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研究成果の概要（和文）：イノシトールリン脂質の一つである細胞内PIP3は、発癌に密接に関わっている。本研
究では、新たにPIP3の産生を制御することが判明したInpp4b遺伝子が欠損したメラノーマ・マウスを用いて、腫
瘍内のPIP3量が増加するほどメラノーマの悪性度が高まるのか（PIP3閾値モデル）を検証した。その結果、
Inpp4bのホモ欠損よりもヘテロ欠損のメラノーマの方がより悪性度、治療抵抗性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intracellular PIP3, one of the inositol phospholipids, is closely related to
 carcinogenesis. In this study, we used melanoma mice lacking the Inpp4b gene, which was recently 
found to be involved in PIP3 production, to examine whether the malignancy of melanoma becomes more 
progressive as the amount of intratumoral PIP3 increases (PIP3 threshold model). The results suggest
 that Inpp4b heterozygous deleted melanomas are more malignant and resistant to treatment than 
Inpp4b homozygous deleted melanomas.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： メラノーマ　イノシトールリン脂質　INPP4B　PTEN　PI3K経路　免疫チェックポイント阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりPIP3閾値モデルがメラノーマにも一部当てはまることが示唆された。腫瘍内PIP3量の増加は免疫チ
ェックポイント阻害薬に対する感受性を低めることが報告されており、Inpp4bがメラノーマにおいてもPIP3量の
増加に関わることを明らかにした本研究は、今後メラノーマの悪性度、治療抵抗性のメカニズムの解明につなが
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

癌抑制遺伝子 PTEN の変異は多くの癌で見つかる。そ

の結果異常に蓄積した PIP3 は、PI3K-AKT 経路を活性化

し、細胞増殖・生存を促進する。INPP4B は、本来

PI(3,4)P2 を脱リン酸化して PI(3)P を産生するイノシ

トールリン脂質代謝酵素の一つであるが、最近 PTEN 同

様 PIP3 を脱リン酸化する活性が見つかった (Cancer 

Discov. 5, 730-739, 2015、右上図)。さらに、PTEN と

INPP4B 遺伝子双方が欠損したマウスでは、PTEN、または

INPP4B が単独で欠損した場合に比べ、PIP3がより増加して下流の AKT が活性化され、悪性度の

高い甲状腺癌が発症することが判明した (Cancer Discov. 5, 730-739, 2015)。このことは、

腫瘍内の PIP3 量が増加するにつれ悪性度が高まることを示唆している（PIP3 閾値モデル、右下

図）。翻ってメラノーマをみると、活性化型 BRAF 変異（BRAFV600E）のほかに、約 30％の患者に PTEN

変異が見つかる。さらに、PTEN 変異は腫瘍内浸潤リンパ球 (TIL, tumor-infiltrating 

lymphocyte) の減少、および免疫

チェックポイント阻害薬抵抗性と

相関することが明らかになってき

た (Cancer Discov. 6, 202-261, 

2016)。そこで本研究では、腫瘍内

PIP3 量の異なるメラノーマ・モデ

ルマウスを作製し、メラノーマの

進展、および免疫チェックポイン

ト阻害薬抵抗性を PIP3閾値モデル

で説明できるのか検証する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、PIP3閾値モデルに基づき、Pten 変異、Inpp4b 変異を様々な組み合わせで持つメ

ラノーマ・モデルマウス、そこから樹立した細胞株、およびメラノーマの摘出標本を用いて、PIP3

量とメラノーマの進展、および免疫チェックポイント阻害薬抵抗性の関係を解析する。本研究に

より、メラノーマの治療における免疫チェックポイント阻害薬と PI3K-AKT 経路阻害薬の併用療

法の理論的根拠を提供する。 
 
３．研究の方法 

(1) Pten、Inpp4b の対立遺伝子数が異なるメラノーマ･マウスの作製と悪性度の相関解析 
メラノーマ・モデルマウス(Tyr::CreERT; Braf ca/+; Ptenlox/lox)にタモキシフェンを塗布する

と、色素細胞特異的に BRAFV600E変異、および Pten 欠損が起こり、ヒトのメラノーマで見られる
遺伝子変異をもった、転移能の高いメラノーマを再現できる (Nat Genet 4:544-552, 2009)。こ
のマウスを Inpp4b 欠損マウス (Inpp4blox/lox) と交配して Pten、Inpp4b の対立遺伝子数が異な
るマウスを作製し、タモキシフェン塗布によりできるメラノーマの数、大きさ、腫瘍ができるま
での期間、生存率、転移の有無などを比較する。 

 

(2) 腫瘍内イノシトールリン脂質の網羅的解析 

質量分析をベースとしたイノシトールリン脂質解析システムを用いて、遺伝子型から予想さ

れる通りの様々な PIP3量をもったメラノーマができていることを確認する。 

 

(3) PIP3量の異なるメラノーマ由来細胞株の樹立 

(1)でできた Pten、Inpp4b の対立遺伝子数が異なるメラノーマから腫瘍細胞を初代培養し、そ

こから細胞株を樹立する。 

 

(4) メラノーマ由来細胞株の特性解析 

①(3)で樹立したPten、Inpp4bの対立遺伝子数が異なるメラノーマ由来細胞株の増殖能を比

較する。 



②細胞株を BRAF 阻害薬、MEK 阻害薬で処理し、薬剤感受性を解析する。 

 

