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研究要旨：悪性中皮腫に対する有効な抗がん剤や分子標的薬は未だ存在せず、ま

た、診断時には進行した病期で発見されるため患者予後は極めて不良である。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剤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剤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

ル伝達系は特徴的かつ高頻度に不活性化しており、その結果、転写コアクチベー

ターである YAP がん遺伝子産物の恒常的な活性化が引き起こされ、細胞の増殖や

浸潤に関わる遺伝子群の転写が亢進している。 

本研究では 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第一の目的

として検討を進めた。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たところ、LIM ドメイン蛋白である Ajuba が悪性中

皮腫細胞株 24 細胞株中 21 細胞株で発現レベルが低下していた。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

殖抑制効果は LATS2 キナーゼ依存性であることが明らかになった。このように、

中皮腫細胞における YAP 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。 

さらに、Ajuba 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 YAP の活性化状態（リン酸化レベル）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

によって直接、転写が亢進されるサイクリン D1 (CCDN1)遺伝子および結合組織成

長因子（CTGF）遺伝子の発現も Ajuba は転写亢進、LIMD1 および WTIP1 は転写抑



制に働くことが明らかにされた。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作用することを示唆した。 

悪性中皮腫は臨床病理学的に 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についてはほとんど明らかになっていな

い。この点を明らかにするために、まず正常中皮細胞の分化能について解析を行

う目的で、不死化正常中皮細胞株の作成を試みた。初代中皮細胞にヒトパピロー

マウイルス（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

て導入した結果、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、すなわち、上皮型，２相型、肉腫型を mimic する 3株の不死化正常中皮細

胞株（パネル）を作成することに成功した。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する

と共に、正常サイズの NF2(マーリン)が発現するなど Hippo シグナル伝達経路は

インタクトに保存されていた。これらの細胞株は、核型解析では少数の染色体異

常は認めるものの、ヌードマウスでは造腫瘍能を認めなかった。 

次に、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。 

これらの不死化した正常中皮細胞株を用い、中皮腫で高頻度に検出される遺伝

子の、細胞増殖能および造腫瘍能に対する役割を明らかにする目的で in vitro、

in vivo の検討を進めた。その結果、不死化中皮細胞株 3株に YAP1 がん遺伝子を

導入することで in vitro にて細胞増殖の促進効果が認められることを明らかに

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

ところ、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。次に、不死化正常中皮細胞株に YAP1 に代わり各種の細胞周期を促進す



る関連遺伝子（CCDN1 等）の導入を行いその効果を検討した。しかし、YAP1 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 YAP1 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。このように、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。 

一方、レンチウイルスベクターを用いて Luciferase 遺伝子を導入した悪性中

皮腫細胞株も複数株樹立した。この細胞をヌードマウスの胸腔内に接種したとこ

ろ、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観察

することが可能であった。本モデルは前臨床試験に有用な悪性中皮腫の胸腔播種

モデルであると考えられた。 

最後に、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。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

中皮細胞株において一次線毛形成が確認された。さらに、中心体複製制御には、

Albatross や Ndel1 分子が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、本研究課題では、悪性中皮腫細胞のシグナル伝達系の解析、新規に樹立

された不死化正常中皮細胞株を用いた 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、さらには細胞分裂制御に関する解析を遂行し

た結果、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

向性に関する新たな提案ができたものと考えられた。 
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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、不活性化の原因となる

分子異常の詳細を明らかにし、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（マーリン）

-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、様々なアッセイ系を用いての



 

解析可能な正常中皮細胞コントロール株パネ

ルを樹立する。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

能を明らかにする。さらに、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）

に関する誘導能を検討する。これらの実験によ

り悪性中皮腫の分化、不死化、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を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

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 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、抗ベータ-actin 抗体等を用いた。また

遺伝子発現は quantitative real time RT-PCR

法にて発現解析を行った。 

RT-PCR 法にて Ajuba cDNA フラグメントを増

幅した後、ベクターに組み込み、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、 LIMD1、WTIP1

等のノックダウンは 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。in vitro における

腫瘍細胞の増殖抑制効果は 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

疫組織学的染色にて外科手術標本における

Ajuba 等の発現を検討した。 

 

