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(57)【要約】
　本発明は、哺乳動物のメラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質の過剰発現の検出、
及びRACK1タンパク質の過剰発現からメラノーマの存在を差し引くことを含む、哺乳動物
におけるメラノーマを診断する方法に関する。本発明はまた、メラニン形成細胞における
RACK1タンパク質の過剰発現、及びRACK1タンパク質の過剰発現から該メラニン形成細胞の
腫瘍状態を差し引くことを含む、哺乳動物のメラニン形成細胞の腫瘍状態を決定する方法
に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物のメラノーマ細胞の腫瘍状態を決定する方法であって、
　－該メラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質の発現又は過剰発現を検出し；及び
　-RACK1タンパク質の発現又は過剰発現を該細胞の腫瘍状態と関連づけること、
を含む、方法。
【請求項２】
　哺乳動物のメラニン形成細胞を診断する方法であって、
　-該細胞の生物試料からメラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現又は過剰発現を検
出し；及び
　-RACK1タンパク質の発現又は過剰発現をメラニン形成細胞の存在と関連づけること、
を含む、方法。
【請求項３】
　哺乳動物のメラニン形成細胞の腫瘍状態を決定する方法であって、
　-該メラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レベルを測定し；及び
　-そのレベルを参照レベルと比較すること、参照レベルに関して該メラニン形成細胞中
のRACK1タンパク質発現の増加したレベルは、該細胞の腫瘍状態を示す、
を含む、方法。
【請求項４】
　哺乳動物のメラニン形成細胞を診断する方法であって、
　-該哺乳動物の生物試料からメラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レベルを測定
し；及び
　-そのレベルを参照レベルと比較すること、参照レベルに関して該メラニン形成細胞中
のRACK1タンパク質発現の増加したレベルは、メラニン形成細胞の存在を示す、
を含む、方法。
【請求項５】
　前記参照レベルが、哺乳動物の非-腫瘍メラニン形成細胞中のRACK1タンパク質発現のレ
ベルでる、請求項３又は４記載の方法。
【請求項６】
　前記非-腫瘍メラニン形成細胞が、正常表皮性メラニン形成細胞又は正常脈絡膜メラニ
ン形成細胞である、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　前記RACK1タンパク質発現レベルが、RACK1タンパク質のレベルによって定義される、請
求項３又は４記載の方法。
【請求項８】
　前記RACK1タンパク質発現レベルが、インサイチュ免疫アッセイによって測定される、
請求項７記載の方法。
【請求項９】
　前記RACK1タンパク質発現レベルが、RACK1タンパク質に対応するmRNAレベルによって定
義される、請求項３又は４記載の方法。
【請求項１０】
　前記のRACK1タンパク質に対応するmRNAレベルが、インサイチュハイブリダイゼーショ
ンによって測定される、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　前記メラニン形成細胞がバイオプシー由来である、請求項１～４のいずれか１項記載の
方法。
【請求項１２】
　前記のRACK1タンパク質の発現もしくは過剰発現又はRACK1タンパク質発現のレベルが、
免疫学的方法、免疫アッセイ、免疫組織化学アッセイ、共焦点顕微鏡分析、紫外線顕微鏡
、電気化学的検出又はハイブリダイゼーションオートラジオグラフィーを実行することに
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よって測定される、請求項１～４のいずれか１項記載の方法。
【請求項１３】
　前記免疫学的方法が、特定のモノクローナル又はポリクローナル抗体を使用する方法、
ELISA法、免疫酵素的方法、免疫蛍光法、放射-免疫学的方法又は化学-免疫学的方法であ
る、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　前記メラニン形成細胞が皮膚メラノーマ又は脈絡膜メラノーマである、請求項２又は4
記載の方法。
【請求項１５】
　哺乳動物におけるメラノーマを診断する方法であって、
　-該哺乳動物由来の生物的試料を、メラニン形成細胞を検出する手段及びRACK1タンパク
質発現を検出する手段と、インビトロで接触させ；及び
-メラニン形成細胞がRACK1タンパク質発現と共局在化するか否かを決定すること、ここで
、RACK1タンパク質発現を示すメラニン形成細胞の存在がメラノーマの指標である、
を含む、方法。
【請求項１６】
　前記生物試料がバイオプシーである、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　前記バイオプシーが、リンパ節（lymp node）、肝臓、肺、心臓、脾臓、眼又は皮膚の
バイオプシーである、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項１～４及び１５のいずれか１項記載の方法。
【請求項１９】
　前記哺乳動物が、ブタ、ネコ、イヌ又はウマである、請求項１～４及び１５のいずれか
１項記載の方法。
【請求項２０】
　前記のRACK1タンパク質発現を検出するための手段が、RACK1タンパク質を検出するため
の手段である、請求項１５記載の方法。
【請求項２１】
　前記のRACK1タンパク質発現を検出するための手段が、抗体、好ましくはモノクローナ
ル抗体である、請求項１５記載の方法。
【請求項２２】
　RACK1タンパク質発現を検出するための手段を含む、哺乳動物におけるメラノーマを診
断するためのキット。
【請求項２３】
　前記手段が、RACK1タンパク質を検出するための手段である、請求項２２記載のキット
。
【請求項２４】
　前記手段が、抗体、好ましくはモノクローナル抗体である、請求項２２記載のキット。
【請求項２５】
　メラニン形成細胞を検出するための手段を更に含む、請求項２２記載のキット。
【請求項２６】
　前記のメラニン形成細胞を検出するための手段が、小眼症転写因子MITFに対する抗体、
ドパクロムトートメラーゼDCTに対する抗体、チロシナーゼTYRに対する抗体、チロシナー
ゼ-関連タンパク質1 TRP 1に対する抗体、又はメラニン合成経路に関連する任意のタンパ
ク質に対する抗体である、請求項２５記載のキット。
【請求項２７】
　哺乳動物のメラニン形成細胞の腫瘍状態のためのマーカーとしての、RACK1タンパク質
の使用。
【請求項２８】
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　その腫瘍状態の指標としての、哺乳動物のメラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質
の発現レベルの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、癌の分野に含まれ、哺乳動物の癌を診断する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　この明細書と実験部分の全体を通じ、さまざまな刊行物を参照する。その刊行物は参考
としてこの明細書に組み込まれているものとする。
【０００３】
　メラノーマは、メラニン形成細胞が変化することによって発達する悪性腫瘍である。メ
ラニン形成細胞は、皮膚、毛髪、目を着色していて、たいていの母斑に高濃度で存在する
黒色色素を生成する細胞である。したがってメラノーマの大半は、黒色または茶色である
。しかしメラノーマは色素の生成を停止することがある。それが起こるとき、メラノーマ
はもはや暗い色ではなく、皮膚の色であるピンク、赤、紫である。
【０００４】
　メラノーマは、皮膚癌の最も深刻な形態である。白色人種におけるその発生率と死亡率
は世界的に増加している。メラノーマは最も一般的な皮膚癌ではないが、メラノーマの死
者数が最も多い。アメリカ癌学会は、2007年にアメリカ合衆国でメラノーマが新たに約60
,000件発生していると見積もっている。
【０００５】
　誰でもメラノーマになる可能性があるが、いくつかの因子に依存してリスクが大きくな
る可能性がある。その因子として特に、太陽への曝露、皮膚にある母斑の数、皮膚のタイ
プ、遺伝的背景がある。実際、UVA光線とUVB光線の両方とも皮膚癌（メラノーマを含む）
を誘発する可能性がある。
【０００６】
　2つのタイプの母斑の存在、すなわち正常な母斑と、異形成母斑として知られる異型の
母斑の存在が、メラノーマのリスクが増大することを示す。遺伝的傾向に関しては、メラ
ノーマと診断された患者の約10％が、メラノーマの履歴がある家族を持つことが知られて
いる。
【０００７】
　原発性メラノーマは、転移する傾向がある。これは、癌が原発部位から身体の他の場所
に広がることを示す。癌細胞は原発腫瘍から離れてリンパ管と血管に侵入し、血流を循環
し、身体の別の正常組織内の離れた病巣（転移）で成長する。
【０００８】
　転移が存在していると、治療への反応が有効でないために予後が厳しい。診断に関して
は、色と形が不規則な母斑は、悪性メラノーマまたは前悪性メラノーマが疑われる。視診
と皮膚学的検査の後、疑わしい母斑のバイオプシーもつくることができる。そのバイオプ
シーが悪性である場合には、母斑とその周囲の領域を切除し、広がることを避ける必要が
ある。
【０００９】
　原発メラノーマのある患者にとって、臨床と組織病理学的な基準が指標として有用であ
る。しかし正確な診断と予後のためのマーカーがあれば、多数の患者にとって利益がある
だろうことが広く認められている。
【００１０】
　したがってメラノーマを初期に信頼性よく診断することが非常に重要である。
【００１１】
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　メラノーマはウマでもしばしば見られ、成熟したウマにおける最も一般的な皮膚腫瘍で
