）：メラノサイトとメラノーマの増殖と生存に関与する遺伝子”Mitf”を標的にしたCRISPR/Cas
9-Mitfを6種類合成した。CRISPR/Cas9-Mitf-4をヒトメラノーマ細胞株のHMV-IIに導入すると、生存能は約13%に抑えら
れた。定常状態でのMitfのメッセンジャーRNA発現レベルは、無色素性メラノーマ細胞株のSK-Mel 28と色素性メラノー
マ細胞株のG361では低く、色素性メラノーマ細胞株のHMV-IIでは高かった。特定のヒトメラノーマ細胞株では、Mitfを
抑制すれば抗腫瘍効果の得られる可能性がある。一方メラノーマ細胞株のMitf発現レベルは色素産生能に相関しない可
能性がある。

研究成果の概要（英文）：We synthesized 6 types of CRISPR/Cas9-Mitf corresponding to the Mitf sequence 
which is involved in melanin synthesis as well as differentiation of melanocyte and melanoma, and 
transfected them into human melanoma cell lines. CRISPR/Cas9-Mitf-4-mediated knockout of Mitf suppressed 
viability of HMV-II melanoma by 13% in comparison with control HMV-II melanoma. Low expression of Mitf 
mRNA in control amelanotic human melanoma SK-Mel 28 and in control melanotic human melanoma G361, and 
high expression of Mitf mRNA in control melanotic human melanoma HMV-II were confirmed. 
CRISPR/Cas9-mediated knockout of Mitf might suppress growth of certain types of human melanoma. While 
Mitf mRNA expression levels in human melanoma might not be associated with melanin production ability.

研究分野： 皮膚悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
（1）進行期メラノーマは化学療法や放射線
療法に抵抗性で死亡率は高い。手術不能の進
行期の患者に対し、新規の有効な治療を開発
することが切望されている。新しい治療法と
しては、メラノーマに特異的で重要な機能を
担う分子を標的として、その機能を抑制する
ことに照準を絞った戦略とすれば、副作用が
少なく安全に投与できると考えられる。 
（2）研究代表者はメラノーマの増殖と生存
に関与する可能性がある遺伝子として、
microphthalmia-associated transcription 
factor（Mitf）に着目した。Mitf は、ベーシ
ック・へリックス・ループ・へリックス-ロ
イシンジッパー（bHLH-LZ）構造を有する転
写因子である。Mitf には N末端の異なる 7つ
のアイソフォーム(Mitf-M, A, B, C, D, E, H)
が存在するが、その中でも Mitf-M はメラノ
ーマとメラノサイトに特異的に発現してい
るため、Mitf-M をターゲットに治療を行えば
その安全性は高いと推測する。研究代表者は
先の研究でマウス Mitf を標的とした siRNA
を世界に先駆けてマウスメラノーマ細胞に
導入し、メラノーマに対する新しい分子制御
療法としての Mitf 遺伝子抑制の可能性につ
いて評価し、その抗腫瘍効果を確認した。す
なわち、マウス Mitf に特異的な siRNA を合
成し(Mitf-siRNA)、B16 メラノーマ細胞に in 
vitro と in vivo で導入し、メラノーマにア
ポトーシスを誘導することで抗腫瘍効果を
確認した。 
 
２．研究の目的 
（1）マウスにおいては Mitf-siRNA 治療によ
る抗腫瘍効果が確認された。しかし、ヒトメ
ラノーマ細胞においてヒト Mitf-siRNA で
Mitf の発現を抑制するとメラノーマ細胞に
アポトーシスが誘導されるか否かはまだ分
かっていない。そこで、本研究内容では、ヒ
トにおいてメラノサイトとメラノーマに特
異的に発現している Mitf-M を標的とした、
治 療 上より 有 効で安 全 と考え ら れ る
siRNA(Mitf-M siRNA)を合成し、ヒトメラノ
ーマ細胞に in vitro と in vivo で導入する。
それによりヒトメラノーマ細胞においても
抗腫瘍効果が確認されるか否かを検討する。
さらに、腫瘍細胞の Mitf 発現レベルと治療
効果に相関関係がみられれば、それをデータ
ベース化し治療適応のある患者の選別が可
能な新規創薬の開発に発展させる計画であ
る。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト色素性メラノーマ細胞株と無色素
性メラノーマ細胞株の定常状態での Mitf の
発現レベルを確認した上で、ヒト Mitf-M を
ターゲットにした siRNA を複数合成し、メラ
ノーマ細胞株にカチオニック・リピッドを用
いて in vitro 導入し、最もサイレンシング
効果の高く抗腫瘍効果の高いsiRNAを選択す

る。それら細胞株をマウスに皮下移植し樹立
した腫瘍塊においても Mitf-M siRNA を導入
することで遺伝子サイレンシングと抗腫瘍
効果がみられることを確認し、さらに個々の
細胞株の Mitf 発現レベルと治療効果に相関
関係があることを検討する。申請者が樹立し
た患者由来メラノーマ細胞株を用いても遺
伝子サイレンシングと抗腫瘍効果がみられ、
それらが細胞株の Mitf 発現レベルと相関し
ていることも確認する。この Mitf 発現レベ
ルと抗腫瘍効果の関係を、治療適応となる患
者の選別を行うための共有基盤データベー
スを作成する礎とする。 
 
４．研究成果 
（1）種々のヒトメラノーマ細胞株において、
定常状態でのMitfのメッセンジャーRNA発現
レベルをヒトメラノサイト細胞株と比較し
た（図１）。無色素性メラノーマ細胞株であ
る SK-Mel 28 では発現が低く、色素性メラノ
ーマ細胞株である HMV-II では発現が高かっ
た。しかし、同じく色素性メラノーマ細胞株
である G361 では発現が低かった。 

 

（2）ヒト Mitf-M を標的にした siRNA の構築
は不可能であった。そのため CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いて Mitf をノックアウトする計
画 に 変 更 し た 。 Mitf を 標 的 と し た
CRISPR/Cas9-Mitf を 6 種類合成し、リポフェ
クション法（図２）を用いて in vitro で導
入した。細胞数と細胞ヴァイアビリティに有
意な差はみられなかった（図３）。そこで導
入効率の高い電気穿孔法（図４）を用いて
CRISPR/Cas9-Mitf を in vitro で導入した。
CRISPR/Cas9-Mitf-4 を HMV-II に導入したと



ころ、ヴァイアビリティはコントロール
CRISPR/Cas9 の約 13%に抑えられた（図５）。 

 
 

 

 
 

 
ヒトメラノーマにおいても Mitf を抑制する
ことで、細胞株によっては抗腫瘍効果の得ら
れる可能性はあると考えられた。一方、メラ
ノーマ細胞株の Mitf の発現レベルは色素産
生能によらない可能性もあると考えられた。 
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