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研究成果の概要（和文）：DNA脱メチル化剤5-aza-dC存在下でIFN-βによるアポトーシスが誘導されるメラノーマ細胞
株を用いて, 細胞死に関係するmiRNAを網羅的に解析した。発現抑制と上流配列のメチル化を認めた6種類のmiRANAを同
定した。そのうちmiR-596は20株のメラノーマ細胞において上流配列に高度メチル化を認め, miR-596前駆体の導入によ
りメラノーマ細胞の増殖が抑制された。5-aza-dC + IFN-βによるメラノーマ細胞の増殖抑制はmiR-596が関与すること
が示唆された。外科切除したメラノーマ検体は色素性母斑に比べてmir-598のメチル化レベルが高かった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to examine the epigenetically silenced miRNA and its involvement in the 
induction of apoptosis of cultured melanoma cells. A screen for miRNAs induced by 5-aza-2’deoxycytidine 
(5-aza-dC) and interferon-beta (IFN-β) in TXM18 melanoma cells identified six species of miRNAs 
including miR-7, miR-203, miR-215 and miR-596. The CpG island of the miR-596 gene was strongly methylated 
in all melanoma cell lines tested (n = 20) whereas methylation levels were limited in melanocytes (n=4). 
Transfection of a precursor of miR-596 into melanoma cells induced growth suppression, indicating that 
the effect of 5-aza-dC plus IFN-β is in part due to induction of miR-596. Methylation levels of miR-596 
were significantly higher in clinical specimens of melanoma as compared to benign melanocytic nevi.

研究分野： 皮膚科学・皮膚腫瘍学

キーワード： 悪性黒色腫 (メラノーマ)　インターフェロン-β　アポトーシス　DNAメチル化　5-aza-2’-cytidine　
microRNA (miR)　次世代シーケンス
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1. 研究開始当初の背景 

 悪性黒色腫 (メラノーマ) は転移し易く, 遠隔転

移のある進行期メラノーマの予後は極めて悪い。

NRAS/MAPK 経路はメラノーマの発がんに重要で, 欧

米人メラノーマの70%以上にBRAF変異が認められる。

BRAF 変異のあるメラノーマに BRAF 阻害薬が使用で

きるようになったが, わが国の V600 変異メラノーマ

は 30%以下である。これまでメラノーマの転移に関

係する細胞遺伝子産物として, Wnt, -catenin/PTEN, 

Ski, 転写因子 AP-2, TGF-ファミリーMIC-1 などが報

告されている。しかし, 日本人メラノーマの 40〜50%

にみられる手足のメラノーマ (末端黒子型メラノー

マ) の浸潤・転移に関わる分子は明らかではない。現

在, 進行期メラノーマの全身療法として, インター

フェロン- (IFN-) とダカルバジンが使用され, 一

部の症例には細胞周期チェックポイント阻害薬 

(CTLA-4抗体, 抗PD-1抗体) が使用される。しかし, い

ずれの全身療法も腫瘍縮小効果あるいは延命効果は

一部の症例に限られる。症例によって奏効性が異な

る原因として, 細胞傷害に関係する細胞遺伝子が発

現抑制されている可能性が推測される.  