ある。メラノーマは、アラビア、リピッツァナー、ペルシュロンの血統において非常に一
般的に発生することが見られている。なぜならこれらの血統では灰色のウマが多く生まれ
、メラノーマはたいてい灰色のウマで見いつかるからである。メラノーマは、一般に、唇
、目、耳、唾液腺、肛門、陰茎、膣で見つかる。灰色のウマにおけるメラノーマの大半は
ゆっくり成長する良性腫瘍であり、他の器官に転移したり広がったりすることは稀である
。しかしこの腫瘍は、特に灰色でないウマで他の器官に広がる可能性がある。一般に、こ
の腫瘍は、排尿、排便、交配以外の問題を起こさない。しかしメラノーマは局所的な組織
に侵入する可能性があるため、中枢神経系に侵入することによって不自由さや神経の問題
を起こす可能性がある。
【００１２】
　メラノーマはイヌでも観察できる。イヌでは主に皮膚で見られるが、口腔でも見ること
ができる。メラノーマであると早い段階で診断されると、癌の除去とグレードまたはステ
ージの同定がよりうまくいく可能性がある。良性形態の皮膚腫瘍でさえ、局所的な侵襲性
を持つ可能性がある。メラノーマは、身体のあらゆる領域に、その中でも特にリンパ節と
肺に転移する（広がる）可能性があるため、イヌにとって将来の見通しは非常に険しく危
険である。ネコもメラノーマになる可能性があるが、イヌよりは程度が小さい。
【００１３】
　したがってメラノーマの診断は、獣医学の観点からも問題がある。
【００１４】
　メラノーマの診断には経験が必要である。なぜなら初期には、無害の母斑と同じに見え
たり、まったく着色していなかったりすることがあるからである。
【００１５】
　メラノーマであることが確認されて早い段階で治療された場合には、ほぼ100％治癒す
る。しかしそうでない場合には、この癌が進行して身体の他のいろいろな部分に広がる。
そこでは治療が難しく、致命的になる可能性がある。
【００１６】
　したがってメラノーマを初期に信頼性よく診断することのできる新しいツールが必要と
されている。
【００１７】
　さらに、メラノーマの進行の分子的基礎を理解すると、より有効な治療法を開発する助
けになろう。したがってメラニン形成細胞が変化するメカニズムが広く研究されている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は、哺乳動物のメラニン形成細胞の腫瘍状態を判断する方法と、哺乳動物でメラ
ノーマを診断する方法に関する。本発明の第1の特徴によれば、この方法は、哺乳動物の
メラニン形成細胞におけるRACK-1タンパク質の過剰発現を検出し、過剰発現している場合
にはそのメラニン形成細胞が腫瘍であるため、その哺乳動物にメラノーマが存在すると結
論するステップを含んでいる。
【００１９】
　本発明の第2の特徴によれば、この方法は、メラニン形成細胞におけるRACK-1タンパク
質の発現レベルを測定し、そのレベルを参照レベルと比較する操作を含んでいる。そのメ
ラニン形成細胞におけるRACK-1タンパク質の発現レベルが参照レベルよりも高い場合には
、そのメラニン形成細胞が腫瘍細胞であり、したがってその哺乳動物にメラノーマが存在
すると結論される。参照レベルは、正常な非腫瘍メラニン形成細胞、すなわち正常な上皮
（皮膚）メラニン形成細胞、または正常な脈絡膜メラニン形成細胞におけるRACK-1タンパ
ク質の発現レベルであることが好ましい。
【００２０】
　RACK-1タンパク質の発現レベルは、RACK-1のmRNAまたはRACK-1タンパク質のレベルと定
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義することができる。
【００２１】
　本発明は、哺乳動物におけるメラノーマの診断方法にも関する。この方法は、その哺乳
動物からの生物学的サンプルを、試験管内で、メラニン形成細胞を検出する手段およびRA
CK-1タンパク質の発現を検出する手段と接触させるステップと、メラニン形成細胞がRACK
-1タンパク質の発現と同じ場所に局在しているかどうかを判断するステップを含んでいて
、RACK-1タンパク質の発現を示すメラニン形成細胞の存在は、メラノーマであることを示
している。
【００２２】
　サンプルは、バイオプシー（例えばリンパ節、肝臓、肺、心臓、脾臓、目、皮膚のバイ
オプシー）であることが有利である。
【００２３】
　本発明の好ましい一実施態様によれば、哺乳動物はヒトである。あるいは哺乳動物は、
ブタ、ネコ、イヌ、ウマでもよい。
【００２４】
　RACK-1タンパク質を特にインサイチュ・イムノアッセイで検出するには、RACK-1に対す
る抗体を用いることが好ましい。
【００２５】
　本発明は、哺乳動物でメラノーマを診断するため、RACK-1タンパク質の発現を検出する
手段を含むキットにも関する。このようなキットは、メラニン形成細胞を検出する手段を
さらに備えていることが有利である。
【００２６】
　本発明は、腫瘍になったメラニン形成細胞のマーカーとしてRACK-1タンパク質を用いる
方法にも関する。
【００２７】
　本発明は、添付の図面を参照してさらに詳しく説明できる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図1は、MeLimからのメラノーマの肺転移を示す。図1のAは、さまざまなサイズの
多病巣性メラノーマ転移が浸潤した肺の写真である。矢印は、腫瘍組織のいくつかの黒い
点を指している。図1のB1～D1は、MITF抗体を用いて免疫組織化学によって同定したメラ
ニン形成細胞であり、茶色の核顆粒として見ることができる。図1のB2～D2は、一次抗体
なしの非特異的染色が存在していない。図1のB1とB2は正常な皮膚に対応し、C1と図1C2は
皮膚メラノーマに対応し、図1のD1とD2はメラノーマの肺への転移に対応する。aは肺胞を
表わし、beは気管支表皮を表わし、dは真皮を表わし、eは表皮を表わし、hfは毛包を表わ
す。矢印は、メラニン形成細胞（黒）とメラノーマ細胞（白）を指す。どの顕微鏡写真の
スケール表示棒も100μmである。
【図２】図2は、ブタ組織におけるRACK1 mRNAの発現を示す。脱色した切片に関するRACK1
のアンチセンス・プローブ（A）とセンス・プローブ（B）のインサイチュ・ハイブリダイ
ゼーション・オートラジオグラフ。各プローブについて正常な組織（N）を左側に示し（
皮膚、肺、肝臓、リンパ節）、腫瘍組織（T）を右側に示してある（皮膚メラノーマ、肺
、肝臓、リンパ節から転移したメラノーマ）。アンチセンス・プローブでは、リンパ節を
除き、腫瘍では健康な組織または弱っていない組織と比べて信号が強いことに注意された
い。C：アンチセンスRACK1プローブとハイブリダイズさせた肺転移MeLiMメラノーマから
の暗視野顕微鏡写真。D：Cからの連続切片におけるヘマトキシリン-エオシン染色であり
、C上で腫瘍の着色部位に銀色の顆粒が含まれている。スケール表示棒は、A、Bでは1cm、
C、Dでは100μmである。
【図３】図3は、ブタの正常な表皮におけるRACK1の発現を示す。A、C、D：ブタの皮膚に
関するRACK1タンパク質（緑）と、MITF（A、C）またはDCT（D）（赤）の二重標識の共焦
点顕微鏡分析。対照となるメイシャン・ミニブタからの正常な表皮（A、B）とMeLiM（C、
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D）。Bは、Aに対応する透過写真である。C：三次元“直交”スライス投射分析が含まれる
：中央の大きなパネルは単一の光学スライスを示しており、このスライスには、スライス
されたz軸を再構成するためにx軸（緑色の線）とy軸（赤色の線）が規定された。x、zス
ライス（上）とy、zスライス（右）に関する対応する結果を示してある。青色の線は、z
方向の積層体内での中央パネルの画像の位置を示す。核を青色で示してある。ケラチノサ
イトにはRACK1の細胞質ゾル・スポット信号があり、白い破線で示したメラニン形成細胞
にはその信号がないことに注意されたい。点線は、真皮（d）と表皮（e）の分離線を示す
。スケール表示棒：5μm。
【図４】図4は、進行段階がさまざまなMeLiMメラノーマにおけるRACK1の細胞分布。RACK1
タンパク質（緑）と、MITF（A、C）またはDCT（D）（赤）の二重標識の共焦点顕微鏡分析
。A：皮膚メラノーマ。B～D：リンパ節（B）、肺（C）、心臓（D）へのメラノーマ転移。
三次元“直交”スライス投射分析を図3のように示してある。核を青色で示してある。A1
：A2に対応する透過写真である。A3：A2挿入図の拡大。A：白い矢印の先端は、MITFに関
して陽性の真皮メラノーマ細胞を指しており、これは直交投射による分析である。真皮メ
ラノーマ細胞と表皮ケラチノサイトでRACK1の細胞質ゾル信号が同等であることに注意さ
れたい。RACK1は皮膚メラノーマ細胞と転移メラノーマ細胞で豊富であり、核の周囲に局
在している。さらに、転移では、核RACK1が存在している。それを光学スライスと直交投
射に黄色い矢印の先端で示してある。A1とA2の点線は、真皮（d）と表皮（e）の分離線を
示す。スケール表示棒：5μm。
【図５】図5は、正常なメラニン形成細胞とMeLiMからのメラノーマ細胞におけるβ-カテ
ニンとRHEBの細胞分布を示す。RACK1（赤）とβ-カテニン（A、B）またはRHEB（C、D）（
緑）の二重標識の後の正常な皮膚（A1～A2、C1～C2）と肺へのメラノーマ転移（B1～B2、
D1～D2）に関する共焦点顕微鏡写真とそのそれぞれの透過画像を示してある。核対比染色
を青色で示してある。矢印は、細胞質ゾルのβ-カテニン（A1）がある正常なメラニン形
成細胞、核周辺のRHEB（C1）がある正常なメラニン形成細胞、RACK1なしの正常なメラニ
ン形成細胞を指している。矢印の先端は、RACK1とβ-カテニンに関する核信号のあるメラ
ノーマ細胞（B1）を黄色で、RHEBに関する核信号のあるメラノーマ細胞（D1）を白色で示
している。A1の星印は、核β-カテニンのあるケラチノサイトを示している。これはおそ
らく分裂している細胞である。AとCの点線は、真皮（d）と表皮（e）の分離線を示す。ス
ケール表示棒：5μm。
【図６】図6は、ヒトの皮膚とメラノーマにおけるRACK1を示している。RACK1タンパク質
