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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は主に胸膜に発症する高悪性度の腫瘍であり、壁側・臓側胸膜表面にびま
ん性に広がる特徴がある。腫瘍が胸膜全体に進展するメカニズムを解明するため、正常中皮細胞と、悪性中皮腫
細胞の共培養を行った。様々な共培養システムを検討した結果、正常中皮細胞が優位な発がん初期段階では、正
常中皮細胞が悪性中皮腫細胞の増殖促進に寄与し、その後腫瘍細胞が優位になると、正常細胞が排除されて腫瘍
細胞に置き換わることが示唆された。また、悪性中皮腫細胞から放出される液性因子によって、正常中皮細胞の
細胞間接着能が低下することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma is a highly aggressive tumor that mainly develops in 
the pleura and diffuses on the parietal and visceral pleura. To clarify the mechanisms by which the 
tumor diffuses throughout the pleura, we performed co-culture of normal mesothelial cells and 
malignant mesothelioma. As a result of examining various co-culture systems, it was suggested that 
normal mesothelial cells contributed to the growth promotion of malignant mesothelioma cells in the 
early stage of tumorigenesis in which normal mesothelial cells dominate. It was also suggested that 
the predominance of tumor cells would eliminate normal cells and replace them. In addition, it was 
revealed that the humoral factor released from malignant mesothelioma cells reduces the 
intercellular adhesion molecule of normal mesothelial cells.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん細胞と間質細胞との関連が注目されている。特に中皮細胞とがん細胞の関連ついては、卵巣癌や前立
腺癌においてその腫瘍進展を促進させるという報告があるものの、周囲を中皮細胞に取り囲まれる悪性中皮腫に
ついての知見は全くない。しかし本研究によって、悪性中皮腫細胞においても正常中皮細胞が腫瘍進展を促進さ
せることが示唆された。今後さらなる解析により、その原因物質が同定されたあかつきには、それを標的とした
新たな治療戦略を構築できる可能性が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性中皮腫はアスベストの曝露によって引き起こされる、極めて高悪性度の腫瘍である。主
に、胸膜の表面に存在する中皮細胞から発生するが、腹膜や心膜の中皮細胞から発生するケー
スもある。アスベストの曝露から 30年以上経過してから発症することが多く、患者数が年々増
加しているにもかかわらず、効果的な治療法がいまだに開発されていない。また、早期発見が
難しく、発見時には腫瘍が胸膜や腹膜の表面にびまん性に広がっている場合が多く、根治的外
科的手術が困難な病気である(Rudd, 2010)。 
これまでに当研究室では悪性中皮腫患者より新規の悪性中皮腫細胞株 30株を樹立し、遺伝子
変異として、Hippo pathway の構成因子である NF2、LATS2 の高頻度な不活化変異を見出し 
(Sekido et al., Cancer Res. 1995; Murakami et al., Cancer Res. 2011)、Hippo pathwayの不活化が悪性
中皮腫の増殖・進展に大きく関わることを明らかにしてきた。また、申請者は LATS1 および
LATS2が Hippo pathway非依存的に細胞周期制御、染色体不安定性制御、クロマチン制御を行
うことを明らかにしており、悪性中皮腫における LATS2の変異は、Hippo pathwayだけでなく
その他のシグナル経路にも影響を与えることを予測している。その他にも、脱ユビキチン化酵
素の BAP1 の遺伝子変異も高頻度であることを見出しているが(Hakiri et al., Cancer Sci., 
2015)、れらの頻度の高い遺伝子変異は全てがん抑制遺伝子であり、活性型のがん遺伝子変異
の頻度は極めて低い。このため、既存のチロシンキナーゼ阻害剤などの多くはほとんど有効性
を示さず、中皮腫に対する効果的な分子標的治療法は未だ確立されていない。 
 
２．研究の目的 
悪性胸膜中皮腫は病理組織学的分類により、上皮型、肉腫型、二相型に分けられ、その大半
が上皮型であるにもかかわらず、胸膜全体へのびまん性進展が観察される。がんの進展におい
て、微小環境の関与や周辺細胞との相互作用が注目されているが、悪性中皮腫細胞とその周辺
細胞との関係は不明である。近年興味深いことに、卵巣がんにおいて、卵巣表面の中皮細胞が、
卵巣がん細胞の運動能を促進することが報告された(Thibault et al., 2014)。このことは、悪性中
皮腫においても、正常中皮細胞が腫瘍細胞の進展に関与する可能性を示唆している。そこで、
本研究では、正常中皮細胞と悪性中皮腫細胞の共培養システムを構築し、細胞間の相互作用を
より詳細に解析し、悪性中皮腫が胸膜表面全体に広がる様子を細胞レベル、および分子レベル
で明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 悪性中皮腫細胞と、正常中皮細胞の非接触培養  
正常中皮細胞(MeT5A, HOMC-B1, HOMC-D4)に LATS2
不活化悪性中皮腫細胞(Y-MESO-27)の培養上清を(右図
①)、比較対照として正常中皮細胞の培養上清を添加し
(右図②)、右図①における正常中皮細胞の変化について、
Hippo pathway 関連因子・EMT関連因子の発現量をウエ
スタンブロッティングによって解析した。 
同様の目的で、ボイデンチャンバーを用いた非接触培
養を行った。チャンバー内に正常中皮細胞を、プ
レートウェルに LATS2 不活化悪性中皮腫細胞を
播種し(右図①)、チャンバー内の正常中皮細胞の
変化について Hippo pathway 関連因子・EMT関連
因子の発現量をウエスタンブロッティングによっ
て解析した。比較対照として、チャンバー内、プ
レートウェル共に正常中皮細胞を播種したもの
(右図②)を用いた。 
 