 メラノーマ細胞に対するアポトーシス誘導能はイ

ンターフェロンの中では IFN- が最も強力で, アポ

トーシス過程に caspase 2 の活性化が認められる 

(Kamiya T et al: J Interferon Cytokine Res 30: 349, 2010)。

IFN-にアポトーシス抵抗性を示すメラノーマ細胞株

では, メチル化により IFN-誘導性のアポトーシス関

連遺伝子が発現抑制されていることが推測される。

われわれは , DNA 脱メチル化剤 5-aza-2’-cytidine 

(5-aza-dC) および IFN-の複合効果によってアポトー

シスが誘導されるメラノーマ細胞株を用いて, 細胞

死に関係する miRNA を網羅的に解析した。上流配列

に著名なメチル化を認めたmir-596に注目し, 細胞増

殖抑制効果とメラノーマ検体におけるメチル化につ

いて検討した。 
 

2. 研究の目的 

 メラノーマの全身療法に使用される IFN-の臨床

効果は症例によって異なるが, この原因として細胞

傷害に関係する細胞遺伝子の発現抑制が推測される。

細胞遺伝子の発現抑制は, ゲノム DNA のメチル化に

よることが多い。そこで, 5-aza-dC 存在下で培養し

IFN-添加により強い細胞傷害の誘導されるメラノー

マ細胞を用いて, IFN- + 5-aza-dCによって発現の亢進

する microRNA を同定する。本研究は, メラノーマの

術後補助療法として, また, 進行期メラノーマの全

身療法として使用されている IFN-による細胞傷害

作用に抵抗性を与える miRNA を同定し, メラノーマ

の浸潤と転移における役割を明らかにし, 薬剤感受

性の予測を目指すものである。5-aza-dC と IFN-の 2

剤によってアポトーシスが誘導されるメラノーマ細

胞株 TXM-18 を用いて, 5-aza-dC + IFN- 処理を行い, 

発現が亢進し, かつ 5’上流域の CpG islandの高度メチ

ル化のみられる 6 種類の miRNA を同定した。本研究

は, これら microRNA のうち, メラノーマ細胞で抑制

されている microRNA の生物学的活性とメラノーマ

における発現を詳細に検討する。なお, 機能的アッセ

イ法ではないが, BRAF 以外に存在すると思われる日

本人メラノーマのドライバー変異の解析も臨床検体

を用いて行った。 
 

3. 研究の方法 

3.1. 細胞株と組織検体：メラノーマ細胞株 20, 正常

メラノサイト細胞株4, メラノーマ切除検体56, 色素

性母斑切除検体 19 を解析した。 

3.2. 細胞増殖性の検討：メラノーマ細胞株をそれぞ

れ無処理, 5-aza-dC 処理 (1 µM, 72 時間培養), IFN-β 処

理 (48時間無処理後 1,000 U/mlで 24時間培養), およ

び 5-aza-dC+IFN-β 処理  (48 時間 5-aza-dC 処理後

5-aza-dC+IFN-β で 24 時間培養) した後, MTT アッセイ

により細胞数を計測した。 

3.3. m iRN A 発現プロファイリングと定量 RT-PCR：メ

ラノーマ細胞における miRNA 発現を TaqMan 

MicroRNA Array v2.0 (Applied Biosystems) 用いて網羅

的に解析した。5-aza-dC + IFN-処理したメラノーマ細

胞株から RNA を精製し , miRNA 発現を TaqMan 

microRNA Assays (Applied Biosystems) を用いたRT-PCR

により miRNA の発現量を解析した。 

3.4. DN A メチル化解析：メラノーマ細胞, 正常メラノ

サイトおよび臨床検体のゲノム DNA を EpiTect 

Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を 用い て

bisulfite 処理し, bisulfite 処理 DNA を用いてメチル化

特異的 PCR (MSP) 法, バイサルファイトパイロシー

クエンス法およびバイサルファイトシークエンス法

により, CpG island のメチル化解析を行った。 

3.5. 遺伝子導入による m iRN A の効果: Lipofectamine 

2000 を用いて , メラノーマ細胞株  TXM18, AK-1, 

SK-mel-23, C32 に miRNA Precursor Molecule (Ambion) 



あるいは negative control (100 pmol) を導入し, 72 時

間後に MTT アッセイを用いて細胞数を計測した。 

3.6. 色素性母斑およびメラノーマにおける m iRN A の

メチル化：パラフィンブロックより, RNA を調整しパ

イロシークエンス法を用いて解析した。  

3.7. メラノーマのドライバー変異の解析：原発腫瘍, 

転移腫瘍および末梢血単核球より細胞 DNA を精製

し, 409 遺伝子のエクソン変異を次世代シーケンスに

より解析した。 

 なお, 臨床検体の採取に関しては, 本大学のゲノ

ム委員会と倫理委員会承認を得ており, 個人情報の

管理は本学の個人情報保護規定に基づいて行われて

いる.  
 

