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緒緒  言言  

 
悪性黒色腫は悪性腫瘍の中でも特に悪性度が高い腫瘍として知られている。近年は免疫チェックポイント阻害剤の開

発などもあり治癒率の向上が見られるものの免疫チェックポイント阻害剤の 1 つとして代表的なニボルマブ単剤での
奏効率が 40％前後でしかないなど依然として治療抵抗性の悪性黒色腫が大部分を占めており、その新規治療法の開発
は急務となっている［1］。我々は末端黒子型悪性黒色腫のゲノム異常解析より予後と強く相関する遺伝子として
NUAK2をすでに特定している［2～4］。さらに in vitroおよび in vivoの解析より悪性黒色腫の細胞増殖および細胞遊
走に強く関わっていることを示している［5］。しかしながら NUAK2 をターゲットとした新規治療法は未だに開発途
上である。本研究計画では、NUAK2 をターゲットとした新規治療法の開発を進めるための研究基盤を確立するため
NUAK2の詳細な細胞増殖制御機構を解明し、NUAK2の機能を抑制可能な薬剤の特定および解析およびモデルとなる
トランスジェニックマウスの作出と解析を進めていく。 
 

方方  法法  

 
11．．細細胞胞・・ベベククタターー・・RRNNAA抽抽出出 
悪性黒色腫細胞として SM2-1 細胞を使用。レンチウイルスベクターである pLKO.1 に NUAK2 に対する shRNA 
（AAB66-F-6: AAACCCAGGGCTGCCTTGGAAAAGおよびAAB66-F-7: AAACCCAGGGCTGCCTTGGAAAAG）
を挿入したベクターをNUAK2のノックダウンに使用。コントロールにはpLKO.1ベクターを使用。miRNeasy Mini 
Kit（QIAGEN）にてRNAを抽出とした。 
22．．ママイイククロロアアレレイイ解解析析 

NUAK2 のノックダウン後に悪性黒色腫細胞より RNA を抽出。NanoDrop ND-1000 にて RNA 定量後、2100 
Bioanalyzer にて解析し RIN≧7.0 の場合にマイクロアレイ解析とした。100 ng の RNA をラベルとし、ラベルした
600 ngの cRNAをDNA Microarray Hybiridizaiton Oven内にてマイクロアレイ（SurePrint G3 Human GE 8×60K 
ver3.0）に17時間のハイブイダイゼーションを行い、洗浄後にDNA Microarray Scannerにてデータ取得としGene 
Set Enrichment Analysisにて解析とした。 
33．．ウウェェススタタンンブブロロッットト 
ウェスタンブロットはすでに論文に記載されている方法に準じて行った［3，6］。抗体は NUAK2 に対するモノ   

クローナル抗体を使用した［7］。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．NNUUAAKK22にに制制御御さされれるるmmTTOORR関関連連遺遺伝伝子子のの検検討討。。 
マイクロアレイ（SurePrint G3 Human GE 8×60K ver3.0）を用いて網羅的遺伝子解析を施行しNUAK2のノック
ダウンによる遺伝子変動につき解析を行った。NUAK2 をノックダウンした SM2-1 細胞（shNUAK2 F-6 および
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shNUAK2 F-7）および empty vectorを導入したコントロールの SM2-1細胞（shEV）を使用してエンリッチメント
解析（Gene Set Enrichment Analysis：GESA解析）を施行。統計学的有意差（P≦0.05）を示した12の経路を特定
できた（図1）。これらの経路は細胞周期制御や細胞増殖および細胞内代謝に関わる経路を主体としており、互いに関連
する経路でもある。さらにこの解析による強い有意差を示した上位４つの経路は mTOR 経路から E2F の標的となる
遺伝子のセットであり、NUAK2のmTOR経路から細胞増殖の制御に関与する機能を示唆する結果とも言える（図2）。 

 
図1．エンリッチメント解析（GSEA解析）結果 

NUAK2をノックダウンしたSM2-1細胞（shNUAK2）とコントロール（shEV）
を用いてGene Set Enrichment Analysis（GSEA）解析を行った。強い有意差を 
示したシグナル伝達路のうち上位14の経路を図に示した。mTORを含め細胞周期
制御・細胞増殖および脂肪内代謝に関わる経路に有意差を示している。  

