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研究成果の概要： 

本研究では、DNAチップやSAGE法などの網羅的遺伝子発現解析により、我々が同定したヒト

悪性黒色腫で選択的或いは高発現する新規分子のうち KU-MEL-4、KU-MEL-5、KU-MEL-6、及び

KU-MEL-7について、癌細胞悪性形質への関与や免疫学的意義を明らかにし臨床応用の可能性を

検討した。その結果、いずれの悪性黒色腫高発現遺伝子も悪性黒色腫の形成や転移などに関わ

る基本的悪性形質に関与していることが明らかとなり、診断マーカーや治療に応用できる可能

性が示唆された。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は、化学療法や放射線療法など

の標準的治療の効果が低い難治癌であり、新
しい診断法と治療法の開発が期待されてい
る。悪性黒色腫において選択的に発現する新
規分子の同定は、悪性黒色腫発症の解明に有
用であるだけでなく、同定分子を標的とした
悪性黒色腫に対する診断・治療の開発に臨床
応用できる可能性が高い。研究代表者は、既
に SAGE (Serial Analysis of Gene Expre- 

ssion)法とDNAチップを用いた網羅的遺伝子
発現解析で、新規悪性黒色腫抗原を多数同定
しており(Matsuzaki et al., J. Immunother., 
28:10, 2005; Inozume, Matsuzaki et al. Int. 
J. Cancer, 114:283, 2005; Goto, Matsuzaki 
et al., Cancer Res., 66:4443, 2006)、網
羅的遺伝子発現解析で得た悪性黒色腫発現
遺伝子が悪性黒色腫形成に関与しているか
どうかについて今まで研究を行ってきた。 
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２．研究の目的 
本研究では、我々が網羅的遺伝子発現解析

で同定したヒト悪性黒色腫で高頻度に発現
する遺伝子のうち、KU-MEL-4, KU-MEL-5, 
KU-MEL-6, 及び KU-MEL-7について、悪性形
質への機能的関与と臨床応用に関する意義
を明らかにする。悪性黒色腫細胞株でこれら
の遺伝子の発現制御を行い、細胞増殖・分化
能、細胞死、細胞接着・浸潤における表現型
の変化を検討し、悪性黒色腫病態形成への関
与が明らかにできれば、悪性黒色腫における
癌形成機序の解明やそれらを標的とした診
断や治療への臨床応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞株 
悪性黒色腫細胞株であるA375mel, 526mel, 

888mel, 928mel, WM266melは、Dr. Steven A 
Rosenberg (Surgery Branch and National 
Cancer Institute, National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA)より供与された。
SKmel23, SKmel28は、Dr. T Boon (Ludwig 
Institute for Cancer Research and Cellular 
Genetics Unit, Brussels, Belgium)より供
与された。その他の細胞株については既に報
告した論文を参照。これらの細胞株は、10%
非働化ウシ胎児血清含有 RPMI1640培地
(SIGMA, USA)にペニシリン、ストレプトマイ
シンを添加し、37℃、5%CO2条件下で培養した。 
 
(2)DNAチップ解析 
Affymetrix社(Santa Clara, CA, USA) 

GeneChip U133A, Bを用いた遺伝子発現につ
いては東京大学医学部先端科学技術センタ
ーゲノムサイエンス部門、油谷浩幸教授に解
析をお願いした。解析法については、既に報
告した論文を参照。 
 
(3)RNA干渉実験及びプラズミドDNA導入実験 
siRNAもしくはプラズミッドDNA導入24時

間前に各細胞株で至適条件として決定した
細胞数(1 x 104-105個)で、24穴プレートに
抗生剤を含まない培地を用いて細胞を播種
する。24時間後各細胞株で適切化したsiRNA
濃度(10-60nM)もしくはプラズミド DNA濃度
(0.7-1.0μ g)と 、 siLentFect (Bio-Rad, 
CA,USA)もしくは Lipofectamine 2000 (In- 
vitrogen corp., CA, USA)を、それぞれ
Opti-MEM培地にて希釈混合し、20分後に細
胞に加えた。標的遺伝子及びネガティブコン
トロール siRNAオリゴヌクレオチドは、In- 
vitrogen社より購入した。導入細胞からの
Total RNA及び細胞内タンパク質の抽出は、
siRNA及びプラズミッドDNA導入後 2日目に
行った。 
 