（A、B）、MITF（C、D）に関する二重標識、トプロ3を用いた核対比染色（E、F）の共焦
点顕微鏡分析。第1列（A、C、E）は、対照のヒト皮膚。MITF陽性メラニン形成細胞を破線
で囲んである。点線は、サンプルの表皮（e）と真皮（d）の境界の分離を示す。第2列（B
、D、F）は、リンパ節へのメラノーマの転移である。転移したヒト・メラニン形成細胞の
細胞質ではRACK1が高レベルになっているのが見られる。スケール表示棒：10μm。
【図７】図7は、RACK1のレベルがヒトメラノーマでは高いが、母斑ではそうでないことを
示している。正常な皮膚（a）、母斑（b）、皮膚メラノーマ（c）、肝臓転移（d）におけ
るRACK1（第1行）とMITF（第2行）の共焦点顕微鏡写真。SP2ライカ共焦点顕微鏡で単一の
光学切片を取得した。RACK1は正常なメラニン形成細胞（a）ではほとんど検出されない。
それは母斑（b）の過剰増殖性損傷にも当てはまる。皮膚の切片はさまざまな患者からの
ものである。矢印の先端は、RACK1が検出されないメラニン形成細胞を指している。矢印
は、細胞質RACK1を発現しているメラニン形成細胞を示している。点線は、表皮-真皮の境
界を示す。e、表皮；dr、真皮。棒=10μm。
【図８】図8は、ブドウ膜メラノーマにおけるRACK1の過剰発現を示している。この図は、
染色体が3モノソミーになったヒト脈絡膜メラノーマでRACK1のレベルが高いことを示して
いる。RACK1（a）とMITF（b）に関する免疫蛍光染色。cでは、DAPI核対比染色。SPEライ
カ共焦点顕微鏡で単一の光学切片を取得した。棒は10μm。
【図９】図9は、ウマのメラノーマにおけるRACK1の過剰発現を示す。ウマの皮膚悪性メラ
ノーマでRACK1が高レベルになっている。RACK1（a）とMITF（b）に関する免疫蛍光染色。
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cでは、DAPI核対比染色。アポ・トーム・ツァイス顕微鏡で単一の光学切片を取得した。
棒：10μm。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明に関連して、以下の用語は以下のように定義される。
　メラノーマは、メラニン形成細胞の悪性腫瘍である。それは、主に皮膚癌（皮膚メラノ
ーマ）であるが、例えばヒトの眼のメラニン形成細胞（脈絡膜メラノーマ）においても見
られるがそれほど頻繁には見られない。
【００３０】
　転移は、身体の主な部位から他の部位へ癌の広がりである。癌細胞は、一次（又は元の
）腫瘍から裂けて、リンパ及び血管に透過し、血流によって循環し、身体の至るところの
他の臓器中の離れた場所で沈着し増殖し得る（転移する）。
【００３１】
　腫瘍は良性又は悪性のいずれかとして分類される。悪性腫瘍は、侵襲及び転移によって
拡がることができるが、良性腫瘍は広がらない（そして、局所的に増殖するのみである）
。定義としては、用語「癌」は悪性腫瘍にのみ適用される。
【００３２】
　転移性腫瘍は、癌の最後の段階で非常に一般的である。転移の拡がりは、血液又はリン
パを介してあるいはその両方の経路を介して起こり得る。転移の最も一般的な場所は、リ
ンパ節、肝臓、脳及び骨である。
【００３３】
　癌細胞が広がって新しい腫瘍を形成する時に、続発性又は転移性腫瘍と呼ばれ、その細
胞は元の腫瘍の細胞と似ている。このことは、メラノーマが肺に拡がる（転移する）場合
に、続発性腫瘍（転移）は、腫瘍性メラニン形成細胞（腫瘍性肺細胞でない）からなるこ
とを意味する。肺の疾患は転移性メラノーマである。細胞の腫瘍状態は、その腫瘍又は非
-腫瘍状態に関連し、腫瘍細胞は、正常で健常でないが、腫瘍由来である、細胞を意味す
る。腫瘍性細胞は、良性腫瘍由来でも又は悪性腫瘍由来でもよい。
【００３４】
　RACK1（又はRACK1）タンパク質は、GeneBankの受入番号NM_006098を有する塩基配列に
よってコードされるヒトタンパク質（ヒトタンパク質P63244 配列番号69）又はそのアレ
ル変異体、あるいは別の哺乳動物種における任意のオルソログ、例えば、NM_008143によ
ってコードされるネズミ配列、又はNM_214332よってコードされるブタRACK1配列、又はNM
_175602によってコードされるウシ配列、又はNM_130734によってコードされるラット配列
、又はXM_537934によってコードされるイヌ配列、を意味する。RACK1タンパク質に対応す
るRNA又はDNAは、以下のタグ：ATTGTAGATG (配列番号1) で検出され得る。
【００３５】
　本発明は、タンパク質RACK1が、哺乳動物の正常なメラニン形成細胞に関して、腫瘍性
メラニン形成細胞において過剰発現する、という発明者らによる発見に依拠する。実際に
、正常メラニン形成細胞では、RACK1は、非常に低いレベルで発現し、ほとんど検出され
ない。しかし、このタンパク質は、腫瘍性メラニン形成細胞、メラノーマ又はメラノーマ
の転移において顕著に過剰発現することが見出されている。
【００３６】
　更に、本発明者らは、RACK1の発現が非常に増加し、皮膚性及び脈絡膜のメラノーマに
おいて均一に分布しているが、RACK1シグナルは、母斑、すなわち皮膚性良性腫瘍におい
て低くかつ異質である、ことを見出した。
【００３７】
　本発明はまた、本発明者らの観察によれば、あるメラノーマのみに関連するがすべての
メラノーマには関連しない他の公知のマーカーと比べて、RACK1は、すべての皮膚性及び
脈絡膜メラノーマにおいて過剰発現するという、本発明者らによる発見に依拠する。従っ
て、本発明者らのデータは、RACK1がメラニン形成細胞における悪性腫瘍の普遍的なマー
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カーであることを示す。
【００３８】
　そのため、第1の態様によれば、本発明は、哺乳動物のメラノーマ細胞の腫瘍状態を決
定する方法であって、該メラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質の発現又は過剰発現
を検出し；及びRACK1タンパク質の発現又は過剰発現を該細胞の腫瘍状態、好ましくは悪
性腫瘍状態、と関連づけること、を含む、方法に関する。
【００３９】
　試験下でのメラニン形成細胞の腫瘍状態は、好ましくは、本発明の方法を実行する前に
決定されない。メラニン形成細胞は、好ましくは、樹立された細胞株からのものではない
。好ましくは試験下の細胞は、一次細胞である。従って、本発明の方法は、メラニン形成
細胞の内の腫瘍性細胞の検出、好ましくは悪性腫瘍性細胞の検出を可能にする。
【００４０】
　第2の態様によれば、本発明はまた、哺乳動物のメラノーマを診断する方法であって、
哺乳動物にメラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現又は過剰発現を検出し、RACK1タ
ンパク質の発現又は過剰発現をメラノーマの存在と関連づけることを含む方法に関する。
【００４１】
　該方法は、好ましくは、インビトロ又はエクスビボで行われる、すなわち、RACK1タン
パク質の発現又は過剰発現の検出ステップが好ましくはインビトロ又はエクスビボで実行
される。あるいは、インビボで行ってもよい。
【００４２】
　メラニン形成細胞は、メラニンを合成するその能力によって認識される。従って、メラ
ニン合成に関連する任意のタンパク質は、メラニン形成細胞を他の細胞と識別するマーカ
ーとして使用され得る。しかし、ある腫瘍性メラニン形成細胞は、メラニンを産生するそ
の能力を失っていることがあり、メラニン合成経路に関連しない別のマーカーがその場合
に使用されることがあることに留意されたい。メラニン形成細胞用の可能性のあるマーカ
ーは、小眼症転写因子MITF、ドパクロムトートメラーゼDCT、チロシナーゼTYR、チロシナ
ーゼ-関連タンパク質1 TRP 1である。
【００４３】
　RACK1タンパク質の発現は、対照として使用される正常なメラニン形成細胞においてRAC
K1の発現を超える発現を意味する。本発明によれば、RACK1過剰発現は、例えば入手でき
、病原診断のために入手され使用される、パラフィン包埋された少量の一次組織で検出さ
れる。更に、本発明のこれらの態様によれば、インサイチュ免疫アッセイと同等又はそれ
より劣る感度を有する方法が検出に使用されるならば、メラニン形成細胞におけるRACK1
発現の存在の１つの検出は、腫瘍性細胞又はメラノーマの存在の指標である。実際に、上
記のように、RACK1は正常なメラニン形成細胞で非常に低レベルで発現し、従って、この
タンパク質は、標準的方法、例えば検出手段としてのインサイチュ免疫アッセイ、又はイ
ンサイチュ免疫アッセイと同等又はそれよりも感度の劣る検出方法によって正常メラニン
形成細胞において検出できない。
【００４４】
　従って、本発明に関連して、インサイチュ免疫アッセイは、該方法を実行するために特
に好ましい技術である。実際に、インサイチュ免疫アッセイを用いる、RACK1タンパク質
用の陽性細胞の検出は、腫瘍性細胞の存在、よってメラノーマ、の直接的指標である。
【００４５】
　この態様によれば、本発明の目的は、メラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レ
ベルを測定し、そのレベルを参照レベルと比較するステップを含む、哺乳動物のメラニン
形成細胞の腫瘍性状態を決定する方法である。
【００４６】
　前記メラニン形成細胞中の、参照レベルに関してRACK1タンパク質の増加したレベルは
、この細胞が腫瘍性細胞（腫瘍状態）、好ましくは悪性腫瘍性細胞である、指標である。
【００４７】
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　試験下のメラニン形成細胞の腫瘍状態は、好ましくは、本発明の方法を実行する前に決
定されない。メラニン形成細胞は、このましくは樹立された細胞株由来でない。好ましく
は、試験下の細胞は、一次細胞である。
【００４８】
　第4の態様によれば、本発明は、哺乳動物のメラニン形成細胞中のRACK1タンパク質発現
のレベルを測定し、そのレベルを参照レベルと比較するステップを含む、哺乳動物のメラ
ノーマを診断する方法に関する。参照レベルに関して前記メラニン形成細胞のRACK1タン
