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研究成果の概要： 

我々は最近、メラノーマに発現する bHLH 転写因子、MITF を RNAi にて抑制すると、メラノ
ーマがアポトーシスに陥り、増殖が阻止できることを見出した。本研究では、さらなる発展と
して、IL-12 免疫遺伝子療法との併用により、それらの相乗作用によるより強力なメラノーマ
の抑制に成功した。さらに、ナノ DDS による siRNA 導入を試みるとともに、膜透過性ペプチド
による MITF 特異的分子標的療法の試みを行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 

メラノーマは、色素細胞由来の極めて悪
性度の高い腫瘍であり、本邦においても近年
発症率が上昇している。早期には手術療法が
有効であるが、進行性のメラノーマは化学療
法、放射線療法に抵抗性であり、新しい治療
法が求められてきた。 
bHLH-LZ ドメインを有する転写因子、MITF
（ Microphthalmia-associated transcrip- 

tion factor）は、メラノサイトの発生と分
化に必須の分子である。しかしながら、メラ
ノーマの生存に必須であるか否かについて
は、相反する報告もあり、コンセンサスは得
られていなかった。我々は最近、MITF を RNA 
interference（RNAi）により抑制すると、メ
ラノーマがアポトーシスを起こすことを in 
vitro で確認した。さらに、B16 メラノーマ細
胞を移植して作成した担癌マウスの腫瘍内
に、MITF 特異的 short interfering RNA 
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図１ MITF 特異的 siRNA と IL-12 発現ベクター
の腫瘍内共導入による B16 メラノーマの抑制。
5x105 個の B16 細胞を側腹部皮下に移植した
C57BL/6マウスに、B16皮下腫瘍が樹立したこと
を、移植 3 日後に確認し、この日を第 0 日とした。
第 1 から 4 日目に、毎日 1 回、その腫瘍内に
MITF-siRNA、または非特異的 siRNA、および/ま
た は IL-12 発 現 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
（pGEG.mIL-12）を導入後、腫瘍の体積を経時的
に 測 定 し た 。 MITF-siRNA 単 独 、 お よ び
pGEG.mIL-12 単独でも有意に腫瘍増殖を抑制
するが、その抑制の程度は中等度であった。一
方で、これらを共導入した群では、もっとも強力
にメラノーマの増殖が抑制された。 

 
 

（siRNA）を直接導入すると、メラノーマの
増殖が抑制され、マウスの延命効果が得られ
ること、その原因として、メラノーマに in 
vivo でアポトーシスが誘導されていること
を明らかにした（Nakai et al., Gene Ther. 
14(4):357-65, 2007）。これらの結果は、MITF
を標的分子とする RNAi 療法が、メラノーマ
に対する新しい治療手段となる可能性を示
している。 

一方で、RNAi 分子標的治療をメラノーマ
に応用するためには、メラノーマ細胞に効率 
よく siRNAを導入し配列特異的サイレンシン
グを誘導する導入法が必要になるが、我々は
ナノ DDSを用いた種々生体機能分子のデリバ
リーシステムを開発してきた。このナノ DDS
技術を応用すれば、メラノーマ細胞内に治療
用の siRNAを安全かつ効率的に導入できる可
能性がある。 

他方、メラノーマはもっとも免疫原性の
高い腫瘍のひとつとして知られ、多くのメラ
ノーマ特異抗原、メラノーマ関連抗原が同定
されるとともに、さまざまな免疫療法が試み
られ、ある程度の有効性が示されたものも多
い。免疫療法のうちでも、我々は樹状細胞 

図２ MITF-siRNA と IL-12 遺伝子の両者の投
与を受けた担癌マウス群では、メラノーマの増
殖が遅延したマウスの比率が高かった。非治療
群では、腫瘍移植後 20 日までに癌死する個体
があり、また生き残っているマウスでも全例が
20 日までに腫瘍が体重の１０％以上となってい
た。そこで、全群のマウスを腫瘍移植後 20 日に
安楽死させた。我々のこれまでの実験の経験で
は、腫瘍体積が 1,500 mm3 を超えると急速に腫
瘍が増大し、死亡するマウスも増えるので、各
群の予後の指標として、腫瘍移植後 20 日にお
ける 1,500 mm3より小さい腫瘍を有するマウスの
比率を示した。非治療群および非特異的 siRNA
投与群では全例の腫瘍が 1,500 mm3よりも大き
か っ た の に 対 し て 、 MITF-siRNA あ る い は
pGEG.mIL-12 それぞれの単独投与群では、約
33％のマウスがこの指標にて進行度の低い腫
瘍 を 有 し て い た 。 一 方 、 MITF-siRNA と
pGEG.mIL-12 の共導入群では、全例の腫瘍が
増殖遅延であり、これらの併用療法が生命予後
を向上できる可能性があるものと示唆された。 
 
