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研究成果の概要（和文）：AMPK関連キナーゼのNUAK2が悪性黒色腫の増殖と遊走に関与していることが知られて
いるが、今回の検討ではarray-CGHデータを用いてNUAK2増幅と相関する遺伝子異常としてPTEN欠失を特定。また
Aktリン酸化の上昇がNUAK2発現とも相関することを末端黒子型悪性黒色腫において示した。NUAK2のノックダウ
ンによりCDK2発現が減少し、CDK2阻害剤だけでも十分にNUAK2増幅およびPTEN欠失を伴う悪性黒色腫細胞の増殖
を抑制できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Previous studies indicate that AMP-related kinase NUAK2 participates in the 
proliferation and migration of melanoma cells. In this study, we identified the deletion of PTEN as 
a genetic aberration associated with the amplification of NUAK2. Furthermore, we showed that an 
increased expression of phospho-Akt(S473) was associated with NUAK2 expression. This study also 
showed that knockdown of NUAK2 reduces the expression of CDK2 and a CDK2 inhibitor sufficiently 
suppresses proliferation of NUAK2-amplified and PTEN-deleted melanoma cells. 

研究分野： 悪性黒色腫

キーワード： 悪性黒色腫　分子標的治療

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは 2005 年に本邦悪性黒色腫臨床

検 体 を 用 い た Comparative Genomic 

Hybridization（CGH）による解析にて第１番

染色体長腕と第６番染色体短腕の増幅が悪

性黒色腫の予後と相関することを示し

（Namiki et al. Cancer Genet Cytogenet 

2005）、これら領域の内で第１番染色体長腕

上に位置するNUAK2遺伝子が末端黒子型悪性

黒色腫の予後と強く相関する（P=0.0036）遺

伝子であることを特定し、in vitro において

もNUAK2の阻害により悪性黒色腫細胞の増殖

が抑えられることを示した（Namiki et al. 

PNAS 2011）。NUAK2 は AMP kinase (AMPK) 

family 遺伝子の１つである。AMPK family の

各遺伝子は細胞内エネルギーの変化をAMPを

介してモニタリングするセンサーの役割を

担っており、さらにシグナルを細胞周期制御

機構に伝達することにより細胞増殖をコン

トロールしている。このため AMPK family の

各遺伝子の異常は発癌に深く関わっており、

いろいろな癌腫での異常が示されてきてい

る。 

 
 
２．研究の目的 
申請者は最近、末端黒子型悪性黒色腫の予

後と相関する遺伝子としてNUAK2を特定した。

本研究は悪性黒色腫細胞内でのNUAK2下流の

シグナル伝達路を解明し、そのシグナル伝達

路を阻害することによる治療応用への研究

基盤を確立することを目的とする。 

 計画している具体的な研究項目は、（１）
NUAK2 と協調して悪性黒色腫細胞の増殖をコ
ントロールしている遺伝子の特定、（２）
NUAK2 が細胞周期をコントロールするのに必
要なシグナル伝達路の解明、（３）シグナル
伝達路を有効に阻害する薬剤の特定、（４）
薬剤を有効に臨床応用とするための悪性黒
色腫の各病理組織型および色素細胞性母斑
のおける NUAK2 発現の解析、の４つである。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、末端黒子型悪性黒色腫の

予後と強く相関する(P=0.0036)遺伝子であ

る NUAK2 の下流のシグナル伝達路を解明し、

そのシグナル伝達路を阻害することによる

治療応用への研究基盤を確立することを目

的とする。 

 本研究計画では以下の研究項目につき進

めていく予定である。 

（１）NUAK2 と相関すると予想される PI3K 

pathway の活性化について主に臨床検体を用

いて解析。 

（２）NUAK2 の下流シグナル伝達路を mTOR と

CDK2 を中心にさらに詳細に解析する。 

（３）細胞増殖以外にアポトーシス・細胞遊

走能・細胞浸潤能などにつき検討を加える。 

（４）NUAK2 の下流シグナル伝達路を有効に

阻害する薬剤を特定し in vitro と in vivo

の双方にてその効果を評価する。 

 

①NUAK2 と PI3K pathway 活性化の検討（平成

２７年度） 

 NIH Array-CGH public database の解析に

より NUAK2 と強く相関する（P=0.0004）遺伝

子として PTEN が特定されている。PTEN の下

流シグナル伝達路である PI3K pathway の活

性化を p-AKT(S473)の発現をみることにより

解析とする。解析対象として 124 例の悪性黒

色腫原発巣および 43 例の良性色素細胞性母

斑の臨床検体をすでに確保しており NUAK2・

PTEN・p-AKT の発現を免疫染色にて検討する。 

 NUAK2・PTEN・p-AKT の発現と臨床各パラメ

ーターを比較。悪性黒色腫検体は予後情報も

確保してあるため全生存期間と無再発生存

期間につき関連性を検討していく。 

 