4. 研究成果 

4.1. m iRN A 発現プロファイリングによる m ir-596 の

同定 

 TXM18 細胞において 5-aza-dC および IFN-β 処理に

よって発現変動する miRNA を TaqMan miRNA Array を

用いて網羅的に解析した。664 種の miRNA のうち, コ

ントロール群より, 5-aza-dC＋IFN-β によって 5 倍以上

発現が亢進した miRNA は 23 種類であった。miRNA

コード遺伝子を UCSC ゲノムブラウザで検討した結

果, 上流 5 kb 以内に CpG アイランドが存在したのは

miR-203, miR-503, miR-618, miR-886, miR-941, miR-596

の 6 種類であった。腫瘍特異的かつ高頻度な CpG ア

イランドメチル化が認められた miR-596 を詳細に解

析した。メラノーマの浸潤, 転移, 生存に関係する

miRNA を 30 種類以上報告されているが, われわれの

同定した miRNA は含まれていない (Segura MF et al: 

Carcinogenesis 100: 1, 2012)。 
 

4.2. メラノーマ細胞株における m ir-596 の発現 

 メラノーマ細胞株 A375, AK-1, SK-mel-23, TXM18, 

WM266 において 5-aza-dC および IFN-β 処理による

miR-596 の発現変動を解析した結果、全ての細胞にお

いて miR-596 発現の上昇が認められた。MSP および

パイロシークエンス法を用いて miR-596 の CpG island

のメチル化を解析した結果, 検討したすべてのメラ

ノーマ細胞株において高度なメチル化が検出された

(平均メチル化レベル 88.0%)。正常メラノサイト細胞

ではメチル化は低レベルであった (平均メチル化レ

ベル 17.3%)。バイサルファイトシークエンス法によ

り miR-596 の CpG island メチル化を検討した結果, 

メラノーマ細胞では全アレルが高度にメチル化され

ている一方, メラノサイトではメチル化は限定的で

あった。miR-596 およびコントロール RNA をメラノ

ーマ細胞株に導入し細胞増殖に与える影響を検討し

た。miR-596 は TXM18, AK-1, SK-mel-23 の増殖を強く

抑制した。これらの結果から, 5-aza-dC および IFN-β

処理による miR-596 の発現誘導が抗腫瘍効果をもた

らす可能性が示唆された。 
 

4.3. 切除組織における m iR-596 の発現 

 色素性母斑およびメラノーマの切除検体における

miR-596 のメチル化をパイロシークエンス法で検討

した結果 , メチル化レベルの平均値はそれぞれ

30.1%, 40.6%であった。近年の高解像度な染色体解析

により, 複数の癌細胞株において miR-596 を含む

8p23 領域の欠失が報告されている。メラノーマの進

展と転移における miR-596 の役割については発生部

位, 組織型, 病期との関係についての解析が必要で

ある。 
 

4.4. 日本人メラノーマのドライバー遺伝子変異 

 足底メラノーマ患者の原発腫瘍, リンパ節転移, 

末梢血リンパ球よりそれぞれ DNA を精製し, 次世代

シーケンスを用いて409遺伝子の変異解析を行った。

その結果, 原発腫瘍と転移腫瘍に共通に認められる

変異遺伝子 11 種類を同定した。サンガー法で確認し

た結果, FLT3 と NF1 にアミノ酸変化を伴う変異を認

めたことより, これら遺伝子が本症例のドライバー

変異と考えられた。FLT3 と NF1 が日本人メラノーマ

の少なくとも一部のメラノーマのドライバー変異で

ある可能性が推測される。 
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