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研究要旨：悪性中皮腫の患者予後は極めて不良であり、現在、有効な治療法は確

立されていない。悪性中皮腫は CDKN2A/CDKN2B, NF2, BAP1 の３つの腫瘍抑制遺

伝子の高頻度変異が明らかになっているが、既存の分子標的治療法の標的となり

うる活性型がん遺伝子変異に乏しく、新たな分子標的治療法の開発は極めて遅れ

ている。悪性中皮腫において極めて特徴的に不活性化している NF2（マーリン）

-Hippo 細胞内増殖抑制シグナル伝達系について解析を進めた。Hippo シグナル伝

達系の制御に係わることが最近報告された複数の分子を詳細に検討し、LIM ドメ

イン蛋白である Ajuba が高頻度に発現低下していることが明らかになった。悪性

中皮腫細胞株 24 細胞株中、不死化正常中皮細胞株の発現レベルに比べ 21 株で

Ajuba 蛋白が発現低下していた。Ajuba 遺伝子を中皮腫細胞株にトランスフェク

ションしたところ、中皮腫の細胞増殖が抑制され、Ajuba が中皮腫細胞において

腫瘍抑制性に機能することが明らかとなった。さらに、YAP1 をリン酸化して不活

性化する LATS2（Hippo シグナル伝達系の因子）をノックダウンしたところ、Ajuba

による腫瘍抑制機能が減弱し、Ajuba の細胞増殖抑制は LATS2 依存性であること

が明かになった。中皮腫細胞における YAP1 の恒常的な活性化には NF2 遺伝子変

異、LATS2 遺伝子変異の他に Ajuba 分子の発現低下が大きく関与している可能性

が示唆された。 

 
A. 研究目的 

悪性中皮腫において高頻度に不活性化が

生じている NF2（マーリン）-Hippo 細胞内

増殖抑制シグナル伝達系について、その原

因となる分子異常を明らかにし、中皮腫に

対する新たな治療戦略を構築するための基

盤的知見を得ることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

悪性中皮腫細胞株 24 株を使用して解析を

行った(Y-MESO-8D, Y-MESO-14, Y-MESO-27

などの 18 株は当センターで樹立に成功し

た細胞株を使用した）。培養細胞より RNA お

よび whole cell lysate を抽出し、発現解

析を行った。NF2（マーリン）-Hippo シグ

ナル伝達系路の分子については抗 Ajuba 抗

体、抗 MST1 抗体、抗 MST2 抗体、抗 KIBRA

抗体、抗 LATS1 抗体、抗 LATS2 抗体、抗 YAP

抗体、抗 phospho-YAP 抗体等を用いてウエ

スタンブロット法にて検討を行った。

RT-PCR 法にて Ajuba cDNA を増幅し、Ajuba

発現プラスミドベクター及びレンチウイル

ス発現ベクターを構築した。また、Ajuba

のノックダウンは RNA 干渉法を用いた。腫

瘍増殖抑制効果は Tetra Color One を用い



 

たカロリメトリックアッセイ及びソフトア

ガーコロニー形成能アッセイを用いた。免

疫蛍光染色にて Ajuba 等の局在を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は愛知県がんセンターヒトゲノ

