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研究成果の概要（和文）：本申請課題では、「なぜ同じ色素細胞由来の腫瘍で、がん遺伝子・がん抑制遺伝子の
組み合わせ、転移臓器が異なるのか」という問いを明らかにする目的で研究を進めた。
　皮膚メラノーマで見られるがん遺伝子BRAFと眼のメラノーマのがん遺伝子GNA11を導入した細胞でそれぞれ皮
膚メラノーマで見られるPTENを欠損させた細胞株を樹立し、腫瘍悪性化に関わる表現型について検討した。
　その結果、腫瘍増殖能・転移に関わる細胞運動能がBRAF/PTENの組み合わせの場合にのみ亢進するということ
を発見した。その詳細なメカニズムは現在検討中である。

研究成果の概要（英文）： In this project, we focused on the difference of oncogenes and tumor 
suppressors even in similar melanoma derived from cutaneous and uveal tissue.
 To this end, we established the melanocytes overexpressing BRAF or GNA11, which is related to 
cutaneous melanoma or uveal melanoma, respectively. In addition, PTEN was knocked out in each 
established cells.
 We determined the increased tumor growth and cell migratory ability only in BRAF/PTEN-loss cells 
though the detailed mechanism is unknown.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん遺伝子　がん抑制遺伝子　悪性黒色腫

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
死因の第一位が悪性新生物であり、今回の研究課題が腫瘍の発生の根幹に迫る研究内容であることから、学術的
意義や社会的意義は十分あると考えられる。
現在詳細についての検討中であり、興味深い結果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は、色素細胞由来の悪性腫瘍であり、皮膚や眼（ぶどう膜）に発生する。それぞれ発
生部位が異なるだけでなく、皮膚悪性黒色腫は肺に転移し、BRAF/NRAS をがん遺伝子として、
PTEN をがん抑制遺伝子として持っている。一方、ぶどう膜悪性黒色腫は肝臓に転移し、
GNAQ/GNA11 をがん遺伝子として、BAP1 をがん抑制遺伝子として持っている（図１）。 
 申請者はこれまでに皮膚悪性黒色腫の研究で多くの成果を挙げてきた。特に皮膚悪性黒色腫
におけるがん遺伝子の機能解析を行い、皮膚悪性黒色腫特異的がん遺伝子である MITF の新規
変異の同定（Yokoyama et al, Nature, 2011）や悪性黒色腫におけるがん遺伝子としての BCL2A1
の同定（Haq R, Yokoyama S, et al, Proc Natl Acad Sci USA, 2013）などを行なってきた。ま
た最近、腫瘍悪性化進展に対する新規薬剤標的遺伝子を探索する目的で、98 種の脱ユビキチン
化酵素のスクリーニングを行ない、肺がん・悪性黒色腫の転移に必須である SNAIL・SLUG を
安定化させる脱ユビキチン化酵素として、それぞれ COPS5・STAMBP を同定している
（Oncotarget, In Revision, 第 26 回日本がん転移学会, 2017）。さらに脱ユビキチン化酵素スク
リーニングの過程で、BRAF 変異を持つ皮膚悪性黒色腫細胞株２種（UACC257、M14）におい
て、脱ユビキチン化酵素の１種である BAP1 のノックダウンが細胞増殖を抑制するという結果
を得た（unpublished data、図２）。BAP1 が、ぶどう膜悪性黒色腫でがん抑制遺伝子として報
告されていることを考えると、「なぜ BRAF 変異をもつ皮膚悪性黒色腫細胞株で BAP1 が細胞
増殖に必須であるのか？」という疑問が涌いてくる。そこで本研究課題の核心をなす学術的「問
い」は、「なぜ同じ色素細胞由来の腫瘍で、がん遺伝子・がん抑制遺伝子の組み合わせ、転移臓
器が異なるのか」と設定し、研究を進める。 
 
２．研究の目的 
皮膚悪性黒色腫細胞株２種を用いた脱ユビキチン化酵素のスクリーニングで同定したBAP1が、
ぶどう膜悪性黒色腫においてがん抑制遺伝子であることから、「なぜ同じ色素細胞由来の腫瘍で、
がん遺伝子・がん抑制遺伝子の組み合わせ、転移臓器が異なるのか」という学術的「問い」を設
定している。具体的な本研究課題の目的は、「異なるがん遺伝子(BRAF V600E, NRAS Q61R, 
GNA11 Q209L)を導入した細胞で、BAP1/PTEN の機能とその表現型を明らかにする」ことで
ある。 
(1) 脱ユビキチン化酵素の１種である BAP1 のノックダウンが細胞増殖を抑制するという結果を
得た際のスクリーニングで同定した PSMD14 の機序を明らかにする。 
(2) 悪性黒色腫における CDK2/9 阻害剤 Dinaciclib のアポトーシス誘導機序を明らかにし、新
規併用療法を提案する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞増殖解析 
細胞株に siRNA を導入し、96 時間後に WST-1(Dojindo)を用いて、細胞増殖に及ぼすノックダウ
ンの効果を検討した。また化合物による細胞増殖への影響については、細胞を各化合物で処理し、
細胞増殖を検討した。 
 
