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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、有効な抗がん剤や

有効な分子標的薬は存在せず、標準的治療法は未だ確立されていない。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 NF2 遺伝子の不活性化等により NF2（マーリン）-Hippo 細胞内増殖抑制シグナ

ル伝達系は極めて特徴的に不活性化しており転写コアクチベータであるYAPがん

遺伝子の恒常的な活性化が高頻度に認められる。本年度、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にした。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。 

中皮腫には種々の組織型（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(EMT)などの制御メカニズムは殆ど明らかになっていない。

本年度、初代中皮細胞に HPV-E6, E7 および hTERT 遺伝子をレトロウイルスベク

ターを用いて導入し、敷石状に増殖する上皮性の株から繊維芽細胞様の形態を示

す株まで上皮型，２相型、肉腫型を mimic する種々の不死化中皮細胞株（パネル）

を作成した。樹立した細胞株は Calretinin, Podoplanin, Mesothelin などの中

皮細胞マーカーを中等度から高度に発現し、Merlin など Hippo シグナル伝達経路

がインタクトに保存されていた。これらの細胞株は、少数の染色体異常は認める

ものの、ヌードマウスでは造腫瘍性を認めなかった。さらに、レンチウイルスベ



クターを用いて Luciferase 遺伝子を導入した中皮腫細胞株を複数株樹立した。

この細胞をヌードマウスの胸腔内に接種し、形成された胸膜播種を生きたまま体

外から経時的に発光イメージングでき、前臨床試験に有用な悪性中皮腫の胸腔播

種モデルを確立した。 

さらに、これらの不死化した正常中皮細胞株 3株に YAP1 がん遺伝子を導入する

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するものと考えられた。 

最後に、中皮細胞における一次線毛形成について基盤的な解析を進めた。一次

線毛は、一つの細胞に一つだけ生じる細胞膜上の突起物で、正常細胞の増殖休止

期に形成される。多くのがん細胞が一次線毛形成能を失っており、これが細胞周

期制御を逸脱する原因の一つであると考えられている。我々はトリコプレイン分

子が、分裂キナーゼであるオーロラ Aキナーゼを活性化し、また、一次線毛を消

失させて、正常細胞における円滑な細胞周期の進行に寄与していることを明かに

してきた。オーロラ Aキナーゼの阻害薬の投与により、正常細胞では一次線毛を

形成することで細胞周期を停止させて細胞死を回避することができるが、一次線

毛形成能を失っているがん細胞では増殖休止を生じず細胞分裂障害を起こして

死滅することを明かにした。複数の不死化正常中皮細胞株を用い、血清飢餓誘導

により一次線毛形成を検討したところ、LP9/TERT1 細胞株において一次線毛形成

が確認された。 

以上、本年度は悪性中皮腫細胞のシグナル伝達系の解析、不死化中皮細胞の樹

立と in vitro, in vivo における解析、さらには細胞生物学的な特性に関する解

析が着実に遂行した。 

 

 

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。 

ヒトパピローマウイルス E6/E7-hTERT を用

い、種々の分化形質を示す不死化正常中皮細胞

株の樹立を試み、樹立株の特性を明らかにする

ことを目的とする。不死化した正常中皮細胞株

に悪性中皮腫関連のがん遺伝子を導入し、増殖

様式や形態変化を検討すると共に、マウスへの

移植実験により造腫瘍性を明らかにする。これ

らにより悪性中皮腫の腫瘍化に関わる分子機

構を解明することを目的とする。また、前臨床

試験に有用な悪性中皮腫の胸腔播種発光イメ

ージングモデルの作成することを目的とする。 



 

中皮腫細胞の新たな細胞増殖・分化制御の仕

組みを明らかにし、その阻害あるいは誘導によ

る効果を明らかにすることを目的とする。特に、

正常二倍体細胞における一次線毛形成と細胞

周期進行の逆相関に注目し、正常中皮のモデル

となる細胞を一次線毛形成能に注目して検討

することを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

a) NF2（マーリン）-Hippo 細胞内増殖抑制シ

グナル伝達系の解析 

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。 

 

b) 不死化正常中皮細胞株の樹立とその特性

の解析 

胃がん患者の切除大網組織および腹水

より中皮細胞の初代培養を行い、敷石状に

増殖する上皮様コロニーを分離してこれ

に HPV-E6, E7 および hTERT 遺伝子をレト

ロウイルスベクターを用いて導入し、不死

化中皮細胞株を作成した。さらにリングク

ローニング法により敷石状に増殖する上

皮型から繊維芽細胞様に増殖する肉腫型

まで、細胞形態の異なる亜株を複数分離し

た。次にこれらの細胞株を用いて染色体の

核型解析やヌードマウスにおける造腫瘍

性を検討した。また蛍光染色、定量 RT-PCR

法やWestern blot法等をもちいてRb経路

や Hippo シグナル伝達経路の解析を行っ

た。一方、in vivo における腫瘍組織形成

能を見るためレトロウイルスベクター

MIG-YAPを用いてYAPを強制発現させた株

を作成した。 

 

