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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、本シグナル伝達系に関

与する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 に関して検討を進めた。Ajuba および LIMD1, WTIP1 をそれぞれ RNA

干渉法にてノックダウンして転写コアクチベーターYAP 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 の下流遺伝子であるサイクリン D1 (CCDN1)および結合組織成長因子

（CTGF）の遺伝子発現も Ajuba は転写亢進、LIMD1 および WTIP1 は転写抑制に働

くことが示唆された。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Ajuba

機能を抑制する方向に機能することが示唆された。 

 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)などの

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

るために初代中皮細胞に HPV-E6, E7 および hTERT 遺伝子を導入し、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作成した。本年度はこ

れらの不死化正常中皮細胞株を用いて種々のサイトカイン刺激等により中皮細

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 株

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。一方、D-4 細胞株の結合組織成長

因子（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。このよう

に、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。 

不死化正常中皮細胞株3株にYAPに代わり各種の細胞周期を促進する関連遺伝

子の導入を行いその効果を検討した。しかし、YAP に比べ、細胞周期関連遺伝子

の単独の導入では不死化正常中皮細胞の増殖能・造腫瘍能の亢進には不十分であ

ることが明らかとなった。また不死化していない初代培養中皮細胞に YAP 遺伝子

を単独で導入し不死化するか否かを検討したが不死化を誘導することはできな

かった。E6/E7-hTERT と YAP1 が有する遺伝子機能が正常中皮細胞の不死化およ

び腫瘍形成能に重要であることが明らかとなった。 

がん細胞においてその制御が異常をきたしている一次線毛形成および中心体

複製制御に関する分子機構について検討を進めた。その結果、Albatross や Ndel1

分子がこれらの制御について重要であることが明らかとなり、悪性中皮腫を含む

ヒト腫瘍に対する治療応用の可能性について新たな知見が集積した。 

以上、本年度は悪性中皮腫細胞のシグナル伝達系の解析、不死化中皮細胞を用

いた EMT および中皮腫関連遺伝子導入による 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を遂行し、極めて悪性度の高い、かつ

難治性の中皮腫に対する新たな治療戦略の方向性に関する提案ができたものと

考えられた。 

 

 

研究分担者  所属施設名      職名 

関戸好孝 愛知県がんセンター研究所 副所長 

中西速夫 愛知県がんセンター研究所 室長 

稲垣昌樹 愛知県がんセンター研究所 部長 

瀬戸加大 愛知県がんセンター研究所 副所長 

 

Ａ．研究目的 

悪性中皮腫において高頻度に不活性化して

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、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知見を得ることを目的と

する。さらに NF2-Hippo シグナル伝達経路の不

活性化によって恒常的活性化が引き起こされ

ているがん遺伝子産物 YAP を制御する新規戦

略を見出すことを目的とする。 

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

に悪性中皮腫に関わるがん関連遺伝子を導入

またはノックダウンし、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。これらの実験により悪



 

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。 

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って、中皮腫

細胞の細胞増殖抑制効果の有無を明らかにす

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

関係に着目し、中皮細胞におけるこれらの制御

異常の機構を明らかに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。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。

また遺伝子発現は quantitative real time 

RT-PCR 法にて発現レベルの解析を検討した。

一方、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、それぞれの遺伝子の

プロモーター領域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。 

 

b) 不死化正常中皮細胞株の特性の解析 

昨年度樹立した不死化正常中皮細胞 HOMC-2 

A-7(B-1)株(上皮型、以下 B-1)、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、及びそれら

の併用により刺激し、24 時間後の EMT 誘導の

有無を形態変化および qRT-PCR により検討し

た。また、siRNA を用いて CTGF 発現をノック

ダウンし、EMT が抑制されるか否かを検討した。

さらに、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 CTGF 発現のノックダウン実

験を行った。 

 

c) 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、YAP1 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(不死化正常中皮細胞株)へ感染させ

た。YAP1 導入効率をモニターするためにレポ

ーター遺伝子として GFP を使用した。6 well

細胞培養プレートを用いて培養し、感染させた

標的細胞の細胞増殖の観察を行った。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。 

 

d) ヌードマウスへの皮下移植 

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

皮下移植した。対照群としてレポーター遺伝子

であるGFPのみ(Empty vector)を導入した不死

化正常中皮細胞株を移植した。皮下移植の場合、

1 匹につき Empty vector 導入正常中皮細胞を

左背側の 2か所に移植し、遺伝子導入正常中皮

細胞を右背側の2か所に移植した(1匹につき4

か所移植)。胸腔内移植の場合、1 匹につき 1

か所ずつ、ぞれぞれのベクター導入正常中皮細



 

