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研究成果の概要（和文）：紫外線誘発皮膚癌発症へのREV7の関与を臨床検体、培養細胞、遺伝子改変マウスを用
いて検討した。その結果、皮膚癌の臨床検体を用いた解析により、REV7は悪性黒色腫において発現が高く、REV7
発現と悪性黒色腫の増殖能に有意な関連があり、病変の厚さにも関連がある傾向が認められた。悪性黒色腫の培
養細胞を用いた解析にて、REV7発現は細胞増殖能、移動能、浸潤能と有意な関連があることが明らかになった。
REV7遺伝子改変マウスと紫外線誘発皮膚癌好発系マウスを用いた解析では、紫外線照射のプロトコールを作成し
たが、期間内に目的の二重遺伝子改変マウスを得ることができず、研究継続中である。

研究成果の概要（英文）：Involvement of REV7 in the development of UV-induced skin cancer was 
analyzed using clinical specimens, culture cells and genetically modified mice. Using clinical 
specimens, we revealed that high levels of REV7 expression were detected in malignant melanomas, and
 that its expression levels were significantly associated with cell proliferative capacities and 
tented to be linked to thickness of the lesions in malignant melanomas. Using culture cells of 
malignant melanoma, it was revealed that REV7 expression showed positive association with cell 
activities of proliferation, migration and invasion. Using genetically modified mice, we generated a
 protocol of UV irradiation for development of UV-induced skin cancer, however, we could not produce
 double genetically modified mice that would be used for the analysis of association between REV7 
and UV-induced skin cancer development during the experimental period. 

研究分野： 実験病理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床検体と培養細胞を用いた研究により、REV7が皮膚癌、特に悪性黒色腫の進展に関与している可能性が示唆さ
れた。今後さらに検討を重ねることにより、REV7が悪性黒色腫の治療において分子標的となる可能性がある。こ
のことは、損傷乗り越えDNA複製の研究分野において、発癌への関与と臨床への応用を考える上で、学術的に大
きなインパクトを与えるものと考えている。本研究期間内にマウスを用いた研究の結果を得るまでには至らなか
ったが、研究の下地は出来上がったので、本研究をさらに継続していくことにより、紫外線誘発皮膚癌発生にお
けるREV7の役割が明らかになり、皮膚癌の予防に繋げていくことができると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、オゾン層破壊による有害紫外線（UVB）の増加と平均寿命の延長により、皮膚癌の発生
頻度は上昇傾向にある。UVB 暴露による発癌のメカニズムとして、UVB が DNA に損傷を及ぼし突
然変異を誘発する、形質転換した細胞を排除する生体の免疫機構を UVB が抑制する、の２つの
機序があり、これにより二重に皮膚癌発症を促進していると考えられる。DNA 損傷が DNA 修復
機構により修復されなかった場合に、損傷トレランス機構が細胞を死から救う働きをしている
が、その機構の一つ、損傷乗り越え DNA 複製（TLS）はその代償として突然変異を挿入してしま
うことがあり、それが発癌を誘発すると考えられている。従って、表皮における TLS の作用機
序を明らかにすることは、紫外線誘発皮膚癌の発症メカニズムの解明とその予防・治療の開発
のために非常に重要な課題である。 
 REV7 は REV3 との複合体により DNA ポリメラーゼ・ゼータ(Polζ)を形成し、TLS に大きく関
与する蛋白である。申請者らは 2000 年にヒト REV7 遺伝子を同定して以来、REV7 の機能解析を
行ってきた（Murakumo et al. J Biol Chem, 2000, 2001）。近年、①Rev7 ノックアウトマウス
は DNA 損傷の蓄積とアポトーシス細胞の増加が認められ、雌雄ともに生殖細胞が完全欠損する
（Watanabe et al. J Biol Chem, 2013）、②REV7 をノックダウンした卵巣癌細胞ではシスプラ
チン感受性が高くなり、抗腫瘍効果が増強する(Niimi et al. Cancer Sci, 2014)、等の研究成
果を報告した。これにより、REV7 が DNA 損傷トレランスに大きく関わっていることを細胞レベ
ル、個体レベルで証明した。また、海外の研究グループから、REV7 をノックダウンしたヒト線
維芽細胞由来細胞株は、紫外線照射後の突然変異発生率が減少することも報告され、REV7 が紫
外線誘発突然変異導入にも大きく関わっていることが明らかになっている（McNally et al. DNA 
repair, 2008）。 
 これらの結果から、REV7 発現は紫外線誘発皮膚癌発生を促進させ、REV7 欠損は紫外線誘発皮
膚癌発生を抑制すると考えられる。特に、色素性乾皮症バリアントの原因蛋白で、error-free 
TLS に関わる DNA ポリメラーゼ・イータ(Polη)が機能しなかった場合に、Polζの働きがより
顕著になると考えられる。本研究では、これらの研究成果をさらに発展させ、REV7 が関与する
TLS システムの紫外線誘発皮膚癌発生への関与を個体レベルで証明する。 
 