c) 発光イメージングの可能な悪性中皮腫の

胸腔播種モデルの作成  

NCI-H290 細胞等にレトロウイルスベク

ターCSII-luc を用いてルシフェラーゼ遺

伝子を導入し、薬剤選択により安定細胞株

をえた。この H290-Luc 細胞をマウスの胸

腔内に接種し、経時的にルシフェリンを腹

腔内に投与し、胸腔内の腫瘍増殖や胸腔内

進展を IVIS Lumina II を用いて in vivo

イメージングを行った。また一定期間後，

マウスを屠殺解剖し、胸腔を開いた状態で

胸腔内の播種性進展を定量的に検討した。 

 

d) In vitro 増殖様式の検討方法 

リン酸カルシウム法を用い 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。 

 

e) ヌードマウスへの皮下移植 

野生型 YAP1 もしくは恒常的活性型

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した。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)した。

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。 

 

f) 中心体での蛋白質局在解析 

特異的な抗体により、マーカー分子と共

に組織染色、細胞染色を行いその局在を高

解像度顕微鏡（デルタビジョン）により確

認した。また、分画を調整しそのイムノブ

ロットを行うことで生化学的にも局在を

検討した。一次線毛形成は血清飢餓により

誘導した。 

 

g) オーロラ Aキナーゼアッセイ 

トリコプレインとオーロラ A の共発現に

よるオーロラ A リン酸化（pT288）の変化

を検討した。また in vitro のキナーゼ活

性変化はトリコプレインとオーロラ-A の

リコンビナント精製蛋白質を混合し、ヒス

トン H3 を基質にすることで検討した。 

 

h) トリコプレイン・オーロラ Aの中心体機能

の解析 

RNA 干渉法によるノックダウンを行い、

その発現を減弱させた。その状態において

免疫染色により解析必要な分子の検討を

した。トリコプレイン機能欠失による一次

線毛形成については主に RPE1 細胞で検討

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行った。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

ト法等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。 

 

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細

胞株に 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

細胞株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。 

 

5. 不死化正常中皮細胞株の樹立とその特性の

解析 

 リングクローニング法により細胞形態が異

なり、悪性中皮腫の上皮型、２相型、肉腫型を

ミミックする３種類の不死化中皮細胞株を作

成した(上皮型、：HOMC-2 A-7(B-1), ２相型：

HOMC-2 A-7(D-4), 肉腫型：HOMC-3 A-4) 。

HPV-E6, E7, hTERT および P16 等の発現を

RT-PCR 法で調べ、HOMC-2 A-7(B-1)(以下 B-1), 

HOMC-2 A-7(D-4) (以下 D-4), HOMC-3 A-4 細胞

(以下 A-4)のみで高発現していることを確認

した，また不死化細胞は中皮腫細胞と異なり初

代培養細胞と同様に P16 を高発現しており、Rb

のリン酸化は阻止されるが，E7 が直接 Rb に結

合することにより、Rb 経路を不活化し S 期移

行を促進していることを確認した。ヌードマウ

スにおける造腫瘍性は皮下移植、胸腔内移植と

もに認めなかった。次に各種中皮細胞マーカー

遺伝子発現を解析したところ、不死化 B-1 細胞

株は上皮マーカー(E cadherin)を初代培養細

胞と同様に高発現していたが、 D-4 細胞の E 

cadherin 発現は低く，A-4 細胞では発現を殆ど

認めなかった。一方、Merlin (NF2) は不死化

細胞では悪性中皮腫細胞と異なり初代培養細

胞と同様に高発現しており、そのタンパク局在

も悪性中皮腫細胞が核であるのに対し、不死化

中皮細胞では細胞質により多く局在していた。 

  



 

6. 発光イメージングの可能な悪性中皮腫の

胸腔播種モデルの作成 

 H290-Luc 細胞を胸腔内に接種し、経時的に

ルシフェリンを腹腔内に投与し、胸腔内の腫瘍

増殖や胸腔内進展を IVIS Lumina II を用いて

in vivo イメージングを行った。胸腔は肋骨な

ど硬組織に被われているため、蛍光イメージン

グでは体外からのイメージングは不可能であ

るのに対し、発光イメージングでは胸腔接種後

１日目から数週間まで体外からの経時的な胸

腔内腫瘍の非侵襲的モニタリングが可能であ

った。 

 

7. 不死化中皮細胞への YAP 遺伝子導入 

 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）（上皮型

1）と、肉腫型①（HOMC-2 A-7 D-4）（肉腫型 2）、

と肉腫型②(HOMC-3 A-4)（肉腫型 3）に分けら

れる。まず、B-1(上皮型１)、D-4(肉腫型 2)、

A-4(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、in 

vitro での増殖効果を検討したところ B-1(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、D-4(肉腫型２)では明確に増殖

