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研究成果の概要： 
 悪性腫瘍細胞で細胞内のセカンドメッセンジャーである cAMP 等を分解しその濃度を調整し

ている phosphodiesterase (PDE)1 アイソザイム（PDE1A，PDE1B，PDE1C）のいくつかが発現し

ていることを確認した．PDE1C の遺伝子変異部分に対する siRNA を作成し，導入を行った．細

胞増殖はやや抑制された．科学研究費若手研究(B)（平成 21，22 年度）では転移との関係を解

明する予定である． 
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１． 研究開始当初の背景 

 Differentiation-inducing factor 

(DIF)は，1987 年に Morris らにより細胞性

粘菌 Dictyostelium discoideum が分泌す

る物質で粘菌の柄細胞への分化を誘導す

る物質として単離され，DIF-1 や DIF-2 な

ど複数の分子が知られている（Nature, 

328: 811-4, 1987）．DIF ファミリーは粘菌

細胞以外にも哺乳類細胞で分化誘導作用

や増殖抑制作用を示すが，DIF のターゲッ

ト分子（結合タンパクや受容体）は全く不

明であった．2004 年に，われわれは細胞内

のセカンドメッセンジャーである cAMP 等

を分解する phosphodiesterase (PDE)1 が

DIF のターゲット分子であることを世界で

初めて発見した（Cancer  Research．

64(7) : 2568-71, 2004）． 

 PDE１は11種類(PDE１からPDE11)報告され
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ているPDEファミリーの一種で，細胞内のcAMP

やcGMP濃度を調整することにより，様々な生

理作用に関与している．そして，科学研究費

若手研究(B)（平成17，18年度）で悪性黒色腫

細胞でのPDE1発現とPDE1Cの遺伝子変異を発

見した．PDE1の遺伝子変異の報告は皆無であ

りこの発見は世界で初めてである．そこで本

研究では 悪性黒色腫細胞を含め他の悪性腫

瘍細胞でのPDE1発現，PDE1Cに対するsiRNAの

導入を行った．また，遺伝子変異部位特異的

なsiRNAを作成した． 

 
２．研究の目的 

（１）科学研究費若手研究(B)（平成17，18

年度）でいくつかの悪性黒色腫細胞でのPDE1

発現を確認したので，悪性黒色腫細胞を含め

他の悪性腫瘍細胞で同様に発現を検討する． 

 

（２）PDE1には３種類のアイソザイム（PDE1A，

PDE1B，PDE1C）が存在するため，各アイソザ

イムに対するsiRNAを作成し，in vitroで悪

性黒色腫細胞などへの導入条件を決定する． 

 

（３）各PDE1アイソザイムのsiRNAでそれぞ

れのPDE1 のmRNAを特異的に抑制し，どの

PDE1アイソザイムが増殖と関連するかを解

明する． 

 

（４）科学研究費若手研究(B)（平成17，18

年度）で発見したPDE1の遺伝子変異部位に対

するsiRNAを作成する． 

 

（５）PDE1の遺伝子変異部位に対するsiRNA

で遺伝子変異のあるPDE1 のmRNAを特異的に

抑制し，増殖と関連するかを解明する 

 
３．研究の方法 

（１）悪性腫瘍細胞での PDE1の発現の確認． 

 RT-PCR で PDE1 アイソザイムの発現を検討

した． 

 

（２）siRNA の導入条件の決定． 

① 腫 瘍 細 胞 に positive control (GAPDH 

siRNAなど)を導入し，48時間後にRNA抽出を

行った．RT後，Real-Time PCRで標的遺伝子

のmRNAのノックダウンを確認した．  

② 悪 性 腫 瘍 細 胞 に 蛍 光 標 識 し た Non- 

silencing siRNAなどを導入し，導入を確認

した． 

 

（３）PDE1 アイソザイムに対する siRNA の

導入． 

①上記条件を中心にして PDE1 の siRNA を導

入し，48 時間後に RNA 抽出を行った．RT後，

Real-Time PCR で標的遺伝子の mRNA のノック

ダウンを確認した．  

 