パク質発現の増加したレベルは、メラノーマの存在の指標である。
【００４９】
　本発明の第3及び第4の態様は、RACK1タンパク質発現の発現又は過剰発現の決定が参照
レベルとの比較によってなされる、最初の2つの態様に相当する。
【００５０】
　本発明の方法は、好ましくは、インビトロ又はエクスビボで行われる、すなわち、RACK
1タンパク質レベルの決定ステップが、好ましくはインビトロ又はエクスビボで行われる
。あるいは、インビボで行ってもよい。
【００５１】
　本発明の方法では、RACK1タンパク質の発現のためにアッセイされる哺乳動物のメラニ
ン形成細胞は、好ましくは前記哺乳動物の生物試料由来である。比較ステップのために使
用される参照レベルは、例えば、非-腫瘍性、すなわち診断される哺乳動物の正常な健常
なメラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質発現レベルである。正常なメラニン形成細
胞は、例えば、正常な表皮メラニン形成細胞又は正常な脈絡膜メラニン形成細胞である。
正常なメラニン形成細胞の任意の他の種類は、タンパク質RACK1発現の参照レベルのため
に使用してもよい。
【００５２】
　「増加したレベル」とは、レベルが顕著に増加されることである、すなわち、測定され
たレベルと参照レベルとの差が統計的観点から有意であり、すなわち測定されたレベルの
標準偏差よりも大きい、と理解すべきである。従って、この差は、好ましくは、測定に固
有のエラーよりも大きく、そして正常なメラニン形成細胞間で観察された偏差よりも大き
い。測定されたレベルと参照レベルとの差は、分析されるメラニン形成細胞に依拠して、
及び選択された参照レベルに依拠して顕著に変動し、しかし、腫瘍性細胞のレベルは、検
出の限界及び上記のカットオフラインよりも高い。測定されたレベルは、例えば、参照レ
ベルに因って、参照レベルよりも少なくとも5%高くてよく、好ましくは少なくとも10%又
は20%高くてよい。本発明の異なった態様では、測定されたレベルは、参照レベルの少な
くとも3倍であり、一般的に少なくとも6倍であり、例えば参照レベルよりも少なくとも10
倍高い。例えば、参照レベルが非-腫瘍性、すなわち正常な健常なメラニン形成細胞中のR
ACK1タンパク質発現レベルであるときに、測定されたレベルは、参照レベルの、少なくと
も1、5、好ましくは2倍である。
【００５３】
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚断片におけるメラニン形成細胞の腫瘍状態を決定する方
法であって、
　－該メラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レベルを、該哺乳動物の皮膚断片の
周囲のケラチノサイトにおけるRACK1タンパク質の発現レベルと比較し；
　－発現の等価レベルを該細胞の腫瘍状態と関連づけること、
を含む方法に関する。
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚メラノーマを診断する方法であって、
　-メラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レベルを、該哺乳動物の皮膚断片の周囲
のケラチノサイトにおけるRACK1タンパク質の発現レベルと比較し；
　－発現の等価レベルを該皮膚メラノーマの存在と関連づけること、
を含む方法に関する。
【００５４】
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　メラニン形成細胞及び皮膚断片上のケラチノサイト中のRACK1タンパク質発現のこのよ
うな比較は、当業者によって容易になされる。実際に、図3及び4から明らかであるが、一
方では、健常なメラニン形成細胞におけるRACK1タンパク質の発現は検出できないが、周
囲のケラチノサイトでは検出でき（図3）、他方、RACK1タンパク質の発現レベルは、周囲
のケラチノサイトと腫瘍性メラニン形成細胞においては同等である（図4）。本発明によ
れば、RACK1タンパク質発現レベルは、RACK1タンパク質発現の検出及び/又は上記の発現
レベルの推定によって決定又は測定され得る。
【００５５】
　本発明によれば、その腫瘍状態を定義するために分析されるメラニン形成細胞は、バイ
オプシー由来でよい。本発明によるバイオプシーは、任意の臓器又は組織由来でよい。バ
イオプシーは、例えば皮膚又は眼のバイオプシー、又は肝臓、リンパ節、肺、心臓又は脾
臓のような内臓由来である。
【００５６】
　本発明によれば、RACK1タンパク質発現レベルは、診断される細胞中のRACK1タンパク質
のレベルの測定によって、あるいは診断される細胞中のRACK1タンパク質に相当するmRNA
のレベルの測定によって、決定される。実際に、腫瘍性メラニン形成細胞中のRACK1タン
パク質の高レベルは、対応するmRNAの高レベルによるものであり、すなわち、RACK1タン
パク質の過剰発現は、腫瘍性細胞中の対応する遺伝子の転写の増加したレベルに主による
、ことが、本発明者らによって明らかにされた（実施例の項を参照）。
【００５７】
　本発明によれば、細胞中のRACK1タンパク質発現レベルは、有利には、インサイチュ免
疫アッセイによって決定される。この方法によれば、ペプチド又はタンパク質の発現レベ
ルを特に蛍光によって視覚化及び測定することが可能である。
【００５８】
　あるいは、RACK1タンパク質に対するmRNAのレベルが決定されるとき、使用される有利
な方法は、インサイチュハイブリダイゼーションである。インサイチュハイブリダイゼー
ション及びインサイチュ免疫アッセイはいずれも、本発明の範囲において当業者に周知で
ある。
【００５９】
　インサイチュ免疫アッセイについて、RACK1に対する抗体が使用されることになる。か
かる抗体は、商業的に入手可能である。インサイチュハイブリダイゼーションに関して、
この方法はRACK1 mRNAに特異的にハイブリダイズするプローブの使用を必要とする。好適
なプローブの例は、本説明の実験項に記載されている。
【００６０】
　細胞中のRACK1発現のレベルは、RACK1タンパク質に対応するRNA上でRT-PCRによって決
定してもよい。
【００６１】
　あるいは、RACK1タンパク質の存在又はRACK1タンパク質発現レベルは、免疫学的方法、
免疫アッセイ、免疫組織化学アッセイ、共焦点顕微鏡分析、紫外線顕微鏡、電気的検出又
はハイブリダイゼーションオートラジオグラフィーを実行することによって、本発明に従
って決定される。
【００６２】
　免疫学的方法は、好ましくは、特定のモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体を用
いる方法であり、好ましくは、ELISA法、免疫酵素法、免疫蛍光法、放射性-免疫学的方法
及び化学-免疫学的方法から選ばれる。最も好ましくは、免疫学的方法は、RACK1タンパク
質に対するモノクローナル抗体による、インサイチュ免疫アッセイである。本発明に従う
メラノーマは、例えば、皮膚メラノーマ又は脈絡膜メラノーマである。
【００６３】
　分析されるメラニン形成細胞が、通常メラニン形成細胞が欠けている非-皮膚組織のバ
イオプシーの一部である時に、本発明の方法による腫瘍性細胞の同定は、メラノーマの転
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移の指標である。本発明に従って診断される哺乳動物は、好ましくはヒトであり；しかし
、本発明はまた、他の哺乳動物、特にペット、好ましくはブタ、ウマ及びイヌにおけるメ
ラノーマの腫瘍性細胞の診断に関する。任意の他の哺乳動物も本発明の範囲内にある。
【００６４】
　本発明はまた、哺乳動物由来の生物試料と、メラニン形成細胞を検出する手段、及びRA
CK1タンパク質発現を検出し、メラニン形成細胞がRACK1タンパク質発現と共局在かするか
否かを決定する手段とを接触させるステップを含む、哺乳動物におけるメラノーマを診断
する方法に関する。RACK1タンパク質発現を示すメラニン形成細胞の存在は、メラノーマ
の指標である。実際に、健常なメラニン形成細胞では、本発明者らは、RACK1タンパク質
発現を検出できなかったが、メラニン形成細胞マーカーの発現を検出した。一方で、腫瘍
性メラニン形成細胞では、本発明者らは、RACK1タンパク質及びメラニン形成細胞マーカ
ーの発現を検出した。
【００６５】
　本方法は、診断される哺乳動物から得た生物試料について、好ましくはインビトロ又は
エクスビボで行われ、最も好ましくはインビトロで行われる。従って、本発明の診断方法
は、ヒト又は動物の体との任意の相互作用を示すものではなく、後者の存在を必要とする
。
【００６６】
　本方法の実行において使用される生物試料は、好ましくは、メラノーマ又はメラノーマ
の転移を宿す（host）と疑われた臓器又は組織由来のバイオプシーである。バイオプシー
の好ましい例は、リン節、肝臓、肺、心臓、脾臓、眼及び皮膚のバイオプシーである。
【００６７】
　既に述べたように、RACK1タンパク質発現を検出する手段は、好ましくは、試料中のRAC
K1タンパク質を検出する手段である。かかる手段は、好ましくは、抗体であり、最も好ま
しくはモノクローナル抗体である。あるいは、それはポリクローナル抗体でよい。RACK1
タンパク質発現を検出する手段は、RACK1タンパク質に相当するmRNAを決定する手段でも
よい。
【００６８】
　前記のRACK1タンパク質発現を検出する手段は、有利には、例えば蛍光タグ又は放射性
タグによって標識される。標識は、RACK1を検出するために、及び/又は該手段を定量化す
るために使用してよい。前記のメラニン形成細胞を検出する手段は、例えば、小眼症転写
因子MITFに対する抗体、ドパクロムトートメラーゼDCTに対する抗体、チロシナーゼTYRに
対する抗体、チロシナーゼ-関連タンパク質1 TRP 1に対する抗体、又はメラニン合成経路
に関連する任意のタンパク質に対する抗体である。
【００６９】
　有利には、RACK1タンパク質を検出する手段及びメラニン形成細胞を検出する手段はい
ずれも、抗体であり、該方法は、2つの前記手段（抗体）のための異なった標識（抗体）
を有するインサイチュ免疫アッセイによって行われる。
