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研究成果の概要（和文）：代表者らが樹立したRET-トランスジェニックマウス（RET-マウス）は、皮膚メラノサ
イト系良性腫瘍を100%発症し、高率（約65%）にBRAF変異の無いメラノーマを発症する。本研究では、RET-マウ
スに発症した良性腫瘍とメラノーマを用いてマイクロアレイ解析を施行し、良性腫瘍の悪性転化の際に発現が変
化する分子を選別した。次に、上記分子を対象とした機能解析により、これらの分子が足場非依存性増殖や浸
潤・転移に関与していることを示した。以上のように、メラノーマのバイオマーカーとして有効な分子を提案し
ただけでなく、メラノーマの増殖・浸潤・転移を抑制する分子標的療法を開発するための基礎データを提供し
た。

研究成果の概要（英文）：We previous developed RET-transgenic mice (RET-mice), in which development 
of hyperpigmented skin and benign melanocytic tumors at about 100% and development of melanoma at 
about 65%. In this study, we first selected molecules after performing microarray analysis using 
benign tumor and melanoma developed in RET-mouse. We then performed functional analysis for these 
three molecules. The molecules are involved in the regulation for anchorage- independent growth, 
invasion and metastasis. Thus, we have not only proposed plural candidate molecules that are 
available as a biomarker of melanoma but also provided basic data for developing a molecular target 
therapy that suppress melanoma proliferation, infiltration and metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
メラノーマは皮膚科疾患において最も予後
不良な疾患の 1つである。近年、BRAF変異
を持つ転移性メラノーマに対する分子標的
療法の劇的効果が示され、治療後の再発はあ
るものの、メラノーマ治療に光明が見出され
つつある。一方、日本人のメラノーマの 75%
は、BRAF変異認めない。ゆえに、日本では、
BRAF変異の無いメラノーマの浸潤・転移を
制御することが、有効な治療法を開発するた
めに必要不可欠となる。 
 代表者らが樹立した RET-トランスジェニ
ックマウス（RET-マウス）は、皮膚メラノサ
イト系良性腫瘍を 100%発症し、高率（約
65%）に BRAF変異の無いメラノーマを発症
する。本研究では、RET-マウスに発症した良
性腫瘍とメラノーマを用いてマイクロアレイ
解析を施行し、良性腫瘍の悪性転化の際に発
現が変化する分子のうち、過去に癌との関連
性の報告のほとんどない分子に着目して分子
機能を調べ、メラノーマの発症・進展（増殖・
浸潤・転移）を劇的に抑制する効果のある分
子標的療法およびメラノーマの新規バイオマ
ーカーを開発する研究を推進した。 
 
２．研究の目的 
日本人に多い BRAF 変異の無いメラノーマ
に対する有効な治療法は限られている。本研
究では、動物モデルおよびヒトにおけるメラ
ノーマを対象とし、BRAF変異の有無に関係
なく、メラノーマの発症・進展（増殖・浸潤・
転移）を劇的に抑制する分子標的療法やバイ
オマーカーを開発するだけでなく、臨床応用
のための基礎データを提供できる。 
 
３．研究の方法 
(1). 発癌制御分子の候補：現在までに癌との
直接的関連がほとんど報告されていない分子
に着目し、良性腫瘍の悪性転化の際に発現が
亢進する分子群を選別する。尚、本研究の第1
弾として、Espin・Deltex-3-like (DTX3L)・LSF
等を選別している。 
①. マイクロアレイを用いた分子選別：本研
究では、RET-マウスを用いたマイクロアレイ
解析の結果を用い、良性腫瘍が悪性転化する
際に発現が3倍以上亢進する分子を選別する。 
②. 悪性転化による分子発現レベル：選別さ
れた候補分子の発現がRET-マウスに発症し
たメラノーマでは、良性腫瘍に比べ3倍以上高
いことを定量PCRやウエスタンブロット等で
確認する。 
 
