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研究成果の概要： 
われわれがこれまでに行ってきた研究では、形態形成遺伝子である PAX4 および PAX9 の発現が、悪性黒色

腫において低下していることが確認されている。本研究では形態形成遺伝子のひとつである PA9 遺伝子を、

悪性黒色腫細胞に強制発現させ、その生物学的意義を検討したが、PAX9 遺伝子単独では、悪性黒色腫細

胞の増殖抑制に寄与しない可能性が示唆された。  
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１． 研究開始当初の背景 

悪性黒色腫は各種治療法に対して抵抗性

がある、極めて予後不良な皮膚悪性腫瘍

の一つであり、わが国でも徐々に発生件

数は増加しつつある。 

一方、形態形成のマスター調節遺伝子と

してホメオボックス遺伝子（形態形成遺伝

子）が知られているが、この形態形成遺伝

子は、形態形成プログラムを空間位置情報

に変換し、細胞接着因子や細胞間情報伝達

物質の発現を調節しながら形成を進めて

いく。 

生命予後に大きく関与する癌の浸潤・転

移および組織構築の異常を発生生物学的

に考察すると、基本的には細胞の持つ固有

の空間的位置情報の変化が原因と捉える



ことができる。つまり形態形成遺伝子が強

く関わっていると考えられ、現在まで癌細

胞においても多くの形態形成遺伝子が発

現していることが明らかにされている。 

 これまでに、われわれの研究室では、形態

形成遺伝子と癌との関連に着目し、主に、新

たな診断法の開発において成果を生み出し

てきた。（平成 13～15 年度 基盤研究（B）：

悪性黒色腫の転移・浸潤に関するマスター遺

伝子の解析、平成 16～17 年度 基盤研究（B）

形態形成遺伝子の発現パターン解析による

新しい悪性黒色腫の診断・治療戦略）。そし

て、これまでの成果を、新たな治療法の開発

へと発展させることを主眼においた研究を

実行したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

(1) 今回の研究では、悪性黒色腫細胞に、形

態形成遺伝子である PAX 遺伝子を導入・強発

現させ、形態形成遺伝子による悪性黒色腫細

胞増殖抑制作用機構を解明することを目的

とする。 

(2) in vitro での研究結果により、PAX 遺伝

子導入悪性黒色腫細胞をヌードマウスに移

植して、in vivo における悪性黒色腫細胞の

臓器転移や転移巣における増殖能の変化を

探ることで、遺伝子治療の臨床応用への可能

性を探り、PAX 遺伝子の悪性黒色腫細胞にお

ける増殖抑制作用機序を解明することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 悪性黒色腫細胞への PAX9 遺伝子導入 

われわれはまず、PAX9 発現ベクターを作成し、

種々の悪性黒色腫細胞株のうちで PAX9 を内

因性にほとんど発現していない細胞株 C8161

に抗生物質ハイグロマイシンにてセレクシ

ョン、PAX9 遺伝子発現ベクター導入細胞、お

よび対照となる空ベクター導入細胞を得た。

これらの細胞を用いて RT-PCR を行い、PAX9

遺伝子導入細胞において mRNA レベルにおい

て PAX9 が発現していることを確認した。 

（2）細胞増殖能の検討 

悪性黒色腫における PAX9 の発現低下の生物

学的意義を検討するために、PAX9 遺伝子発現

ベクター導入細胞、および空ベクター導入細

胞を用いて、MTT assay を行い細胞増殖能の

変化を検討した。 

(3 )臨床検体における病理組織学的検討 

皮膚悪性黒色腫 3例、色素歳母斑 4例につい

て PAX9 発現形態に関する病理組織学的検討

を行った。皮膚悪性黒色腫 3例からは、癌組

織 3検体と非癌部皮膚組織 3検体を採取して

いる。すべての検体において、HE 染色および

PAX9 免疫染色を行った。 

 

 
４．研究成果 
 

(1) 悪性黒色腫細胞における PAX9 の内因性

発現を RT-PCR により確認した（図 1）。その

結果、C8161 細胞における内因性発現がほと

んどないことが確認された。この結果より、

C8161にPAX9遺伝子発現ベクターを導入する

こととした。 

 
図 1：RT-PCR 

 

（2） 

リポフェクション法により C8161 に PAX9 遺

伝子発現ベクターを導入した。ハイグロマイ



（5） シンを添加した培養液において細胞培養を

行い、PAX9 遺伝子発現ベクター導入細胞、お

よび対照となる空ベクター導入細胞を得る

ことができた（図２）。 

皮膚悪性黒色腫 3例から、癌組織 3検体と非

癌部皮膚組織 3検体、および色素性母斑 4検

体を採取し、免疫組織学的な検討を行った

（図 5）。しかし、これらの検体において PAX9

発現様式に明らかな差異を見出すことはで

きなかった。 

図 2：C8161 へ遺伝子導入後 14 日後. 
 
（3） 

PAX9 遺伝子発現ベクター導入細胞、および対

照となる空ベクター導入細胞を用いて

RT-PCR を行い、PAX9 遺伝子導入細胞におい

て PAX9 が強発現していることが確認された

（図 3）。 

図 5:病理組織学的検討 
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図 3:RT-PCR 

 
（4） 

MTT assay により細胞増殖能の検討をおこな

った。PAX9 遺伝子導入細胞の増殖能が最も低

くなることが予想されたが、実際には空ベク

ター導入細胞の増殖能が低く、期待された結

果は得られなかった（図 4）。 
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図４:MTT assay  
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