胞を右側より胸腔内へ移植した。移植後 60 日

目に解剖して観察を行った。 

 

e) 中心体での蛋白質局在解析 

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、細胞内局在を高解

像度顕微鏡により確認した。一次線毛形成は血

清飢餓により誘導した。 

 

f) 中心体機能の解析 

RNA 干渉法によるノックダウンを RPE1 細胞

に対して行い、各種遺伝子発現を減弱させた。

その状態において免疫染色によりマーカー分

子の変化を検討した。また、表現型の確認のた

めに適宜遺伝子を再導入しレスキューを試み

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 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 が中皮腫の新規がん抑制遺伝子

であることが明らかにされたため、Ajuba が属

する Zyxin/Ajuba ファミリーの他のメンバー

である LIMD1 および WTIP についても検討を開

始した。その結果、LIMD1 は 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

比較すると頻度および発現レベルの低下は著

明ではないことが明らかとなった。 

 

2. Ajuba ファミリー分子のノックダウンによ

る検討 

 悪性中皮腫細胞株を用いて 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（両細胞株と

も３つの遺伝子は正常に発現）を用いた。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 が転写を誘

導する遺伝子（CCDN1 および CTGF 遺伝子）の

プロモーター活性に関する検討においても、

Ajuba のノックダウンはそれぞれの転写活性

を亢進する一方、LIMD1, WTIP1 のノックダウ

ンでは逆に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結果、

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。 

 



 

4. 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 

 上皮型形質を示す不死化細胞株 B-1、および

比較的、上皮様形態を保持する中間型細胞株

D-4 を用いて正常中皮細胞における上皮間葉

移行(EMT)誘導の可能性とそのメカニズムに

ついて検討した。B-1, D-4 細胞を TGF-β, IL1-

β, TNFαなどのサイトカインで刺激したとこ

ろ、 TGF-β単独投与でも軽度ながら形態変化

が認められ、同時に E-cadherin 発現の低下お

よび Snail の発現上昇傾向が認められた。さ

らに TGF-βと IL-1βを併用投与したところ、

上皮形態から紡錘型形態へと明らかな EMT 様

変化が観察された。これに伴い EMT マーカー

発現では、E-cadherin 発現の顕著な低下およ

び Snail および CTGF 発現の有意な上昇が認め

られた。 

さらに、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の発現を調べたところ上皮型に比べ肉

腫型細胞株において明らかな E-cadherin 発現

の低下と共に、Snail および CTGF 発現の上昇

が認められた。 

 

5. 不死化正常中皮細胞株のヌードマウスにお

ける造腫瘍能の検討 

昨年度に続き、ヌードマウスにおける造腫瘍

能を検討した。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

は作らなかったが活性型 YAP1(S127A)を導入

した上皮型、中間型ともに腫瘍を形成した。   

 

6. 細胞周期関連遺伝子の検討 

不死化正常中皮細胞に細胞周期を促進する

関連遺伝子（CCND1、SKP2、FOXM1、MYC）を導

入し、それらの増殖促進効果の有無を検討した。

その結果、MYC 遺伝子の導入時のみいずれの細

胞株においても in vitro で細胞増殖能の促進

を認めた。しかしヌードマウスへの皮下移植で

は腫瘍形成に至らず、細胞周期関連遺伝子のみ

の導入ではin vivoでの造腫瘍能の獲得は認め

なかった。 

さらに、YAP1 単独にて不死化・腫瘍化が可

能かを検討するため、不死化していない初代培

養中皮細胞へ YAP1 遺伝子を導入した。Control

と同様に継代後、細胞増殖の停止を認め、YAP1

単独導入では不死化が誘導できないことが明

らかとなった。 

 

7. NF2、BAP1 のノックダウンの検討 

 中皮腫臨床検体では高頻度の NF2 および

BAP1 遺伝子の不活性化変異が報告されている。

RNA 干渉を用いて２つの遺伝子発現を knock 

down させることにより、細胞増殖能に及ぼす

影響を検討した。その結果、NF2-shRNA では増

殖能の促進を認めたが、BAP1-shRNA では逆に

増殖能の低下を認めた。さらに in vivo のヌー

ドマウスへの移植実験では、NF2-shRNA を導入

した中間型不死化正常中皮細胞株で腫瘍形成

を認めた。 

 

8. 新規中心体複製制御分子の同定 

細胞内の中心体（centrosome）における

Albatross 蛋白質の詳細な局在を検討したと

ころ、母中心小体の遠位端付属物に偏在するこ

とを明らかにした。また正常二倍体細胞に対す

るAlbatross siRNAによるノックダウン実験で

は中心体の複製が障害され、同時に細胞周期が

休止した。これらの結果から、Albatross が中



 

心小体付属物に局在するだけでなく正常な中

心体の複製を保証することで、細胞周期の進行

に寄与するタイプの細胞周期制御因子である

可能性が明らかとなった。 

 