促進効果が認められた。一方、A-4(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。 

 

8. YAP 遺伝子導入した不死化中皮腫細胞の

in vivo 移植実験 

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

B-1(上皮型 1)、D-4(肉腫型 2)ともに腫瘍を形

成した。また野生型 YAP1 導入の細胞株におい

ても腫瘍形成を認めた。 

活性型 YAP1(S127A)を導入した B-1(上皮型

1)、D-4(肉腫型 2)、A-4(肉腫型 3)を胸腔内接

種にていずれの細胞株でも胸腔内に腫瘍形成

を認めた 

 

9.  中皮細胞における一次線毛形成 

中皮細胞における一次線毛形成について検

討を進めた。一次線毛は、一つの細胞に一つだ

け生じる細胞膜上の突起物（アンテナ様構造物）

で、正常細胞の増殖休止期に形成される。多く

のがん細胞が一次線毛形成能を失っており、こ

れが細胞周期制御を逸脱する原因の一つであ

ると考えられている。我々はトリコプレイン分

子が、分裂キナーゼであるオーロラ Aキナーゼ

を活性化し、また、一次線毛を消失させて、正

常細胞における円滑な細胞周期の進行に寄与

していることを明かにしてきた。オーロラ A

キナーゼの阻害薬の投与により、正常細胞では

一次線毛を形成することで細胞周期を停止さ

せて細胞死を回避することができるが、一次線

毛形成能を失っているがん細胞では増殖休止

を生じず細胞分裂障害を起こして死滅するこ

とを明かにした。 

 

10. 一次線毛形成に関する正常中皮モデル

細胞 

複数の不死化正常中皮細胞株を用い、血清飢

餓誘導により一次線毛形成を検討したところ、

正常腹膜中皮細胞を hTERT で不死化した

LP9/TERT1 細胞株において一次線毛形成が確



 

認された。本細胞株は中皮腫細胞株に対するオ

ーロラ A キナーゼ阻害薬の効果を検討する上

で良いコントロール細胞株となり得ることを

明らかにした。 

 

