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研究成果の概要（和文）：Wntシグナル伝達系は発癌に重要なシグナル伝達系である。悪性黒色腫においてもWntシグナ
ルの活性化が報告されている。今回の研究では消炎鎮痛薬として使用されているcelecoxibが、Wntシグナル伝達系を選
択的に阻害する分子標的薬として機能するかどうかを検討した。悪性黒色腫患者切除検体を用いてWntシグナルのkey m
oleculeであるβ-cateninの発現を検討したところ、この蛋白の発現が認められた。さらに悪性黒色腫細胞株にcelecox
ibを添加したところ、増殖抑制効果が認められた。さらに興味深いことに、β-cateninの発現量とcelecoxibの増殖抑
制効果に相関が認められた。

研究成果の概要（英文）：Wnt sinaling pathway has a crucial role in tumorgenesis. Some report have demonstr
ated that this signaling pathway was activated in melanoma. In this study, we evaluated whether celecoxib,
 a NSAIDs inhibited Wnt signaling pathway or not. If celecoxib suppressed Wnt signaling, this drug can be 
used as a molecular targeting drug. The expression of beta-catenin in melanoma samples was assessed by imm
unohistochemistry. Some melanoma samples expressed beta-catenin. Next, celecoxib was administrated in cell
 culture medium of melanoma cells. This experiment revealed that celecoxib inhibited the growth of melanom
a cells. The relationship between the amount of beta-catenin in melanoma cells and the extent of growth su
ppression of melanoma cells was investigated, suggesting correlation of Wnt signal activation and the effe
ct of growth inhibition of melanoma cells.
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１．研究開始当初の背景 
 悪性黒色腫は高率に転移を引き起こす近年
増加傾向にある皮膚悪性腫瘍である。初期に
診断されれば、切除のみで完治が可能である
が、ひとたび転移を生ずると効果的な化学療
法が確立されておらず、予後は極めて不良と
なる。 
 近年の分子生物学や遺伝子工学を駆使し
た研究成果により、悪性黒色腫においてもシ
グナルの異常な活性化が起こっていること
が解明された。EGF や KIT などが結合する増
殖因子受容体の下流に位置し、主に増殖シグ
ナルを伝達するB-Raf蛋白をコードする遺伝
子の変異が表在拡大型の悪性黒色腫で高頻
度に検出されることが報告された。さらに蛋
白の構造解析を応用し、変異を引き起こした
B-Raf 蛋白を特異的に抑制する分子標的薬が
開発され、この薬剤が B-Raf 変異をもつ悪性
黒色種に対して強力な抗腫瘍効果を示すこ
とも示された。 
 しかし、日本人に多く発症する末端黒子型
の悪性黒色腫では B-Raf 変異の頻度は低く、
別の増殖シグナル異常な活性化が増殖や転
移に関与している可能性が示唆されていた。
今回、我々は発生期における臓器形成や発癌
に関与するWntシグナル伝達系に注目するこ
ととした。このシグナル伝達系が腫瘍の増殖
に重要な役割を演ずるかどうかについて検
討することとした。さらに Wnt シグナルを選
択的に抑制する薬剤が悪性黒色腫の増殖を
抑制するかどうかについて検索することと
した。 
 
２．研究の目的 
 Wnt シグナル伝達系が悪性黒色腫の増殖
や転移に関与しているかどうかを検索する。
さらに、Wntシグナルを選択的に阻害する薬
剤が腫瘍の増殖を抑制するかどうかについ
て検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)Wnt シグナルの悪性黒色腫における活性
化状態を本シグナルの key molecule である
β-cateninの発現をメルクマールとして検索
する。 
(2)悪性黒色腫細胞株においても同様にβ
-cateninの発現量を免疫組織学的に検索する
ことで、活性化状態を検討する。 
(3) Wntシグナルを選択的に阻害する薬剤を
悪性黒色腫細胞株に添加することで増殖の
抑制や細胞死の誘導が引き起こされるかど
うかを検討する。 
(4) その他、現在使用可能な薬剤がWntシグ
ナルを抑制する可能性があるかどうかを検
索する。 
 
４．研究成果 
(1)悪性黒色腫におけるβ-cateninの発 

図 1 は悪性黒色腫
患者の切除標本 
を用いた免疫組織
染色である。悪性
黒色腫  の細胞の
ほぼすべてがβ
-catenin を発現し
ている検体もある
一方、図 2 のよう
に腫瘍の先端部の
みに発現している
症例も認められた。
このことは、Wnt
シグナルが悪性黒
色腫の増殖に関与
するのみではなく、
腫瘍に浸潤に関与
している可能性を
示唆している。こ
の結果は、Wnt シ
グナルをターゲットとする分子標的薬は腫
瘍の増殖抑制のみではなく、転移の予防薬と
して使用できる可能性を示している。 
 
(2)悪性黒色腫株におけるβ-cateninの発現 
当科で樹立及び他の研究室より供与された
悪性黒色腫細胞株におけるβ-cateninの発現
を免疫組織化学及びウエスタンブロット法
で検討したところ、図 3や図 4に示すように
細胞株ごとで発現量が異なることが判明し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)Wnt シグ
ナルを抑制す
る分子標的薬
による悪性黒
色腫株の増殖
抑制 
右の図 5 に示
す
PKF115-0584
はβ -catenin
と 転 写 因 子

図１ β-catenin 染色 

図 2 β-catenin 染色 

図 3 β-catenin 染色 

図 4 β-catenin の発現 

図 5 Wnt シグナル阻害薬 



Tcf との結合を選択的に阻害する分子標的薬
である。当該薬剤が Wnt シグナルの活性化
した悪性黒色腫細胞株の増殖を抑制するか
どうかを検討した。その結果、図 6に示す通
りに悪性黒色腫の増殖を抑制したが、その効
果は Wnt シグナルの活性化とは相関しなか
った。この理由については現在検討中である。 

(4)悪性黒色腫細胞株における Wnt シグナル
抑制薬の増殖抑制効果の検討 
図 7 に示す、celecoxib は選択的 COX-2 阻害
薬であり、胃潰瘍などの消化器症状を引き起
こさない消炎鎮痛薬として多くの患者に投
与されてきた。一方、
本薬剤は大腸がんの
細胞株に apoptosis
を誘導することで、
腫瘍抑制効果もある
ことが報告されてい
る。そのメカニズム
の詳細は明らかとな
っていないが、核内
でβ-cateninと結合し、遺伝子発現を誘導す
る Tcf-1、Tcf-4の発現を抑制する可能性が示
されている。そこで、上記の悪性黒色腫細胞
株に celecoxib を加え、増殖が抑制されるか
どうかをMTT assayを用いて検討した。 
 その結果、悪性黒色腫細胞株の一部では図
8に示すように増殖抑制効果が認められた。 
さらに興味深いことに、上記に示すように
celecoxib により増殖抑制効果が認められた
細胞株 938（図 9 左）はβ-cateninを多く発
現しており、一方、増殖抑制効果を示さなか
った KM細胞株（図 9右）はβ-cateninの発
現が低いことが判明した。この結果は、
celecoxibがWntシグナル依存的に悪性黒色

腫細胞株の増殖を抑制している可能性を示
している。 
 今後は TOPFLASH/FOPFLASH プラスミドを用
いて、celecoxib が Wnt 依存的に増殖を抑制

しているかどうかを検討する。さらに、ここ
に示した celecoxib により増殖抑制効果が、
大腸がん細胞株で示されているような
apoptosis の誘導によるのか、それとも細胞
周期を抑制する cyclin inhibitor の発現誘
導によるのか、などについて詳細に検討する
予定である。 
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