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研究成果の概要（和文）：腫瘍原性変異による細胞運動能を評価する発光細胞系を構築し、それを利用した化合
物スクリーニングからメバロン酸合成経路が悪性黒色腫を含めたがん細胞の細胞運動を制御することを見出し
た。またヒト悪性黒色腫細胞株のNOD/SCIDマウスへの異種移植モデルにおいて優先的に中枢神経転移をきたす悪
性黒色腫細胞株の遺伝子発現増強パターンから腫瘍進展因子の割り出しを行った。悪性黒色腫で発現の高い99遺
伝子が絞られ、悪性黒色腫に固有の生物学的特性が転移・浸潤能に影響している遺伝子候補が得られた。これら
の候補遺伝子機能が悪性黒色腫の浸潤・転移能亢進と治療抵抗性に関わる可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：We developed a luciferase-based luminescent assay system to evaluate cell 
migration using transformed NIH3T3 cells, and the assay system allowed to screen chemicals to 
inhibit cell migration. Subsequently, the mevalonate pathway appeared critical for migration in 
cancerous cells, including melanoma. Furthermore, we examined an amplified gene expression pattern 
using human melanoma cell lines that xenogeneically metastasized to the brain of NOD/SCID mice. Data
 suggested that 99 candidate genes were highly expressed in progressed melanoma. Further in silico 
analysis also suggested that some of candidate genes are associated in the biology of melanoma. 
Perhaps, the function of these candidate genes may be implicated in melanoma-specific tumor 
progression and its therapeutic resistance.

研究分野：皮膚腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
BRAF(V600E)と NRAS(Q61K/Q61R)変異は、

RAS/RAF/MEK/ERK シグナル伝達カスケードを
恒常的に活性化し、悪性黒色腫（メラノーマ）
の代表的な腫瘍原性変異と考えられている。
しかし、これらの腫瘍原性変異のみでメラノ
ーマに特徴的な浸潤・転移を説明することは
難しい。	
これまでに蓄積されたゲノム解析の結果、

メラノーマの進展とともに特定の遺伝子増幅
が存在することが指摘されている。このよう
な遺伝子増幅領域に位置する遺伝子機能がメ
ラノーマの浸潤・転移能亢進と治療抵抗性に
関わる可能性がある。	
 
２．研究の目的 
本研究では、メラノーマに特徴的な遺伝子

増幅（遺伝子発現）と浸潤•転移能の関係に焦
点を絞り、細胞運動•浸潤解析系の構築からメ
ラノーマ悪性化の協調因子の抽出する狙いが
ある。	
また上記の細胞解析系を応用した既存薬

物・化合物等のスクリーニング系を構築し、
がんの浸潤・転移阻害物質候補の割り出しを
試みた。	
 
３．研究の方法 
(1)	Luciferase 発光系を用いた細胞運動能の
評価	
NIH3T3 細胞に v-SRC および H-RASV12G およ

び v-SRC を発現する組換えレトロウイルス
(pBabe)を感染し、puromycin 耐性細胞を作成
した。これら感染細胞のがん化形質の獲得は
形態・足場非依存的細胞増殖・Nude マウスへ
の腫瘍形成能によって確認した。その後、こ
れらの細胞に Luciferase(Luc)を発現する組
換えレンチウイルスを重複感染し、NIH3T3-v-
SRC-Luc および NIH3T3-H-RASV12G	 -Luc を作製
した。これら細胞を 24-well	plate の Boyden	
chamber(径 8μm)に供し 16時間後に底面に遊
走してきた細胞数を Luc 発光量で定量した。	
	
(2)	上皮間葉転換(EMT)化の評価	
NMuMG 細胞に TGF-β1 を添加し 24 時間後

に E-cadherin 発現の低下を蛍光抗体法で評
価し、併せて vimentin、Snail、Slug 発現量
を Western	 blot 法或いはRT-PCR 法で評価し
た。	
	
(3)	テロメラーゼ（TERT）トランスジェニッ
ク・ラットの作製	
pCAGGS発現プラスミドにラットTERT	cDNA

とともにIRES配列の下流にEGFP	cDNAを挿入
した。当該プラスミドを Wistar ラット受精卵
にマイクロインジェクションし、それらを偽
妊娠ラットに移植し TERT トランスジェニッ
ク・ラット個体を得た。	
	