２．研究の目的 
有害紫外線が誘発する皮膚癌発症への REV7 の関与をマウス個体レベルで証明し、そのメカニズ
ムを培養細胞レベルで解明する。さらに、皮膚癌の臨床検体を用いて、REV7 のヒト皮膚癌発症
への関与を明らかにする。それにより、損傷乗り越え DNA 複製が紫外線誘発皮膚癌発生に重要
な役割を担っていることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)皮膚特異的高発現を示す Rev7 トランスジェニック(K14-Rev7 TG)マウスの樹立 
 表皮特異的遺伝子発現を誘導するケラチン 14（K14）プロモーターを用い、その下流に Rev7
遺伝子を挿入したトランスジーン発現ベクターを作成する。トランスジーンのマウス受精卵へ
のマイクロインジェクションとトランスジェニックマウスの作出は、北里大学遺伝子高次機能
解析センターにて行う。REV7 蛋白が表皮に最も高発現しているマウスを選別して、本研究に用
いる K14-Rev7 TG マウス系統を樹立する。 
(2)遺伝子改変マウスへの紫外線照射プロトコールの確立 
 UVB 誘発皮膚発癌実験のプロトコールの作成を行う。8-12 週齡の Polh 欠損マウスを用いて、
背中を剃毛したマウスに 1〜2 kJ/m2/day の UVB を週 5 日、4、8、12、16、20 週間それぞれ継
続して照射する。そして、肉眼的に皮膚腫瘍の発生までの期間と発生頻度を調べ、最適なプロ
トコールを作成する。 
(3)二重遺伝子改変マウスの作出 
 REV7 の発現量が皮膚癌発生に及ぼす影響を解析するために、紫外線誘発皮膚癌好発系マウス
である Polh 欠損マウスと K14-Rev7 TG マウスを交配させ Rev7Tg/Polh−/−、Rev7+/Polh−/−マウスを
作出する。また、REV7 欠損による影響を解析するために、Polh 欠損マウスと Rev7 欠損マウス
を交配させ Rev7+/+/Polh−/−、Rev7−/−/Polh−/−マウスを作出する。 
(4)Rev7 過剰発現、Rev7 欠損が紫外線誘発皮膚癌発生に及ぼす影響の解析 
 二重遺伝子改変マウス（Rev7Tg/Polh−/−、Rev7+/Polh−/−、Rev7+/+/Polh−/−、Rev7−/−/Polh−/−）に
UVB を照射し、経時的に肉眼による皮膚腫瘍発生状態の観察を行う。腫瘍の発生時期や数、形
態、発生部位を記録する。最も大きい腫瘍が 5 mm 大に達したマウスは屠殺し、腫瘍組織の切り
出しと同時に解剖による主要臓器への転移部位の検索を行う。その時に紫外線未照射部位とし
て腹部の皮膚も同時に採取する。UVB照射開始20週後には全個体を屠殺し、同様の検索を行う。 
(5)発生した皮膚癌の病理組織学的解析 
 皮膚癌の組織切片を作成し、マウスにできた腫瘍を組織学的、免疫組織学的に検討する。HE
染色標本により、腫瘍の組織像、分裂像、浸潤形態の評価を行い、免疫組織化学染色を用いて、
細胞増殖能の比較と、紫外線誘発 DNA 損傷や酸化損傷、DNA 二重鎖切断の蓄積の程度について
評価する。 
(6)ヒト皮膚癌組織における REV7 発現の解析 
 紫外線暴露との関連が明らかになっているヒトの表皮有棘細胞癌、基底細胞癌、悪性黒色腫



