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研究要旨：悪性中皮腫の発症機構として様々なゲノム異常が報告されており、その中

でも NF2、LATS2、YAP1 遺伝子異常によるシグナル伝達系が悪性中皮腫の腫瘍化に主

要な役割を担っていることが証明されてきた。これらは主として患者検体と細胞株を

用いて明らかにされてきたが、悪性中皮腫に認められるゲノム異常は個々の患者検体

により様々に異なっていることを我々はこれまでのアレイCGHの解析により明らかに

してきた。しかしこれまでに見出された遺伝子異常が悪性中皮腫にどのように関わっ

ているのかについての実証実験はない。このためこれらの中皮腫の増殖、腫瘍化に重

要と思われる遺伝子を不死化正常中皮細胞へ導入し増殖能の変化や形態変化、腫瘍化

能を検討することは、正常中皮細胞から悪性中皮腫へと形質転換する分子機構をより

明瞭化することができる可能性を示唆する。今回、当研究グループが作成してきたヒ

トパピローマウイルスE6/E7-hTERTにより不死化した正常中皮細胞株3株に代表的な

中皮腫がん関連遺伝子 YAP1 を導入することで in vitro にて増殖促進効果が認められ

ることを確認した。さらに YAP1 遺伝子を導入した正常中皮細胞株をヌードマウスへ

移植した結果、in vivo においても腫瘍を形成できることを確認した。このことは特

定の遺伝子導入により悪性中皮腫モデルを作成できたことを意味し、治療実験や他の

遺伝子導入による効果などの検定のための基盤とすることができる。 

Ａ.研究目的 

 ヒトパピローマウイルスE6/E7-hTERTによ

り不死化した正常中皮細胞株に悪性中皮腫

関連がん遺伝子を導入し、増殖様式や形態変

化を検討する。さらにマウスへの移植実験に

より造腫瘍性を検討する。これらにより悪性

中皮腫の腫瘍化に関わる分子機構を解明す

るとともに、治療標的分子の探索の基盤とす

ることを目的とする。 

 

Ｂ.研究方法 

これまでに当研究グループが作成してきたヒ

トパピローマウイルスE6/E7-hTERTにより不死

化した正常中皮細胞株に悪性中皮腫関連がん

遺伝子を導入し、増殖様式や形態変化を検討す

る。また、マウスでの造腫瘍性を検討する。 

1. In vitro 増殖様式の検討方法 

リン酸カルシウム法を用いて 293T を標的とし

て、悪性中腫関連がん遺伝子である野生型

YAP1 もしくは活性型 YAP1(S127A)を組み込ん

だプラスミドを用いてウイルス産生（レトロウ

イルスベクター）させ、標的細胞(正常中皮細



 

胞株)へ感染させた。YAP1 のレポーター遺伝子

として GFP を使用した。 

感染させた標的細胞の細胞増殖の観察を

Corning 6 well 細胞培養プレートを用いて培

養した。4 日毎に継代し、継代時に FACS を行

い GFP 陽性細胞の割合を 40 日間継時的に調べ

た。 

2. ヌードマウスへの移植方法 

 上記と同様の方法にて野生型 YAP1 もしく

は活性型 YAP1(S127A)を導入した不死化正常

中皮細胞を 7.5x106～1.0x107個/1 か所まで

増やし、ヌードマウスへ接種。対照群として

レポーター遺伝子であるGFPのみを導入した

(Empty vector)正常中皮細胞を接種した。 

皮下接種の場合、1匹につき Empty vector

導入正常中皮細胞を左背側の2か所に接種し、

野生型 YAP1 もしくは活性型 YAP1(S127A)導

入正常中皮細胞を右背側の 2 か所に接種(1

匹につき 4 か所接種)。胸腔内へは 1 匹につ

き 1か所ずつ、Empty vector・野生型 YAP1・

活性型 YAP1(S127A)導入正常中皮細胞を接種

した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は愛知県がんセンターのヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究に関する倫理審査委員会の

承認を得ている。動物実験は愛知県がんセンタ

ー動物委員会の許可を得た上で行っている。 

 

Ｃ.研究結果 

 同一個体から由来する不死化正常中皮細

胞株をクローニングすることにより形態の

異なる細胞株をこれまで樹立してきた。それ

らは、形態学的に上皮型（HOMC-2 A-7 B-1）

（以後：上皮型 1）と、肉腫型①（HOMC-2 A-7 

D-4）（以後：肉腫型 2）、と肉腫型②(HOMC-3 

A-4)（以後：肉腫型 3）に分けられる。まず、

上皮型１、肉腫型 2、肉腫型 3 を対象に、野

生型 YAP1 あるいは活性型 YAP1(S127A)遺伝

子を導入し、細胞増殖能における役割を検討

した。その結果、 

1) in vitro での増殖効果を検討したところ

上皮型 1 では増殖促進効果は明確に認め

られなかったものの、肉腫型２では明確

に増殖促進効果が認められた。一方、肉

腫型 3 では、遺伝子導入のない元の細胞

株と比較し増殖能の低下が認められた。

(図 1) 

 
2) 遺伝子導入のない元の細胞株もしくはレ

ポーター遺伝子 GFP のみ導入した細胞

株ではヌードマウスへの皮下接種にて腫

瘍は作らなかったものの、活性型

YAP1(S127A)を導入した上皮型 1、肉腫型

2ともに腫瘍を形成した(図 2)。 
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また野生型

瘍形成を認めている

 

3) 活性型

肉腫型

表1. 