ム･遺伝子解析研究倫理委員会および共同

研究先である名古屋大学医学部の倫理委員

会の承認を得た後、患者本人の文書同意を

得て提供された検体を実験に使用した。ま

た、遺伝子組換え実験に関しては愛知県が

んセンター遺伝子組換え実験等安全委員会

の承認を得ておこなった。 

 
C. 研究結果 

１．悪性中皮腫細胞における NF2-Hippo 関

連分子の発現解析 

 培養中皮腫細胞株 24 株および不死化正

常中皮細胞株 MeT-5A 株を用いてウエスタ

ンブロット法にて発現解析を行った。NF2, 

LATS2 などの中皮腫において遺伝子異常を

有する既知の分子についてその発現低下を

確認した。さらに Ajuba, MST1 などの本シ

グナル伝達系に関与することが報告されて

いる分子について検討を行った。MST1 の発

現異常は認められなかったがAjubaは24株

中 21 株の中皮腫細胞株において MeT-5A コ

ントロール株より発現低下していることが

観察された。さらに定量 RT-PCR 法にて

Ajuba の mRNA レベルでの検討を行ったとこ

ろ、mRNA レベルで低下している細胞株も認

められたが、mRNA レベルでは変化の乏しい

細胞株も検出された。 

2. Ajuba 遺伝子導入による YAP リン酸化

解析 

 Ajuba の発現が低下した細胞株に Ajuba

発現レンチウイルスを感染させたところ、

YAP のリン酸化（不活性化）が誘導された。

さらに YAP の転写標的遺伝子である CCND1

および CTGF のプロモーター活性に与える

影響をルシフェラーゼレポーターアッセイ

にて検討したところ、Ajuba の強制発現が

それらのプロモーター活性を抑制すること

を明らかにした。一方、Ajuba 導入による

YAP リン酸化が LATS ファミリーキナーゼ依

存性か否を確かめるために、RNA 干渉法を

用いて LATS1 あるいは LATS2 をノックダウ

ンして解析を行ったところ、特に LATS2 キ

ナーゼ依存的に YAP がリン酸化されること

が明らかとなった。 

3. Ajuba の細胞内局在の検討 

 中皮腫細胞における Ajuba 分子の局在を

Cell fractionation を用いたウエスタンブ

ロット法および免疫蛍光染色法にて検討し

たところ細胞質に局在することが明らかと

なった。さらに Ajuba の強制発現により YAP

が細胞核から細胞質に移動（転写コファク

ターとしては不活性化）することが明らか

となった。 

4．Ajuba による中皮腫細胞増殖能抑制効果 

 Ajuba の発現低下が観察された中皮腫の

3細胞株（NCI-H28, NCI-H290, Y-MESO-8D）

に Ajuba を強制発現させたところ、細胞増

殖抑制効果が観察された。一方、Ajuba が

発現低下しているが LATS2 遺伝子が欠失し

ている 2 細胞株（Y-MESO-14、Y-MESO-27）

では増殖抑制効果は非常に弱かった。FACS

による細胞周期の解析では Ajuba 導入によ

り G1 あるいは G2アレストを誘導している

ことが明らかとなった。 

 

D. 考察 

悪 性 中 皮 腫 に お い て NF2( マ ー リ

ン)-Hippo シグナル伝達系の不活性化が重

要であり中皮腫細胞の増殖・浸潤に関与し

ていると考えられている。NF2(マーリ



 

ン)-Hippo シグナル伝達系の不活性化は転

写コアクチベータ YAP の恒常的活性化（低

リン酸化）を引き起こし、細胞周期に関わ

る遺伝子群（CCND1 など）や細胞間質造成

に関わる遺伝子群（CTGF など）の発現を誘

導する。中皮腫の約 80％に YAP の活性化が

認められ、その原因は NF2 遺伝子（約 40％）

あるいは LATS2 遺伝子（約 15%）における

ジェネティックな異常で説明されるが、こ

れらの遺伝子変異が認められない中皮腫に

おいてどの分子異常が原因であるかが大き

な疑問であった。本研究により LIM-ドメイ

ン蛋白である Ajuba が高頻度に発現低下し、

中皮腫における腫瘍抑制遺伝子として機能

していることが明らかとなった。 

  

E. 結論 

悪性中皮腫細胞において LIM-ドメイン蛋

白である Ajuba が高頻度に発現低下してい

ることが明らかとなった。Ajuba は悪性中

皮腫細胞に対して腫瘍抑制分子として働き、

その機能は LATS ファミリーキナーゼ依存

的に YAP をリン酸化（不活性化）すること

であることが明らかとなった。本研究結果

は悪性中皮腫細胞において NF2(マーリ

ン)-Hippo シグナル伝達系の不活性化が重

要であり、その原因として NF2, LAT2 の遺

伝子異常に加え Ajuba の発現低下が大きく

関与していることが示唆された。 
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