(4)	転移性メラノーマの遺伝子発現解析	
Luc 発現ヒトメラノーマ細胞株を NOD/SCIDマ

ウスの左心室に接種し、中枢神経に選択的に
転移するメラノーマ細胞を分取した（SK-Mel-
28-Br2,	MeWo-Br2）。これらの細胞株を転移能
の低い SK-Mel-2 細胞および MDA-MB-231 乳が
ん細胞株を比較対象に用いて、マイクロアレ
イ法によって転移性メラノーマに遺伝子発現
が増強している遺伝子を抽出した。	
	
４．研究成果	
(1)	活性化型がん原性遺伝子の獲得による細
胞運動能の評価	
NIH3T3 細胞および不死化メラノサイトの

細胞運動能（浸潤能）を促進する遺伝子を分
離するための細胞スクリーニング系の構築を
行なった。結果的にレンチウイルスによる不
死化ヒトメラノサイトを用いた安定的な細胞
培養系の確立することはできなかったが、
NIH3T3細胞による細胞運動評価系は比較的容
易に確立することができた（下図）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
この評価系はがん化刺激によって活性化

された細胞運動能を阻害するスクリーニング
系として利用することができる。実際、細胞
膜の脂質代謝合成系を阻害する HMG-CoA 還元
酵素阻害剤はメラノーマの腫瘍原性遺伝子の
変異の１つである RAS 経路に対しても細胞運
動を抑制することが示された。さらに TGF-β
1 による NMuMG 細胞の上皮間葉転換(EMT)は
HMG-CoA 還元酵素阻害剤によって阻害するこ
とができた。HMG-CoA 還元酵素阻害剤による
EMT 化阻害と細胞運動抑制効果はメバロン酸
の添加によって回避された。これらの結果は
がん原性変異を持たない細胞株にも同様に観
察され、メバロン酸合成経路の修飾は広くが
ん細胞の細胞運動を制御できることが示唆さ
れた。 
	
(2)	不死化メラノサイト作製の試み	
浸潤・転移能を持つメラノーマの段階的な

の進展機構を知るために、エピジェネティッ
ク修飾が少ないと考えられる動物資源から不
死化メラノサイトを用いたモデル作製を試み
た。テロメラーゼ（TERT）を安定的に発現する
トランスジェニック(Tg)ラットからのメラノ
サイトについて検討を行った。TERT-Tgメラノ
サイトはこれまでのヒト初代培養メラノサイ
トと同等の増殖能を保持していたものの、レ
ンチウイルスベクターを用いた遺伝子導入効
率はヒト由来よりも劣る結果を示した。併せ

 



て TERT 活性を評価したところ樹立系統の Tg
ラットでは野生型ラットとほぼ同程度であっ
た。尚、当該 Tgラットは、新生時から皮膚炎
を自然発症する性質を持ち（56％）、CD4 およ
び CD8 陽性 T 細胞の双方が増数しており、新
たな皮膚炎発症モデル動物（下図）として利
用することが期待できた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(3)	マウス中枢神経転移をきたすヒトメラノ
ーマ細胞の遺伝子発現解析	
メラノーマにおいて増幅している遺伝子

の分取と導入が難航したため、ヒトメラノー
マ細胞株の NOD/SCID マウスへの異種移植モ
デルにおいて優先的に中枢神経転移をきたす
メラノーマ細胞の遺伝子発現増強パターンか
ら進展因子の割り出しを行った（マイクロア
レイ解析）。解析対象は SK-MEL-28 および MeWo
メラノーマ細胞株を用い、メラノーマに選択
的な遺伝子増強がみられる遺伝子を検索した。
K-mean	cluster 分類からメラノーマで発現の
高い 99遺伝子が絞られた。興味深いことにメ
ラ ノ ソ ー ム 構 造 タ ン パ ク 質
gp100(Silver/Pmel17)の発現増強が含まれ、
これと共役する膜タンパク分子 Gpnmb とその
上流転写因子 Maf の発現が増強していた。更
に Cancer	Cell	Line	Encyclopedia	project：
http://www.broadinstitute.org/ccle/home)
との照合から他の組織由来がん細胞との比較
においてメラノーマ細胞で Gpnmb の発現が顕
著に高い傾向性が示された。Gpnmb過剰発現は
EMT 化と細胞運動を促進すること、更にメラ
ノ ー マ の 主 要 な 腫 瘍 原 性 変 異 が 、
RAS/RAF/MEK/ERK シグナル伝達カスケードを
恒常的に活性化し、転写因子 Maf がその標的
として活性化されることが示唆されている	
(Okita	Y,	et	al.,	Sci.	Signal.2017)。これ
ら in	 silico 遺伝子発現の特徴は、メラノー
マ固有の生物学的特性が転移・浸潤能ととも
に治療抵抗性に影響していることが考えられ
た。	
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