(4) RNA抽出及び定量PCR 

Total RNAをRNeasy kit (Qiagen, Germany)
で抽出し、1μgの RNAを oligo (dT)18-20 
(Invitrogen, USA)、AMV RTase XL (Takara, 
京都)を用いて逆転写反応を行った。定量PCR
は、ABI Prism 7900HT sequence detection 
system (Applied Biosystems, USA)を用い、
標的遺伝子を検出するためのプライマー、プ
ローブセットは、Applied Biosystemsより購
入し、TaqMan PCR Master Mix (Applied Bio- 
systems, USA)を使用した。発現量は GAPDH
により標準化し⊿⊿Ct法を用いて解析した。 
 
(5)ウエスタンブロット解析 
細胞溶解緩衝液(20 mM Tris-HCL, 12.5 mM 

β-glycerophosphate, 2 mM EDTA, 10 mM NaF, 
1 mM benzamide, 1% NP-40, 1 mM Na3VO4, 
protease inhibitor cocktail (complete, 
EDTA-free: Roche, Germany))で溶解するこ
とにより細胞溶解液を調整した。蛋白電気泳
動には、1レーン当たり10-20μgの蛋白を使
用し、泳動後ニトロセルロース膜に転写した。
標 的 蛋 白 の 特 異 抗 体 を 一 次 抗 体 、
HR-Phosphatase結合抗IgG抗体を二次抗体と
して用い、SuperSignal WestFemto Maxi- mum 
Sensitivity Substrate (Pierce, USA)を用
いて基質の発光を LumiVisionPRO HSII 
(TAITEC、埼玉)で検出した。 
 
(6) WST-1 Assay 
トランスフェクション2日後の細胞を回収

し、各細胞株で至適条件を検討後、96穴プレ
ートに 2.5-8 x 103個の細胞を播種した。3
日後に Premix WST-1 Cell Proliferation 
Assay System (Takara)を用いてマイクロタ
イタープレートリーダーにより655nmに対す
る450nmの波長を測定し、細胞増殖能を定量
化した。 
 
(7) Matrigel invasion assay 
siRNA導入2日後の悪性黒色腫細胞を、1 x 

105/chamberで BioCoat Matrigel invasion 
chambers (BD, USA)に播種し、37℃, 5%CO2
で22時間培養し、chamber膜の下部表面に浸
潤・付着した細胞をDiff-Quik (Sysmex, USA)
にて固定・染色し顕微鏡にて細胞数を計数し
た。 
 
(8)細胞接着能アッセイ 
トランスフェクション2日後の細胞をトリ

プシン処理で回収し、2 x 104/100μl細胞培
養液を 96ウェルプレートの 3-6ウェルに播
種した。15分後プレートを振盪機で 30秒間
強く攪拌し、培養上清液を除いた後、クリス
タルバイオレット染色液(1%クリスタルバイ
オレット、4.4% ホルムアルデヒド、10% エ
タノール)を100μl/well添加後30分間染色。
水洗後 30分間風乾し、1% SDS溶液に溶解後



 

 

570nmの波長を測定した。 
 
(9) 統計学的解析 
全ての統計学的解析には、unpaired 

Student’s t-testを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 悪性黒色腫高発現遺伝子 KU-MEL-4の発
現解析と機能解析 
①KU-MEL-4 mRNAは、悪性黒色腫で高頻度に
高発現した。 
KU-MEL-4 mRNAの発現を、website上のEST 