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。    

 現在までに、in vitro の実験で使用可能で

あるコントロール中皮細胞株は極めて限られ

ている。今回樹立した３種類の不死化中皮細

胞株は極めて有用性が高いとともに、in vitro, 

in vivo においてそれぞれ以下のユニークな

特徴を示した。B-1 株は in vitro において敷

石状の上皮様増殖パターンを示し E-cadherin

を高発現するが、Vimentin, Snail, CTGF の発

現が低く、また YAP 強制発現株をヌードマウ

ス胸腔内に移植すると乳頭状パターンで増殖

する上皮型腫瘍を形成することから最も上皮

性性格の強い細胞株であることが明かとなっ

た。D-4 株は in vitro で B-1 株ほどきれいな

敷石状の上皮様増殖パターンを示さず、

E-cadherin の発現も B-1 株に比べ低く、逆に

Vimentin, Snail, CTGF の発現は高いこと、YAP

強制発現株の胸腔内移植では一部で肉腫様の

組織型を認めることから、２相型をミミック

している細胞株であることが示された。一方、 

A-4 株は in vitro で繊維芽細胞様形態を示し、

E-cadherin の発現は殆どなく、逆に Vimentin, 

Snail, CTGF の発現が高く，また YAP 強制発現

株の胸腔内移植では肉腫様腫瘍を形成するこ

とから、上皮性性格を欠損した肉腫様の細胞

株であることが明らかとなった。 

以上より、今回樹立した不死化中皮細胞株 

B-1, A-4 およびそれらの YAP 発現株は悪性中

皮腫の上皮型、肉腫型を、また D-4 株は中間

（２相）型をミミックしており、肉腫型に近

い従来の SV40LT 導入による不死化中皮細胞

(MeT-5A)に比べて、中皮細胞の増殖、分化，

シグナル伝達等の解析により有用なモデルと

考えられた。また本モデルは悪性中皮腫にお

ける上皮型，肉腫型，中間型に見られる中皮

腫の組織学的多様性や EMT のメカニズム解明

に最適の実験モデルと考えられた。今後、こ

れらの細胞株にルシフェラーゼ遺伝子を導入

した細胞株を作成すれば発光による高感度な

in vivo イメージングも可能となり、中皮腫の

各組織型に対する新しい治療法の開発に極め

て有用と考えられた。 

不死化した正常中皮腫細胞株を用いて悪性

中皮腫に関与する主要なシグナル伝達系の構

成遺伝子である YAP1 を導入することで、in 

vitro 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と考

えられた。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ができた。さらに、

B-1(上皮型 1)では in vitro で増殖促進効果が

低く、A-4(肉腫型 3)では増殖能の低下が認め

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

可能性が示唆された。 

トリコプレイン・オーロラ Aの中心体機能の

解析により、一次線毛形成抑制による細胞周

期制御仕組みが新たに示せた。今回がん細胞

に一次線毛形成能が無いことに着目し、オー

ロラ A阻害によるがん細胞特異的傷害効果を

狙った試みは画期的と考えられた。同時に、

生体内での線毛制御はより複雑であることが

想定されるが、類似機能蛋白質の同定により

その補強が可能となった。また、一次線毛形

成の誘導可能な正常中皮のモデル細胞を得た

ことで、オーロラ A阻害効果の中皮での応用

検討が可能になった。 

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。 

中皮腫には３種類の組織型（上皮型，２相

型、肉腫型）が存在するが、この組織多様性

を備えながら、しかも単一患者に由来し，従

って遺伝的背景の均一な正常不死化細胞株を

作成し、中皮細胞の分化や上皮間葉移行(EMT)

などの制御メカニズムの解析に最適な実験モ

デルを世界に先駆け開発した。またルシフェ

ラーゼ発光による高感度な胸腔播種の in vivo

イメージングが可能な、前臨床試験に有用な

悪性中皮腫の胸腔播種モデルを確立した。 

不死化中皮細胞株に野生型 YAP1 もしくは活

性型 YAP1(S127A)遺伝子導入を行い、その細胞

増殖胞効果を検討した。ヌードマウスにこれ

らの細胞株を移植して腫瘍形成能を明かにし

た。YAP がん遺伝子の増殖促進効果およびマウ

スでの微小環境が増殖を支えていると考えら

れた。 

一次線毛形成能の差によるオーロラ A阻害

のがん細胞特異的傷害効果を中皮で検討する

準備が整った。また、類似機能蛋白質の同定

により標的分子の幅が広がった。 
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Y, Sato A, Hida T, Tsujimura T, Osada H, 

Sekido Y. ： TGF-beta synergizes with 

defects in the Hippo  pathway by 

inducing CTGF expression. AACR Annual 

Meeting 2012（Chicago, USA） (ポスター) 

2. Sekido Y, Tanaka I, Osada H, Fujii M.：

Hippo signaling pathway inactivation in 

malignant mesothelioma cells. iMig 

(international Mesothelioma interest 

group）2012 （Boston, USA） (口演) 



 

3. Sekido Y.: Molecular Abnormalities and 

Cell Signaling Dysregulation of 

Malignant Pleural Mesothelioma. The 

17th Congress of the Asian Pacific 

Society of Respirology （香港、中国）

（シンポジウム） 

4. 藤井万紀子、豊田武士、中西速夫、近藤豊、

長田啓隆、関戸好孝：悪性中皮腫における

Hippoシグナリングの欠失とTGF-βの協調

による CTGF の発現調節。第 71 回日本癌学

会学術総会 （札幌）（ポスター） 

5. 関戸好孝：Carcinogenesis induced by 

asbestos exposure and genetic 

abnormalities in mesothelioma cells. 第

50 回日本癌治療学会学術総会 (横浜)（シ

ンポジウム） 

6. 関戸好孝：悪性中皮腫における Hippo シグ

ナリング伝達系異常と遺伝子発現. Japan 

Mesothelioma Interest Group (JMIG) 2012。

（京都）（口演） 

7. 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］ 

8. 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）］ 

9. 都築 忍, 瀬戸 加大: Expansion of mouse 

hematopoietic 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）］ 

10.  瀬戸 加大: Molecular characterization 

of T/NK cell malignancies. 第 74 回日本

血液学会総会, 2012, (京都) ［シンポジ

ウム(口演)］ 

11. 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］ 

12. Goto H, Li P, Kasahara K, Matsuyama M, 

Wang Z, Yatabe Y, Kiyono T, Inagaki M.: 

P90 RSK arranges Chk1 in the nucleus for 

monitoring of genomic integrity during 

cell proliferation. 第 45 回日本発生生

物学会・第 64 回日本細胞生物学会合同大

会, 2012, (神戸), [ワークショップ] 

13. Goto H, Li P, Kasahara K, Matsuyama M, 

Wang Z, Yatabe Y, Kiyono T, Inagaki M.: 

P90 RSK arranges Chk1 in the nucleus for 

monitoring of genomic integrity during 

cell proliferation. 第 45 回日本発生生

物学会・第 64 回日本細胞生物学会合同大

会, 2012, (神戸), [ポスター]  

14. Inoko A, Matsuyama M, Goto H, 

Ohmuro-Matsuyama Y, Hayashi Y, Enomoto 

M, Ibi M, Urano T, Yonemura S, Kiyono T, 

Izawa I, Inagaki M.: Trichoplein and 

Aurora A block aberrant primary cilia 

assembly in proliferating cells. 第 45

回日本発生生物学会・第 64 回日本細胞生

物学会合同大会, 2012, (神戸), [ポスタ

ー] 

15. Kasahara K, Goto H, Izawa I, Watanabe N, 

Kiyono T, Inagaki M.: The PI3K-Akt 

pathway controls mitotic progression 

through Plk1. 第 71 回日本癌学会学術総



 

会, 2012, (札幌), [ポスター] 

16. Inagaki M.: Intermediate filaments and 

site- and phosphorylation 

state-specific antibodies. Lecture  at 

the University of Gothenburg, 2012, 

(Gothenburg), [招請講演] 

17. Inagaki M, Goto H.: Novel regulation of 

checkpoint kinase 1 (Chk1): Is Chk1 a 

good candidate for anti-cancer therapy? 

