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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, 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し、その本態解明により新規の分子標的治療

戦略を構築することを目的として検討を進めた。昨年度、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を明らかした。本年度は、

Ajuba 遺伝子ファミリーの他の 2つのメンバーである LIMD1 および WTIP1 に関し

て、その悪性中皮腫における役割を明らかにする目的で検討を進めた。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て、LIMD1 および

WTIP1 の遺伝子発現レベルについて大きな差は認められなかった。Ajuba および

LIMD1, WTIP1 をそれぞれ RNA 干渉法にてノックダウンし、YAP（Hippo シグナル

伝達系の不活性化により恒常的に活性化する転写コアクチベーター）の活性化を

検討したところ、Ajuba のノックダウンは YAP を活性化（低リン酸化）する一方、

LIMD1 あるいは WTIP1 のノックダウンは YAP を不活性化（高リン酸化）すること

が明らかとなった。YAP が転写を亢進する遺伝子（CCDN1 および CTGF）の発現も

Ajuba は転写亢進、LIMD1 および WTIP1 は転写抑制に働くことが示された。これ

らの結果は、Ajuba が悪性中皮腫細胞に対して腫瘍抑制性に機能する一方、その

ファミリー分子であるLIMD1およびWTIP1は逆に腫瘍を促進する方向に機能する

ことが示唆された。本年度の解析により、悪性中皮腫における NF2-Hippo シグナ

ル伝達系に関わる Ajuba 遺伝子ファミリーの機能がより詳細に明らかとなった。 

 



 

 

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。ウエスタンブロット法

については抗 Ajuba 抗体、抗 LIMD1 抗体、

抗 WTIP1 抗体、抗 LATS1 抗体、抗 LATS2

抗体、抗 YAP 抗体、抗 phospho-YAP 抗体、

抗ベータ-actin 抗体等を用いて検討を行

っ た 。 ま た 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は

quantitative real time RT-PCR 法にて検

討した。Ajuba、LIMD1、WTIP1 のノックダ

ウンは RNA 干渉法を用いた。CCDN1 および

CTGF のプロモーター活性については、そ

れぞれのプロモーターをルシフェラーゼ

リポータープラスミドに導入し、その活性

を検討した。免疫組織学的染色にて Ajuba

等の発現を検討した。 

 

（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 Ajuba ファミ

リー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 株を用いて発現解析

を行った。昨年度、Ajuba の中皮腫におけ

る高頻度の発現低下を明らかにし Ajuba

が中皮腫の新規がん抑制遺伝子であるこ

と が 強 く 示 唆 さ れ た 。 Ajuba は

Zyxin/Ajuba ファミリーのメンバーであ

り、このファミリーの他のメンバーである

LIMD1 および WTIP についても中皮腫にお

ける発がん・進展への関与が想定されたた

め、最初にウエスタンブロット法および

RT-PCR 法にて検討を開始した。LIMD1 は

24 株中 3 細胞株において発現低下、また

WTIP1 については数細胞株において若干

の発現低下が認められたが、Ajuba に比較

すると低下した細胞株の頻度および発現

低下レベルは著明ではなかった。 

2. Ajuba ファミリー分子の遺伝子ノッ

クダウンによる解析 

 悪性中皮腫細胞株を用い、Ajuba、LIMD1

およびWTIP1をRNA干渉法によって発現を

抑制し、それらの細胞生物学的な効果を検

討した。MeT-5A および Y-MESO-43 細胞株

（両株とも３つの遺伝子は正常に発現）を

実験に用いた。最初に、ウエスタンブロッ

ト法により siRNA が Ajuba、LIMD1、WTIP1

を効果的にノックダウンしていることを

確認した。YAP の活性化状態（p-YAP/YAP

比）の検討では、Ajuba をノックダウンす

ると YAP が活性化（低リン酸化）する一方、

LIMD1、 WTIP1 のノックダウンでは YAP が

不活性化（高リン酸化）される傾向が認め

られた。さらに、YAP の下流遺伝子（YAP

により遺伝子転写が直接亢進される）であ



 

 

る CCDN1 および CTGF 遺伝子のプロモータ

ー活性の検討でも、Ajuba のノックダウン

はそれぞれの転写を亢進する一方、LIMD1、

WTIP1 のノックダウンでは逆に転写を抑

制することが明らかとなった。これらの結

果により、Ajuba が悪性中皮腫細胞に対し

て腫瘍抑制性に機能する一方、他のファミ

リー分子である LIMD1､WTIP1 は腫瘍促進

性の機能を有することが示唆された。 

3. Ajuba の発現の検討 

 中皮腫における Ajuba 分子の発現につ

いて、外科手術標本 20 例を用いて検討を

行った。Ajuba の発現強度を 3段階に分類

（陰性 0、weak 1+、strong 2+）して評価

した結果、0 は 5 例（25％）、1+ は 11 例

（55％）、2+ は 4 例（20%）であり、発現

低下症例は合計 16 例（80％）であること

が明らかとなった。また、昨年度の細胞株

レベルでの検討結果と同様に、中皮腫の臨

床検体においても Ajuba は細胞質に局在

していることを確認した。 

 

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。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、細胞周期を促進する遺伝子群

（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。

昨年度、Ajuba 遺伝子が中皮腫において高

頻度に発現低下し、中皮腫における腫瘍抑

制遺伝子であることが明らかとなった。さ

らに、機能的には Ajuba が中皮腫細胞にお

いて NF2-Hippo シグナル伝達系を LATS2

キナーゼ依存的に制御し、中皮腫の増殖・

コロニー形成能等を抑制することが明ら

かとなった。本年度は Ajuba のファミリー

分子である LIMD1、WTIP１の解析を行い、

これらの分子が Ajuba とは逆に腫瘍促進

性の機能を有する可能性が示唆された。本

研究により中皮腫において LIM-ドメイン

蛋白である Ajuba、LIMD1 および WTIP1 の

NF2-Hippo シグナル伝達系における役割

の詳細が明らかとなった。 

  

E. 結論 

悪性中皮腫細胞において NF2-Hippo シ

グナル伝達系の高頻度の不活性化が認め

られる。その経路において LIM-ドメイン

蛋白である Ajuba が腫瘍抑制性に機能す

る一方、ファミリー分子である LIMD1、

WTIP１は腫瘍促進性に機能することが示

唆された。悪性中皮腫における YAP がん遺

伝子の恒常的活性化は上流の分子の様々

な不活性化異常が原因と考えられるが、本

研究により Ajuba ファミリーを制御する

ことが新たな中皮腫治療法開発のための

新規分子治療戦略となり得る可能性が強

く示唆された。 
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