【００７０】
　本発明の異なった方法によれば、診断される哺乳動物は、好ましくはヒトである。本発
明によれば、診断される好ましい哺乳動物は、癌の家族暦を有するヒト、あるいはメラノ
ーマを発症すると疑われるヒト又はかかる疾患を発症する高い危険性が存在すると疑われ
るヒト、特に、水膨れ又は日焼けによる皮はがれを有する個体（特に、人生の最初の20年
で）、色白かつ赤毛の人々、複数の非定型母斑又は形成異常母斑を有するヒト、大きな先
天性メラニン形成細胞母斑を有するヒト、及びメラノーマもしくはディスプラスチック・
ニーバス症候群（複数の非定型穴）の個人暦又は家族暦を有するヒトである。
【００７１】
　本発明の別の態様では、診断される哺乳動物は、ブタ、ネコ、イヌ又はウマ、あるいは
別のペットである。本発明の診断方法は、診断された哺乳動物で、特に、メラノーマを発
症する高い危険性を示す哺乳動物について、より好ましくはメラノーマの素因を示すヒト
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について、規則的に繰り返されることが好ましい。本発明の診断法は、少なくとも3ケ月
毎に、少なくとも6ケ月毎に、年に1回又は幾分頻繁に繰り返される。転移の前に初期の段
階で治療を開始するためには、できるだけ早く、メラノーマを診断することが実際に必須
である。
【００７２】
　本発明の方法は、好ましくは、メラノーマを診断する他の方法と組み合わせて行われる
。例えば、本発明の方法は、異なった方法によってなされた最初の診断を確認するために
、あるいはメラノーマの疑いを確認するために行われる。あるいは、本発明の方法は、腫
瘍性細胞の同定を可能する他の方法と同時に又はその前に行ってよい。
【００７３】
　本発明の方法は、他の診断方法、例えば解剖病理学的方法と組み合わせて有利に使用さ
れる。
【００７４】
　解剖病理学的方法では、細胞の腫瘍状態は、有糸分裂、空間組織化、及びストローマ及
び血管との関連である、3つの異なった基準の決定後に同定され得る。本発明の方法は、
これらの基準の少なくとも1つの決定と組み合わせて有利に行われる。
【００７５】
　本発明はまた、RACK1タンパク質発現を検出するための手段を含む、哺乳動物における
メラノーマを診断するキットに関する。上記のように、RACK1タンパク質発現を検出する
ための手段は、好ましくは、RACK1タンパク質を検出するための手段である。前記方法は
、例えば抗体、好ましくはモノクローナル抗体であり；それはポリクローナル抗体でもよ
い。
【００７６】
　あるいは、前記手段は、RACK1タンパク質に相当するmRNAのレベルを検出するための手
段でよい。
【００７７】
　本発明のキットにおいて使用される手段は、有利には、例えば蛍光又は放射性標識で標
識される。
【００７８】
　上記のキットは、好ましくは、メラニン形成細胞を検出するための手段を更に含む。メ
ラニン形成細胞を検出するための手段は、メラニン形成細胞と非-メラニン形成細胞との
識別を可能にする。
【００７９】
　かかる手段は、例えば、小眼症転写因子MITFに対する抗体、ドパクロムトートメラーゼ
DCTに対する抗体、チロシナーゼTYRに対する抗体、チロシナーゼ-関連タンパク質1 TRP 1
に対する抗体、又はメラニン合成経路に関連する任意のタンパク質に対する抗体である。
別の手段も考えられる。
【００８０】
　好ましくは、前記の更なる手段はまた、有利には、例えば蛍光又は放射性標識によって
標識される。前記標識は、有利には、RACK1タンパク質発現を検出する手段に貼り付けら
れたラベルとは異なる；例えば、異なった波長発光を有する蛍光標識。
【００８１】
　本発明はまた、哺乳動物、好ましくはヒト又はペットのメラニン形成細胞の、腫瘍状態
のマーカー、好ましくは悪性腫瘍状態のマーカーとしてのRACK1タンパク質の使用に関す
る。
【００８２】
　本発明の別の目的は、該細胞の腫瘍性状態の指標、好ましくは悪性腫瘍状態の指標とし
ての哺乳動物のメラニン形成細胞中のRACK1タンパク質の発現レベルの使用である。
【００８３】
　本発明の方法及びキットに関連して上記の特徴及び好ましい態様のすべてもまた、本発
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明の使用に適用する。
【実施例】
【００８４】
　メラニン芽種保有リベコフミニブタ（Melanoblastoma-bearing Libechov minipigs）（
MeLiM)は、自発的な悪性皮膚メラノーマを提示する。メラニン形成細胞悪性変換をよりよ
く理解するために、発明者らは、遺伝子発現の連続的解析を、正常皮膚メラニン形成細胞
とMeLiMの肺転移由来のメラノーマ細胞とで比較した。メラノーマ進行において、タグ特
定により解明された遺伝子はこれまでに報告されていない。この中でもGNB2L1はメラノー
マ細胞で過剰発現した。GNB2L1は、活性化Ｃキナーゼ（PKC）の受容体であるRACK1をコー
ドする。発明者らは、MeLiMのメラノーマに侵された皮膚及び器官においけるRACK1発現を
、メラニン形成細胞のマーカーとしてMITFを用いる共焦点顕微鏡法を用いて研究した。RA
CK1は、正常な表皮メラニン形成細胞では検出されなかった。それとは対照的に、細胞質R
ACK1は、皮膚腫瘍及び転移の全てのメラノーマ細胞において高度に発現した。PKCβIIはR
ACK1と共存しなかったが、これはメラノーマ悪性疾患におけるRACK1の役割が、PKCβIIシ
グナル伝達とは独立していることを示す。RACK1は転移におけるさらなる核である。RHEB
及びβ-カテニンも転移の核であるが、RACK1と共存することはない。RACK1の高発現は、
ヒト臨床試料の皮膚腫瘍及び転移の全てのメラノーマ細胞において見られたが、RACK1は
、健常皮膚のメラニン形成細胞においては検出されなかった。メラノーマ細胞におけるRA
CK1の発現レベルは、その腫瘍段階に関連するようである。
【００８５】
　メラノーマはメラニン形成細胞の変換により発症する悪性腫瘍である。白人集団におけ
るその発生率及び致死率は、全世界的に増加している。転移の存在は、治療に対する非有
効な応答のため予後が極めて不良になる。メラノーマ進行の分子的根拠の理解により、よ
り有効な治療の開発を援助することができた。このように、メラニン形成細胞変換のメカ
ニズムは幅広く研究されている。
【００８６】
　ヒトにおいて、メラノーマは、B-RAFでは66％変異しており、一方INK4a/ARFでは50％欠
失している（Chin (1)により概説されている）。この２つの障害の組み合わせは、Ras経
路の活性化、網膜芽腫タンパク質のリン酸化、及びTP53分解の増加をもたらす。ただし、
細胞変換のその他のメカニズムの存在が示唆されているため、これらの遺伝子が全てメラ
ノーマの主な原因ではない。ヒト及びマウスのメラニン形成細胞腫瘍細胞系列及び試料に
ついて、大規模な遺伝子発現プロファイリングが報告されている。RhoC（2）、WNT5a（3
）、Notch2（4）、及びＧタンパク質及びカルシウム伝達に関連する遺伝子（5）の差次的
発現、とりわけ、際立った経路が、細胞接着及び運動性、並びに特定の細胞系列における
組織浸潤に携わる。全体的に、メラノーマは、複雑な多重遺伝子疾患であり、そして変換
の異なるメカニズムが作用しているはずである。
【００８７】
　ヒト病理の動物モデルにおいて、皮膚メラノーマに侵されるMeLiM（Melanoblastoma-be
aring Libechov Minipig）種は特に興味深い。実際、２月齢のMeLiMは、リンパ節におけ
る転移を有する自発的な皮膚メラノーマを提示するが、ヒトに類似する組織学的進化をす
る内部器官においてはそれほど頻繁ではない（6）。ただし、ヒトにおける大部分の散発
性メラノーマを理解するための、これらの遺伝的ブタメラノーマの生物学的解明は、未だ
不確かである。MeLiMもであるがヒトにおける疾患の進行に価値有る情報を提供できるか
否かを評価するため、発明者らは、MeLiMにおける腫瘍進行に関与する遺伝子を特定し、
ヒト皮膚メラノーマにおけるそれらの発現を評価することにした。
【００８８】
　連続的遺伝子発現解析（serial analysis of gene expression（SAGE））法を選択した
のは、マイクロアレイと異なり、本方法は解析する配列に関係なく、完全な細胞発現プロ
ファイルを提供するからである。SAGEライブラリーは、特定細胞型において特異的に発現
される遺伝子を解明するための、インシリコ（in silico）での比較が可能である（7）。
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メラニン形成細胞以外の細胞の寄与を最小化するため、発明者らは、MeLiMの肺メラノー
マ転移及び健常なメイシャンミニブタ（Meishan minipig）の皮膚由来のPigMelメラニン
形成細胞から培養した一次メラノーマ細胞からSAGEライブリーを構築した（8）。ここで
は、悪性と正常メラニン形成細胞との遺伝子発現の比較解析が報告されている。本発明者
らは、活性化Ｃキナーゼ（PKC）の受容体であるRACK1は、MeLiM由来の皮膚腫瘍及び転移
の細胞質において発現するが、その発現は正常な皮膚メラニン形成細胞で検出されないこ
とを示す。重要なことには、この腫瘍及び正常のメラニン形成細胞におけるRACK1の差異
的発現は、ヒト患者由来の臨床検体でも見られた。これらの結果は、哺乳類におけるメラ
ノーマの進行におけるRACK1の役割を実証するものである。これらは、MeLiM種が、ヒトに
おけるメラノーマ進行に関与する複雑なメカニズムを研究するための関連モデルとなるこ
とを支持する。
【００８９】
材料と方法
ブタ（Sus scrofa domestica）組織
　罹患したMeLiMの雄を、National Institute for Agricultural Research（ＩＮＲＡ、J
ouy-en-Josas, France）で健常なデュロック又はMeLiM種と交配させた（6,9）。動物の処
置及び使用は、欧州連合標準に従って、ＩＮＲＡ倫理委員会により承認された。フランス
（ｎ＝13）又はチェコ共和国（ｎ＝３）のいずれかで飼育された３月齢以下のMeLiM由来