Mini-Symposium on “Stress Signals & 

Responses”, Abo Akademi University 

Center of Excellence “Cell stress and 

Molecular Aging”, 2012, (Turku), [シン

ポジウム] 

18. Inagaki M.: Pathophysiological roles of 

intermediate filaments and intermediate 

filament phosphorylation. Molecular 

concepts in epithelial differentiation, 

pathogenesis and repair. International 

Meeting of the German Society for Cell 

Biology, 2012, (Leipzig), [シンポジウ

ム] 

  

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 発明名称：微粒子分離用マイクロ流路チッ

プ、該チップを用いた微粒子分離用システ

ム及び微粒子分離方法 特許出願番号：特

願2012-227717発明者：新井 史人、益田 泰

輔、新美 京（名古屋大学）：中西 速夫、

伊藤 誠二（愛知県がんセンター） 出願

日；平成２４年１０月１５日 

2. 発明名称：腹腔鏡手術時に胃の外側から腫

瘍の位置を同定する方法特許出願番号：特

願 2012-28667 出願人：愛知県、学校法人

梅村学園、国立大学法人名古屋大学 発明

者：三澤 一成、中西速夫（愛知県がんセ

ンター）：長谷川 純一、木村翔太（中京

大学）：渕 真悟、森 健策（名古屋大学）

出願日：平成 24 年 2月 13 日 



厚生労働科学研究費補助金（第 3次対がん総合戦略研究事業） 

分担研究報告書 

 

悪性中皮腫の細胞特性と治療効果に関する解析 

 

研究分担者 関戸 好孝 愛知県がんセンター研究所 分子腫瘍学部 部長 

       

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。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

1. Mizuno T, Murakami H, Fujii M, 

Ishiguro F, Tanaka I, Kondo Y, 

Akatsuka S, Toyokuni S, Yokoi K, Osada 

H, Sekido Y: YAP induces malignant 

mesothelioma cell proliferation by 

upregulating transcription of cell 

cycle promoting genes. Oncogene, 

31:5117-22, 2012.   

2. Ishiguro F, Murakami H, Mizuno T, 

Fujii M, Kondo Y, Usami N, Yokoi K, 

Osada H, Sekido Y: Activated 

Leukocyte Cell Adhesion Molecule 

(ALCAM) Promotes Malignant 

Phenotypes of Malignant Mesothelioma. 

J Thorac Oncol, 7, 890-899, 2012.  

3. Fujii M, Toyoda T, Nakanishi H, Yatabe 

Y, Sato A, Matsudaira Y, Ito H, 

Murakami H, Kondo Y, Kondo E, Hida T, 

Tsujimura T, Osada H, Sekido Y: 

TGF-beta synergizes with defects in 

the Hippo pathway to stimulate human 

malignant mesothelioma growth. J Exp 

Med, 209:479-94, 2012.  

4. Horio M, Sato M, Takeyama Y, Elshazley 

M, Yamashita R, Hase T, Yoshida K, 

Usami N, Yokoi K, Sekido Y, Kondo M, 

Toyokuni S, Gazdar AF, Minna JD, 

Hasegawa Y: Transient but not stable 

ZEB1 knockdown dramatically inhibits 

growth of malignant pleural 

mesothelioma cells. Ann Surg Oncol, 

19 Suppl 3:S634-45, 2012.  

5. Elshazley M, Sato M, Hase T, Yamashita 

R, Yoshida K, Toyokuni S, Ishiguro F, 

Osada H, Sekido Y, Yokoi K, Usami N, 

Shames DS, Kondo M, Gazdar AF, Minna 

JD, Hasegawa Y: The circadian clock 

gene BMAL1 is a novel therapeutic 

target for malignant mesothelioma. 

Int J Cancer, 131:2820-31. 2012.  

6. Fujii M, Nakanishi H, Toyoda T, Tanaka 

I, Kondo Y, Osada H, Sekido Y: 

Convergent signaling in the 

regulation of the connective tissue 



 

growth factor in malignant 

mesothelioma: TGF-beta signaling and 

defects in the Hippo signaling 

cascade. Cell Cycle, 11: 3373-3379, 

2012.  

