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研究成果の概要（和文）：SIRT1はメラノーマ細胞の細胞質に局在し, 発現抑制によりメラノー

マ細胞の移動が抑制された. SIRT1 は突起部分の細胞膜直下で F-actin と共局在し, 血清増殖

因子により SIRT1, PIP-3, Akt の集積を認めた. B16F1 メラノーマ移植マウスに SIRT1 阻害剤

を投与した群では腫瘍細胞の腹腔内浸潤およびリンパ節転移が抑制され, 担癌マウスの生存期

間が延長した. 以上より, SIRT1阻害はメラノーマ転移の抑制に応用できる可能性が示された. 

 
研究成果の概要（英文）：SIRT1 was localized in the cytoplasm of melanoma cells and the 
SIRT1 inhibitor nicotinamide suppressed their migration. SIRT1 was detected with F-actin 
in the protuberance of the cell membrane and accumulated with PIP-3 and AKT. Nicotinamide 
inhibited the peritoneal invasion and lymph node metastasis of transplanted B16F1 cells 
in C57BL mice and extended their life span. These results indicate that SIRT1 inhibition 
may be applicable for the suppression of metastatic melanoma. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫 (メラノーマ) は転移しやすく
遠隔転移を起こしたメラノーマはきわめて
予後が悪い.日本人には末端黒子型メラノー
マが多いが, この病型に VRAF 変異は少ない
ため VRAF阻害薬の適用は限られる.腫瘍の遺
伝子変化に関わらず使用でき, 有効で副作
用の少ないメラノーマの全身療法が求めら
れている.  
 SIRT1は酵母の長寿遺伝子 Sir2の哺乳類オ

ルソログで, NAD 依存性の脱アセチル化酵素
活性を有する. SIRT1 は核と細胞質間をシャ
トルし, 心不全などの病態では核に局在し
細胞を酸化ストレスから防御する(Tanno M 
et al: J Biol Chem 282: 6823, 2007)。胎
児脳では SIRT1が神経幹細胞の分化の際に一
時的に核に移行し, Notch を抑制して神経細
胞分化を促すスイッチとして働くことが示
唆された (Hisahara S et al: Proc Natl Acad 
Sci USA 105: 15599, 2008). 
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２．研究の目的 
腫瘍細胞の接着と遊走には lamellipodia (膜
状仮足) の形成が必要である. lamellipodia
の伸長・退縮はアクチンフィラメントの重
合・脱重合, 分枝・脱分枝によって誘導され, 
複数の蛋白質と相互作用が関与する 
(Ridley AJ et al: Cell 145: 1012, 2011; 
Takenawa T & Suetsugu S: Nat Rev Mol Cell 
Biol 8: 37, 2007). 細胞の接着と遊走にお
ける SIRT1の役割は明らかにされていないが, 
酵母 Sir2 がアクチンと結合し細胞の極性に
関与することが報告されている (Liu B et 
al: Cell 140: 257, 2010 ). 
 メラノサイトも神経内分泌系細胞に属す
るため, SIRT1 がメラノーマ細胞の移動に関
係することが推測される. メラノーマ細胞
における SIRT1を検討した結果, 細胞質に発
現を認めたため, SIRT1 は細胞膜蛋白質の機
能を調節する可能性が推測された. 本研究
はメラノーマ細胞における SIRT1の細胞内局
在を検討し, SIRT1 の細胞移動に置ける機能
を解析し, SIRT1 阻害薬をメラノーマ治療に
用いる可能性について研究した. 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞を用いた実験  
 マウスメラノーマ細胞 B16F1, B16F10, ヒ
トメラノーマ細胞 M418を培養し, 5〜10 mM
ニコチンアミドを添加して, wound healing
アッセイ, マトリゲルアッセイを行った. 
ノックダウン実験は SIRT1-siRNAを発現する
レンチウイルス (Hisahara S et al: Proc 
Natl Acad Sci USA 105: 15599, 2008) を用
いた. SIRT1の細胞内局在は, SIRT1抗体 
(Sakamoto J et al: FEBS Lett 556: 281, 
2004)と Alexa Fluor 488/594標識抗ラビッ
ト抗体を用いて共焦点顕微鏡により観察し
た。  
(2)メラノーマ移植マウスを用いた実験  
 B16F1を C57BL6マウス皮下に移植し, ニコ
チンアミド（0.5 mg/g体重）を腹腔投与しメ
ラノーマの転移と担癌マウスの生命予後を
解析した. SIRT1-siRNA導入により SIRT1発
現をノックダウンした B16F1細胞を用いて同
様の実験を行った. 
 
 
４．研究成果 
(1)メラノーマ細胞における SIRT1 の局在と
細胞移動に対する効果 
 マウスメラノーマ B16F1およびヒトメラノ
ーマ MM418細胞における SIRT1の発現と局在
を検討した. 蛍光抗体法および細胞分画法
のいずれにおいても SIRT1はメラノーマ細胞
の細胞質に局在した. SIRT1 阻害薬ニコチン
アミドはメラノーマ細胞の増殖に影響せず, 

メラノーマ 細胞の移動を抑制し た . 
SIRT1-shRNA により SIRT1 発現をノックダウ
ンした B16F1細胞は, コントロール細胞に比
べ遊走能が低下した.  
(2)細胞膜突起部 (lamellipodium) におけ
る SIRT1の発現 
 B16F1 細胞の免疫染色により, 細胞移動方
向の突起部分の細胞膜直下で SIRT1 と
F-actin との共局在を認めた. 血清増殖因子
に よ り SIRT1, PI3-K, 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
e (PIP-3), AKTの活性化と lamellipodiumへ
の集積が観察された. 一方, SIRT1 阻害によ
り, B16F1 細胞の細胞移動, lamellipodium
の形成, および PIP-3 の集積が抑制された. 
これらの結果より, SIRT1 による細胞移動の
促進は, SIRT1 の lamellipodium への集積と
増殖因子刺激による PI3-K/PIP-3シグナル経
路の活性化が関与することが示唆された. 
(3)メラノーマ移植マウスを用いた実験 
 C57BL マウス皮下に B16F1 細胞を移植し, 
メラノーマ細胞の浸潤と転移に対するニコ
チンアミドの効果を検討した. ニコチンア
ミドを腹腔内投与された担癌マウスでは, 
移植 B16F1細胞の腹腔内浸潤およびリンパ節
転移が抑制され, 担癌マウスの生存期間の
延長を認めた. SIRT1 発現をノックダウンし
た B16F1 細胞を用いた移植実験においても, 
コントロールマウス群と比較して腫瘍細胞
の浸潤と転移が抑制された.  
(4)メラノーマにおける SIRT1の発現 
 色素性母斑, 原発および転移性メラノー
マの切除組織を SIRT1 抗体で染色し, SIRT1
の発現と局在を検討した. SIRT1 は母斑細胞
に発現せず, 原発メラノーマの浸潤胞巣と
転移巣に発現を認めた. マウスモデルの治
療実験及びメラノーマ組織の染色より , 
SIRT1 阻害はメラノーマ転移の抑制に応用で
きる可能性が示された. 
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