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ヒト

パピローマウイルス（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。樹立した細胞株は不死化正常中

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)株(肉腫型、以下 A-4)と命名

した。 

これらの細胞株を用いて染色体の核型解析

（G-banding）やヌードマウスにおける造腫瘍



 

能を検討した。また蛍光染色、qRT-PCR 法や

Western blot 法等を用いて Rb 経路や Hippo シ

グナル伝達経路に関わる遺伝子の発現解析を

行った。一方、in vivo における造腫瘍能を見

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） 上皮間葉移行（EMT）の誘導 

上皮間葉移行（EMT）については、細胞培養

上清に 1-10 ng/ml のヒト TGF-β、Il-1β、あ

るいは TNF-αの単独添加、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。 

 

ｄ） 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。 

 

e) In vitro 増殖様式の検討方法 

リン酸カルシウム法を用い 293T 細胞を標

的として、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、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。 

 

f) YAP 導入不死化正常中皮細胞株のヌード

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)不死化正常中皮細胞株を接種した。

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。 

 

g) 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、目的とする分子

の細胞内局在を高解像度顕微鏡を用いて解

析した。一次線毛形成は血清飢餓により誘導

した。 

h) 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。 

 

i) 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 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 NF2-Hippo 関連分

子の発現解析 

 悪性中皮腫細胞株 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、Ajuba は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 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 例を用いて免疫組織学的に検

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。 

 

5．Ajuba による中皮腫細胞の増殖能抑制効果 

 Ajuba の発現低下が観察された中皮腫細胞

株 3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。 

 

6. 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 

 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

検討を行った。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

と発現異常が見られる細胞株の頻度および発

現低下レベルは著明ではないことが明らかと

なった。 

 

7. 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。 

 

8. 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の作

成に成功した。これらの細胞株を HOMC-2 

A-7(B-1)（上皮型）、HOMC-2 A-7(D-4)（２相型）、

HOMC-3 A-4 （肉腫型)と命名した（図１）。

HPV-E6、E7、hTERT の発現を RT-PCR 法で調べ、

樹立された HOMC-2 A-7(B-1)(以下 B-1), 

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

下 A-4)細胞株で発現していることを確認した。

また、不死化中皮細胞は中皮腫細胞と異なり初

代培養細胞と同様に p16Ink4a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、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、

A-4 細胞

マーリン

細胞と異なり初代培養細胞と同様に発現が認

められた

 

9. 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

的、上皮様形態を保持する中間型

株を用いて正常中皮細胞における上皮間葉移

行(EMT)

いて検討した。

IL1-β、

たところ、

態変化が認められ、同時に

低下および

た。さらに

図１ 種々の形態を示す不死化

いたが、 D-4 細胞株

細胞株では発現を殆ど認めなかった。一方、

マーリン (NF2) は不死

細胞と異なり初代培養細胞と同様に発現が認

められた。 

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

上皮型形質を示す

的、上皮様形態を保持する中間型

を用いて正常中皮細胞における上皮間葉移

(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

、 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

態変化が認められ、同時に

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

HOMC

HOMC

HOMC

種々の形態を示す不死化

株の E cadherin

では発現を殆ど認めなかった。一方、

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発現が認

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

上皮型形質を示す B-1 細胞株

的、上皮様形態を保持する中間型

を用いて正常中皮細胞における上皮間葉移

誘導の可能性とそのメカニズムにつ

1、 D-4 細胞

などのサイトカインで刺激し
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態変化が認められ、同時に E-cadherin
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と IL-1βを併用投与したと
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種々の形態を示す不死化正常

E cadherin 発現は低く，

では発現を殆ど認めなかった。一方、

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発現が認

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 

細胞株、および比較

的、上皮様形態を保持する中間型の D-4 細胞

を用いて正常中皮細胞における上皮間葉移

誘導の可能性とそのメカニズムにつ

細胞株を TGF-β

などのサイトカインで刺激し

単独投与でも軽度ながら形

cadherin 発現の

の発現上昇傾向が認められ

を併用投与したと

1) 

4) 

正常中皮細胞株

 

発現は低く，

では発現を殆ど認めなかった。一方、

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発現が認

不死化正常中皮細胞株を用いた中皮細胞

よび比較

細胞

を用いて正常中皮細胞における上皮間葉移

誘導の可能性とそのメカニズムにつ

β、 

などのサイトカインで刺激し

がら形

発現の

の発現上昇傾向が認められ

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

EMT

発現

現上昇が認められた。

図２

＋IL

（上段）から繊維芽細胞様形態（下段）に変化。

 

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

や CTGF

腫型細胞株において明らかな

現低下と共に、

が認められた。

 

10.