 
2.学会発表 

1. Fujii M, Toyoda T, Nakanishi H, Yatabe 

Y, Sato A, Hida T, Tsujimura T, Osada 

H, Sekido Y：TGF-beta synergizes with 

defects in the Hippo  pathway by 

inducing CTGF expression. AACR Annual 

Meeting 2012（Chicago, USA） (ポスタ

ー) 

2. Sekido Y, Tanaka I, Osada H, Fujii M：

Hippo signaling pathway inactivation 

in malignant mesothelioma cells. iMig 

(international Mesothelioma interest 

group）2012 （Boston, USA） (口演) 

3. Sekido Y: Molecular Abnormalities and 

Cell Signaling Dysregulation of 

Malignant Pleural Mesothelioma. The 

17th Congress of the Asian Pacific 

Society of Respirology （香港、中国）

（シンポジウム） 

4. 藤井万紀子、豊田武士、中西速夫、近藤

豊、長田啓隆、関戸好孝：悪性中皮腫に

おけるHippoシグナリングの欠失とTGF-

βの協調による CTGF の発現調節。第 71

回日本癌学会学術総会 （札幌）（ポス

ター） 

5.関戸好孝：Carcinogenesis induced by 

asbestos exposure and genetic 

abnormalities in mesothelioma cells. 

第50回日本癌治療学会学術総会 (横浜)

（シンポジウム） 

6.関戸好孝：悪性中皮腫における Hippo シ

グナリング伝達系異常と遺伝子発現. 

Japan Mesothelioma Interest Group 

(JMIG) 2012。（京都）（口演） 

  

G. 知的財産権の出願･登録状況 

なし。 
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分担研究報告書 

 

正常中皮細胞株の樹立と新規分子標的薬の効果の検討 

 

研究分担者 中西速夫 愛知県がんセンター研究所 腫瘍病理学部 室長 

 

研究要旨：悪性中皮腫は悪性度が高く、しかも現在、効果的な抗がん剤や有効な

分子標的薬が存在しないため、予後は極めて不良である。中皮腫には種々の組織

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

(EMT)などの制御メカニズムは殆ど明らかになっていない。この点を明らかにす

るためには不死化した正常中皮細胞株が有用であるが、既存の中皮細胞株は繊維

芽細胞様の形態を示し、また中皮細胞マーカー発現も比較的乏しく，正常中皮細

胞のモデルとしては満足すべきものではない。本研究では初代中皮細胞に HPV-E6, 

E7 および hTERT 遺伝子をレトロウイルスベクターを用いて導入し、敷石状に増殖

する上皮性の株から繊維芽細胞様の形態を示す株まで上皮型，２相型、肉腫型を

mimic する種々の不死化中皮細胞株（パネル）を作成した。これら独自に樹立し

た細胞株を用いて分化や Hippo シグナル経路を解析し、以下の諸点を明らかにし

た。１）Calretinin, Podoplanin, Mesothelin などの中皮細胞マーカーを中等度

から高度に発現し、かつ Merlin など Hippo 経路の発現亢進、その下流の YAP の
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播種発光イメージングモデルの作成 
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イルスベクターを用いて導入し、不死化中皮

細胞株を作成した。さらにリングクローニン

グ法により敷石状に増殖する上皮型から繊

維芽細胞様に増殖する肉腫型まで

の異なる亜株を複数分離した。次にこれらの
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ングを行った。また一定期間後，マウスを屠

殺解剖し、胸腔を開いた状態で胸腔内の播種

性進展を定量的に検討した。
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その他の染色体に少数の異常を認めたが，ヌ

ードマウスにおける造腫瘍性は皮下移植、胸

腔内移植ともに認めなかった。ちなみに陽性

対照とした悪性中皮細胞株では皮下移植こ

そ造腫瘍性は低率であったが、胸腔内移植で
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悪性中皮腫細胞が核であるのに対し、不死化

中皮細胞では細胞質により多く局在してい

た（図２）。
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の開発に極めて有用と考えられる。 

 

E. 結論 

中皮腫には３種類の組織型（上皮型，２相

型、肉腫型）が存在するが、この組織多様性

を備えながら、しかも単一患者に由来し，従

って遺伝的背景の均一な正常不死化細胞株

およびその YAP 発現株を作成し、中皮細胞の

分化や上皮間葉移行(EMT)などの制御メカニ

ズムの解析に最適な実験モデルを世界に先

駆け開発した。またルシフェラーゼ発光によ

る高感度な胸腔播種のin vivoイメージング

が可能な、前臨床試験に有用な悪性中皮腫の

胸腔播種モデルを確立した。 

 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

らに発展させてゆく予定である。 
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分担研究報告書 

 

悪性中皮腫の細胞周期・細胞極性の異常の解析と阻害薬の検討 

 

研究分担者 稲垣 昌樹 愛知県がんセンター研究所 発がん制御研究部 部長 

 