(2) Western Blotting 法 
細胞抽出タンパク質をアクリルアミドゲルに電気泳動し、各種抗体を用いてタンパク質の発現
量を検討した。 
 
(3) Real-time PCR 法 
細胞から total RNA を抽出し、ABI Prism 7300 sequence detection system を用いて、real-
time PCR を行なった。primer は、 
p21 mRNA 5′-AGT CAG TTC CTT GTG GAG CC-3′ (sense)  
5′-CAT GGG TTC TGA CGG ACA T-3′(antisense)  
SMAD2 mRNA  5′-CAC GCT AGG AAA ACA GCC TC-3′ (sense)  
5′-TCG GAA GAG GAA GGA ACA AA-3′ (antisense), 
SMAD3 mRNA  5′-TCA ACA CCA AGT GCA TCA CC-3′ (sense)  
5′-CGG CAG TAG ATG ACA TGA GG-3′ (antisense) 
β-actin mRNA  5′-GCA CAG AGC CTC GCC TT-3′ (sense) 
5′-GTT GTC GAC GAC GAG CG-3′(antisense)  
をそれぞれ使用し、それぞれの発現量を-actin の値で補正した。 
 
(4) 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) PSMD14 ノックダウンによる細胞増殖への影響 
① ヒトメラノーマ細胞株 4 種に PSMD14 に対
する配列の異なる2種のsiRNA(siPSMD14#19, 
#20)をそれぞれ導入し、細胞増殖を検討した。
その結果、4 種すべてのメラノーマ細胞株に
おいて、細胞増殖が有意に抑制された（図１）。 
 
② PSMD14 ノックダウンによる細胞周期関連
タンパク質の発現変化 
ヒトメラノーマ細胞株で同様に PSMD14 のノ
ックダウンを行い、細胞増殖（特に細胞周期）
に関わるタンパク質の発現を Western blot 法に
て検討した。その結果、p21 の発現上昇が観察さ
れた。また p21 の発現誘導に重要な SMAD3 の発
現上昇も観察された（図２）。 
 
③ PSMD14 ノックダウンは SMAD3 誘導を介して
p21 発現を誘導する。 
PSMD14 ノックダウンによる p21 の誘導に、SMAD3
の誘導が関与するのかについて、PSMD14と SMAD3
をダブルノックダウンすることで検討した（図
3）。その結果、PSMD14 ノックダウンにより誘導
される p21 の発現が、SMAD3 をダブルノックダウ
ンすることで減弱した。このことから、PSMD14 ノ
ックダウンは SMAD3 誘導を介して p21 発現を誘
導することが明らかとなった。 

 
④ PSMD14 ノックダウンは SMAD3 誘導を介して細胞増殖を抑制する 
最後に PSMD14 による細胞増殖抑制に SMAD3 の誘導が関与するのかについて、PSMD14 と SMAD3 を
ダブルノックダウンすることで検討した（図 4）。その結果、PSMD14 ノックダウンにより抑制さ
れる細胞運動抑制が、SMAD3 をダブルノックダウンすることで減弱した。このことから、PSMD14
ノックダウンは SMAD3 誘導を介して細胞運動を抑制することが明らかとなった。 
 
以上の結果より、PSMD14 は SMAD3 を制御することで悪性黒色腫の細胞増殖を誘導していること
が明らかとなった。また PSMD14 を阻害することで、細胞増殖が抑制できる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（2） CDK2/9 阻害剤 Dinaciclib と BRAF 阻害剤の併用療法は、メラノーマの効果的な治療法に
なりうる。 
⑤ BAX-/-, BAK-/-細胞株の樹立 
ヒトメラノーマ細胞株 A2058 細胞に GeneArtCRISPR 
nuclease vector with OFP (Life Technologies)を用い
て BAX, BAK をそれぞれノックアウトした細胞株を樹立し
た（図５）。 
 
⑥ CDK2/9 阻害剤 Dinaciclib は BAK を介して細胞増殖を
阻害する。 
ヒトメラノーマ細胞株 A2058 細胞、A2058 BAX-
/-、A2058 BAK-/-の細胞を Dinaciclib で処理
し、細胞増殖を比較した（図 6）。BAK-/-細胞に
おいて、細胞増殖抑制が減弱したことから、
Dinaciblib は BAK を介したアポトーシスによ
り細胞増殖を抑制することが明らかとなった。 
 
⑦ BRAF 阻害剤 vemurafenib は BAX を介して細
胞増殖を阻害する。 
ヒトメラノーマ細胞株 A2058 細胞、A2058 BAX-
/-、A2058 BAK-/-の細胞を vemurafenib で処理
し、細胞増殖を比較した（図 7）。BAX-/-細胞に
おいて、細胞増殖抑制が減弱したことから、
vemurafenib は BAX を介したアポトーシスによ
り細胞増殖を抑制することが明らかとなった。 
 
 
 
⑧ Dinaciclib と vemurafenib の併用は、in vivo で腫瘍増
殖を抑制する。 
ヒトメラノーマ細胞株 A2058 を C.B-17/lcrHsd-Prkdcscid
に皮下移植し、50 mg/kg vemurafenib を毎日、20 mg/kg 
Dinaciclibを 3日毎に腹腔内投与し、腫瘍径を測定した（図
8）。その結果、2 剤の併用は有意に腫瘍増殖を抑制するこ
とが明らかとなった。 
 
以上の結果より、vemurafenib と Dinaciclib は BAX と BAK
をそれぞれ活性化する効果的な薬剤併用法であり、メラノ
ーマの新規治療法となりうることを明らかにした。 
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