9. 新規一次線毛形成抑制分子の同定 

中心体における Ndel1 の局在を検討したと

ころ、母中心小体の subdistal appendage に偏

在することが明らかとなった。正常二倍体細胞

を用いたNdel1 siRNAによるノックダウン実験

では増殖条件下でも一次線毛が形成され、同時

に細胞周期が休止した。この増殖休止は、一次

線毛の除去により解除され、一次線毛依存的な

細胞周期休止が起きていたことが明らかとな

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高頻度に

認められる。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ーYAP

の恒常的活性化（低リン酸化）を引き起こし、

細胞周期の促進に関わる遺伝子群（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。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。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こ

とが示唆された。本研究により LIM-ドメイン

蛋白である Ajuba、LIMD1 および WTIP1 の中皮

腫における NF2-Hippo シグナル伝達系に関す

る役割の詳細が明らかとなった。 

 中皮腫の上皮型、２相型および肉腫型という

組織学的多様性解明の鍵を握ると考えられる

上皮間葉移行（EMT）の詳細な機構について解

析を進めた。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 EMT を誘導できることを明らかにした。

D-4 株のサイトカインによる EMT 誘導は in 

vivo における２相型の病理像を考える上で重

要な示唆を含むものと考えられた。すなわち、

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肉腫様の

組織を示す部分が共存する２相型の組織所見

が認められるが、本実験結果により、腫瘍内の

部位により宿主の微小環境が異なることが大

きな要因であることが考えられた。このように

中皮細胞が in vitro で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とい

うことを考慮すると、ヒトの臨床例でも中皮腫

では上皮型，２相型、肉腫型という組織型が一

つの腫瘍内に存在し、それらの間で移行が見ら

れるが、この 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 によるものというよりも、むし

ろサイトカインなどの微小環境の変化により

引き起こされる可能性が高いことが示唆され

た。 

 悪性中皮腫細胞株に細胞周期を促進する遺

伝子（CCND1、FOXM1 など)を YAP1 の代わりに

導入することで造腫瘍能の亢進に寄与するか

否かを検討したが、それらの遺伝子導入では腫

瘍形成能を認めなかった。この結果から、細胞

周期関連遺伝子の発現制御を司るマスター遺

伝子である YAP1 の恒常的活性化が中皮細胞の

増殖にとって極めて重要であることが強く示

唆された。また、不死化していない初代培養中

皮細胞に対し YAP1 遺伝子単独導入での不死化



 

を試みたが、YAP1 単独では中皮細胞の不死化

に不十分であることが明らかとなった。 

BAP1 は中皮腫の新規がん抑制遺伝子として

同定されたが、その細胞増殖能に対する効果は

議論が分かれている。本実験系の条件下におい

ては中皮細胞において BAP1 遺伝子の存在がむ

しろ細胞増殖維持に機能していることが示唆

された。 

Albatross による中心体複製制御を介した新

たな細胞周期制御機構の発見は、中心体機能に

着目したがん治療標的分子の可能性を高める

ものと考えられた。また、Ndel1 の阻害結果か

らは一次線毛に注目した腫瘍増殖障害を新た

なメカニズムで導き得る可能性が考えられた。

このように、がん細胞に一次線毛形成能が無い

ことや細胞増殖における中心体複製の要求性

に着目し、複数の手段を提示することは、がん

細胞特異的傷害効果を狙う上での新たな試み

となり得るものと考えられた。 

 

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

とが中皮腫に対する新たな分子治療戦略とな

り得ることが強く示唆された。 

正常の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

数のサイトカインの協調作用により EMT が誘

導されることを明らかにした。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

開発につな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。 

正常中皮細胞に対して遺伝子導入をすること

によりin vivoにおける造腫瘍能を付与するに

はE6/E7-hTERT に加えYAP1の機能が必須であ

ることが明らかとなった。一方、正常中皮細胞

に対する不死化は YAP1 単独導入では不可能で

あることが明らかとなった。さらに、悪性中皮

腫における代表的な遺伝子異常の BAP1 は、肉

腫型において増殖能への関連は乏しいが、中間

型では逆に増殖能の維持に寄与していること

が示唆された。 

細胞の中心体の複製機能や細胞の一次線毛形

成に関わる分子の詳細が明らかとなり、これら

の分子機能の阻害による腫瘍細胞特異的な治

療戦略の可能性が示唆された。正常中皮細胞お

よび中皮腫細胞の比較により、悪性中皮腫に対

する本治療戦略を検証することが可能になる

ものと考えられた。 

 

Ｆ．健康危険情報 
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cycle-related gene alterations are 

involved in transformation of chronic 

ATL. 第 72 回日本癌学会学術総会. 2013, 

(横浜)［口演］ 

20. Arita K, Tsuzuki S, Ohshima K, Sugiyama 

T, Seto M: New mouse model of B-cell 

lymphoma using retrovirally transduced 

normal mature B-cells. 第 72 回日本癌

学会学術総会. 2013, (横浜) [口演］ 

21. 瀬戸加大: 悪性リンパ腫発症の分子機構. 

