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研究成果の概要（和文）：皮膚癌の治療抵抗性に本質的に関わる遺伝子変化を同定する研究を簡単に行うシステムを以
下のように構築した。細胞に強制発現させるとランダムに様々な遺伝子変異を引き起こす遺伝子(AID)をマウスメラノ
ーマ細胞に安定導入する。それをマウスに接種し、抗がん剤や免疫療法で治療を行う。治療に抵抗して増殖した癌細胞
を採取、遺伝子変異、発現プロファイルの変化を治療前と比較し、皮膚癌の治療抵抗性に関わる可能性がある多数の候
補遺伝子を同定し、解析を進めた。例として、Nupr1の発現上昇が抗がん剤感受性低下に、Timp3の発現量低下がT細胞
感受性に関与することが明らかとなり、当システムの有用性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed simple system to identify the genetic changes that induced 
treatment resistances of skin cancers. We transduced AID gene, that is known to induce random mutations 
in the transduced cells, into B16 murine melanoma cells. Then, we treated mice bearing the tumor with 
anticancer drugs and a cancer vaccine. Grown tumors were collected, and the status of gene mutation and 
gene expression profiles were compared with pre-treatment tumor cells. In the result, we could identify 
many genetic changes as candidates for the factors of treatment resistance. For example, resistance to 
anticancer drugs was mediated by upregulation of Nupr1, and resistance to a cancer vaccine was mediated 
by downregulation of Timp3. These findings suggested usefulness of our system to identify the important 
factors that induce treatment resistances of skin cancers.

研究分野：皮膚免疫

キーワード： AID　メラノーマ　Nupr1　Timp3
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１．研究開始当初の背景 

皮膚癌は世界的に発症が増加しており、進行

期はもとより初期のものであっても発生部位

によっては著しく患者 QOL を阻害する。それ

は、現状の治療方法が外科切除、化学療法、

放射線療法に限定されることによる。近年、

癌の進展に重要な役割を果たす分子のみを選

択的に阻害することで効率よく癌を制御する

分子標的薬が開発され、劇的な効果も報告さ

れている。こうした標的分子の多くは臨床像、

臨床経過が明らかな多数のヒト由来サンプル

を解析して明らかにされてきたため、今後も

こうした解析は重要である。問題点はこうし

た解析が可能なのは患者を十分に集められる

一部の施設に限られる点、倫理面の配慮が必

要な点、サンプル採取量に制限がある点、な

どである。こうした問題点を克服した新しい

研究システムを構築するのが今回の研究であ

る。 

2．研究の目的 

皮膚癌の増殖、転移、浸潤形態、免疫原性な

どに本質的に関わる遺伝子変異を網羅的解

析により同定する研究を簡便化するシステ

ムを構築する。細胞に強制発現させるとラン

ダムに様々な遺伝子変異を引き起こす遺伝

子 Activation induced cytidine deaminase 

( AID )を、レトロウイルスを用いてマウス

各種癌細胞に安定導入、クローン化して、そ

れぞれの in vivo での生物学的動向を観察し、

増殖、転移、浸潤形態、免疫原生などにおい

て動向が大きく異なるクローン間の遺伝子

変異を比較し、原因遺伝子を同定する。 

3．研究の方法 

(1)マウス AID 遺伝子の Open reading frame

を単離するためのPCRプライマーを公共遺伝

子データベースの情報を参考にして作成し

た。 

(2)マウス B 細胞から抽出した total RNA を

用いた RT-PCR によって mouse AID の cDNA を

単離し、レトロウイルスベクターを用いてマ

ウスメラノーマ細胞株 B16 に安定導入した。 

(3)マウス AID 遺伝子を強制発現させた B16

メラノーマ(B16-AID)に in vitro での無血清

培養というプレッシャーをかけ、mock 導入

B16(B16-mock)と比較した。そしてプレッシ

ャーをかける前後のB16-AIDの遺伝子発現状

況を GeneChip で比較、発現量の相違が大き

かった遺伝子を単離してB16に強制発現させ

て、その機能を解析した。 

(4)B16-AIDとB16-mockをB6マウス皮下に接

種し、３日後に IL-12 産生自己癌細胞ワクチ

ンで治療し、治療抵抗性の有無を確認した。

そして治療に抵抗して増大したB16-AIDをマ

ウスから採取し、治療前の B16-AID との間で

遺伝子発現状況を GeneChip で比較、発現量

の相違が大きかった遺伝子を単離してB16に

強制発現させて、その機能を解析した。 

4．研究成果 

(1)マウス B 細胞から抽出した total RNA よ

り作成した cDNA を鋳型に、RT-PCR によって

マウス AID の cDNA を単離し、レトロウイル

スベクターを作成した。これを用いて、マウ

スメラノーマ細胞株B16にマウス AID遺伝子

を安定導入した。ウエスタンブロットで B16

はもともとAID蛋白を発現しないが、B16-AID

では強制発現されたことが確認できた。

B16-AID と B16-mock は in vitro の通常培養

条件では増殖速度に差がないことをMTTアッ

セイにて確認した（図１）。 

 



(2)B16-AID を in vitro で無血清培養すると、

B16-mock と比較して生存が向上することを

確認した。 

(3)in vitro 無血清培養で増殖した B16-AID

の遺伝子発現を GeneChip にて培養前の

B16-AID と比較した。発現が２倍以上上昇し

た遺伝子は 74 個、1/2 以下に減少した遺伝子

は 72 個であった。 

上昇した遺伝子の一つ、Nuclear protein 1 

(Nupr1)は免疫染色を行ったヒトメラノーマ

組織７つすべてにおいて、メラノーマ細胞の

核に発現されていた。ヒト Nupr1 遺伝子を単

離しレトロウイルスベクターを作成、ヒトメ

ラノーマ細胞株に強制発現すると、in vitro

でのダカルバジン抵抗性を獲得することを、

MTT アッセイで確認した（図２）。 

 

(4)in vivo癌ワクチン治療に抵抗して増殖し

た B16-AID の遺伝子発現を GeneChip にて in 

vivo 接種前の B16-AID と比較した。発現が２

倍以上上昇した遺伝子は 57 個、1/2 以下に減

少した遺伝子は 46 個であった。減少した遺

伝 子 の 一 つ 、 Tissue inhibitor of 

metalloproteinase-3 (Timp3)は免疫染色を

行ったヒトメラノーマ組織７つすべてにお

いて、メラノーマ細胞に発現されていた。予

後良好群で強く発現される傾向が見られた。

ヒトNupr1遺伝子を単離しレトロウイルスベ

クターを作成、ヒトメラノーマ細胞株に強制

発現すると、in vitro でメラノーマ特異的キ

ラーT 細胞 (CTL)と共培養した際の、CTL か

らの認識が上昇することを、IFNγ放出アッ

セイ（図３a）と細胞障害アッセイ (calcein 

AM release assay)（図３b）で確認した。 

 

 

以上よりメラノーマ細胞上のTimp3はメラノ

ーマ細胞の T 細胞感受性を示唆する、Nupr1

はヒトメラノーマ細胞の抗がん剤感受性を

示唆するバイオマーカーとなりうる可能性

が示された。さらに、Timp3 の発現レベルを

上昇させることでメラノーマの免疫療法感

受性を増強させ、Nupr1 を阻害する事で抗が

ん剤感受性を増強させる、という治療戦略に

結びつけることも可能と考えられた。 
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