のバイオプシーを使用した。これらには、表在拡散メラノーマ（ｎ＝２）及び結節性メラ
ノーマ（ｎ＝７）、及びリンパ節（ｎ＝13）、肺（ｎ＝10）、肝臓（ｎ＝１）、心臓（ｎ
＝２）及び脾臓（ｎ＝３）における転移、及び健常皮膚（ｎ＝10）が含まれる。健常な有
色性メイシャンの背側頸皮膚を、コントロールとして使用した。回収した組織を、４％緩
衝化パラホルムアルデヒド（PFA）中で固定化し、パラフィンに包埋した。
【００９０】
転移性メラノーマ細胞の単離及びコントロールメラニン形成細胞の培養
　若いMeLiM由来の腫瘍肺バイオプシーを、メラノーマ細胞の単離に使用した。ブタメラ
ニン形成細胞細胞の第一代培養物の条件は（8）の記載の通りである。酢酸テトラデカノ
イル－ホルボールを、培養の第二日目に添加した。48時間後、細胞をリンスし、Dynabead
 mRNA直接キット結合バッファー（Dynal, Invitrogen Life Technologies, Cergy Pontoi
se, France）中で溶解させ、そして液体窒素中で凍結させた。コントロールメラニン形成
細胞は、非変換PiMeL細胞を37％とした（8）。
【００９１】
SAGEライブラリーの構築
　メラニンを廃棄するため細胞溶解物を遠心分離し、小型化抽出へのSAGE適用（SAGE）法
を用いてライブラリーを作製した（10）。配列決定反応をMWG（Martinsried, Germany）
により行った。
【００９２】
タグ特定及びプローブのクローニング
　SAGEタグを、SAGE 2002 第4.5版ソフトウェアを用いて、配列ファイルから抽出した（7
）。統計的有意性を、モンテカルロシミュレーション解析を用いて決定した。Ｐ値が0.05
以下の場合に有意であるとみなした。タグを、SAGEソフトウェアにより解析した哺乳類Ge
nebankデータベース（http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/gbm）、又はAGENAE ESTデータ
ベース（http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/gbm）を用いて特定した。ATG開始コドンから
のヌクレオチド配列－70～900bpに対応するブタRACK1部分cDNAを、pCR4TOPOプラスミド（
Invitrogen Life Technologies）にサブクローニングした。得られたプラスミドをＮｏｔ
Ｉ又はＰｍｅＩのいずれかで直線化し、それぞれセンス又はアンチセンスRNAプローブを
得た。インビトロにおける転写は（11）に記載の通りに行った。
【００９３】
重度有色化試料のインサイチュハイブリダイゼーション
　インサイチュハイブリダイゼーションは（12）の記載に切片を漂白する修正を加えて行
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った。簡単に説明すると、脱パラフィン化した５μｍの切片を、0.075％のＫＭｎＯ4で15
分処理し、処理の間及び後に短いリンスを行いながら、５％のシュウ酸中で１分間脱色素
化した。切片を４％PFA中で20分固定化し、リンスし、脱水和し、そして空気乾燥した。
約15×106 cpm/mlでセンス又はアンチセンス放射標識リボプローブを（11）に記載の通り
にハイブリダイズした。スライドを、Biomax MRフィルム（Kodak, France）に３日間感光
させ、その後、Kodak NTB2エマルション中に浸漬し４週間感光させた。
【００９４】
ヒト組織
　クルー機関（Curie Institute）（Paris, France）において、ヒトメラノーマ組織を、
リンパ節切除（ｎ＝13）、肝切除（ｎ＝５）又は表皮切除（ｎ＝19）を行った患者から得
た。皮膚メラノーマ検体は、２つの表在拡散メラノーマ第ＩＶ段階（ブレスロー深さが2.
35及び2.5 cm）と３つの再発性皮膚メラノーマからなる。25人の女性及び12人の男性から
なる計37人由来の試料を調べた。胸部形成手術から得た正常皮膚を、コントロールとして
使用した（ｎ＝４）。
　組織を、４％PFA（ｎ＝38）又はブアン固定液（ｎ＝２）のいずれかにおいて固定し、
パラフィンに包埋させた。
【００９５】
抗体（免疫標識用の希釈物）
　使用したマウスモノクローナル抗体は、抗－MITF（1:50）（クローン Ｃ５＋Ｄ５、Zym
ed, Clinisciences, Montrouge, France）、抗-RACK1（1:150）及び抗-β-カテニン（1:1
00）（Transduction Laboratories, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France）であ
り、及びポリクローナルPEP-８抗-DCT（1:1000）、抗-RHEB（1:100）及び抗-PKCβII（1:
200）（Santa Cruz Biotechnology, Tebu-bio, Le Perray, France）であった。交差反応
及び当該抗体のブタ組織に対する特異性を、ウェスタンブロットを用いて確認した。
　ウマ試料のアッセイ用に、MITF抗体（Ｃ５＋Ｄ５、Zymed）を1:100で希釈し、分子グレ
ードのBSA0.1 mg/mlを、ステップ毎に正常なヤギ血清に添加した。
【００９６】
免疫染色及び共焦点顕微鏡法
　ブタ切片はクエン酸バッファー（ｐＨ６）中で、ヒト切片はTris-EDTA（ｐＨ９）、0.0
5％ Tween20中で、マイクロ波照射脱パラフィン化切片により、抗原の回収を行った。免
疫組織化学については、一次抗体をアビジン－ビオチン複合体（ABC Elite, Vector, Bio
valley, France）と反応させた。二重の免疫蛍光法については、4℃で一晩アプライした
抗体を、抗マウスアイソタイプ又は抗-ウサギ抗体に曝し、一方はAlexa Fluor 555で標識
し、他方はビオチンと結合させて、Alexa Fluor 488標識化ストレプトアビジン（Molecul
ar Probes, Invitrogen Life Technologies, France）に曝した。核対比染色は、Topro 3
（Molecular probes）を用いて行った。切片を、LicaレーザーTCS SP2スキャニング共焦
点顕微鏡で、0.7 μm厚の光学的切片を作製して観察した。一次抗体不存在のコントロー
ルは非特異的標識を示さない。共焦点画像は、コンピュータプログラム Leica Lite又はZ
eiss LSM Image Browserで処理した。示された全画像は、個々の切片のｚ系、加えて指示
がある場合は、積層の直行画像（orthogonal projections）である。最終的な図は、Adob
e Photoshop (Adobe Systems, USA)で編集した。
【００９７】
結果
MeLiM由来の転移メラノーマの特徴付け
　リンパ節、肝臓、心臓及び肺においてメラノーマ転移を発症した若いMeLiMを、図1Aに
示した。組織切片において、メラノーマ細胞の特定を、メラニン形成細胞において特異的
な核シグナルを発生する小眼球症転写因子MITFに対する抗体を用いて行った。免疫組織化
学により、MITFで標識したコントロール皮膚表皮の基底層において、正常なメラニン形成
細胞が示される（図1B1）。皮膚メラノーマ及び転移における腫瘍細胞も、MITFで標識さ
れた（図1C1～D1）。非特異標識は、本抗体では検出されなかった（図1B2～D2）。すなわ
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感受性マーカーである。
【００９８】
転移性メラノーマ細胞とメラニン形成細胞の比較発現解析
　肺転移由来のメラノーマ細胞を単離するため、腫瘍の一次培養を、ブタメラニン形成細
胞増殖のために最適化した条件で行った（8）。48時間後、培養における接着細胞は、主
にメラニン形成細胞であった。2500万個の転移性メラノーマ細胞（ＭＭＣ）及びPigMel正
常メラニン形成細胞（ＮＭ）からSAGEライブラリーを構築した。ＮＭ及びＭＭＣライブリ
ーから、それぞれ5,466個及び6,131個の異なるタグ（転写物）に対応する、総数11,300個
及び11,700個のタグを配列決定した。70個のタグは、２つのライブラリーにおいて差異的
に表された（Ｐ＜0.05）。45個（77％）は発現した配列タグに対応し、その37個（53％）
は、既知のｃＤＮＡに対応した。タグの大半は、高レベルの遺伝子発現に対応した。特定
された１遺伝子は、ＲＮＡプロセシング及びタンパク質合成（20％）、転写（７％）、又
はシグナル伝達（４％）に関与する。遺伝子が示すその機能的クラスにより任意に配列さ
せたタグのリストは、ＮＭと比較して、ＭＭＣを増加及び減少させ、それをそれぞれ表１
及び２に示す。ＧＮＢ２Ｌ１のｍＲＮＡは、ＭＭＣ及びＮＭのカウントが、それぞれ31及
び13である豊富なタグに対応した。
タグ配列：ＡＴＴＧＴＡＧＡＴＧ（配列番号１）
【００９９】
　本発明者らは、メラニン形成細胞及びメラノーマにおけるＧＮＢ２Ｌ１発現をより詳細
に研究することを選択したのは、それが、活性化Ｃキナーゼの受容体であるRACK1（NM-21
4332、ヒトRACK1 P63244　配列番号69と同一である）をコードし、そのｍＲＮＡがヒト癌
性細胞においてアップレギュレーションされることがわかっている（13）ためである。
【０１００】
【表１】

【０１０１】
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【表２】

【０１０２】
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【表３】

【０１０３】



(20) JP 2010-534840 A 2010.11.11

10

20

30

40

【表４】

【０１０４】
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【表５】

【０１０５】
メラノーマにおけるRACK1 ｍＲＮＡの過剰発現
　RACK1 ｍＲＡの分布パターンを特定するため、本発明者らは、正常な皮膚メラノーマ、
及び肺、肝臓及びリンパ節由来の転移性メラノーマ試料のブタ切片において、インサイチ
ュハイブリダイゼーションを行った。重度有色化腫瘍領域のバックグラウンドを回避する