第 72 回日本癌学会学術総会. 2013, (横



 

浜) [口演］ 

22. 都築 忍, 瀬戸加大: 

TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) Initiates 

Self-renewing Fetal Pro-B Cells in mice. 

第75回日本血液学会学術集会. 2013, (札

幌)[示説] 

23. 吉田稚明, 加留部謙之輔, 宇都宮與,塚

崎邦弘, 今泉芳孝, 平良直也, 鵜池直邦, 

海野啓, 在田幸太郎 ,片山幸, 都築忍, 

大島孝一, 瀬戸加大: Cell 

cycle-related gene alterations are 

involved in transformation of chronic 

ATL. 第 75 回日本血液学会学術集会. 

2013, (札幌)［口演］ 

24. Arita K, Tsuzuki S, Ohshima K, Sugiyama 

T, Seto M: New mouse B-cell lymphoma 

model originated from germinal center. 

第 75 回日本血液学会学術集会. 2013,  

(札幌)［口演］ 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 発明名称：がん細胞自動分離装置およびが

ん細胞自動分離方法 特許出願番号：特願

2011-115083 出願人：名古屋大学、愛知県 

発明者：新井 史人、益田 泰輔、新美 京

（名古屋大学）：中西速夫（愛知県がんセ

ンター）出願日：平成 23 年 5月 24 日 

2. 発明名称：末梢循環腫瘍細胞又は希少細胞

分離用デバイス。特願 2013-153717、 発

明者：中西速夫、伊藤誠二（愛知県がんセ

ンター）、発明者：絹田精鎮、市ノ瀬義行

（㈱オプトニクス精密）、発明者：遊佐亜

希子（公益財団法人科学技術交流財団）、

発明者：本多 裕之、大河内美奈（国立大

学法人名古屋大学）出願日；平成 25 年 7

月 23 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 副所長兼分子腫瘍学部部長 

       

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, 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。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

1. Sekido Y: Molecular pathogenesis of 

malignant mesothelioma. 

Carcinogenesis, 34:1413-9, 2013. 

2. Satoh M, Takemura Y, Hamada H, 

Sekido Y, Kubota S: EGCG induces 

human mesothelioma cell death by 

inducing reactive oxygen species 

and autophagy. Cancer Cell Int, 

13:19, 2013. 

3. Abe S, Morita Y, Kato-Kaneko M, 

Hanibuchi M, Tsujimoto Y, Goto H, 



 

 

Kakiuchi S, Aono Y, Huang J, Sato S, 

Kishuku M, Taniguchi Y, Azuma M, 

Kawazoe K, Sekido Y, Yano S, Akiyama 

S, Sone S, Minakuchi K, Kato Y, 

Nishioka Y: A novel targeting 

therapy of malignant mesothelioma 

using anti-podoplanin antibody. J 

Immunol, 190: 6239-40, 2013. 

4. Chew S-H, Okazaki Y, Nagai H, Misawa 

N, Akatsuka S, Yamashita K, Jiang L, 

Yamashita Y, Noguchi M, Hosoda K, 

Sekido Y, Takahashi T, Toyokuni S: 

Cancer-promoting role of adipocytes 

in asbestos-induced mesothelial 

carcinogenesis through 

dysregulated adipocytokine 

production. Carcinogenesis, 35：

164-72，2014. 

5. Tanaka I, Osada H, Fujii M, Fukatsu 

A, Hida T, Horio Y, Kondo Y, Sato A, 

Hasegawa Y, Tsujimura T, Sekido Y: 

LIM-domain protein AJUBA suppresses 

malignant mesothelioma cell 

proliferation via Hippo signaling 

cascade. Oncogene, in press. 

 
2. 学会発表 

1. Sekido Y, Tanaka I, Fujii M, Osada 

H： Hippo signaling cascade 

alteration in malignant 

mesothelioma. Keystone symposium. 

2013, （モントレー, USA） (ポスタ

ー) 

2. 関戸好孝：悪性中皮腫における Hippo

シグナル伝達系異常 第 11 回日本臨

床腫瘍学会 (シンポジウム)（仙台） 

3. 関戸好孝: 悪性中皮腫の遺伝子・シ

グ ナ ル 伝 達 系 異 常  Japan 

mesothelioma interest group (JMIG). 

2013, (セミナー）（京都） 

4. Sekido Y: Dysregulation of Hippo 

tumor-suppressive pathway in 

malignant mesothelioma. The 15th 

IASLC World Conference on Lung 

Cancer. 2013, (シドニー、オースト

ラリア）（ポスター） 

5. 関戸好孝：悪性中皮腫に対する新規治

療法開発へ向けた中皮腫細胞株の利

用. 平成 25 年度中部地区医療・バイ

オ系シーズ発表会 (名古屋)（ポスタ

ー） 

6. 関戸好孝：悪性中皮腫の遺伝子異常.

