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研究要旨：悪性中皮腫は悪性度が高く、しかも現在、有効な抗がん剤や分子標的

薬が存在しないため、患者の予後は極めて不良である。中皮腫には 3種類の主要

な組織型（上皮型，２相型、肉腫型）が存在し、肉腫型ほど悪性度が高い。しか

し、この組織多様性の背景に存在すると考えられる中皮細胞の分化や上皮間葉移

行(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT)などに関する制御メカニズムはほ

とんど明らかになっていない。昨年度、この点を明らかにするために初代培養中

皮細胞に HPV-E6, E7 および hTERT 遺伝子を導入し、敷石状に増殖する上皮性の

細胞株から繊維芽細胞様の形態を示す細胞株まで、すなわち、上皮型、２相型、

肉腫型を mimic する不死化正常中皮細胞株パネルを独自に作成した。本年度はこ

れらの不死化中皮細胞株を用いて種々のサイトカイン刺激により中皮細胞の上

皮間葉移行(EMT)について検討した。その結果、中間型中皮細胞株 D-4 では TGF-

βおよび IL1-βなどのサイトカインの単独あるいは併用刺激により EMT を誘導

可能であることが明らかとなった。D-4 細胞株の結合組織成長因子（connective 

tissue growth factor、CTGF）発現を siRNA でノックダウンしたところ、低密度

培養下においても細胞間接着性が増強し、敷石状の上皮細胞様配列の促進が認め

られた。さらに、肉腫型中皮腫細胞株 A-4 では過剰発現している CTGF のノック

ダウンにより強い細胞増殖抑制と形態変化が認められた。これらの結果から正常

の不死化中皮細胞では TGF-β, IL1-βなどの複数の炎症性サイトカインの協調

作用により EMT が誘導されること、またこの EMT 誘導には TGF-β/CTGF 経路が関

与し、この経路をブロックすることにより正常中皮の EMT の抑制のみならず、中

皮腫細胞の肉腫型への悪性進展を抑制できる可能性が明らかとなった。 

A. 研究目的 

1. 種々の分化形質を示す不死化正常中皮

細胞株の樹立とその増殖、シグナル経路

の in vitro 解析および YAP 強制発現株

を用いた in vivo 解析 

2. 不死化正常中皮細胞株を用いた中皮細

胞の EMT 誘導とその分子機構の解析 

 

B. 研究方法 

1. 不死化正常中皮細胞株を用いた中皮細胞

の EMT 誘導とその分子機構の解析 
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HOMC-2 A-7(D-4)株(中間型、以下 D-4)、お

よび HOMC-3 (A-4) (肉腫型、以下 A-4)を用

いた。1-10 ng/ml のヒト TGF-β、Il-1β、



TNF-α

時間後の
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EMT が抑制され

また同時に複数の上皮型および肉腫型の悪

性中皮腫細胞株を用いて

ダウン実験を行った。

 

C. 研究結果
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図１ 不死化中皮細胞

TGF-beta＋IL

中間様形態（上段）から繊維芽細胞様形態（下

段）に変化。

図２ 不死化中皮細胞株
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次に、複数の悪性中皮腫細胞株を形態から

上皮型と肉腫型に分けて E-cadherin, Snail

や CTGF 発現を調べたところ、細胞株による

ばらつきはあるものの上皮型に比べ肉腫型

細胞株において明らかな E-cadherin の発現

低下と共に、Snail および CTGF の発現上昇が

認められた。さらにこれら細胞株の CTGF 発

現を siRNA でノックダウンしたところ、発現

の高い肉腫型細胞株において形態変化およ

び細胞増殖能の強い抑制が認められた（図

４）。 

 

D. 考察    

 今回、中皮腫の上皮型、２相型および肉腫

型という組織学的多様性の鍵を握ると考え

られる正常中皮細胞のEMTに焦点を定めて解

析を行った。その結果、中間型 D-4 細胞にお

いてはサイトカイン TGF-βおよび IL1-βの 

刺激により明らかな上皮間葉移行(EMT)を誘

導できることを明らかにした。興味あること

に上皮様性格の強いB-1株ではEMT誘導は形

態変化，マーカー発現のいずれの点からも

D-4 株に比べて弱かった (data not shown)。

D-4株はTNF-α単独投与でもEMT誘導が見ら

れたのに対し、B-1 株では明らかな形態変化

は認められなかった。これらの結果は D-4 株

では元々の E-cadherin 発現が低いため、

TNF-α刺激で E-cadherin 発現がほとんど消

失するのに対し、B-1 株では元々の

E-cadherin の発現レベルが高いため、TNF-

α刺激で E-cadherin の発現が 1/3 程度に減

少しても依然として一定レベルの

E-cadherin があり、形態変化を引き起こすま

でには至らないのではないかと考えられた。 

上記、D-4 株のサイトカイン刺激による EMT

誘導は in vivo における２相型の組織像の

原因を考える上で重要な示唆を含むものと

考えられる。実際、D-4 株の YAP 強制発現株

をマウスの胸腔内に移植した際、上皮様組織

を呈する部分と２相型の組織所見が認めら

れているが（data not shown）、これは腫瘍

組織内の部位により宿主の微小環境が異な

ることが大きな要因になっているのではな

いかと考えられた。例えば、腫瘍内に壊死が

起こり、マクロファージが集積するような場

所では炎症性サイトカインの濃度が局所的

に高くなり、腫瘍内で EMT が誘導される可能

性も考えられた。     

このように正常中皮細胞が TGF-βなどの

サイトカイン濃度の変化により、EMT を起こ

しその性質を変えることを考慮すると、臨床

例でも中皮腫では上皮型，２相型、肉腫型と

いう組織型がひとつの腫瘍内に存在し、それ

らの間で移行が見られるが、中皮腫の

Heterogeneity は腫瘍細胞の遺伝子レベルで

の変異の蓄積にもとづくpolyclonalityによ

るというよりも、むしろサイトカインなどの

微小環境の変化が起因している可能性が高

いことが示唆された。今後さらに EMT を効果
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図３ 不死化中皮 D-4株の
CTGFノックダウンによる上
皮様形態変化。A, control, B, 

図３ 不死化中皮細胞株 D-4 株の CTGF

ノックダウンによる細胞間結合性の増

強。A コントロール。B siRNA ノックダ

ウン。 



 

 

的に抑制し、治療に結びつけるためには、

TGF-β/Hippo/CTGF経路以外のTGF-β下流シ

グナルとして既に知られている NF-κB など

を介した snail の発現上昇、E-cadherin の発

現低下についても制御可能か否か詳細に検

討し、中皮腫における EMT の分子機構の全貌

を明らかにする必要があるものと考えられ

た。 

 

E. 結論 

 正常の上皮型不死化中皮細胞パネルを確

立し、それらを用いて TGF-β, IL1-β, TNF-

αなどの複数の炎症性サイトカインの協調

作用により EMT が誘導されること、またこの

EMT 誘導には TGF-β/CTGF 経路が関与し、こ

の経路をブロックすることにより肉腫型へ

の悪性進展を抑制できる可能性を明らかに

した。今後、これらのモデルを組み合わせる

ことにより、中皮腫の組織多様性や EMT のメ

カニズム解明、また中皮腫の各組織型に対す

る新しい治療法の開発に繋げるべくモデル

をさらに発展させることが重要と考えられ

た。 
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