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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫は、日本でも近年増加傾向にある悪性腫瘍であり、転移が見つかった患者
の５年生存率が低いこと（StageIII-50%, IV-10%以下）、化学療法、放射線治療が効きにくいことから、新規治
療法の開発が重要である。そこで悪性黒色腫に強く発現する転写因子SOX10の機能解析を行い、新規治療法の開
発に繋げることを目的に研究を行った。
その過程で、①肺がんにおける免疫チェックポイント分子の一つであるPD-L1の発現調節機構を明らかにした。
また②生薬オウレンがBAX/BAKを介して悪性黒色腫でアポトーシスを誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The number of melanoma patients is gradually increasing in Japan, and the 
prognosis is very poor with a 5-year survival rate of less than 20% in the case of metastatic 
melanoma. In addition, the chemotherapy and radiotherapy are not effective in melanoma; therefore, a
 new therapeutic strategy is required. In this study, we performed the functional analysis of 
transcription factor, SOX10, which is highly expressed in melanoma.
Under this research project, we identified 1) the regulation mechanism of PD-L1 in lung cancer, and 
2) the induction of apoptosis by Coptidis Rhizoma through BAX/BAK in melanoma.
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は、日本でも近年増加傾向に

ある難治性の悪性腫瘍であり、化学療法・
放射線治療が効きにくいことから、新規治
療法の開発が重要である。最近、抗 PD-1
抗体を用いた新たな免疫療法により、PD-1
のリガンドである PD-L1 を発現する悪性黒
色腫患者において良好な成績を挙げている
ことが報告された（N Engl J Med, 2012）。
しかし、その効果が限定的であり、特に
PD-L1 低発現の悪性黒色腫患者においては
効果が見られないことから、PD-1 のリガン
ド発現調節機構を理解することは非常に重
要である。また転写因子 SOX10 は、色素細
胞の分化に重要であることが知られている
が、その発現調節機構や悪性黒色腫におけ
る機能についての報告はほとんどない。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、悪性黒色腫での転写因子
SOX10 の発現制御機構の解析、下流遺伝子
の同定・機能解析を行い、悪性黒色腫のが
ん微小環境における転写因子 SOX10 の機能
を明らかにすることである。 
 
(1) PD-L1 の発現制御機構の解析 
SOX10 の下流遺伝子の一つと予測された
PD-L1 の発現制御機構について、肺がんを
用いて検討した。 
 
(2) オウレンによる細胞死誘導機序の解析 
オウレン（生薬）水抽出エキス（CR）によ
る悪性黒色腫の細胞死誘導機序を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) PD-L1 の発現制御機構の解析 
① Flow Cytometry 解析 
培養した肺がん細胞株を epidermal Growth 
Factor や各種阻害剤で処理した後、
PE-humanCD274 抗体(cBioscinences)で染
色し、Flow cytometer により PD-L1 の発現
を解析した。結果は、Flowjo ソフトウェア
(TreeStar)を用いて解析した。 
 
(2) オウレンによる細胞死誘導機序の解析 
①細胞増殖解析 
細胞株をオウレン水抽出物（CR）で処理し、
24, 48, 72 時 間 後 に
CellTiter-Glo(Promega)を用いて、細胞増
殖に及ぼす CR の効果を検討した。 
 
② Western Blotting 法 
細胞抽出タンパク質をアクリルアミドゲル
を用いて電気泳動し、各種抗体を用いてタ
ンパク質の発現量を検討した。 
 
③ CRISPER-Cas9 による BAX/BAK のノック
アウト細胞株の樹立 
CRISPER-Cas9 システムを用いて、悪性黒色

腫細胞株 A2058 で BAX、BAK ノックアウト細
胞株をそれぞれ樹立した。 
 
４．研究成果 
(1) PD-L1 の発現制御機構の解析 
A) 肺がん細胞において、EGFR の活性化と
PD-L1 の発現が正の相関を示した（下図 A）。
具体的には、EGFR 野生型の細胞株(PC-14, 
A549, LU-99)と比較して、活性化型 EGFR
変異の細胞株(PC-9)において、PD-L1 の発
現が高いことを明らかにした。また LU-99
は、他の EGFR 野生型の細胞株と比較して、
EGFR の Y1068 のリン酸化が高い（活性化さ
れている）ことを明らかにした。 

 
B) PD-L1 の発現は、EGFR の活性化に依存す
る 
PC-9 において、gefitinib を用いることで
PD-L1 の発現が抑制されること、また LU-99
細胞において EGF が PD-L1 の発現をゆうど
うすることを明らかにした（下図 B, C）。 

 
以上の結果より、肺がん細胞において、 
EGFR の活性化が AKT-STAT3 経路を介して、
PD-L1 の発現を誘導していることを明らか
にした。 
 
 



(2) オウレンによる細胞死誘導機序の解析 
A) オウレン水抽出物(CR)は、アポトーシス
誘導により、悪性黒色腫の細胞増殖をそが
いする。 
悪性黒色腫細胞株を CR で処理し、細胞増
殖・アポトーシス関連タンパク質を調べた
結果、アポトーシスを介して細胞増殖が阻
害されることを明らかにした（下図 A, B）。 

 
B) オウレンは BAX/BAK を介してアポトー
シスを誘導する。 
BAX、BAK をそれぞれノックアウトした細胞
株を樹立した（下図 C）。またその細胞株を
用いて、CR 処理による細胞増殖の効果を検
討した。その結果、CR により誘導されるア
ポトーシスが BAX、BAK どちらのノックアウ
ト細胞においても強く抑制されることを明
らかにした。 

 

 
以上の結果より、オウレン水抽出物は、
BAX/BAK を介して悪性黒色腫においてアポ
トーシスを誘導することを明らかにした。 
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