第 8 回中皮腫細胞診セミナー. 2014,

（福岡）（口演） 

  

G. 知的財産権の出願･登録状況 

なし。 



 

 

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 

 

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、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 

昨年度、樹立した不死化正常中皮細胞

HOMC-2 A-7(B-1)株(上皮型、以下 B-1)、

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

および

siRNAを用いて

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

1. 不死化正常中皮細胞株を用いた

の EMT

 上皮

B-1、お

中間型

おける上皮間葉移行

のメカニズムについて検討した。

細胞を

カインで

は単独

られ、また

Snail の発現上昇傾向が認められた。さらに

TGF-β

併用投与

で上皮

EMT 様変化が

よりも

これに伴い

E-cadherin

および

（図２）。一方

CTGF 発現をノックダウンしたところ、細胞

増殖の抑制はごく軽度であったが、低密度培

養下におい

３）。以上のことから上皮

皮細胞は

のサイトカイン

導されることが示唆された。

 

αおよびそれらの併用により刺激

後の EMT 誘導の有無を形態変化

および qRT-PCR 法により検討した。また

を用いて CTGF

が抑制されるか否かを

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。

研究結果 

不死化正常中皮細胞株を用いた

EMT 誘導とその分子機構の解析

上皮様形態を示す不死化

および比較的、上皮様形態を保持

中間型細胞株 D-4

おける上皮間葉移行

のメカニズムについて検討した。

細胞を TGF-β, IL1

カインで 24 時間 

は単独投与でも軽度

られ、また E-cadherin

の発現上昇傾向が認められた。さらに

βと IL-1βあるいは

投与したところ、特に前者の組み合わせ

で上皮様形態から紡錘型形態へと明らかな

様変化が観察さ

よりも D-4 株でより顕著であった

これに伴い EMT マーカー発現では、

cadherin の顕著な

および CTGF の有意な

（図２）。一方、s

発現をノックダウンしたところ、細胞

増殖の抑制はごく軽度であったが、低密度培

養下においても細胞間接着性が増強し

３）。以上のことから上皮

皮細胞は TGF-β, 

のサイトカインの

導されることが示唆された。

およびそれらの併用により刺激

誘導の有無を形態変化

法により検討した。また

CTGF発現をノックダウンし、

るか否かを同様に検討した

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 CTGF

ダウン実験を行った。 

不死化正常中皮細胞株を用いた

誘導とその分子機構の解析

を示す不死化正常中皮

比較的、上皮様形態を保持

4を用いて正常中皮細胞に

おける上皮間葉移行(EMT)誘導の可能性とそ

のメカニズムについて検討した。

, IL1-β, TNFα

 刺激したところ、

でも軽度ながら形態変化が認め

cadherin 発現の低下および

の発現上昇傾向が認められた。さらに

あるいは TGF-

したところ、特に前者の組み合わせ

形態から紡錘型形態へと明らかな

観察された。この変化は

株でより顕著であった

マーカー発現では、

顕著な発現低下および

有意な発現上昇が認められた

siRNA で中間型

発現をノックダウンしたところ、細胞

増殖の抑制はごく軽度であったが、低密度培

ても細胞間接着性が増強し

３）。以上のことから上皮様の不死化正常中

 IL1-β, TNF

の協調作用により

導されることが示唆された。 

およびそれらの併用により刺激後

誘導の有無を形態変化の観察

法により検討した。また

発現をノックダウンし、

同様に検討した

また同時に複数の上皮型および肉腫型の悪

CTGF 発現のノック

不死化正常中皮細胞株を用いた中皮細胞

誘導とその分子機構の解析 

正常中皮細胞株

比較的、上皮様形態を保持する

を用いて正常中皮細胞に

誘導の可能性とそ

のメカニズムについて検討した。B-1, D-

αなどのサイト

刺激したところ、 TGF-

がら形態変化が認め

発現の低下および

の発現上昇傾向が認められた。さらに

-βと TNFα

したところ、特に前者の組み合わせ

形態から紡錘型形態へと明らかな

れた。この変化は B-1

株でより顕著であった（図１）。

マーカー発現では、

低下および Snail

上昇が認められた

中間型 D-4 細胞の

発現をノックダウンしたところ、細胞

増殖の抑制はごく軽度であったが、低密度培

ても細胞間接着性が増強した（図

の不死化正常中

, TNFαなどの複数

協調作用により EMT が誘

 

 

 