ため、メラニンを酸化し同時にｍＲＮＡを維持する漂白処理を追加した。アンチセンス及
びセンスプローブで得られるフィルムオートラジオグラフィーから、ヒトリンパ節で報告
される（13）ような、シグナルの強いリンパ節以外にも、健常組織において、RACK1 ｍＲ
ＮＡのわずかなシグナルが示された（図2A）。これとは対照的に、皮膚メラノーマ、肺及
び肝転移試料の腫瘍部位では強いシグナルが観察され、非腫瘍部位は、より低いシグナル
が示された（図2A）。センスプローブのオートラジオグラフィーシグナルは、ほとんどな
かった（図2B）。エマルションオートグラフィー上の暗視野照明は、肺メラノーマの腫瘍
領域上の銀粒子を強調する（図2C）。これらの結果により、SAGEデータにより予測される
ようなメラノーマにおけるRACK1 ｍＲＮＡの過剰発現が確認された。
【０１０６】
皮膚由来のメラニン形成細胞における、及びブタにおけるメラノーマ進行の際の、RACK1
タンパク質局在化
　RACK1 ｍＲＮＡの過剰発現が機能的有意性を有するか否かを調べるため、本発明者らは
、メラニン形成細胞のマーカーとしてMITFを用いる二重免疫染色を用い、共焦点顕微鏡に
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よりRACK1細胞分布を解析した。本発明者らは、最初に、コントロールメイシャン及び健
常なMeLiMの皮膚、すなわち、正常なブタ表皮におけるＲＡＣＬ１の発現を、RACK1タンパ
ク質（蛍光で緑にラベルした）の共焦点顕微鏡解析、及びブタ皮膚におけるMITF又はＤＣ
Ｔの二重標識により解析した。本発明者らは、ケラチノサイトにおけるRACK1細胞質の斑
点状シグナル、及びメラニン形成細胞におけるその不存在を観察した（図3）。
【０１０７】
　RACK1タンパク質は、表皮において発現し、ケラチノサイトにおける細胞質に広く局在
化した（図3A～D）。メイシャン及びMeLiM皮膚のMITF陽性メラニン形成細胞において、RA
CK1発現は検出されなかった（図3A、C）。これと一致して、メラノソームに限定される酵
素である、ドパクロムトートメラーゼ（ＤＣＴ）を試験する場合、RACK1及びＤＣＴの二
重標識は、正常皮膚において明らかに重複しなかった（図3D）。次に、本発明者らは、腫
瘍組織、特に異なる進行段階でのMeLiMメラノーマにおけるRACK1の細胞分布を、RACK1タ
ンパク質の共焦点顕微鏡解析（緑）、及びMITFの二重標識（赤）により解析した（図4）
。解析した組織は、リンパ節、肺及び心臓における皮膚メラノーマ及びメラノーマ転移で
ある。これは、真皮メラノーマ細胞及び表皮ケラチノサイトで、同程度のRACK1細胞質シ
グナルであることに注意すべきである。RACK1は、核周囲に局在化する皮膚及び転移性の
メラノーマ細胞に豊富である。さらに転移において、核RACK1が存在する。
【０１０８】
　皮膚メラノーマにおいて、有色化MITF陽性細胞の巣は、RACK1タンパク質を表皮ケラチ
ノサイトと同程度に強く発現した（図4A）。RACK1は、細胞質に局在化し、その大半は核
周囲領域であった（図4のA3）。リンパ節、肺及び心臓メラノーマ転移において、RACK1タ
ンパク質は、MITF－陽性細胞で豊富であった。RACK1の準細胞性分布は、細胞質性であっ
た。ただし、核斑点に対するさらなる標識が、ＭＭＣの15％で観察された（図4B～D、黄
色矢印）。
　すなわち、腫瘍細胞におけるRACK1過剰発現は、ＭＭＣ（転移性メラノーマ細胞）にお
けるさらなる核局在化を伴い、異なる進行段階のメラノーマ細胞において細胞質性として
観察される。
【０１０９】
ブタメラノーマ細胞におけるRACK1の推定パートナー
　RACK1作用の分子的メカニズムを探索するために、発明者らは、メラノーマ細胞中のRAC
K1タンパク質のパートナーを探した。RACK1は、PKCβIIの細胞内受容体として同定された
（14）。発明者らは、メラノーマ進行中のPKCβII発現を研究した。PKCβII免疫蛍光は、
NMにおいて弱い細胞質シグナルを示した（正常メラニン形成細胞はなかった）。重複蛍光
はRACK1で検出できないが、MMCは更なる別個の核ドットを示した。比較のために、RACK1
シグナルと重複する強いPKCβIIシグナルを組織リンパ球で検出した。このことは、メラ
ニン形成細胞が豊富なPKCβIIを発現しないことを示唆している。
【０１１０】
　β-カテニン変異は、メラノーマにおいて有る役割を果たすと考えられ（15）、β-カテ
インは細胞接着において重要である。そのため、発明者らは、共焦点顕微鏡、及びRACK1
（赤色）とβ-カテニン（緑色）の二重標識後の正常皮膚及び肺でのメラノーマ転移の各
々の送信画像によって、正常メラニン形成細胞及びMeLiM由来のメラノーマ細胞中のβ-カ
テニンを試験した。β-カテニンは、偏在的に発現され、正常ブタ表皮の細胞膜に局在化
される（図5A）。
【０１１１】
　MMCでは、膜及び細胞質β-カテニンシグナルが核標識と共に通常視覚化された。しかし
、β-カテニン及びRACK1シグナルは、核内には局在化しなかった（図5B）。
【０１１２】
　現在のSAGE試験においてMMC中に発現された別のタグは、小GTPaseのRasスーパーファミ
リーのマンバーである、脳内に豊富にあるRasホモログをコードするRHEBとして同定され
た。RHEBは、成長因子、栄養素及びPI3Kを連結するアミノ酸及びラパマイシン（TOR）シ
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グナルの標的に応答して、細胞成長の制御において重要な役割を果たす（16）。従って、
発明者らは、MeLiM腫瘍におけるRHEB局在化を試験した。RHEBシグナルは、NMにおいて核
周囲であるが、MMC上では拡散し、核のように見えた（図5C～D）。メラニン形成細胞及び
腫瘍細胞においてPACK1シグナルについて何の局在化は見られなかった。
【０１１３】
　これら結果は、β-カテニン、RHEB及びPKCβIIが、メラノーマ進行中のPACK1の主な機
能性パートナーではないことを示唆している。
【０１１４】
ヒト皮膚及びメラノーマ試料中のPACK1タンパク質局在化
　最後に、発明者らは、ヒトメラニン形成細胞及びメラノーマ細胞のマーカーとしてMITF
を用いて、PACK1の過剰発現がヒトメラノーマ試料においても起こるか否かについて試験
した（17）。正常皮膚では、PACK1は、ケラチノサイトに対してメラニン形成細胞におい
て、MITF二重標識（図6C）又はTopro 3での核対比染色によって（図6E）、PACK1タンパク
質の共焦点顕微鏡によってわずかに検出された（図6A）。皮膚メラノーマ及びリンパ節及
び肝臓でのメラノーマの転移において、MITF-陽性細胞は、細胞形状の基礎となるPACK1の
強力な顆粒細胞質パターンを示した。RACK1過剰発現は、試験した20試料の各々で一貫し
て観察された（図6B、D及びF）。これらのメラノーマ試料中には核PACK1標識は見られな
かった。
【０１１５】
ヒトメラノーマ及び母斑におけるPACK1発現の比較
　ヒトメラノーマにおけるPACK1の発現を更に調べるために、発明者らは、一連の試料中
のその存在を確認した。メラニン形成マーカーとしてMITFを用いて、4つの正常皮膚バイ
オプシー由来のホルマリン固定組織、14つの母斑及び5つの皮膚マラノーマを分析した（1
7）。結果を表3に纏める。
【０１１６】
【表６】

【０１１７】
　正常皮膚では、PACK1はメラニン形成細胞中に無視できる量で存在したが、隣接するケ
ラチノサイトは、強力な細胞質性シグナルを示した（図7A）。母斑では、PACK1シグナル
は、所定の母斑内で及び2つのパターンを示す母斑間で異質であった：14つの母斑の内7つ
において、PACK1シグナルは、検出されず（矢印の頭、図7B）、また僅かでも検出されな
かた（矢印、図7B）。表皮又は真皮メラノーマにおいて検出される時に、シグナルは必ず
膜性であった。
【０１１８】
　纏めると、これらの結果は、RACK1 mRNA及びタンパク質が、ブタメラノーマにおいて見
出されたように、ヒトメラノーマ中でアップレギュレートされることを示している。この
ことは、メラノーマ腫瘍状態とPACK1の高レベルとの関係を示している。
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【０１１９】
脈絡膜メラノーマ中のPACK1過剰発現
　脈絡膜メラノーマ（又はブドウ膜メラノーマ）は、ヒトの悪性眼腫瘍の最も一般的な形
態である。染色体3モノソミー、腫瘍中の珍しい染色体異常が、ブドウ膜メラノーマの約
半分で検出された。染色体3モノソミーは腫瘍悪性度と関連する（38）。
【０１２０】
　発明者らは、染色体3モノソミー（N=6）を有する又は無しのブドウ膜メラノーマ上の除
核生成物から作製された組織スライドを分析した。該分析は、上記と本質的に同一のプロ
トコルによって実行した。RACK1は、染色体3モノソミーを有する（図8で説明される）及
び有さない、ブドウ膜メラノーマの2つの種類の全ての腫瘍性メラニン形成細胞で高レベ
ルで発現される。
【０１２１】
ウマメラノーマ中のPACK1発現
　発明者らは、PACK1が、ウマの健常皮膚の正常メラニン形成細胞において検出可能なレ
ベルで発現されないことを観察した。
【０１２２】
　発明者らはまた、悪性腫瘍由来の6試料中のPACK1発現を試験した。ウマ皮膚悪性メラノ
ーマにおけるPACK1発現を示す図9に見られるように、それらは、PACK1発現にすべて陽性
であった。このことはブタ及びヒトで既に得られた結果を確認するものである。
【０１２３】
　これらのデータは、ヒト試料の分析について述べたのと本質的に同一のプロトコルを用
いて得た。
【０１２４】
皮膚メラノーマ中のPACK1過剰発現の一般的性質
　すべてのメラノーマが一次クローン事象の同一のセットを示さず、そのいくつかはより
頻繁に起こることは、良く知られている。一次クローン事象に関する知見に関する最近の
レビューでは、Bennett（39）は、ヒト皮膚メラノーマにおける最も効力を有する遺伝子
を報告している（この文献の表1参照）。これらのデータから推論されるように、すべて
の皮膚メラノーマ中では影響を与える遺伝子はない。このことは、メラノーマ由来の一次