databaseを用いて解析したところ、47ヒト
正常組織では皮膚と子宮にのみ発現してお
り、27ヒト悪性腫瘍組織で特に皮膚癌でのみ
高発現していた。他の2種のKU-MEL-4 遺伝
子ファミリーでは皮膚癌での発現はなかっ
たことより、KU-MEL-4 mRNAは皮膚癌に特異
的に高発現していることが明らかとなった。
そこで13正常組織、5正常細胞株、55悪性
腫瘍組織、105悪性腫瘍培養細胞株を用いて、
KU-MEL-4 mRNAの発現をRT- PCR及び定量PCR
により解析した。その結果、正常組織では全
く発現は認められず正常細胞株でも色素細
胞にのみに発現を認めた。悪性腫瘍では、悪
性黒色腫組織9例中2例で検出されたのに対
し、悪性黒色腫以外の癌組織では全く検出さ
れなかった。さらに悪性黒色腫細胞27株中
24例で検出され、高頻度で高発現が認められ
た。他の癌細胞株では、脳腫瘍細胞株、乳癌
細胞株、肺癌細胞株などで僅かに検出された
のみであった。従ってKU-MEL-4 遺伝子は、
悪性黒色腫に選択的に発現していることが
確認された。 
またKU-MEL-4を高発現している悪性黒色

腫細胞株24例中18例でKU-MEL-4の受容体
も高発現していることがRT-PCR解析により
明らかとなった。従って、KU-MEL-4は、パラ
クラインだけでなくオートクラインにも機
能している可能性が示唆された。 
② KU-MEL-4に対するsiRNAを導入した悪性
黒色腫細胞株では、細胞増殖能及びIL-10の
産生が低下した。 
KU-MEL-4に対するsiRNAを、KU-MEL-4高

発現悪性黒色腫細胞3株に導入して、KU-MEL- 
4遺伝子の機能阻害実験を行った。siRNA導
入後のKU-MEL-4発現を定量PCRで確認した
ところ、3株ともコントロールsiRNA導入細
胞株に比べ、有意にKU-MEL-4の発現が低下
していた。それらの細胞株の増殖能を、
WST-assayにより検討した結果、いずれの細
胞株も有意な増殖能の低下を認めた。さらに
siRNAを導入した1細胞株では、IL-10の産
生も抑制されていた。 
さらにKU-MEL-4合成ペプチドを悪性黒色

腫細胞1株の培養系に添加したところ、細胞
増殖に影響はなかったが、KU-MEL-4受容体阻

害剤の添加により、増殖抑制を認めた。 
 
以上の結果から、悪性黒色腫高で発現する

KU-MEL-4は、悪性黒色腫細胞の増殖能に関与
していることが明らかとなり、悪性黒色腫の
治療標的分子となり得る可能性が示唆され
た。 
 
(2) 悪性黒色腫高発現遺伝子KU-MEL-5の発
現解析と機能解析 
①KU-MEL-5 mRNAは、悪性黒色腫で高頻度に
高発現していた。 
GeneChip U133を用いたKU-MEL-5遺伝子発現
解析の結果、KU-MEL-5の発現は、正常組織
32例のうち精巣と胎盤のみで見られたが、正
常培養細胞株での発現は全く認められなか
った。癌組織32例では悪性黒色腫、肝癌、
小細胞肺癌、大腸癌で発現を認め、癌細胞株
56例では悪性黒色腫細胞株、脳腫瘍細胞株、
肝癌細胞株、肺癌細胞株、慢性骨髄性白血病
細胞株、各1例ずつで発現を認めた。また
RT-PCR解析の結果、正常組織13例、培養細
胞5例では精巣、胎盤、網膜のみで発現が検
出された。悪性黒色腫細胞株では、26例中
24例で高頻度に発現が認められたのに対し、
それ以外の癌細胞35株では肝癌細胞株1例、
白血病細胞株2例のみで発現が検出された。 
次にKU-MEL-5を特異的に検出するプロー

ブで正常組織、悪性黒色腫組織、大腸癌組織
における定量PCRを行った結果、正常組織で
は精巣、胎盤に低い発現が見られたのに対し、
癌組織では特に転移性の悪性黒色腫組織で
高発現であることが明らかとなった。 
② KU-MEL-5に対するsiRNAを導入した悪性
黒色腫細胞株では細胞増殖能及び接着能が
低下した。 
KU-MEL-5に対するsiRNA導入悪性黒色腫細