後 24 

の観察

発現をノックダウンし、

同様に検討した。

また同時に複数の上皮型および肉腫型の悪

ノック

中皮細胞

細胞株

する

を用いて正常中皮細胞に

誘導の可能性とそ

-4

などのサイト

-β

がら形態変化が認め

発現の低下および

の発現上昇傾向が認められた。さらに

αを

したところ、特に前者の組み合わせ

形態から紡錘型形態へと明らかな

1株

図１）。

Snail

上昇が認められた

細胞の

発現をノックダウンしたところ、細胞

増殖の抑制はごく軽度であったが、低密度培

た（図

の不死化正常中

などの複数

が誘

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

1

A 

B 

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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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： 本年度は、中皮腫特異的な傷害にも応用が期待し得る新規標的分子の同

定を中心体（centrosome）の機能に関わる蛋白質に注目して解析を進めた。これま

でに研究分担者は、一次線毛形成が正常二倍体細胞の細胞増殖を休止させることを

トリコプレイン蛋白質の機能解析から見出してきた。その応用として、Aurora-A 分

裂期キナーゼ阻害では正常細胞は一次線毛を形成し細胞周期を休止させるが、一次

線毛を形成しないとされるがん細胞は分裂障害により死滅すること、つまりがん細

胞特異的な傷害効果のあることを見出した。また、正常中皮細胞にも一次線毛形成

能があることを確認した。これらの結果を踏まえ、類似効果を示す標的分子をアミ

ノ酸配列や siRNA 実験から探索し、さらに詳細な分子機能の解析をマーカー分子な

どで行った結果、Albatross が中心小体(centriole)の付属物に局在するだけでなく

中心体の正常な複製を保証することで、細胞周期進行に寄与することを見出した。

また、トリコプレイン類縁蛋白質である Ndel1 にも正常二倍体細胞の一次線毛形成

抑制機能があることを見出した。この独自の視点により、一次線毛形成や中心体複

製制御に関わる複数の中心体蛋白質が、がん治療標的分子となる可能性を新たに見

出した。 

A. 研究目的 

 研究分担者はがん細胞に対する新たな治

療戦略を開発する目的で、細胞の増殖・分化

制御の本態を明らかにし、それらに関わる分

子の阻害あるいは誘導実験による細胞増殖

に対する効果を検討してきた。その一つとし

て、細胞の一次線毛形成が正常二倍体細胞の

細胞増殖を休止させることをトリコプレイ

ン蛋白質の機能解析を通じて発見し、その応

用としてオーロラＡ分裂期キナーゼを阻害

すると、正常細胞は一次線毛を形成し細胞周

期を休止させるが、一次線毛を形成しないと

されるがん細胞は分裂障害により死滅する、

つまりがん細胞特異的な傷害効果が生じる

ことを見出してきた。昨年度、正常中皮細胞

にも一次線毛形成能があることを確認し、こ

の阻害効果が悪性中皮腫の傷害にも応用で

きる可能性を見出した。 

本年度はこれらの結果を踏まえ、類似効果

を示す新規標的分子の探索し、見出した新規

分子に対し詳細な分子機能の解析を行い、そ

の分子特性を明らかにすることを目的とし

た。 

B. 研究方法 

１．類似機能蛋白質の検索 

トリコプレイン類似配列を元に遺伝子を



 

選出し、そのノックダウンによる機能的スク

リーニングを RPE1 細胞（hTERT 不死化網膜色

素上皮細胞、正常二倍体）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含

む中心体機能蛋白質を新たに１０個ほど見

出した。 

２．中心体での蛋白質局在解析 

特異抗体を作成し、マーカー分子と共に組

織染色、細胞染色を行い細胞内局在を高解像

度顕微鏡により確認した。一次線毛形成は血

清飢餓により誘導した。 

３．中心体機能の解析 

RNA干渉法によるノックダウンをRPE1細胞

に対して行い、各種遺伝子発現を減弱させた。

その状態において免疫染色によりマーカー

分子の変化を検討した。また、表現型の確認

のために適宜遺伝子を再導入しレスキュー

を試みた。 

４．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。 

５．変異体解析 

分子内ドメイン解析のため、分子断片を蛋

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．新規中心体複製制御分子の同定 

トリコプレインと類似配列を持つ

Albatross 蛋白質に注目した。その特異的抗

体の局在から Albatross の詳細な中心体

（ centrosome ）内の局在が母中心小体

（mother centriole）の遠位端付属物に偏在

することを明らかにした。また正常二倍体細

胞を用いた Albatross siRNA を用いたノック

ダウン実験では中心体複製が障害され、同時

に細胞周期が休止した。これらの結果から、

Albatross が中心小体付属物に局在するだけ

でなく中心体の正常な複製を保証すること

で、細胞周期進行に寄与する全く新しいタイ

プの細胞周期制御因子である可能性が示唆

された。 

 