研究要旨： 中皮腫細胞の増殖抑制を目指す目的で、新たな細胞増殖・分化制御の仕

組みを明らかにし、その阻害あるいは誘導による効果を検討してきた。なかでも一

次線毛形成と細胞周期進行が共に中心体を核としつつも逆相関して起こることは長

年分子機構が不明であったが、分担者らの報告はその仕組みを示し、全く新しい細

胞増殖・分化制御機構を提示した。すなわち、正常二倍体細胞では一次線毛形成の

誘導がトリコプレイン蛋白質あるいはオーロラ A 分裂期キナーゼの機能抑制（RNA

干渉法）により起こることを見出した。しかもこの線毛は細胞増殖休止も導いた。

これをがん細胞に応用したところ、がん細胞でのオーロラ A の機能抑制は一次線毛

形成を誘導せず、むしろ分裂障害によりがん特異的な傷害を導くことを見出した。

このオーロラ A 抑制による効果の差は、多くのがん細胞には一次線毛形成能が無い

という細胞特性の差に注目して証明されたものであり、合理的ながん細胞特異的傷

害の仕組みの新発見といえる。また、中心体情報を元に選出した遺伝子のノックダ

ウンスクリーニングにより、同様の蛋白質、すなわち増殖条件下でも一次線毛形成

と細胞周期休止を導く蛋白質を新たに１０個ほど見出した。同時に、この結果を追

試するための正常中皮のモデル細胞として、hTERT で不死化した正常中皮細胞

LP9/TERT-1 に一次線毛形成能があり、この実験目的に適することを確認した。今後

これを対照に、このがん細胞特異的傷害作用の中皮腫細胞での有効性を検討する。

同時に複数見出した正常細胞で類似の作用を示す蛋白質についても解析を進める。 

 

A. 研究目的 

分担者らは中皮腫細胞の増殖抑制を目指

す目的で、新たな細胞増殖・分化制御の仕組

みを明らかにし、その阻害あるいは誘導によ

る効果を検討してきた。特に、長年分子機構

が不明であった正常二倍体細胞における一

次線毛形成と細胞周期進行の逆相関に注目

してきた。この逆相関は、共に中心体を核と

する現象ではあるが、一次線毛が細胞膜上に

形成されるのに対し、細胞周期進行が細胞内

での紡錘体形成を必要とする要求性の差か

ら生じる。分担者らは、トリコプレイン蛋白

質およびオーロラＡ分裂期キナーゼの中心

体局在がこの逆相関のスイッチとなる可能

性を見出したため、詳細な解析による証明と

そのがん細胞傷害への応用を試みた。また正

常中皮のモデルとなる細胞を一次線毛形成

能に注目して検索した。 



 

 

B. 研究方法 

基本的な細胞生物学の手法を用いたが、特記

事項を以下に記した。 

1．中心体での蛋白質局在解析 

それぞれに特異的な抗体を作成し、マーカ

ー分子と共に組織染色、細胞染色を行いその

局在を高解像度顕微鏡（デルタビジョン）に

より確認した。また、分画を調整しそのイム

ノブロットを行うことで生化学的にも局在

を検討した。一次線毛形成は血清飢餓により

誘導した。 

2．分子間結合実験 

イーストハイブリッド法、免疫沈降法、リ

コンビナント精製蛋白質による in vitro 結

合実験を適宜行った。 

3．オーロラ Aキナーゼアッセイ 

HeLa 細胞を用い、トリコプレインとオーロ

ラ A の共発現によるオーロラ A リン酸化

（pT288）の変化を検討した。また in vitro

のキナーゼ活性変化はトリコプレインとオ

ーロラ-A のリコンビナント精製蛋白質を混

合し、ヒストン H3 を基質にすることで検討

した。 

4．トリコプレイン・オーロラ A の中心体機

能の解析 

RNA 干渉法による機能抑制実験、すなわち

ノックダウンを RPE1 細胞（hTERT 不死化網膜

色素上皮細胞、正常二倍体）あるいは HeLa

細胞（子宮頸癌細胞）に対して行い、その発

現を減弱させた。その状態において免疫染色

により解析必要な分子の検討をした。トリコ

プレイン機能欠失による一次線毛形成につ

いては主に RPE1 細胞で検討した。表現型の

確認のためには適宜遺伝子を再導入しレス

キューを試みた。 

5．細胞周期制御機構の検討 

RPE1 細胞では一次線毛形成と細胞周期休

止は同時に起こることが知られている。そこ

で一次線毛の細胞周期への直接影響の有無

をみるために、一次線毛を生じない系を

IFT20 蛋白質のノックダウンにより追加確立

した。これにトリコプレインあるいはオーロ

ラ Aの siRNA を組み合わせ、各種細胞周期マ

ーカーの変化を検討した。同様の実験を HeLa

細胞でも行った。 

6．トリコプレイン変異体解析 

分子内ドメイン解析のため、トリコプレイ

ンの断片を蛋白質および発現ベクターとし

て作製し、上述の実験系で適宜使用した。 

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験に関しては愛知県が

んセンター遺伝子組み換え実験等安全委員

会の承認を得て行った。 

 