②NUAK2 の下流シグナル伝達路の解析（平成

２７年度） 

 上記の検討で PI3K pathway が NUAK2 と協

調して腫瘍化に働いていることが明確にな

ったなら、悪性黒色腫細胞株を用いて NUAK2

と PI3K pathway のシグナル伝達路の詳細な



る解析とその相互作用につき検討とする。ま

ず shRNA を用いた NUAK2 の knockdown と薬剤

（Ly294002）を用いた PI3K pathway の不活

性化を使い、NUAK2 と PI3K pathway を個別に

または同時に阻害することにより細胞周期

への影響を FACS にて解析する。次に細胞周

期に関与する各遺伝子の変動につきウェス

タンブロットを用いて検討とする。NUAK2 の

下流シグナル伝達路と想定される mTOR・

JNK・HIF・cadherin・Rho-Roc pathway につ

き実際のどのシグナル伝達路が動いている

かを主にウェスタンブロットを用いて検討

する。 

 

③アポトーシス・細胞遊走能・細胞浸潤能の

検討 

 NUAK2とPTENの増幅が異なる悪性黒色腫細

胞株を数種類用いて in vitro にてアポトー

シス・細胞遊走能・細胞浸潤能につき検討と

する。NUAK2 の概略的な結果はすでに報告し

ている（Namiki et al PNAS2011）。今回はさ

らに詳細に NUAK2 と PTEN の遺伝子異常によ

る違いを含めて検討する。NUAK2 は sRNA の

knockdown、PTEN は Ly294002 を用いた PI3K 

pathway の不活性化を行い、アポトーシスを

Annexin assay、細胞遊走能・浸潤能は

Matrigel assay と scratch assay にて検討と

する。 

 

④NUAK2 の下流シグナル伝達路を阻害する薬

剤の特定 

 予備的研究によりすでに２種類の候補薬

剤まで絞っているが、この２種類の薬剤につ

き NUAK2 および PTEN 遺伝子異常の異なった

組み合わせをもつ数種類の悪性黒色腫細胞

株を用いてその細胞増殖抑制能を検討する。

この時に in vitro での至適濃度や細胞周期

への影響などを検討する。もしこの２種類の

薬剤で不十分な結果しか得られない場合に

は、さらに他の薬剤についても検討していく

予定。 

 In vitroにて最適な薬剤を絞れたらマウス

を用いた in vivo の実験にて動物モデルでの

効果を検討する。NUAK2 と PTEN 遺伝子異常の

もつ細胞株ともたない細胞株をそれぞれ

nude mice に移植し xenograft 系での薬剤の

抗腫瘍活性評価を行う。 

 

⑤悪性黒色腫の各組織型のNUAK2発現の検討 

 すでに NIH Array-CGH public database の

解析により粘膜型悪性黒色腫では高率に

NUAK2 が増幅している結果を予備的研究の段

階で得ているが、この結果を発現レベルでも

確認するために各粘膜領域の粘膜型悪性黒

色腫を用いて免疫染色にてNUAK2の発現を検

討する。臨床検体としてはすでに 32 例の粘

膜型悪性黒色腫原発巣を確保している。また

同時に良性の色素細胞性母斑を検討に含め

て悪性黒色腫との差異を検討する予定であ

る。 

 
 
４．研究成果 
(1) CGH array database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gro/; 
Series GSE2631)を用いて NUAK2 と悪性黒色
腫関連遺伝子との相関性を検討したところ
PTEN 欠失のみに P=0.0004 と高い有意な相関
性を認めた（図１a）。PTEN 下流に位置する
Akt のリン酸化(p-Akt)を臨床検体を用いた
免疫組織染色にてNUAK2との相関性を検討し
たところ P<0.001 と強い相関を認めた（図１
ｂ）。さらに予後解析にて、末端黒子型悪性
黒色腫のみにて NUAK2 と p-Akt の双方を発現
する症例にて無再発生存率がP=0.002と有意
な減少を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
(2) NUAK2 増幅と PTEN欠失を有する悪性黒色
腫細胞を用いて（図３a）NUAK２のノックダ
ウンを行ったところ有意な細胞数の減少を
認めた（図３b）。細胞周期関連遺伝子の変動
を調べたところCDK2の減少が認められ、PI3K 
pathwayを阻害する薬剤であるLy294002の処
理においても同様に CDK2 の発現低下を認め
た（図４）。これらより CDK2 の制御が細胞周
期に重要な役割を示すと考えられたため
siRNAを用いてCDK2をノックダウンしたとこ
ろ細胞数の減少が認められた（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
(3) CDK2をターゲットとした悪性黒色腫に対
する治療法の可能性を探るためCDK阻害剤の
中でも CDK2 をより優位に抑制するとされて
いる Roscovitine の効果を NUAK2 増幅および
PTEN 欠失を有する悪性黒色腫細胞（C32）を
用いて検討とした。高濃度（25M）では C32
もコントロール（mel18）ともに細胞増殖は
抑制されたが、低濃度（5M）では C32 のみ
で細胞増殖が抑制された（図６）。さらに
xenograft モデルを用いた in vivo での検討
を行ったところ NUAK2 増幅および PTEN 欠失
を有する悪性黒色腫細胞（C32 および SM2-1）
にて腫瘍増殖抑制効果が認められた（図７）。 
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