２．新規一次線毛形成抑制分子の同定 

トリコプレインと類似配列を持つNdel1に

注目した。その特異抗体を用いた解析から

Ndel1 の中心体における局在が母中心小体の

subdistal appendage に偏在することを明ら

かにした。正常二倍体細胞における Ndel1 

siRNA を用いたノックダウン実験では増殖条

件下でも一次線毛が形成され、同時に細胞周

期が休止した。この増殖休止は、一次線毛の

除去により解除された。すなわち、一次線毛

依存的な細胞周期の休止が起きたことが明

らかとなった。この Ndel1 の特性はトリコプ

レイン・Aurora-A の阻害効果と同様であるが、

中心体内の局在や分子間結合様式が異なっ

ていたため、新たな標的分子となりうる可能

性が示唆された。 

 

D. 考察 

 Albatross による中心体の複製制御を介し



 

た新たな細胞周期制御機構の解明は、中心体

機能に着目したがん分子治療戦略を構築す

る上で、新たな可能性を開くものと考えられ

た。また、Ndel1 の阻害結果からは一次線毛

に注目した腫瘍増殖障害を新たな視点から

導き得る可能性が考えられた。このように、

がん細胞に一次線毛形成能が無い点や、細胞

分裂・増殖における中心体の複製の重要性に

着目することは、がん細胞に対する特異的な

治療戦略を開発する上で、極めて高い独創性

をもつものと考えられた。 

 

E. 結論 

 中心体の複製機能に関わる分子および一

次線毛形成との関わりの詳細の一端が明ら

かとなった。これらの分子の阻害による腫瘍

特異的傷害効果を検討すると共に、一次線毛

形成の誘導可能な正常中皮細胞、さらには悪

性中皮腫細胞を用いた検討が、今後、中皮腫

に対する新たな治療戦略を開発する上で、極

めて重要であると思われた。 
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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：悪性中皮腫はHippoシグナル伝達系に関わる遺伝子が高頻度に不活性化し、

その結果、YAP1 転写コアクチベーターが恒常的に活性化している。しかし、これまで

に見出された遺伝子異常が悪性中皮腫の発症にどのように関わっているのかについ

ての実験的な証明は未だない。本研究は、これらの遺伝子を不死化正常中皮細胞へ導

入し、増殖能の変化や造腫瘍能を検討することで、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明らかにすることを目的とした。昨年度、当研究グループが

作成した、ヒトパピローマウイルス E6/E7-hTERT 導入により樹立した正常不死化中皮

細胞株 3 株を用いて解析を行った。これらの細胞株に YAP1 遺伝子を導入したところ

in vitro での増殖促進効果を認めた。さらにヌードマウスへ移植することにより in 

vivo においても腫瘍を形成できることを確認した。また、悪性中皮腫細胞株の発現解

析でYAP1の knockdownにて CCND1、FOXM1などの発現低下が強く認められたため、YAP1

の代わりにこれらの細胞周期を促進する遺伝子の導入を行いその効果を検討した。さ

らに、不死化していない初代培養の中皮細胞に YAP1 遺伝子を単独で導入し不死化の

誘導について検討した。これらの実験では各種の細胞周期関連遺伝子の導入では中皮

細胞の腫瘍形成能には不十分であること、また YAP1 単独では初代培養中皮細胞を不

死化できないことが明らかとなった。以上の結果より中皮細胞において E6/E7-hTERT 

と YAP1 の協調作用が中皮腫の腫瘍形成に重要であることが明らかとなった。今回の

一連の実験は、正常中皮細胞に対して特定の遺伝子導入により悪性中皮腫モデルを作

成できることを意味し、今後、治療開発研究の基盤的ツールとなるものと考えられた。 

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。これらの実験によ

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、治療開発研究の基盤的ツ

ールを作出することを目的とする。 

 

Ｂ. 研究方法 

当研究グループが作成した、ヒトパピローマウ

イルスE6/E7-hTERTによって不死化した正常中

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 

リン酸カルシウム法を用い

として、

ドを用いてウイルス産生（レトロウイルスベク

ター）させ、

伝子は、野生型

胞周期関連

RNA 干渉として

た。レポーター遺伝子として

Orange、

細胞増殖の観察

を用いた。

行い GFP

討した。

 

2. ヌードマウスへの移植方法

昨年度に引き続き、

活性型

中皮細胞を

増やし、ヌードマウスへ皮下移植した。対照

群としてレポーター遺伝子である

(Empty vector)

胞株を移植した。皮下移植の場合、

き Empty vector

の 2 か所に移植し、遺伝子導入正常中皮細胞

を右背側の

か所移植

胸腔内移植の場合、

ぞれぞれのベクター導入正常中皮細胞を右

側より胸腔内へ移植した。移植後

解剖とした。

 

 

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。

In vitro 増殖様式の検討方法

リン酸カルシウム法を用い

として、関連がん遺伝子を組み込んだプラス

ドを用いてウイルス産生（レトロウイルスベク

ター）させ、中皮細胞株へ感染させた。導入遺

伝子は、野生型 YAP1

胞周期関連遺伝子（

干渉として NF2-

た。レポーター遺伝子として

、hCD8 などを使用した。

細胞増殖の観察は

た。4日毎に継代し、継代時に

GFP 陽性細胞の割合を

た。 

ヌードマウスへの移植方法

昨年度に引き続き、

活性型 YAP1 (S127A)