C. 研究結果 

1．一次線毛形成と細胞周期進行が逆相関す

る仕組みの解析と応用 

1-1 トリコプレイン・オーロラ A キナーゼ

による一次線毛形成抑制機能 

一次線毛形成との関連については以下の

ような結果を得た。血清飢餓による増殖停止

で一次線毛が形成されると RPE1 細胞ではト

リコプレインの母中心小体での局在が減弱

した。同状態でトリコプレインを強制発現す

ると、一次線毛形成が抑えられた。そこで増

殖状態でトリコプレインノックダウンを行

ったところ、一次線毛形成が見られた。同時

に細胞周期の休止を認めた。この時オーロラ



 

Aキナーゼの活性化の指標であるT288のリン

酸化は免疫染色およびイムノブロットで減

弱した。この一次線毛形成はオーロラ-A ノッ

クダウンでも見られた。さらに、トリコプレ

インとオーロラ A キナーゼの直接結合を in 

vitro で確認し、in vitro キナーゼアッセイ

ではトリコプレインがオーロラAキナーゼを

直接活性化することが明らかになった。トリ

コプレインの分子内解析としては、オーロラ

A キナーゼ活性化かつ中心体局在・機能に必

要な最小単位が、1-130 アミノ酸残基である

ことを確認した。特に 52 番目のアラニンと

54番目のトリプトファンがオーロラAキナー

ゼの活性化に重要であった。以上のことから、

中心体でトリコプレインがオーロラAキナー

ゼを活性化すると一次線毛形成が抑制され

ると考えられる。 

 

1-2 一次線毛形成抑制と細胞周期制御との

関与 

細胞周期進行中は一次線毛形成が抑えら

れることは知られているが、そのメカニズム

は今まで不明であった。トリコプレイン機能

抑制は細胞周期の休止を起こしたが、一次線

毛を除去した系ではそれが見られなくなっ

た。このことは増殖マーカーすなわち Cyclin 

Aの発現、 BrdUの取り込み、FACSでのS, G2/M

期の存在により確認した。つまり、トリコプ

レインは一次線毛形成を抑制することで円

滑な G1 期細胞周期進行に寄与していると考

えられる。まとめると、この成果の特徴はオ

ーロラ A 分裂期キナーゼの活性化が実は G1

期の中心体でトリコプレインによって起こ

るということと、もう一つは正常二倍体細胞

でこの系を抑制すると一次線毛が形成され

細胞周期進行が止まるという新発見にある。 

 

1-3 オーロラ A キナーゼ阻害によるがん細

胞特異的傷害 

がん細胞は一次線毛形成能を失っていると

いうことが知られている。同時にオーロラ A

分裂期キナーゼはがん細胞で要求性の高い

酵素でもある。そこで、がん細胞である HeLa

細胞でオーロラAをノックダウンしたところ、

正常二倍体細胞のような一次線毛形成も細

胞周期休止も起こらず、分裂障害により死滅

した。 

 

2．類似機能蛋白質の検索 

中心体情報を元に選出した遺伝子のノッ

クダウンスクリーニングを RPE1 細胞で行う

ことにより、同様の蛋白質、すなわち増殖条

件下でも一次線毛形成と細胞周期休止を導

く蛋白質を新たに１０個ほど見出した。 

 

3．正常中皮モデル細胞の検索 

悪性中皮腫の細胞株は研究代表者らにより

確立されていたが、対照株として一次線毛形

成能を持つ正常中皮を入手する必要があっ

た。そこで論文報告を元に、遺伝子変異の無

い正常中皮細胞として、LP9/TERT1 細胞を見

出した。これは通常培養ではほとんど一次線

毛を生じ長いが、血清飢餓下に置いたところ

過半数の細胞に一次線毛を形成することが

できた。 

 

D. 考察 

トリコプレイン・オーロラ A の中心体機能

の解析により、一次線毛形成抑制による細胞

周期制御仕組みが新たに示せた。G1 期におけ



 

る一次線毛形成の負の制御がオーロラAを介

していることは、この報告も含め近年注目を

増やしている。特に今回がん細胞に一次線毛

形成能が無いことに着目し、オーロラ A阻害

によるがん細胞特異的傷害効果を狙った試

みは画期的と言える。同時に、生体内での線

毛制御はより複雑であることが想定される

が、類似機能蛋白質の同定によりその補強が

可能となった。また、一次線毛形成の誘導可

能な正常中皮のモデル細胞を得たことで、オ

ーロラA阻害効果の中皮での応用検討が可能

になった。 

 

E. 結論 

一次線毛形成能の差によるオーロラ A 阻害

のがん細胞特異的傷害効果を中皮で検討す

る準備が整った。また、類似機能蛋白質の同

定により標的分子の幅が広がった。 
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分担研究報告書 

 

正常中皮細胞に対する遺伝子導入による悪性化の検討 

 

研究分担者 瀬戸加大 愛知県がんセンター研究所 副所長兼遺伝子医療研究部 部長 

 

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。
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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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in vitro 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
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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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