(2). 試験管レベルにおける形態学的解析：①. 
細胞の形態：候補分子をaノックダウンした安
定株・b過剰発現した安定株を用い、ラメディ
ポディア等のメラノーマ細胞の形態的変化に
候補分子が与える影響を調べる。 

②. 発現の局在：マウスとヒト正常メラノサ
イト・メラノーマにおける候補分子の局在を
免疫細胞染色法にて、ラメディポディアにお
ける発現にも着目しながら解析する。 
 
(3). 試験管レベルにおける発癌機構解析：①. 
細胞増殖：候補分子をaノックダウンした安定
株・b過剰発現した安定株を用い、メラノーマ
細胞の足場依存性増殖・非依存性増殖に候補
分子が与える影響を調べる。②. 細胞浸潤：
候補分子をaノックダウンした安定株・b過剰
発現した安定株を用い、メラノーマ細胞浸潤
能に候補分子の発現が与える影響を調べる。 
 
(4). ヒトでの解析：市販の Tissue Arrayや病
理検体等を用い、候補分子の発現が、他のメ
ラノサイト系組織に比較してメラノーマ組織
で変化（増加又は減少）していることをヒト
で証明する。 
 
４．研究成果 
 RET-マウスに自然発症した良性メラノサ
イト系腫瘍とメラノーマにおける DTX3L 分
子の発現レベルを比較し、メラノーマでの高
発現を確認した（図 1）。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、マウスのメラノーマ細胞においても、
ヒトメラノーマ細胞（図 2）においても、
siRNA を用いて DTX3L 分子の発現レベルを
低減することにより、細胞浸潤能は顕著に低
減した。以上の成果は、DTX3L分子がメラノ
ーマの転移を制御する新規分子である可能
性を示している。 
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 さらに、DTX3L分子に関連するシグナル伝
達分子を調べた。DTX3L分子発現の低減した
マウスメラノーマ細胞およびヒトメラノー
マ細胞ではFAK/PI3K/AKTの活性が低減した
が、MEK/ERK の活性には影響を与えなかっ
た。 
 最後に、DTX3L分子の発現を低減したマウ
スメラノーマ細胞を、マウス尾静脈から移殖
し、DTX3L分子の肺転移への影響を生体で調
べた。図 3に示すように、DTX3L分子の発現
が低減されたメラノーマ細胞では、低減され
ていないメラノーマ細胞に比較して著明に
肺転移が抑制された。 
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 以上の成果は、DTX3Lは、メラノーマ細胞
の浸潤・転移を制御できる標的分子となりえ
る可能性を示している。 
 DTX3L分子と同様に、Espin分子も、RET-
マウスに自然発症したメラノーマおよびヒ
トメラノーマで発現が亢進していることを
みつけた。さらに、図 4に示すように、Espin
分子の発現を低減させたメラノーマ細胞の
非足場依存性増殖は、有意に抑制された。以
上の成果は、Espin がメラノーマ増殖を抑制
可能な標的分子になりえる可能性を示して
いる。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、DTX3L分子とは逆に、LSF分子の発
現レベルは、RET-マウスに自然発症したメラ
ノーマおよびヒトメラノーマで低減してい
ることをみつけた。さらに、LSF分子は、細
胞増殖を抑制するp27分子の発現を亢進させ
る転写因子としての機能を持つことを発見
した。図 5に示すように、LSF分子を高発現
させたメラノーマ細胞をヌードマウスの皮
下に移植すると、増殖は有意に抑制された。
以上の成果は、LSF分子の発現を増加させる
ことにより、メラノーマ増殖を抑制できる可
能性を示している。 
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以上のように、本研究では、RET-マウスに
自然発症した良性メラノサイト系腫瘍とメ
ラノーマを用いて、メラノーマの分子標的療
法に有効である可能性のある複数の分子を
選別することに成功した。 
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