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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトのメラノーマで高頻度にみられる２つの遺伝子変異（活性化型BRAF
変異とがん抑制遺伝子PTENホモ欠損変異）を同時にもつ、マウスのメラノーマ細胞を樹立し、それを用いて生体
内でメラノーマの動態を解析する実験系を確立した。この系で細胞極性を制御するaPKC-PAR複合体の構成因子で
あるaPKCζ、aPKCλ/ι、Par3の発現を増加、または抑制させると、メラノーマの増殖能と転移能にどのような
影響が現れるかを解析した。また、メラノーマにおけるこれらのaPKC-PAR 複合体の構成因子の発現を免疫組織
化学染色で調べた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established an experimental system to analyze melanoma 
dynamics in vivo using mouse melanoma cells that simultaneously carry two gene mutations that are 
frequently observed in human melanoma (activating BRAF mutation and homozygous deletion of the tumor
 suppressor gene PTEN). We analyzed the effects of increasing or suppressing the expression of aPKC
ζ, aPKCλ/ι, and Par3, which are components of the aPKC-PAR complex that regulates cell polarity, 
on the proliferative and metastatic potential of melanoma cells. We also examined the expression of 
these components of the aPKC-PAR complex in melanoma by immunohistochemistry

研究分野： 皮膚科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの体の表面を覆う皮膚をはじめ多くの組織の細胞は、極性構造をもっている。がんの転移は細胞の極性の
喪失と捉えることができる。本研究では最も転移しやすいがんの一つであるメラノーマと細胞極性を制御する
aPKC-PAR 複合体の関係を調べた。その結果、メラノーマではaPKC-PAR 複合体を構成するPar3の発現が低下して
いることが示唆された。本研究の成果は、メラノーマの転移のメカニズムの解明や、治療薬の開発に役立つと考
えられる。

※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 
(1)私たちの体の表面を覆う皮膚をはじめ多くの組織の上皮細胞は、頂端面(apical)、基底面 
(basal)という極性構造(apical-basal polarity) をもっている。細胞極性が生み出されるメカ
ニズムの一つは、細胞極性因子複合体が頂端側に非対称に分配されることである。細胞内の重要
なシグナル伝達分子である、プロテインキナーゼ C (protein kinase C, PKC)ファミリーに属す
る atypical PKC (aPKC) には、aPKCζ(ゼータ)と aPKCλ(ラムダ)/ι(ヒトではイオタ）の２種
類の分子種が存在し、共に足場蛋白質 (scaffold protein) である Par3 および Par6 と複合
体を形成している。aPKC-Par3-Par6 複合体は進化的に保存されており、種を超えて細胞極性を
制御している 1)。 
 
(2)aPKCζノックアウト(KO)マウス、および表皮特異的 aPKCλ/ιKO マウスを用いて創傷治癒実
験を行い、aPKCζKO マウスではなく、表皮特異的 aPKCλ/ιKO マウスで創傷治癒が遅延するこ
と、それは aPKCλ/ιの欠損により表皮細胞が極性を失い、創傷方向に正しく移動できなくなる
ためであることを見出した 2)。 
 
(3)がんの遺伝子発現データベースである GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)によると、メラ
ノーマでは、aPKCζ(遺伝子名：PRKCZ) の発現は正常組織とほとんど変わらないのに対し、aPKC
λ/ι(PRKCI)の発現は約半分に、Par3(PARD3)の発現は約 1/5 に低下している。このことは、
aPKCaPKCλ/ι、Par3 の発現低下がメラノーマの特性に何らかの影響を及ぼしていること、
aPKCζと aPKCλ/ιではメラノーマにおける機能が異なることを示唆している。 
 
(4)大腸がんモデルでは、aPKCζ と aPKCλ/ιの両者が欠損すると、悪性度の高いがんが発症す
るだけでなく、がんに対する免疫監視機構が障害されることが報告されている。以上のことから、
メラノーマでも aPKC-PAR システムが破綻すると、転移が促進され、分子標的薬や免疫チェック
ポイント阻害薬に対する抵抗性を獲得するのではないか、と着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
メラノーマの発生母地になる色素細胞は、神経堤に由来し、上皮系と間葉系の中間の性質を持つ
細胞群といえる。上皮系のがんで報告された aPKC-PAR 複合体の機能はメラノーマにも当ては
まるのか、細胞極性がメラノーマの転移、および腫瘍免疫応答にどのような影響を与えるのかは、
未解決の問題である。多くのがんでは悪性度が増すにつれ細胞極性が喪失する。本研究では、細
胞極性がメラノーマの転移、およびメラノーマに対する免疫応答に、どのような影響を与えるの
かを調べることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト・メラノーマの特性を反映した実験系の構築 
メラノーマ患者で最も多い遺伝子変異である活性化型 BRAF 変異（BRAFV600E）とがん抑制遺伝子
PTEN 変異を同時にもつメラノーマ細胞株を樹立する。 
 