（４）PDE1 アイソザイムの siRNA による PDE1

アイソザイムと増殖との関連の確認． 

①PDE1アイソザイムに対するsiRNAを作成し

た． 

②上記で決定した導入条件で各アイソザイ

ムに対する siRNA を導入した． 

③MTS assay で細胞数を測定した． 

 

（５）PDE1 遺伝子変異部位に対する siRNA の

作成と遺伝子変異の確認． 

 

（６）PDE1 遺伝子変異部位に対する siRNA に

よる PDE1 アイソザイムと増殖との関連の確

認． 

①上記条件を中心にして PDE1 の siRNA を導

入し，48 時間後に RNA 抽出を行った．RT後，

Real-Time PCR で標的遺伝子の mRNA のノック

ダウンを確認した． 

②①で決定した導入条件で siRNAを導入した． 



③MTS assay で細胞数を測定した． 

 
４．研究成果 

 
（１） 悪性腫瘍細胞でのPDE1の発現の確認． 

 各悪性腫瘍細胞でのPDE1アイソザイム

（PDE1A，PDE1B，PDE1C）の発現をRT-PCRで

検討した．多くの細胞でPDE1AかPDE1C，ある

いは，PDE1AとPDE1Cの両方が発現していたが，

PDE1Bはほとんど発現していなかった（表1）． 

 

表1. 悪性腫瘍細胞でのPDE1発現 

PDE1AとPDE1Cが発現 

ヒト口腔由来悪性黒色腫HMG細胞 

ヒト口腔由来悪性黒色腫PMP細胞 

ヒト口腔由来悪性黒色腫MAA細胞 

ヒト子宮由来悪性黒色腫HMV-2細胞 

ヒト皮膚由来悪性黒色腫G361細胞 

ヒト肝臓由来腺癌SK-Hep-1細胞 

PDE1Aが発現 

ヒト皮膚由来悪性黒色腫C32細胞 

ヒト白血病K562細胞 

PDE1Cが発現 

マウス皮膚由来悪性黒色腫B-16細胞 

PDE1A，PDE1BとPDE1Cが発現 

ヒト口腔由来悪性黒色腫MMN9細胞 

 

（２）siRNA の導入条件の決定． 

 MAA 細 胞 や SK-Hep-1 細 胞 等 に positive 

control として GAPDH 等に対する siRNA を

Lipofectamine ™  RNAiMAX に て 導 入 し ，

Real-Time PCRでGAPDH mRNAの発現量を定量

した．そして，抑制率が70%以上である導入

条件を確定した．更に，蛍光標識したNon- 

silencing siRNAなどを導入し，導入を確認

した． 

 

（３）PDE1 アイソザイムに対する siRNA の

導入． 

 上記条件を中心にしてPDE1AとPDE1Cの

siRNAを導入し，抑制率が70%以上である導入

条件を確定した． 

 

（４）PDE1 アイソザイムの siRNA による PDE1

アイソザイムと増殖との関連の確認． 

 上記の条件で細胞増殖試験を行ったが，

PDE1AとPDE1Cでは増殖には変化が認められ

なかった． 

 

（５）PDE1遺伝子変異部位に対するsiRNA作

成と遺伝子変異の確認． 

 SK-Hep-1細胞等で遺伝子変異が確認でき

た部位に対するsiRNAを作成した．また，他

の悪性腫瘍細胞で同遺伝子変異部位を確認

し，他の細胞で遺伝子変異が無いことを確認

した． 

 

（６）PDE1 遺伝子変異部位に対する siRNA に

よる PDE1 アイソザイムと増殖との関連の確

認． 

 上記条件を中心に検討を行い抑制率が70%

以上である導入条件を確定した（図１）．そ

こでこの条件でsiRNAを導入し細胞増殖試験

を行ったところ，PDE1Cに対するsiRNAの作用

で増殖抑制効果を認めた． 

 

（図１）siRNA の発現抑制効果 
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