 
（DC）を用いたワクチン療法の臨床治験を行
ってきたが、サイトカインを用いたものとし
て、IL-12 遺伝子を担癌マウスの腫瘍内に直
接導入し、メラノーマ特異的な CTL の誘導と
NK の活性化、それらを介した皮下移植メラノ
ーマの抑制を確認してきた(Kishida T., 
Asada, H., et al., Gene Ther. 8 (16): 
1234-1240, 2001) 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、メラノーマに対する効果的
な治療法を確立することを目標に、MITF 特異
的 siRNA と Th1 タイプのサイトカインである
IL-12 の遺伝子の併用による、メラノーマに
対する相乗治療効果を検討した。また、siRNA
を腫瘍内に導入するためのナノ DDSの組成と
投与法を検討した。さらに、メラノーマに対
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する siRNA 以外の分子標的療法として、MITF
を標的とする細胞内透過ペプチドを試みた。
これらの革新的技術を組み合わせることに
より、新しい効果的なメラノーマの治療手段
を提案することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
C57BL/6 マウスの皮下に 5×105個の B16 メ
ラノーマ細胞を移植し、その後①無治療、②
Control siRNA 投与および IL-12 遺伝子導入、
③MITF 特異的 siRNA 投与、④MITF 特異的
siRNA投与および IL-12遺伝子導入を行った。 
IL-12 遺伝子投与と siMITF の腫瘍内投与の
条件を、種々に変えて行った。抗腫瘍効果は、
移植腫瘍の増殖により判定した。また、ナノ
DDS として、種々の組成のキャリアー分子を
合成し、MITF-siRNA を封入し、in vitro お
よび in vivo において B16 への導入を検討し
た。一方で、MITF の RNAi 療法に比して、
より新しい MITF 標的療法として、MITF の
トランスアクティベーション、および DNA
結合をそれぞれ抑制するペプチドを数種デ
ザインし、それらを導入する実験も用いた。
B16 の増殖能、アポトーシス、MITF の下流
の制御分子である tyrosinase の mRNA 発現
と活性、およびメラニン合成能を指標として
測定した。 
 
４．研究成果 
 
担癌マウスに対する in vivo 導入実験を、方
法を種々改変して試みたところ、5 μg の
IL-12 遺伝子発現プラスミドベクター
（pGEG.mIL-12）と 20 μg の MITF-siRNA
を投与した場合に、もっとも有望な結果が得
られ、このとき腫瘍増殖は、IL-12 遺伝子導
入発現ベクター単独投与群、および MITF 特
異的 siRNA 単独投与群で、無治療群と比較
して有意な抑制効果を示した。さらに、
MITF-siRNAと IL-12遺伝子の共導入群では、
単独導入群よりも有意に腫瘍増殖が抑制さ
れており、両者の相乗作用を示唆する結果が
得られた（図１）。本研究では、実験動物に
対する愛護の観点から、腫瘍細胞移植後 20
日に生存していたマウス全例を安楽死させ
たが、延命効果の指標として、1,500 mm3よ
りも体積の小さな腫瘍を有するマウスの比
率を各群で比較すると、MITF-siRNA と
IL-12 遺伝子の共導入群ではこの指標による
増殖遅延した腫瘍を有するマウスが全例を
占めており、併用療法を受けたマウスが余命
の延長効果を受ける可能性が示唆された。 
  我々は以前、アポトーシスしたメラノー
マ細胞を樹状細胞（DC）と共培養すると、
DC がアポトーティックメラノーマ細胞を貪
食し、さらにその DC をワクチンとしてメラ

ノーマ移植マウスに接種すると、メラノーマ
特異的 CTL が誘導されることから、アポト
ーティックメラノーマ細胞腫瘍抗原が効率
よく DC に取り込まれ抗原プロセシングされ
たことを示唆した（Asada et al., Mol. Ther. 
5 (5): 609-616, 2002）。このことと、MITF
のノックダウンによりメラノーマがアポト
ーシスに陥るという我々の以前の研究結果
を考え合わせると、今回の結果は、MITF の
ノックダウンによってアポトーシスに陥っ
た B16 腫瘍細胞が、担癌マウス内で DC に貪
食され、メラノーマ抗原が効率よく T 細胞に
提示され、さらに IL-12 による Th1 誘導と
CTL 活性化と相まって、強力な抗腫瘍免疫応
答が誘導され、このことが MITF に対する
RNAi 療法と IL-12 免疫遺伝子治療が相乗作
用を示した機構であることが推察される。す
なわち、MITF の抑制と IL-12 による抗腫瘍
免疫応答は、一見互いに関与しない別々の現
象であって、両者の併用による効果は偶発て
きな結果と見えるが、実は DC と T 細胞の相
互作用という接点から俯瞰すると互いに補
い合い高めあうことにより相乗的にメラノ
ーマの特異的排除に向かう、極めて合目的的
な方法論であると考えることができる。しか
しながら、この相乗作用の機構については、
今後さらなる検討が必要である。一方で、
IL-12 の作用としては、免疫の制御を介せず
に血管新生抑制にて腫瘍を抑制する機序も
知られているので、このような作用と MITF
の抑制によるメラノーマの増殖抑制、および
アポトーシス誘導の関連も、今後検討すべき
課題であると考えられる。 