  

 
図2．各シグナル伝達路別のエンリッチメント解析（GESA解析）の結果 

強い有意差を示す上位4つのシグナル伝達路の解析結果を図に示した。 
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NUAK2のmTOR経路に対する制御をさらに検討するためmTOR経路の下流に位置する遺伝子の検討を行った。
S6Kおよび S6の発現およびそのリン酸化（S6KはThr389でのリン酸化を、S6は Ser240/244でのリン酸化）を検
討とした。NUAK2をノックダウン（shNUAK2 F-6および shNUAK2 F-7）することでコントロール（shEV）と比
較しS6Kのリン酸化（pS6K Thr389）の抑制が見られたが、S6のリン酸化（pS6 Ser240/244）については著明な変
動は見られなかった（図3）。これらの結果よりNUAK2はmTOR経路を介してS6Kのリン酸化に作用することによ
り機能している可能性が示唆された。さらに悪性黒色腫細胞ではNUAK2に加えてPTENの欠失が明らかとなってい
るため、PI3K経路をLy294002にて抑制しmTOR経路にどのような作用があるのかを検討とした。Ly294002で処理
したSM2-1細胞はコントロールと比較してS6Kの発現が減少しており、当然のことながらpS6K Thr389の発現も減
少していた。このことからPI3K経路の抑制でもmTOR経路が抑制されうるものの、この抑制はNUAK2による抑制
とは異なり S6Kの発現レベルでの制御であることが明らかとなった。これらの結果より、NUAK2と PI3Kは双方と
もにmTOR経路を制御するもののその制御作用は異なることが判明した。 
 

 
図3．NUAK2のノックダウンおよびPI3K経路の抑制によるmTOR経路下流の遺伝子変動 

NUAK2をノックダウンしたSM2-1細胞（shNUAK2）とコントロール（shEV）および
Ly294002処理でのPI3K経路抑制による、S6KおよびS6のリン酸化の変動。 

 
22．．NNUUAAKK22ををよよりり特特異異的的にに阻阻害害ででききるる薬薬剤剤のの検検討討 

NUAK2を阻害する薬剤として糖尿病薬でもあるビグアナイド系薬剤がある。このうちで最も代表的なビグアナイド
系薬剤でもあるメトホルミンを用いて悪性黒色腫細胞数の抑制作用につき検討を加えた。まず悪性黒色腫細胞数を抑制

する適切な濃度を決定するため0 mMから25 mMの濃度につき検討。最適濃度を20 mMとしDay 0からDay 4に
てメトホルミン処理による悪性黒色腫細胞数の検討を行った。Day 2 から Day4 にかけて悪性黒色腫細胞数は著明に 

減少しておりメトホルミンによる悪性黒色腫細胞数の抑制効果が示された（図4）。これらの結果より、メトホルミンは
悪性黒色腫細胞を抑制する薬剤の一つとして候補になりえると考えた。 
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図4．メトホルミンによる悪性黒色腫細胞の抑制 

メトホルミンの処理（20 mM）により経時的に細胞数が減少する。 
 
33．．DDcctt--NNUUAAKK22  KKIIママウウススににおおけけるる悪悪性性黒黒色色腫腫発発症症のの検検討討 
色素細胞におけるNUAK2の機能を in vivoにて検討するためメラニン生合成に枢要な遺伝子であるDctのプロモー
タ下にNUAK2を挿入し CRISPR/CAS9のシステムを用いることでトランスジェニックマウス（Dct-NUAK2 KIマ
ウス）を作製した（図5）。抗KIT抗体および抗COL17A1抗体を用いて免疫染色を施行し表皮内・毛包バルジ部およ
び真皮内の色素細胞系列の細胞数のカウントを進めている。 
 

 
図5．CRISPR/Cas9を用いたDct-NUAK2 KIマウス 

Targeting vectorの構成とマウスゲノムの関係を図示。 
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