(2) aPKC-PAR 複合体の発現を増減させたメラノーマ細胞株の樹立 
(1)で樹立したメラノーマ細胞株に、shRNA、または cDNA を導入して、aPKCζ、aPKCλ/ι、Par3
の発現が恒常的にノックダウン、または高発現している細胞株を樹立する。 
 

(3)樹立したメラノーマ細胞株の生物学的特性の解析 
(2)で樹立したメラノーマ細胞株の増殖能、移動能を調べる。また、メラノーマのシグナル伝達
経路、上皮間葉転換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)に関わる遺伝子の発現を調
べる。 
 
(4)造腫瘍性を解析するための細胞の樹立 

ルシフェラーゼ活性を利用した in vivo イメージング法で、マウスにできたメラノーマを可視

化できるようにするために、樹立したメラノーマ細胞株にルシフェラーゼ遺伝子をもつレンチ

ウイルスベクター (CSII-puro-Luc2) を導入する。 

 
(5)樹立したメラノーマ株の造腫瘍性の解析 
ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ細胞株は C57BL/6 由来なので、C57BL/6 マウスの皮下、また
は静脈内に注射し、腫瘍の数、腫瘍の大きさ等を in vivo イメージングシステムで解析する。 



(6)メラノーマの病理組織標本における aPKC-PAR 複合体の構成因子の発現解析 
メラノーマの切除標本を用いて、aPKCζ、aPKCλ/ι、Par3 の発現を、免疫組織化学染色で調べ
る。 
 
４．研究成果 
(1)2009 年に報告されたメラノーマ・モデルマウス 
(Tyr::CreERT;Braf ca/+;Ptenlox/lox) にタモキシフェンを塗布
すると、色素細胞特異的に BRAFV600E変異、および Pten 欠損が
起こり、ヒト・メラノーマで見られる遺伝子変異をもった、転
移能の高いメラノーマを再現できる。このマウスにできたメ
ラノーマから、活性化型 BRAF 変異（BRAFV600E）とがん抑制遺伝
子 PTEN 変異を同時にもつメラノーマ細胞株（BRAFV600E; Pten－

/－細胞）を複数樹立した（図１）。樹立した細胞が色素細胞に
由来することは、色素細胞のマーカーである TRP2、S100、
MelanA 染色で確認した。 
 
(2) aPKC-PAR 複合体の構成因子である aPKCζ、aPKCλ/ι、
Par3 の shRNA ベクターを購入し、それを(1)で樹立した BRAFV600E; Pten－/－細胞に導入して発現
をノックダウンすることを試みた。shRNA ベクターが組み込まれた細胞は、ピューロマイシン耐
性を獲得するので、トランスフェクションののち、ピューロマイシンで選択されてきた細胞のコ
ロニーを複数個ピックアップし、aPKCζ、aPKCλ/ι、Par3 がノックダウンされていると考えら
れる細胞株を複数樹立した。これらの細胞で実際に目的の遺伝子がノックダウンされているか、
定量的 PCR で調べたが、ノックダウンされている細胞がないことが判明した。ピューロマイシン
を培地に入れて培養しているうちに、突然変異で耐性を獲得した細胞が生き残ったと考えられ
た。 
 
(3)上記(2)の結果から、ピューロマイシンで選択する方法から各 shRNA を組み込んだレンチウ
イルスを用いて行うことに変更した。レンチウイルスベクターには EGFP が組み込まれており、
shRNA が組み込まれた細胞は蛍光で可視化できる。現在このベクターを用いて細胞の樹立を目指
している。 
 
(4) BRAFV600E; Pten－/－細胞にルシフェラーゼ遺伝子をもつレ
ンチウイルスベクター (CSII-puro-Luc2) を導入した細胞株
を複数樹立した。ルシフェラーゼアッセイを行い、ルシフェラ
ーゼ活性の高い細胞株選択した。この細胞株をマウスの背中
の皮下に注射し、IVIS システムで確認したところ、注射部位
に一致してシグナルが見られた（図 2）。 
 
(5) 色素細胞に由来する色素性母斑、Spitsz 母斑、メラノー
マの手術標本を用いてと Par3 と aPKCλ/ιの免疫組織化学染
色を行った（図 3）。Par3 は表皮基底細胞層に発現が見られた一方、色素性母斑、Spitsz 母斑、
メラノーマの組織では発現の低下が見られた。しかし、良性の色素性母斑、Spitsz 母斑でも発
現の低下が見られており、発現の低下は色素細胞に共通してみられる可能性がある。 
aPKCλ/ιは色素性母斑では表皮より発現が低下しているようにみえたものの、Spitsz 母斑、 

メラノーマでは表皮組織と同程度に発現しているようにみえた。今後はより多くの検体で検討
する予定である。 
 
(6) 共同研究者の緒方はおもにメラノ
ーマの臨床面から研究を行った。日本に
おけるメラノーマ患者の各ステージご
との治療反応性を解析したほか、一酸化
窒素（NO）が、PTEN を不活性化すること
によって PI3K-AKT 経路を活性化し、臨床
的転帰の悪化をもたらす可能性がある
ことを報告した。 
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