胸腔播種モデルの作成

 H290

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

in vivo

は肋骨など硬組織に被われているため、蛍光イ

株

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

EMT マーカー発現では、

発現低下および

上昇が認められた。

２ 不死化中皮細胞

IL-1beta による

（上段）から繊維芽細胞様形態（下段）に変化。

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

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

低下と共に、

が認められた。

. 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

in vivo イメージングを行った

は肋骨など硬組織に被われているため、蛍光イ

ころ、上皮形態から紡錘型形態へと明らかな

様変化が観察された（図２）

マーカー発現では、E-

低下および Snail および

上昇が認められた。 

不死化中皮細胞 D-4

による EMT 誘導。上皮

（上段）から繊維芽細胞様形態（下段）に変化。

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

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

低下と共に、Snail および
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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 

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

イメージングを行った

は肋骨など硬組織に被われているため、蛍光イ

ころ、上皮形態から紡錘型形態へと明らかな

（図２）。これに伴い

-cadherin の顕著な

および CTGF の有意な

4 株における

誘導。上皮～中間

（上段）から繊維芽細胞様形態（下段）に変化。

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

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

および CTGF の発現

発光イメージングの可能な悪性中皮腫の

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

IVIS Lumina II を用いて

イメージングを行った（図３）

は肋骨など硬組織に被われているため、蛍光イ

ころ、上皮形態から紡錘型形態へと明らかな

。これに伴い

の顕著な

の有意な発

 

 

株における TGF-beta

～中間様形態

（上段）から繊維芽細胞様形態（下段）に変化。 

さらに、複数の悪性中皮腫細胞株を形態か

cadherin, Snail

発現を調べたところ上皮型に比べ肉

cadherin の発

発現上昇

発光イメージングの可能な悪性中皮腫の

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

を用いて

（図３）。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

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

 

11. 不死化中皮細胞への

樹立した不死化正常中皮細胞株

野生型 YAP1

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、

型)では増殖促進効果は明確に認められなかっ

たものの、

促進効果が認められた。一方、

腫型)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。

 

12．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（

入し、それらの

その結果、

1day

day

図３ 悪性中皮腫細胞

よる胸腔播種性進展の

ージング

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

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。 

不死化中皮細胞への

樹立した不死化正常中皮細胞株

YAP1 あるいは活性型

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
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では増殖促進効果は明確に認められなかっ

では明確に増殖

促進効果が認められた。一方、A-4 細胞株

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。 

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

FOXM1、MYC）を導

増殖促進効果の有無を検討した。

遺伝子の導入時のみいずれの

2 weeks

H290,CSII-luc に

in vivo 発光イメ

 

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

の経

時的な胸腔内腫瘍の非侵襲的モニタリングが

 

を対象に、

遺伝

子を導入し、細胞増殖能における役割を検討し

上皮

では増殖促進効果は明確に認められなかっ

では明確に増殖

細胞株(肉

では、遺伝子導入のない元の細胞株と比

不死化正常中皮細胞に細胞周期を促進する

を導

増殖促進効果の有無を検討した。

遺伝子の導入時のみいずれの３

細胞株においても

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

められ

さらに、

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

Control

め、

導できないことが明

 

13.

