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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫細胞株に対するCDK 4/6 阻害剤（PalbociclibとAbemaciclib）の抗腫
瘍効果をWST-8　を用いて評価した。2剤ともに濃度依存性に細胞株の増殖抑制効果を認めた。Abemaciclib と放
射線照射併用効果をBrdU Flow Kitを用いて細胞周期を測定した。コントロールと比較し、Abemaciclib投与、放
射線照射は共にS期の減少を認め、Abemaciclib と放射線照射併用でさらにS期の減少を認めた。動物実験におい
てもAbemaciclib単独は放射線治療単独よりも抗腫瘍効果は弱かったが、Abemaciclib、放射線治併用で腫瘍の増
大は抑制された。

研究成果の概要（英文）：The WST-8 was used to evaluate the anti-tumor effects of CDK inhibitors
（Palbociclib, Abemaciclib）in malignant pleural mesothelioma cell lines. Both agents inhibited the 
proliferation of cell lines in a concentration-dependent manner. The combined Abemaciclib and 
radiotherapy effects were assessed by measuring cell cycles, using the BrdU Flow Kit. Abemaciclib 
administration and radiotherapy application both resulted in more S phase reduction than in the 
control; the combined use of Abemaciclib and radiotherapy resulted in further S phase reduction. An 
animal experiment also revealed that although use of Abemaciclib alone resulted in weaker anti-tumor
 effects than radiotherapy alone, the combined use of Abemaciclib and radiotherapy completely 
suppressed subcutaneous tumor expansion.

研究分野： 呼吸器外科

キーワード： 中皮腫
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１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫(MPM)はアスベストの暴露

から 30－40 年後、壁側胸膜から発生する難

治性の腫瘍である。現在、複数の施設で、MPM

の検体を網羅的に検索し、BAP1, NF2 の遺伝

子変異欠損が報告されるも明かな Oncogene

発見には至っていない。BAP1,NF2 ともに癌

抑制に働き、それが失活することで MPM は

発症すると考えられる。癌抑制遺伝子として

P16 があげられるが、以前から MPM におい

ては P16 が高頻度に欠損することが知られて

いる。Cheng らは MPM 細胞株 40 株の DNA

を PCR 増幅し、34 株(85%)に P16 ホモ欠損を

認めた (Cancer Res 1994 54(21): 5547-5551)。

Kratzke らは免疫染色で MPM12 検体すべて、

15 細胞株すべてに P16 の異常を認めた(J Natl 

Cancer Inst 1995  87(24): 1870-1875)。Illei ら

の FISH による検討では上皮型 71 例中 49 例

69％、二相性 19 例中 16 例 89％、肉腫型 5 例

中 5 例 100% で P16 ホモ欠損を認めた(Clin 

Cancer Res 2003 9(6): 2108-2113)。これらの報

告にあるようにMPM では高頻度に P16が欠

損している。細胞周期は M 期（分裂期）→

G1 期→S 期（DNA 合成期）→G2 期から構成

され、様々な因子で回転周期がコントロール

されている。P16 遺伝子の INK4a の領域から

は癌を抑制する蛋白 P16INK4a と P19ARF 

が産生される。P16INK4a は CyclinD- CDK4/6 

を阻害し、RB のリン酸化（活性化）を抑制

している。RB 蛋白は G1 期には転写因子 E2F

と結合し自身の活性を抑えることで、細胞が

DNA 合成を開始しないように抑制している。

RB 蛋白がリン酸化すると E2F が解離し、自

身が活性化し細胞は S 期（DNA 合成期）に

移行し増殖を始める (Fig.1)。RB は細胞周期、

細胞増殖においてブレーキをかけているが、

MPM に高頻度で認められる P16 の欠損によ

り CyclinD- CDK4/6 は活性化し、RB の活性

化を招く。つまり、P16 欠損は RB のブレー

キを失わせ、細胞周期が周り続け、細胞が増

殖する状態を引き起こす。 

 

(Fig.1) 細胞周期における CyclinD- CDK4/6

と P16INK4a の関係 Dickson M A  

Clin Cancer Res 2014;20:3379-3383 

 
 