中皮細胞を 7.5x106

増やし、ヌードマウスへ皮下移植した。対照

群としてレポーター遺伝子である

vector)を導入した不死化正常中皮細

胞株を移植した。皮下移植の場合、

Empty vector 導入正常中皮細胞を左背側

か所に移植し、遺伝子導入正常中皮細胞

を右背側の 2 か所に移植した

か所移植)。 

胸腔内移植の場合、

ぞれぞれのベクター導入正常中皮細胞を右

側より胸腔内へ移植した。移植後

解剖とした。 

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。

増殖様式の検討方法

リン酸カルシウム法を用い 293T

関連がん遺伝子を組み込んだプラス

ドを用いてウイルス産生（レトロウイルスベク

中皮細胞株へ感染させた。導入遺

YAP1、活性型 YAP1

遺伝子（CCND1、SKP2

-shRNA、BAP1

た。レポーター遺伝子として GFP

などを使用した。

は 6 well 細胞培養プレート

日毎に継代し、継代時に

陽性細胞の割合を 30 日間継時的に

ヌードマウスへの移植方法

昨年度に引き続き、野生型 YAP1

YAP1 (S127A)を導入した不死化正常

6～1.0x107個

増やし、ヌードマウスへ皮下移植した。対照

群としてレポーター遺伝子である

を導入した不死化正常中皮細

胞株を移植した。皮下移植の場合、

導入正常中皮細胞を左背側

か所に移植し、遺伝子導入正常中皮細胞

か所に移植した(1

胸腔内移植の場合、1匹につき

ぞれぞれのベクター導入正常中皮細胞を右

側より胸腔内へ移植した。移植後

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。 

増殖様式の検討方法 

293T 細胞を標的

関連がん遺伝子を組み込んだプラス

ドを用いてウイルス産生（レトロウイルスベク

中皮細胞株へ感染させた。導入遺

YAP1(S127A)、細

SKP2、FOXM1、MYC

BAP1-shRNA であっ

GFP、Kusabira 

などを使用した。 

細胞培養プレート

日毎に継代し、継代時に FACS

日間継時的に

 

YAP1 もしくは

を導入した不死化正常

個/1 か所まで

増やし、ヌードマウスへ皮下移植した。対照

群としてレポーター遺伝子である GFP のみ

を導入した不死化正常中皮細

胞株を移植した。皮下移植の場合、1 匹につ

導入正常中皮細胞を左背側

か所に移植し、遺伝子導入正常中皮細胞

(1 匹につき

匹につき 1か所ずつ、

ぞれぞれのベクター導入正常中皮細胞を右

側より胸腔内へ移植した。移植後 60 日目に

 

し、増殖様式や形態変化を検討する。また、マ

を標的

関連がん遺伝子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

中皮細胞株へ感染させた。導入遺

、細

MYC）、

であっ

Kusabira 

細胞培養プレート

FACS を

日間継時的に検

もしくは

を導入した不死化正常

か所まで

増やし、ヌードマウスへ皮下移植した。対照

のみ

を導入した不死化正常中皮細

匹につ

導入正常中皮細胞を左背側

か所に移植し、遺伝子導入正常中皮細胞

匹につき 4

か所ずつ、

ぞれぞれのベクター導入正常中皮細胞を右

日目に

（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。

ー動物委員会の許可を得た上で行った

 

Ｃ.

 不死化正常中皮

A-7 B

D-4

後：

1) 

図１

 

（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。

ー動物委員会の許可を得た上で行った

. 研究結果

不死化正常中皮

7 B-1）（以後：

4）（以後：D-

後：A-4）を用いた（中西の項参照）。

 昨年度に続き、ヌードマウスにおける造

腫瘍能を検討した。

の細胞株もしくはレポーター遺伝子

のみ導入し

の皮下接種にて腫瘍は作らなかったが

性型 YAP1(S127A)

間型ともに腫瘍を形成した

図１ 中皮細胞株の胸腔内移植像

（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た

研究結果 

不死化正常中皮細胞株は

）（以後：B-1）、中間型

-4）と肉腫型

を用いた（中西の項参照）。

昨年度に続き、ヌードマウスにおける造

能を検討した。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

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が

YAP1(S127A)を導入した上皮型、

ともに腫瘍を形成した

中皮細胞株の胸腔内移植像

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

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

は上皮型（

中間型（HOMC

）と肉腫型(HOMC-3 A-

を用いた（中西の項参照）。

昨年度に続き、ヌードマウスにおける造

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

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が

を導入した上皮型、

ともに腫瘍を形成した(図 1)。

中皮細胞株の胸腔内移植像 

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

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。 
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