本併用療法の特色として、MITF-siRNA
はメラノーマと色素細胞に特異的に影響を
与え、その他の正常細胞には影響しないと考
えられる。また IL-12 により誘導される CTL
はメラノーマ抗原を特異的に認識しメラノ
ーマを傷害するであろうと考えられる。そこ
で、これら２つの治療法のコンビネーション
により、相乗的に強力に排除される標的細胞
は、MITF 抑制によって傷害され、なおかつ
メラノーマ抗原を有する細胞であると考え
られ、本法はメラノーマに特異性を有する２
つの手法の掛け算により、さらに特異性が高
くメラノーマを排除し、したがって副作用が
少なく安全なメラノーマの治療法が確立で
きるものと期待できる。メラノーマ特異的免
疫療法としては、我々は DC ワクチン療法の
臨床治験にて、有意な免疫応答の誘導を認め
ており（Nakai et al., J Dermatol Sci. 54 
(1): 31-37, 2009 ； Nakai et al., J 
Dermatol Sci. 53(1):40-47, 2009 ）、
IL-12 のみならず DC ワクチン療法との
併用も極めて有望と考えられるが、さら
に他の Th1 サイトカイン等も考慮に入
れて将来の集学的療法を確立していく



必要があるものと考えられる。  
一方で、ナノ DDS の MITF-siRNA のデ

リバリーへの応用については、in vitro の段
階での検討の結果、B16 への導入は必ずしも
効率は高くなく、さらなる改変が必要であろ
うと考えられた。この点については、RNA
内包ナノ粒子が細胞膜を透過する透過性の
効率の問題、RNA の安定性、とくにナノ粒
子外からのヌクレアーゼのアタックにたい
してナノ DDS がどの程度のバリア機能を発
揮できるか、細胞内にデリバリー後の RNA
のナノ DDS からのリリースの効率の問題、
等を個々に検証する必要があると考えられ
る。さらに in vivo での投与、とくに経皮的
なナノ DDS の投与の場合、角質を透過する
必要性があるので、この際の透過性と安定性
（ナノ粒子自体の安定性と内包された RNA
の安定性）を最大化する技術が必要となる。
本研究ではこれらの点は未解明として残さ
れたので、今後の課題として検討を続ける必
要がある。 

RNAi を用いた MITF ノックダウンの実
験が示唆する、メラノーマ治療に対する方向
性のひとつは、上記のように siRNA 自身を
治療のためのツールとして用いようとする
ものであるが、べつの方向性としては、MITF
を標的分子とするメラノーマの分子標的療
法が極めて有効であろうとの展望があり、
MITF-siRNA を用いた結果からは、たとえば
どの程度の抑制効果をどの程度の期間得ら
れれば治療効果が期待できるかが推測され
るものと期待できる。この方向性にのっとっ
て、本研究では MITF を標的とする細胞内透
過ペプチドを数種合成し、これらを用いたメ
ラノーマへの添加実験を行い、MITF の特異的
機能阻害を誘導する検討を行ったが、いずれ
のペプチドも MITF の転写活性、メラニン合
成能、および B16 の viability を著明に低下
させるには至らなかった。しかしながら、ペ
プチドの配列予測、とくに構造計算に基づく
たんぱく：たんぱく相互作用を抑制するペプ
チドのpredictionは現状では極めて困難なの
が実情である。今後の課題として、MITF を
抑制する膜透過型ペプチドを作成できれば、
siRNA では困難であった、合成、保存、そし
て投与法の問題が容易になり、実際に臨床応
用が行いやすい分子標的医薬に siRNA より
も近い成果がもたらされるであろうと考え
られるため、今後配列をさらにソフィスティ
ケートしたペプチドを種々試みて確立して
いく必要があるものと考えられる。 

以上のように、RNAi-based の MITF 抑
制は、メラノーマの新しい治療法となりうる
可能性があるが、さらに IL-12 免疫療法を併
用することにより、相乗的なメラノーマ抑制
効果が発揮される可能性が示された。この併
用療法によるメラノーマ抑制は、メラノーマ

に極めて特異性が高いことが期待できる。こ
の治療法を臨床的に実現するためには、
siRNA を効率的、かつ安全に患者腫瘍内にト
ランスフェクションする技術を開発するか、
あるいは siRNA を使わずに薬剤等で MITF
を抑制するか、いずれかの方法が確立する必
要がある。前者については我々が検討したナ
ノ DDS が、有力な候補と考えられるが、今
回の研究ではまだ満足のいく結果が得られ
ておらず、siRNA の配列と標的細胞の性質に
応じた分子デザインと投与法の改変を今後
とも続けていく必要であると考えられる。後
者については、ペプチドによる分子標的療法
を試みたところ、細胞内導入と MITF の抑制
に寄与する配列のそれぞれについてさらな
る向上を行う必要性が示唆された。 
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