系統

上皮型１

肉腫型２

肉腫型３

野生型

活性型

系統

上皮型１

肉腫型２

肉腫型３

7.5-10x10
接種。接種

また野生型 YAP1 導入の細胞株においても腫

瘍形成を認めている

活性型 YAP1(S127A)

肉腫型 2、肉腫型

1. ヌードマウス

系統 皮下腫瘤

上皮型１ 1/4(25%)

肉腫型２ 4/4(100%)

肉腫型３ 4/4(100%)

野生型YAP1導入の細胞株を移植

活性型YAP1(S127A)
系統 皮下腫瘤

上皮型１ 6/8(75%)

肉腫型２ 6/8(75%)

肉腫型３ 8/8(100%)

10x106個の細胞を皮下や胸腔内
接種。接種後30日目に腫瘤形成を判定。

導入の細胞株においても腫

瘍形成を認めている(表 1) 

YAP1(S127A)を導入した上皮型

、肉腫型 3 を胸腔内接種にてい

ヌードマウスへの腫瘍形成

皮下腫瘤(%) 胸腔内腫瘤

1/4(25%) ―

4/4(100%) ―

4/4(100%) ―

導入の細胞株を移植

YAP1(S127A)導入の細胞株を移植
皮下腫瘤(%) 胸腔内腫瘤

6/8(75%) 2/2(100%)

6/8(75%) 2/2(100%)

8/8(100%) 2/2(100%)

個の細胞を皮下や胸腔内
日目に腫瘤形成を判定。

導入の細胞株においても腫

を導入した上皮型 1

を胸腔内接種にてい

への腫瘍形成

胸腔内腫瘤(%)

―

―

―

導入の細胞株を移植

導入の細胞株を移植

胸腔内腫瘤(%)

2/2(100%)

2/2(100%)

2/2(100%)

個の細胞を皮下や胸腔内へ
日目に腫瘤形成を判定。

 

 

導入の細胞株においても腫
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めた(図 3：太い矢印
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る YAP1 を導入することで、

の増殖促進効果が認められ、ヌードマウ

スで腫瘍を形成したことは、正常中皮細

胞から中皮腫を作成できたことを意味す

る。すなわち、特定の遺伝子導入による

悪性中皮腫モデルを作成できたことを意

味し、治療

効果などの検定のための基盤ができた。
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られたにもかかわらず、ヌードマウスで

腫瘍を形成した。おそらく、in vivo で

の腫瘍を取り巻く微小環境が造腫瘍性に

かかわっている可能性が示唆される。 

 

今後の方向性： 

1) 正常中皮細胞を腫瘍化することに成功し

た。野生型 YAP1 遺伝子と活性型

YAP1(S127A)遺伝子を導入した上皮型 1

と肉腫型2は in vitroにて増殖傾向を示

しているが、肉腫型 3 は増殖能の低下が

見られた。この違いについて検討してい

く。YAP1 と TEAD4 が複合体を形成すると

細胞増殖を誘導するが、YAP1 と p73 の複

合体はアポトーシスを誘導する。遺伝子

導入した細胞株で p73 や TEAD4 の発現を

ウエスタンブロット法で発現量を調べ、

必要があれば免疫沈降を行う。また内因

性 YAP1 と外因性 YAP1 の分布を、免疫染

色を行うことで明確にする。遺伝子導入

をしていない細胞株と遺伝子導入後の細

胞株を比較する(核に多く認められるの

か、もしくは細胞質に多く存在するのか)。 

2) 肉腫型 3においては in vitro と in vivo

において増殖能では対照的な結果が得ら

れた。腫瘍化における YAP1 遺伝子の役割

を確認する上で、遺伝子導入していない

正常中皮細胞と YAP1 遺伝子導入の正常

中皮細胞との間における発現解析だけで

なく、in vitro での細胞と in vivo にお

いて形成した腫瘍を発現解析で比較する

ことで悪性化の因子を明確化する。 

3) 今後 YAP1 以外の腫瘍関連遺伝子につい

て、今回用いた実験系で評価できるかを

検討する。具体的には悪性中皮腫細胞株

の発現解析で発現上昇が強く認められた

（CCND1,FOXM1 など）についても、造腫

瘍能について検討を始める。 

4) 今回の研究成果で得られた正常中皮細胞

から樹立した悪性腫瘍細胞株は治療実験

や腫瘍化の発症機構解明の良い実験モデ

ルとして用いていく。 

 

