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研究成果の概要（和文）：遺伝子変異誘導蛋白AID(activation-induced deaminase)の発現を免疫染色で検討し
たところ、悪性黒色腫16例中10例でAIDが高発現していた。悪性黒色腫AID高発現10例中、9例にBRAF遺伝子に変
異がみられ、うち8例はリンパ節、他臓器への転移症例であった。AID発現ベクターを人メラノサイトにトランス
フェクションし、紫外線照射を行ったところ、8クローン中2クローンでBRAF遺伝子に変異が見られた。これらの
結果から、AIDを強発現している悪性黒色腫症例は予後が悪い可能性が示唆され、今後悪性黒色腫の予後を占う
マーカーの1つにAIDが用いられることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Activation-induced cytidine deaminase (AID), a member of a cytidine 
deaminase family acts as a genome mutator that contributes to malignancy. BRAF-activating somatic 
mutations often exist in malignant melanoma.   To explore the correlation between the AID expression
 and BRAF mutations, we performed the immunohistochemical study for 16 Japanese melanoma patients. 
Nine out of 10 malignant melanoma specimens with high AID expression contained BRAFV600E mutation.  
Eight out of 10 malignant melanoma patients with high AID expression developed multi-organ 
metastases and/or multiple lymph node metastases afterwards.  To further examine a role of AID in 
melanocytes, we stably transfected normal human melanocytes with plasmids expressing AID. Sequence 
analysis revealed the existence of BRAFV600E mutations in two independent clones with forced 
expression of AID and UV irradiations. Taken together, AID may play roles in inducing BRAFV600E 
mutation and become a marker for prognosis of melanoma.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 悪性黒色腫では色素細胞が癌化し、

MAPK (mitogen activated protein kinase) 経

路の活性化が病態に重要な役割を果たして

いる。この MAPK 経路の活性化に関わる

BRAF、NRAS、KIT などの遺伝子変異が悪

性黒色腫細胞で発見され、さらにこれらの

分子をターゲットとした分子標的薬も臨床

応用が始まっている。しかしながら、この

ような遺伝子変異がおこる分子メカニズム

については不明な点が多い。紫外線は皮膚

の細胞における変異誘発因子として広く知

られているが、紫外線による障害を受けな

い部位に生じた日本人の悪性黒色腫でも

55.2%に BRAF 遺伝子変異が存在すると報

告されており(引用文献 1)、紫外線以外の因

子が BRAF 遺伝子変異を誘発している可能

性が示唆される。 

 

(2) AID (activation-induced deaminase)は免

疫グロブリン遺伝子のクラススイッチや体

細胞遺伝子突然変異に必須な役割を果たす

分子として 2000 年に発表された遺伝子変

異を誘発する蛋白である(引用文献 2)。その

後、AIDが胃癌や肝臓癌にも高発現してい

ることが明らかになり、発癌にも関与して

いることが示唆されるようになった。我々

も産業医科大学で成人 T 細胞白血病⋅リン

パ 腫  (ATLL: adult T cell 

leukemia/lymphoma)、メルケル細胞癌、ボ

ーエン様丘疹症などで AIDが高発現し、悪

性化に関わっている可能性を示した(引用

文献 3-5)。 
 
２．研究の目的 
(1) 悪性黒色腫の BRAF 遺伝子などの変異

の有無と AID の発現の上昇との相関を検

討する。 

 

(2) 正常色素細胞に AID遺伝子を遺伝子導

入し、高発現させ、遺伝子変異誘導の有無

を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 16名の悪性黒色腫患者標本を抗AID抗

体で染色し、AIDの発現を検討する。 

 

(2) 16名の悪性黒色腫患者標本の BRAF 遺

伝子などの変異の有無を検討する。 

 

(3)  悪性黒色腫組織より、RNA抽出キッ

トを用いて RNAを精製する。cDNA合成キ

ットを用いて、cDNAを合成し、PCR法に

て AID、APOBEC3B cDNAを増幅させる。

直接 DNA シークエンス法にて塩基配列が

正しいことを確認する。この cDNAをプラ

スミドの pcDNA3.1CMVプロモーター下流

に挿入し、プラスミドを大腸菌内で増やし、

プラスミド DNA 抽出キットによりプラス

ミド DNAを精製する。 

 

(4)   遺 伝 子 変 異 誘 導 蛋 白 AID 、

APOBEC3B 発現プラスミドを制限酵素で

切断し、遺伝子導入キットによりヒト色素

細胞に遺伝子導入する。プラスミドにはネ

オマイシン耐性遺伝子もつながれており、

薬剤耐性を持つかどうかにより、染色体に

プラスミドが挿入された色素細胞クローン

を選別する。さらに、プラスミドが本当に

細胞に導入されているかどうかを PCR 法

で検証する。 

 

(5) 色素細胞トランスフェクタントから

DNAを精製し、直接 DNAシークエンス法

にてBRAF遺伝子変異の有無について塩基

配列解析を行う。 
 
４．研究成果 

(1) 16名の悪性黒色腫患者標本を抗AID抗

体で染色したところ、10 名の患者で AID

が高発現していた。 

 



(2) AIDが高発現している 10名の悪性黒色

腫患者のうち、9名で BRAF遺伝子に変異

があった。 

 

(3) AIDが高発現し BRAF遺伝子に変異が

あった 9名の悪性黒色腫患者のうち、8名

でリンパ節あるいは他臓器がみられた。 

 

(4) 恒常的に AIDを強発現している細胞を

得るために AID 発現ベクターを人メラノ

サイトにトランスフェクションし、紫外線

照射を行ったところ、8クローン中 2クロ

ーンで BRAF遺伝子に変異が見られ、AID

が BRAF 遺伝子変異に関与している可能

性が考えられた。これらの結果から、AID

を強発現している悪性黒色腫症例は予後が

悪い可能性が示唆され、今後悪性黒色腫の

予後を占うマーカーの1つにAIDが用いら

れることが期待される。 
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