BAP1

 中皮腫臨床検体では高頻度の

BAP1

RNA

クダウンする

の細胞増殖能に及ぼす影響を検討した。その結

果、

BAP1

さらに

は、

形成を認めた。

 

14.

in vivo 

不死化正常中皮細胞株に

での造腫瘍能を検討した。遺

の細胞株もしくはレポーター遺伝子

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

あるいは

胞株

株（肉腫型）の３細胞株

weeks 

細胞株においても

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

られなかった。

さらに、YAP1

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

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

導できないことが明

. 不死化正常中皮細胞株に対する

BAP1 のノックダウンの検討

中皮腫臨床検体では高頻度の

BAP1 遺伝子の不活性化変異が報告されている。

RNA 干渉法を用いて２つの遺伝子発現を

クダウンすることにより、

細胞増殖能に及ぼす影響を検討した。その結

果、NF2-shRNA

BAP1-shRNA では逆に増殖能の低下を認めた。

さらにin vivo

は、NF2-shRNA

形成を認めた。

. YAP 遺伝子導入した不死化中皮腫細胞の

in vivo 移植実験

不死化正常中皮細胞株に

での造腫瘍能を検討した。遺

の細胞株もしくはレポーター遺伝子

導入した細胞株ではヌードマウスへの皮下接

種にて腫瘍を形成し

あるいは活性型

胞株(上皮型)、

株（肉腫型）の３細胞株

細胞株においても in vitro

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

in vivoでの造腫瘍能の獲得は認

なかった。 

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

YAP1 遺伝子を導入した。

と同様に継代後、細胞増殖の停止を認

単独導入では中皮細胞の

導できないことが明らかとなった。

不死化正常中皮細胞株に対する

のノックダウンの検討

中皮腫臨床検体では高頻度の

遺伝子の不活性化変異が報告されている。

を用いて２つの遺伝子発現を

ことにより、不死化正常中皮細胞

細胞増殖能に及ぼす影響を検討した。その結

shRNA では増殖能の促進を認めたが、

では逆に増殖能の低下を認めた。

in vivoのヌードマウスへの移植実験で

shRNA を導入した中

形成を認めた。 

遺伝子導入した不死化中皮腫細胞の

移植実験 

不死化正常中皮細胞株にYAP

での造腫瘍能を検討した。遺

の細胞株もしくはレポーター遺伝子

導入した細胞株ではヌードマウスへの皮下接

を形成しなかった

活性型YAP1(S127A)

、D-4 細胞株

株（肉腫型）の３細胞株ともに腫瘍を形成した

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

での造腫瘍能の獲得は認

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

遺伝子を導入した。

と同様に継代後、細胞増殖の停止を認

中皮細胞の不死化が誘

らかとなった。 

不死化正常中皮細胞株に対する

のノックダウンの検討 

中皮腫臨床検体では高頻度の NF2

遺伝子の不活性化変異が報告されている。

を用いて２つの遺伝子発現を

不死化正常中皮細胞

細胞増殖能に及ぼす影響を検討した。その結

では増殖能の促進を認めたが、

では逆に増殖能の低下を認めた。

のヌードマウスへの移植実験で

を導入した中間型 D-4 株

遺伝子導入した不死化中皮腫細胞の

YAPを導入し、

での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

導入した細胞株ではヌードマウスへの皮下接

なかったが、野生型

YAP1(S127A)を導入した

細胞株(中間型)、

ともに腫瘍を形成した

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

での造腫瘍能の獲得は認

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

遺伝子を導入した。しかし、

と同様に継代後、細胞増殖の停止を認

不死化が誘

 

不死化正常中皮細胞株に対する NF2、

NF2 および

遺伝子の不活性化変異が報告されている。

を用いて２つの遺伝子発現をノッ

不死化正常中皮細胞

細胞増殖能に及ぼす影響を検討した。その結

では増殖能の促進を認めたが、

では逆に増殖能の低下を認めた。

のヌードマウスへの移植実験で

株で腫瘍

遺伝子導入した不死化中皮腫細胞の

を導入し、in vivo

伝子導入のない元

GFP のみ

導入した細胞株ではヌードマウスへの皮下接

野生型 YAP1

を導入したB-1細

、A-4 細胞

ともに腫瘍を形成した



（表１）

型 YAP1

たいずれ

めた（表１、

図

 

15. 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

Control
野生型

活性型

Control
野生型

活性型

A． 皮下移植における腫瘍形成率

B． 胸腔内移植における腫瘍形成率

表１

（表１）。一方、胸腔内接種において

YAP1 あるいは活性型

たいずれの細胞株でも胸腔内に腫瘍形成を認

表１、図４）。

図４ 中皮細胞株の胸腔内移植像

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

上皮型

Control 0/8 (0.0%)
野生型YAP1 5/8 (62.5%)
活性型YAP1 4/8 (50.0%)