胞2株でのKU-MEL-5の発現は、定量PCRの
結果、コントロールsiRNA導入細胞株に比べ、
有意に低下していた。同時に、いずれのKU- 
MEL-5 siRNA導入細胞株も細胞増殖能は低下
し、また接着能の低下も認められた。 
以上の結果より、悪性黒色腫細胞株におい

てKU-MEL-5特異的siRNAを導入して発現を
阻害すると細胞増殖能及び接着能が低下す
ることが明らかとなった。 
③悪性黒色腫細胞株ではKU-MEL-5を強制発
現させることにより細胞増殖能及び接着能
が亢進した。 
KU-MEL-5遺伝子低発現悪性黒色腫細胞1株

及び非発現細胞1株にKU-MEL-5組換え発現
プラズミドを導入することによりKU-MEL-5
を強制発現させたところ、RT-PCRにより明ら
かにその発現量が増加し、有意に増殖能が亢
進した。さらに接着能の増加も認められた。 
 
以上の結果、悪性黒色腫高発現KU-MEL-5



 

 

遺伝子は悪性黒色腫の増殖能及び接着能に
関与することが明らかとなり、特に転移性悪
性黒色腫の診断及び治療に応用できる可能
性が示唆された。 
 
(3) 悪性黒色腫高発現遺伝子KU-MEL-6の発
現解析と機能解析 
KU-MEL-6遺伝子はDNA GeneChipを用いて

同定された遺伝子で、正常組織では甲状腺、
精巣、子宮、正常培養細胞では血管内皮細胞、
色素細胞で低い発現が認められた。癌細胞で
は悪性黒色腫で高発現が認められ、悪性黒色
腫以外でも、胃癌、大腸癌、肝癌、食道癌・
膀胱癌・卵巣癌に高発現を認めた。また
RT-PCR解析においては、正常組織14例中2
例で精巣と前立腺に低い発現を認めた。癌組
織及び培養細胞株においては、悪性黒色腫組
織5例中3例で、悪性黒色腫培養細胞株10
例中7例で高発現を認めた。それ以外では腎
臓癌及び大腸癌でも発現を認めた。 
KU-MEL-6遺伝子の機能については現在検

討中であるが、この遺伝子のプロモーター領
域にはTCF/LEFの結合部位が存在し、β-カ
テニンと結合することが最近報告され、Wnt
シグナルを通じて癌化の要因となる可能性
が考えられた。 
さらにKU-MEL-6組換え蛋白に対するIgG

抗体が悪性黒色腫患者血清中に認められた
ことから、悪性黒色腫の診断及び治療標的と
なる可能性が示唆された。 
 
(4) 悪性黒色腫高発現遺伝子KU-MEL-7の発
現解析と機能解析 
KU-MEL-7遺伝子は、SAGE法で色素細胞特

異的発現分子として同定された分子である。
DNA GeneChipを用いて発現解析した結果、正
常組織43例中では網膜でのみ発現を認め、
正常培養細胞株では全く発現を認めなかっ
た。ESTデーターベースを用いた解析では、
正常組織45例中3例で皮膚、神経、眼で低
い発現を認め、腫瘍組織26例中3例で皮膚
癌、悪性リンパ腫及び子宮癌で発現を認めた。
さらにRT-PCR解析では、正常組織10例中精
巣のみに認め、正常培養細胞株4例中線維芽
細胞と色素細胞で低い発現が見られた。癌細
胞株では、悪性黒色腫細胞株10例中8例で
高頻度に高発現が認められた。 
悪性黒色腫におけるKU-MEL-7分子の機能

については現在検討中であるが、最近、悪性
黒色腫で腫瘍播種及び接着への関与が示唆
されており、悪性黒色腫の診断に応用できる
可能性が考えられることから、現在KU- MEL-7
分子のポリクローナル抗体を作成して詳細
な検討を進めている。 
 
以上のように、本研究成果により、評価し

た悪性黒色腫高発現分子は悪性黒色腫の悪

性形質に関与することが明らかとなり、臨床
応用への基盤を作ることができた。今後さら
なる研究により、悪性黒色腫の診断・治療へ
の臨床応用だけでなく、悪性黒色腫生物学に
も貢献できると考える。 
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