Ｅ.結論 

1)正常中皮細胞を E6/E7-hTERT を用いて不死

化した細胞をクローニングすることにより

形態の異なる 3 種類の不死化正常中皮細胞

株 3 株 上皮型（HOMC-2 A-7 B-1）と肉腫型

①（HOMC-2 A-7 D-4）と肉腫型②(HOMC-3 A-4)

を樹立した。 

2)in vitro において上皮型(HOMC-2 A-7 B-1)

は野生型 YAP1 もしくは活性型 YAP1(S127A)

遺伝子導入による細胞増殖効果は認めなか

ったが、肉腫型①（HOMC-2 A-7 D-4）は明ら

かな増殖促進効果が認められた。一方、肉腫

型②(HOMC-3 A-4)は増殖能の低下を認めた。 

3) 上皮型（HOMC-2 A-7 B-1）、肉腫型①（HOMC-2 

A-7 D-4）、肉腫型②(HOMC-3 A-4)のいずれ

でもヌードマウスにおいて腫瘍を形成し

た。マウスでの微小環境が増殖を支えてい

ると考えられる。 

4) 今後 YAP1 以外の腫瘍関連遺伝子について

も評価可能であることが示唆される実験

系を確立できた。 
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請口演. 2012, (COEX Seoul, Korea) 

2. 吉田 稚明，海野 啓，Liu Fang，在田幸太

郎，加留部謙之輔, 都築 忍, 大島 孝一, 

瀬戸 加大: ゲノム異常陽性PTCL, NOSにお

けるサブクローンの存在. 第 52 回日本リ

ンパ網内系学会総会, 2012, (福島) ［口演］ 

3. 吉田 稚明，海野 啓，Liu Fang，在田幸太

郎，加留部謙之輔, 都築 忍, 大島 孝一, 

瀬戸 加大: ゲノム異常陽性PTCL, NOSにお

けるサブクローンの存在. 第 52 回日本リ

ンパ網内系学会総会, 2012, (福島) ［ポス

ター（示説）］ 

4. 瀬戸 加大: NK 細胞性腫瘍の機能特異的が

ん抑制遺伝子としてのFOXO3. 第 16回日本

がん分子標的治療学会学術集会, 2012, (北

九州市) ［ワークショップ］ 

5. 岸本 渉, 錦織 桃子, 田嶌 政治, 山本 玲, 

坂井 智美, 都築 忍, 瀬戸 加大, 高折 晃

史: マントル細胞リンパ腫のマウスモデル

の作製. 第71回日本癌学会学術総会, 2012,  

(札幌) ［ポスター（示説）］ 

6. 加留部 謙之輔, 都築 忍, 中村 栄男, 瀬

戸 加大: NK 細胞性腫瘍に特異的ながん抑

制遺伝子であるFOXO3. 第 71回日本癌学会

学術総会, 2012, (札幌) ［ポスター（示説）］ 

7. 都築 忍、瀬戸 加大: CML-BC における

AML1/RUNX1 変異と BCR-ABL の協調作用. 

第 71 回日本癌学会学術総会, 2012,(札幌) 

［ポスター（示説）］ 

8. 吉田 稚明, 海野 啓, 劉 芳, 在田 幸太郎, 

加留部 謙之輔, 都築 忍, 大島 孝一, 瀬

戸 加大: ゲノム異常陽性の末梢性 T細胞

性リンパ腫、非特異型におけるサブクロー

ンの存在. 第 71 回日本癌学会学術総会, 

2012, (札幌) ［口演］ 

9. 加留部 謙之輔, 大島 孝一, 瀬戸 加大: 

悪性リンパ腫の臨床病理および分子病態の

解析. 第 71 回日本癌学会学術総会, 2012, 



 

(札幌) ［口演］ 

10.  都築 忍, 瀬戸 加大: Expansion of mouse 

hematpoietic stem/progenitor cells by a 

short isoform of RUNX1/AML1. 第 74 回日

本血液学会総会, 2012, (京都) ［ポスター

（示説）］ 

11.  瀬戸 加大: Molecular characterization 

of T/NK cell malignancies Masao Seto. 第

74 回日本血液学会総会, 2012, (京都) ［シ

ンポジウム(口演)］ 

12. Noriaki Yoshida, Akira Umino, Fang Liu, 

MD, Kotaro Arita, Kennosuke Karube, MD, 

Shinobu Tsuzuki, Koichi Ohshima, and 

Masao Seto.: Identification of Multiple 

Subclones in Peripheral T-Cell Lymphoma, 

Not Otherwise Specified with Genomic 

Aberrations. 第 54 回米国血液学会総会, 

2012, アトランタ(米国)［口演］ 

13. Kotaro Arita and Masao Seto.: New mouse 

models of B-cell lymphoma using in vitro 

retroviral transduction system. 第 9 回

日本癌学会・AACR 合同会議, 2013, ラハイ

ナ(米国)［ポスター］ 

 

G.知的財産権の出願・登録状況 

なし 

 