上皮型

Control 1/2 (50%)
野生型YAP1 2/2 (100%)
活性型YAP1 2/2 (100%)

皮下移植における腫瘍形成率

胸腔内移植における腫瘍形成率

一方、胸腔内接種において

活性型 YAP1(S127A)

でも胸腔内に腫瘍形成を認

。

中皮細胞株の胸腔内移植像

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

上皮型 中間型

(0.0%) 0/8 (0.0%)
(62.5%) 8/8 (100%)
(50.0%) 6/8 (75%)

上皮型 中間型

(50%) 0/2 (0.0%)
(100%) 2/2 (100%)
(100%) 2/2 (100%)

皮下移植における腫瘍形成率

胸腔内移植における腫瘍形成率

一方、胸腔内接種においても、野生

YAP1(S127A)を導入し

でも胸腔内に腫瘍形成を認

 

中皮細胞株の胸腔内移植像 

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

肉腫型

(0.0%) 0/8 (0.0%) 
(100%) 4/8 (50%)
(75%) 6/8 (75%)

中間型 肉腫型

%) 0/2 (0.0%)
(100%) 2/2 (100%)
(100%) 2/2 (100%)

胸腔内移植における腫瘍形成率

 

野生

を導入し

でも胸腔内に腫瘍形成を認

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

ると考えられている。我々はトリコプレイン

子が、分裂キナーゼであるオーロラ

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

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

 

16.

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

LP9/TERT1

認された。本細胞株は中皮腫細胞株に対するオ

ーロラ

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。

 

17.

細胞内の中心体（

Albatross

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

るAlbatross siRNA

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、

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

(0.0%) 

%)
(100%)
(100%)

れが細胞周期制御を逸

ると考えられている。我々はトリコプレイン

子が、分裂キナーゼであるオーロラ

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

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

とを明らかにした。

 

. 一次線毛形成に関する正常中皮モデル細

 

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

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。

17. 新規中心体複製制御分子の同定

細胞内の中心体（

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

Albatross siRNA

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、

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

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

子が、分裂キナーゼであるオーロラ

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

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

かにした。 

一次線毛形成に関する正常中皮モデル細

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

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

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。 

新規中心体複製制御分子の同定

細胞内の中心体（centrosome

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

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、

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

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

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

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

一次線毛形成に関する正常中皮モデル細

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、

hTERT で不死化した

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

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

新規中心体複製制御分子の同定 

centrosome）における

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

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

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

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

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

一次線毛形成に関する正常中皮モデル細

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、

で不死化した

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

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

 

における

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

倍体細胞に対す

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

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。 

 

18. 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。NF2(マーリン)-Hippo シグ

ナル伝達系の不活性化の原因は 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

ても YAP の活性化が認められる症例があり、ど

の分子の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。さらに、Ajuba のファミリー

分子である LIMD1, WTIP１の解析を進め、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。以上により 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。 

 

 現在、in vitro の実験で使用可能であるコ

ントロールの正常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らかと

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 で線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。 

このように、本研究で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 SV40-LT 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。 

これらの不死化正常中皮細胞株を用い、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確認した。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ジェネティックな

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。 

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ものと考えら

れる。さらに、YAP 導入により B-1 株では in 

vitro で増殖促進効果が低く、A-4 株では逆に

増殖能の低下が認められた、しかし両者にお

いても共にヌードマウスで腫瘍を形成したこ

とから、おそらく、in vivo での腫瘍を取り巻

く微小環境が造腫瘍能の付与にかかわってい

る可能性が示唆された。 

  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 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）することによるものであるこ

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。 

さらに、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。 

正常の不死化正常中皮細胞パネルを確立した。

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 3 株を作成

することに成功し、それぞれ、上皮型、中間型、

肉腫型の形態・性状を示した。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

であると考えられた。 

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

増殖に対する効果を検討した。さらに、ヌード

マウスにこれらの細胞株を移植して腫瘍形成

能を明らかにした。これらの結果により、中皮

腫の細胞増殖は、YAP がん遺伝子の直接的な増

殖促進効果とマウス個体内でのがん微小環境

の二つが重要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

常を呈する BAP1 は、肉腫型において増殖能へ

の関連は乏しい一方、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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