腫瘍の根底にあるメカニズムは外因性であることを示唆している。例えば、CDKN2A遺伝子
は、78%の皮膚メラノーマがクローン的に改変されており；B-RAF遺伝子は47%の皮膚メラ
ノーマは改変されている。
【０１２５】
　これに対して、本発明者らは、彼らが試験した皮膚及びブドウ膜メラノーマ由来のすべ
ての試料におけるPACK1の過剰発現を検出した。このことは、メラニン形成細胞中の一次
腫瘍を誘発するメカニズムに関係なく、PACK1がメラノーマの普遍的なマーカーであり得
ることを示唆している。遺伝子的に外因性の腫瘍中でのPACK1のこの系統的な過剰発現は
、任意のメラノーマの腫瘍進行の更なるステップとしてのPACK1の正の調節によって説明
され得る。
【０１２６】
　従って、ヒト及び他の哺乳動物のためのメラノーマ診断において非常に有用である、PA
CK1は皮膚及びブドウ膜メラノーマの任意のメラニン形成細胞中で過剰発現される単一の
マーカーであると考えられる。
【０１２７】
考察
　皮膚悪性メラノーマについて数少ない実験動物モデルが存在する。ネズミモデルは、そ
れぞれ癌原遺伝子及び腫瘍抑制遺伝子において、機能亢進及び機能性突然変異の喪失との
組合せを必要とする（1）。高い浸透率で皮膚メラノーマを誘導するために、新生マウス
では重度の日焼けが必要とされることがある（18）。対照的に、MeLiMブタモデルは、ヒ
トメラノーマに類似する病理組織学的特徴を有する自発的な皮膚メラノーマを示す（6）
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。ここで、発明者らは、MeLiMの遺伝性疾患が、ブタ及びヒトにおけるメラノーマの発症
に関連する調節複合体を特定するために有用であるという証拠を提供する。実際に、発明
者らは、細胞内受容体RACK1がブタメラノーマ及びヒトメラノーマで過剰発現されること
を見出した。このことは、MeLiMモデル予測がヒトメラノーマにおいて実証される最初の
ことである；これは、同様なメカニズムがブタ及びヒトにおけるメラニン形成細胞の悪性
形質転換においては働いていることを示している。
【０１２８】
　SAGE分析では、RACK1タグは、正常な皮膚メラニン形成細胞由来のライブラリーよりも
転移性メラノーマ細胞の一次培養物から確立されたライブラリーにおいてより多かった。
一環して、RACK1 mRNA及びタンパク質は、正常表皮メラニン形成細胞において僅かに検出
されたが、皮膚性及び転移性メラノーマの腫瘍性細胞においては高レベルで見出された。
このことは、これまで試験したすべてのブタ（n=38）及びヒト（n=20）試料に当てはまる
。
【０１２９】
　RACK1は、他のタンパク質に対して安定又は可逆的のいずれかの結合能力を与える7つの
内部Trp-Asp 40（WD40）反復を含む（19）。RACK1と相互作用する60つのタンパク質のほ
とんどは、これまで記載されている（ヒトタンパク質参照データBベース）及びRACK1は様
々な細胞コンパートメントにおいてソレラパートナーに結合することが分かった（19）。
従って、RACK1は、細胞の適応プロセスにおいて中心的な役割を果たすと考えられている
。
【０１３０】
　RACK1は、活性化されたPKCβIIのための標的タンパク質として最初に同定された（14）
。一方、PKCβは、ヒトの培養されたメラニン形成細胞において発現される（20）。PKCβ
及びRACK1が複合化され、メラノソーム上に固定される時に、メラニン形成の重要な酵素
である（21）PKCβホスホリレートチロシナーゼは、正常なメラニン形成細胞では、PKCβ
がメラニン形成を刺激することによって主に働くことを示唆している。一方、間接的な観
察は、メラノーマ発症においてPKCβIIの可能な役割について議論する。第1に、PKCβII
は、肥満細胞においてAKTを直接リン酸化することが分かり（22）、そして、AKTは、細胞
生存及び悪性メラノーマの発症を促進することが知られている（23)。第2に、WNT5Aは、
ヒトメラノーマ細胞の顕著な侵襲的挙動の強力なマーカーとして同定され、WNT5aは、PKC
を活性化するその能力によってこの効果を仲介すると考えられる（3）。これらの観察に
基づいて、発明者らは、ブタ及びヒトメラノーマにおけるPKCβII発現を分析した。PKCβ
IIは、正常な皮膚メラニン形成細胞においてはほとんど検出されず、正常な皮膚メラニン
形成細胞と比べて悪性メラニン形成細胞においてアップレギュレートされなかった。更に
、PKCβ発現は、メラノーマ細胞株の90%において喪失される（24）。しかし、腫瘍性メラ
ニン形成細胞におけるRACK1の過剰発現の効果がPKCβIIに依拠することはないであろう。
しかし、RACK1は他のPKCアイソフォームと相互作用することができた。
【０１３１】
　発明者らは、ブタの転移性メラノーマ細胞の15%の核においてRACK1を検出した。RACK1
の核転位は、既に観察されている。すなわち、げっ歯類のアルコールへの急性曝露の後に
、RACK1は、PKCβIIから脱共役し、海馬ニューロンの核に転位した（25）。核では、RACK
1はBDNFを含む数個の遺伝子の誘導を介在する（26）。BDN増加Fは、エタノール取り込み
を負に制御するドーパミンD3受容体の亢進された発現をもたらす（27）。メラノーマ転移
が、一次性皮膚悪性メラノーマよりBDNF及びその受容体をより頻繁に発現することが報告
されているので（28）、発明者らは、BDNFがMeLiM転移において発現されるか否かを試験
した。しかし、BDNF発現はMeLiM転移のメラノーマ細胞では検出されなかった。このこと
は、核RACK1が、メラニン形成細胞におけるBDNF非依存的細胞反応を介在することを示唆
している。
【０１３２】
　ヒト癌におけるインビボでのRACK1のアップレギュレーションを検出した研究はほとん
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どなく（13，29）、メラニン形成細胞との関係ではまったくない。RACK1 mRNAは、5つの
非小細胞肺癌で強力に発現されていることが見出され；大きな血管の内皮は、これらの腫
瘍におけるRACK1発現の主な部位として同定された（13）。 RACK1 mRNAはまた、結腸直腸
癌の11の症例において高度に発現され、非癌部位よりも癌細胞において強い発現を示した
（29）。しかし、腫瘍性メラニン形成細胞におけるRACK1の過剰発現の開示はなかった。
【０１３３】
　ここで、発明者らは、RACK1 mRNA及びその対応するタンパク質が皮膚及び転移性メラノ
ーマにおいて系統的に過剰発現されたことを示す；RACK1レベルは、形質転換されたメラ
ニン形成細胞それ自体において上昇した。
【０１３４】
　RACK1過剰発現が悪性の皮膚メラノーマの進行に役立つかもしれないとの提案は、培養
された細胞株において行われたいくつかの実験によって支持されている。実際に、増加及
び減少しているRACK1レベルは、細胞形質転換に関連した複数の細胞機能を明らかにした
。RACK1の過剰発現は、3T3繊維芽細胞の成長を阻害することがわかった（30，31）。しか
し、RACK1タンパク質レベルは培養された細胞において活性に調節されることを示唆する
が、RACK1翻訳のモルホリノオリゴヌクレオチドによる遮断もまた、3T3繊維芽細胞の成長
を減少させた（31）。興味深いことに、RACK1の過剰発現は、MCF-7乳癌細胞の増殖率を亢
進し、このことは、繊維芽細胞及び腫瘍性細胞におけるRACK1の識別効果を示す（32）。
従って、RACK1は、PC-12褐色細胞腫細胞において血清枯渇によって（33）、あるいはW7.2
 T細胞においていくつかのアポトーシス刺激によって（34）誘導されたアポトーシスを阻
害した。より具体的には、RACK1を過剰発現するMeWoヒトメラノーマ細胞は、UV-誘導アポ
トーシスに対する増加した抵抗性を示すことがわかった（35）。この効果は、PKCによるJ
NKの活性化を促進するためにアダプタータンパク質としてRACK1によって介在される（35
）。加えて、正常な非-運動性MCF7癌細胞におけるRACK1過剰発現は、創傷治癒アッセイに
おいてその転移能力を増加し、Transwellアッセイにおいてその運動性を誘導することが
報告された。従って、siRNAを用いるRACK1発現の抑制は、前立腺癌DU 145細胞において反
対の効果を有し、ranswellアッセイにおいてその転移を阻害した（36）。
【０１３５】
　RACK1アップレギュレーションによる細胞転移の促進は、IGF-1Rとタンパク質ホスファ
ターゼ2a（PP2A）又はβ1インテグリンのいずれかとの関連に因ることが最近提案された
。実際に、RACK1を過剰発現する細胞では、RACK1はPP2Aを放出し、β1インテグリンと会
合し、よって、インテグリンシグナル化を亢進し、増加した細胞転移能力を与える。
【０１３６】
　RACK1の過剰発現はまた、いくつかのヒト卵巣癌株のインシュリン-及びIGF-1-促進され
た足場-非依存的成長を亢進することができる（37）。再度、この効果は、インシュリン
受容体（IR）IGF-1R及びSTAT3との関連でアダプタータンパク質として働くRACK1によって
介在される（37）。
【０１３７】
　興味深いことに、MeWoメラニン形成細胞におけるRACK1の過剰発現は、STAT3のインシュ
リン-誘導活性化を亢進することがわかった、このことは、該経路の成分がこれらのメラ
ノーマ-誘導細胞（37）に存在することを示唆する。最後に、RACK1用のsiRNAを用いるMeW
oメラニン形成細胞におけるRACK1発現の阻害は、皮下注射後にヌードマウスの腫瘍成長を
顕著に減少させた（35）。
【０１３８】
　これらの観察の各々は、RACK1過剰発現が、MeLiMブタモデル及びヒト患者における悪性
皮膚メラノーマの進行において原因となる事象であるという見解を支持する。
【０１３９】
　結論として、RACK1は、細胞増殖、アポトーシスに対する抵抗性、転移及び拡散能力に
関連するいくつかのシグナル経路の集中点として現れ、その調整解除は、メラニン形成細
胞結合において腫瘍性形質転換をもたらす可能性がある。
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