２．研究の目的 
P16 欠損中皮腫、肺癌を標的とした治療効果

を検証し、臨床試験への導入とすることが目

的である。 

1. 悪性胸膜中皮腫、肺癌細胞株に対する

CDK4/6 阻害剤（LY2835219, Palbociclib）の抗

腫効果確認 

2. CDK4/6 阻害剤と放射線治療の併用効果の

検討 

3. P16, RB, pRB の発現と悪性胸膜中皮腫、肺

癌手術患者の予後 

 
 
３．研究の方法 
(a)WST-8 による薬剤抗腫瘍効果測定 

悪性胸膜中皮腫細胞株で CDK 4/6 阻害剤

の抗腫瘍効果を WST-8 にて評価した。

CDK 4/6 阻害剤として Palbociclib と

Abemaciclib を使用した。 

(b) BrdU Cell Proliferation ELISA Kit 

細胞増殖 ELISA/ BrdU 発色キットは増殖細



胞のゲノムDNA中に取込まれるBrdUを検

出するため、CDK4/6 阻害剤 (Abemaciclib)

による DNA 合成阻害を測定、評価した。 

(c) 放射線照射との併用効果 

悪性胸膜中皮腫細胞株に対する CDK 4/6 

阻害剤(Abemaciclib)、放射線照射の併用効

果を BrdU Flow Kit を用いて細胞周期を測

定した。中皮腫細胞株をコントロール、

CDK 4/6 阻害剤(Abemaciclib)投与、放射線

照射、CDK 4/6 阻害剤(Abemaciclib)投与放

射線照射併用に分け、BrdU を 2 時間作用

させ、フローサイトメトリーにて細胞周期

を測定した。 

(d) 動物実験 

皮下腫瘍にて CDK4/6 阻害剤、放射線治療、

CDK4/6 阻害剤/放射線治併用の比較試験を

行った。 

(e) RB, pRB の発現と悪性胸膜中皮腫の予

後の検討 

当科で施行した 46 例の悪性胸膜中皮腫に

対する外科切除（胸膜肺全摘）検体を用い

て免疫染色( Rb, phosphorylated Rb )を行い

予後との相関を検討した。 
 
４．研究成果 

(a)WST-8 による薬剤抗腫瘍効果測定 

Palbociclib と Abemaciclib  の 2 剤ともに濃度

依存性に細胞株の増殖抑制効果を認めたが、

Palbociclib では IC50 が 15-30 μM であるの

に対し、Abemaciclib では IC50 8-12 μM で

あり、以後の実験はAbemaciclibを使用した。 

(b) BrdU Cell Proliferation ELISA Kit 

1 μM 投与にて H2052, H2452 では、コント

ロールと比較し、1/5 に減少。H211 では、60% 

減少した。 

(c) 放射線照射との併用効果 

コントロールの G0/G1 期、S 期、G2+M 期が

それぞれ 49.3%, 17.7%, 18.4%であるのに対し、

CDK 4/6 阻害剤(Abemaciclib)投与では 61.1%, 

0.6%, 21.1% 放射線照射 では 42.8%, 3.6%, 

36.8% CDK 4/6 阻害剤(Abemaciclib)投与放射

線照射併用では 54.4%, 0.3%, 32.7% であっ

た。コントロールと比較し、CDK 4/6 阻害剤

(Abemaciclib)投与、放射線照射で S 期の減少

を認め、CDK 4/6 阻害剤(Abemaciclib)投与放

射線照射併用でさらに S 期の減少を認めた。

動物実験（皮下腫瘍）にて CDK4/6 阻害剤、

放射線治療、CDK4/6 阻害剤/放射線治併用の

比較試験を行った。CDK4/6 阻害剤単独は放

射線治療単独よりも抗腫瘍効果は弱かった

が、CDK4/6 阻害剤/放射線治併用で皮下腫瘍

の増大は完全に抑制された。 

(d) 動物実験 

CDK4/6 阻害剤単独は放射線治療単独よりも

抗腫瘍効果は弱かったが、CDK4/6 阻害剤/放

射線治併用で皮下腫瘍の増大は完全に抑制

された。 

(e) RB, pRB の発現と悪性胸膜中皮腫の予後

の検討 

Rb 強発現 とそれ以外の 2 群に分けると

Median Survival time はそれぞれ 36.3 ヶ月

と 5.0 ヶ 月 ( 95% CI:9.4-63.2, 0.65-9.34 

p=0.003）であった。リン酸化 RB は予後との

相関を認めず、RB 蛋白強発現が予後不良で

あった。 
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