(5) ヒト・メラノーマ切除標本での INPP4B 発現解析 

 ヒト・メラノーマの病理組織標本で PTEN、および INPP4B の発現を免疫組織染色で調べる。 
 
４．研究成果 

(1) Pten、Inpp4bの対立遺伝子数が異なるメラノーマ･マウスの作製と悪性度の相関解析 

メラノーマ・モデルマウス(BRAFV600E;Pten－/－)とInpp4b欠損マウスを交配し、Inpp4bが野

生型(BRAFV600E;Pten－/－;Inpp4b+/+, P0I2)、ヘテロ欠損型(BRAFV600E;Pten－/－;Inpp4b+/

－, P0I1)、あるいはホモ欠損型(BRAFV600E;Pten－/－;Inpp4b－/－, P0I0)のマウスを作製し

た。まず、できたメラノーマの数、大きさを比較しようとしたが、発生してくるメラノーマの

数はいずれの型でも多く、すぐに融

合してしまうため、定量的に差を調

べるのは困難だった。   

一方、メラノーマができるまでの

期間は、Inpp4bがヘテロ、またはホ

モで欠損したマウスで短くなる傾向

が見られた。 

次に生存率を比較した。P0I2, 

P0I1, P0I0の順で細胞内のPIP3濃度

が上昇すると考えられるため、この

順で生存率が下がると予想したが、

実際にはP0I1でもっとも生存率の低

下が早かった（図１）。 

 

(2) 腫瘍内イノシトールリン脂質の網羅的解析 

本研究では、甲状腺癌における報告に基づき、Pten変異にInpp4b変異が加わることにより、

メラノーマ細胞内のPIP3量が増加すると予想していた。しかし、世界最高感度の質量分析装置

を用いてイノシトールリン脂質を網羅的に解析したが、Inpp4b変異が加わることにより、細胞

内のPIP3量がさらに増加する、という明確な相関はみられなかった。 

 

(3) Pten、Inpp4bの対立遺伝子数が異なるメラノーマ由来細胞株の樹立 

 (1)で作製したPten、Inpp4bの対立遺伝子数

が異なるマウスに発生したメラノーマを切除

し、それを既報(Pigment Cell Melanoma Res 

24: 978-988,2011)にのっとって処理し、Inpp4b

の対立遺伝子数が異なる野生型株、ヘテロ変異

株、ホモ変異株をそれぞれ2種類ずつ樹立した。

樹立した細胞株は全てPten遺伝子がホモ欠損な

のでP0と表示し、Inpp4b遺伝子については野生

型をI2, ヘテロ欠損をI1、ホモ欠損をI0であら

わした。すなわち、樹立した細胞はP0I2, P0I1, 

P0I0である。細胞株の遺伝型の結果を図2に示した。 



(4) メラノーマ由来細胞株の特性解析 

再現性、定量性を高めるために、解析は全自動生細胞解析システム IncuCyte を用いて行った。

用いた細胞は P0I2, P0I1, P0I0 であり、それぞれ 2系統ずつ解析した。本計画では、Pten 変異

に Inpp4B 変異が加わると、より悪性度の高いメラノーマになること、すなわち増殖能、薬剤抵

抗性が高まることを予想した。 

①増殖能について 

 予想通り、P0I1 株は 2系統とも P0I2 株より増殖能が高まっていた。しかし、P0I0 株について

は、1系統は P0I1 株と同程度増殖能が高まっていたが、もう１系統は P0I2 とほぼ変わらなかっ

た。 

②BRAF 阻害薬、MEK 阻害薬感受性について） 

 予想通り、P0I1 株は 2系統とも P0I2 株より BRAF 阻害薬であるデブラフェニブ、および、MEK

阻害薬である PD0325901 に対する抵抗性が高まっていた。しかし、P0I0 株については、1系統は

デブラフェニブ、および PD0325901 に対する抵抗性が P0I2 株より高まっていたのの、P0I1 株ほ

ど高まっていなかった。 

 

(5) ヒト・メラノーマ切除標本での INPP4B 発現解析 

切除したメラノーマの手術標本を用いる代わりにまず、市販のメラノーマの組織アレイを用

いて、PTEN、およびINPP4Bに対する抗体を用いて免疫組織化学染色を行った。その結果、PTEN

のみ発現が低下しているもの、INPP4Bのみ発現が低下しているもの、両者の発現が低下してい

るものに分類されることがわかった。すなわち、INPP4Bの発現が低下しているメラノーマが存

在することが分かった。 

  

(6)まとめ 

Pten 欠損下で Inpp4ｂがヘテロで欠損すると、Inpp4ｂが野生型である時に比べメラノーマの

増殖能、薬剤抵抗性が上昇し、悪性度が高まることがわかった。一方で、Inpp4ｂがホモで欠損

しても、さらに増殖能や抵抗性が高まるという結果は得られなかった。以上より、メラノーマで

は、PIP3閾値モデルが一部当てはまると考えられる。 

遺伝型的には P0I2, P0I1, P0I0 のマウス、および細胞株を樹立できたにもかかわらず、質量

分析を利用した PIP3 の定量で予想された濃度依存性は見られなかった。その理由は不明である

が、Inpp4ｂがホモで欠損すると、何らかの代償機構が働く考えられ、そのメカニズムの解明は

今後の課題である。 
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