の切除標本を用いて、REV7 抗体により免疫染色を行い、REV7 発現と臨床病理学的因子との関連
を明らかにする。また、Ki-67 染色による細胞増殖能、pH2AX 抗体による DNA 二重鎖切断の蓄積
の程度の検討を行い、REV7 発現との関連を明らかにする。さらに、p53 の免疫染色陽性率を検
討し、REV7 発現と p53 遺伝子変異の発生との関連を解析する。これらの検討により、ヒト皮膚
癌発症に REV7 が関与しているかどうか推定する。 
(7)ヒト悪性黒色腫細胞株を用いた REV7 発現意義の解析 
 ヒト悪性黒色腫細胞株を用いて shRNA により REV7 をノックダウンした細胞株を作成する。
REV7 ノックダウン細胞とコントロール細胞を用いて、細胞増殖能、細胞移動能、浸潤能を検討
し、REV7 発現による悪性黒色腫の悪性度への影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)皮膚特異的高発現を示す Rev7 トランスジェニック(K14-Rev7 TG)マウスの樹立 
 K14-Rev7 TGマウスの作製のためK14プロモーターを持つ発現ベクターを入手し、マウスRev7 
cDNA を K14 プロモーター下に挿入してトランスジーン発現ベクターを作製した。FVB マウス系
統をバックグラウンドとした K14-Rev7 TG マウスの作製は北里大学遺伝子高次機能解析センタ
ーに依頼して行った。生まれてきたマウスの中で、トランスジーンがゲノム内に組み込まれて
いるマウスを 10系統選定し、さらに野生型マウスとの交配により生殖細胞ゲノムへのトランス
ジーンの導入を確認した後に、尻尾の皮膚を用いてウエスタンブロッティングを行って、各系
統での REV7 蛋白発現を確認した。その中で REV7 発現が特に高かった 5系統を残し、そのうち
の 1系統を用いて今後の研究を行うことにした。紫外線誘発皮膚癌高発現系マウスである Polh
欠損マウスは、学習院大学花岡文雄教授より提供して頂いた。現在、K14-Rev7 TG マウス、樹
立済みの Rev7 欠損マウスと Polh 欠損マウスとの間で交配を行い、2 重遺伝子改変マウスを作
成中である。 
(2)遺伝子改変マウスへの紫外線照射プロトコールの確立 
 Polh 欠損マウスを用いて、皮膚癌を発生させるための最適な紫外線照射量と照射回数の検討
を行った。紫外線照射装置は過去の報告例を参考にして独自に作成した。FVB バックグラウン
ドの Polh 欠損マウスと野生型マウスの背中の毛を剃った後に、2 kJ/m2/day、4 kJ/m2/day の照
射量で週３回の照射を行った。その結果、Polh 欠損マウスでは、両照射量共にもっとも早いも
ので９週で皮膚腫瘍が発生し、およそ 12〜16 週で全例で皮膚腫瘍が発生した。野生型では 2 
kJ/m2/day では２０週までに腫瘍は発生せず、4 kJ/m2/day では一部のマウスに皮膚のびらんと
小腫瘍が発生した。今後、皮膚特異的高発現を示す Rev7 トランスジェニック(K14-Rev7 TG)マ
ウスと交配させた場合、さらに腫瘍発生が早くなる可能性があるため、もう少し照射量・照射
回数を減らして腫瘍発生が遅くなるようなプロトコールを作成することとした。2 kJ/m2/day
を週１回または、0.5 kJ/m2/day を週３回照射を行ったところ、腫瘍の発生時期をおよそ８週
間遅らせることに成功した。そのため以降の実験は、2 kJ/m2/day の紫外線を週１回照射する
ことに決定した。 
(3)二重遺伝子改変マウスの作出 
 Polh-/- K14-Rev7TG マウスを樹立するために、Polh+/-マウスと Polh+/- K14-Rev7TG+マウスの交
配を行ったが、妊娠率が非常に悪く、目的のマウスが得られなかった。そのため、K14-Rev7TG+

マウスは別系統も用いて、交配方法を工夫しながら Polh-/- K14-Rev7TG+マウスの樹立を継続し
ている。また、FVBバックグラウンドのRev7欠損マウスは胎生致死になることが判明したため、
Rev7-/-マウスの代わりに Rev7 コンディショナルノックアウト（Rev7cKO）マウスを用いること
にし、皮膚特異的に REV7 を欠失させるために皮膚特異的に Cre を発現するトランスジェニック
マウスの作成を行った。K14 プロモーター下に Cre 遺伝子を発現するベクターを作成し、トラ
ンスジーンを精製したのち、マウスの作成を北里大学遺伝子高次機能解析センターに依頼した。
F０マウスが計３７匹得られたため、現在トランスジーンを有する個体を選別している。 
(4)Rev7 過剰発現、Rev7 欠損が紫外線誘発皮膚癌発生に及ぼす影響の解析 
 研究期間中に二重遺伝子改変マウスが得られなかったため、今後二重遺伝子改変マウスが得
られた後、解析する予定である。 
(5)発生した皮膚癌の病理組織学的解析 
 研究期間中に二重遺伝子改変マウスが得られなかったため、今後二重遺伝子改変マウスが得
られた後、解析する予定である。 
(6)ヒト皮膚癌組織における REV7 発現の解析 
 紫外線暴露との関連が明らかになっている表皮有棘細胞癌、基底細胞癌、悪性黒色腫の臨床
検体を用いて、免疫染色により REV7 発現を検討した。その結果、悪性黒色腫での REV7 発現が
有棘細胞癌、基底細胞癌より有意に高いことが明らかになった。それで、悪性黒色腫の検体を
用いて、REV7 発現と Ki-67 陽性率、悪性黒色腫の病変の厚さについて検討した。その結果、REV7
発現が高い腫瘍は Ki-67 陽性率が有意に高く、REV7 発現は腫瘍増殖に関係している可能性が示
唆された。また、REV7 高発現腫瘍は病変が厚い傾向があったが有意差は認められなかった。 
(7)ヒト悪性黒色腫細胞株を用いた REV7 発現意義の解析 
 悪性黒色腫の培養細胞株を用いた in vitro の解析として、REV7 をノックダウンした細胞株
を樹立した。その細胞株とコントロール細胞株を用いて、細胞増殖能、移動能、浸潤能を検討
した結果、REV7 をノックダウンした細胞株は優位に細胞増殖能、移動能、浸潤能が低くなるこ



とが判明した。臨床検体を用いた解析と併せて、REV7 発現が悪性黒色腫の病期の進行に関与し
ている可能性が示唆された。 
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