(2) 悪性中皮腫細胞と正常中皮細胞の接触培養（混合培養） 

2種類の細胞を混合するにあたり、正常中皮細胞を GFPで蛍光ラベルした株(GFP-正常中皮
細胞)と、LATS2不活化悪性中皮腫細胞を mCherryで蛍光ラベルした株(mCherry-悪性中皮腫細
胞)を樹立した。正常中皮細胞とmCherry-悪性中皮腫細胞を 10:1の割合で混合培養し、mCherry-
悪性中皮腫細胞の細胞形態や細胞増殖について、蛍光顕微鏡およびリアルタイム生細胞観察シ
ステムを用いて、観察した。 
また、悪性中皮腫細胞と GFP-正常中皮細胞を 10:1の割合で混合培養した場合についても同
様に観察した。 
 
４．研究成果 



(1) 悪性中皮腫細胞と正常中皮細胞の非接触培養の結果、
悪性中皮腫細胞の培養上清を正常中皮細胞 MeT5A に添加
すると(右図 Lane 2)、コントロール細胞(右図 Lane 1)と比
較して、EMT 関連因子のなかでも、特に SNAIL の発現が
上昇し、E-cadherinの減少がみられた。一方で、Hippo pathway
関連因子にはほとんど変化は見られなかった。また
HOMC-D4 細胞(右図 Lane 5,6)に関しても同様の傾向が見
られた。また、HOMC-B1細胞(右図 Lane 3,4)は E-cadherin
の減少のみ確認できた。これは HOMC-B1 細胞が上皮型の
性質が高く、間葉マーカーの発現がほとんど見られないこ
とに起因すると考えている。 
さらに、ボイデンチャンバーを用いた非接触培養におい
ても同様の結果が得られた。 
以上の結果から、悪性中皮腫細胞から放出される液性因
子が、正常中皮細胞の EMTや細胞間接着に影響を及ぼす可
能性が示唆された。 
 
(2) 正常中皮細胞と mCherry-悪性中皮腫細胞を 10:1 の割
合で混合培養したもの(下図 左)、悪性中皮腫細胞と
mCherry-悪性中皮腫細胞を 10:1 で混合培養したもの(下図 右)を顕微鏡下で比較すると、混合
培養開始後 6日目および 9日目に、正常細胞との混合培養によって mCherry-悪性中皮腫細胞の
細胞増殖が亢進しているような観察結果が得られた。 

 
この細胞増殖を定量する目的で、リアルタイム生細
胞観察システムを用いた。具体的には、mCherry-悪性
中皮腫細胞が観察視野中に占める割合をモニタリング
し、細胞増殖を定量解析した。その結果、顕微鏡下の
観察から得られていた結果と同様、正常細胞との混合
培養によって mCherry-悪性中皮腫細胞の細胞増殖が
経時的に亢進していく結果が得られた(右図 上)。 
 一方、悪性中皮腫細胞と GFP-正常中皮細胞を 10:1
で混合培養したものと、正常中皮細胞と GFP-正常中皮
細胞を 10:1 で混合培養したものを、リアルタイム生細
胞観察システムを用いて、細胞増殖を比較すると、悪
性中皮腫細胞との混合培養によって、GFP-正常中皮細
胞の細胞増殖が抑制され、やがて細胞死が誘導されて
いるような定量結果が得られた(右図 下)。 
 こうした結果から、正常中皮細胞が優位な発がん初
期段階では正常中皮細胞が悪性中皮腫細胞の増殖促進
に寄与し、その後腫瘍細胞が優位になると、正常細胞
が排除されて腫瘍細胞に置き換わることが推測される。  
また、(1)の結果をふまえると、悪性中皮腫細胞から
放出される液性因子によって、正常中皮細胞の運動能
の上昇、もしくは細胞間接着能が低下することが考え
られる。これによって、悪性中皮腫細胞自体が、正常中皮細胞の間を縫うようにして増殖範囲
を広げる可能性があり、これが悪性中皮腫が胸膜全体に広がる一因かもしれない。 
 今後は、混合培養によって増殖能を変化させた因子の同定を行い、悪性中皮腫の進行を抑制
する薬剤を目指す。 
 
(3) 同時に、共培養に用いた、LATS2不活化悪性中皮腫細胞における特徴的な異常について解



析を行った。これまでの報告どおり、Hippo pathwayの不活化がみられる他、興味深いことに翻
訳後修飾のひとつである O-GlcNAc修飾が、正常中皮細胞や LATS2以外の遺伝子変異を持つ悪
性中皮腫細胞よりも亢進していることが明らかとなった。O-GlcNAc 修飾は近年がんにおいて
亢進することが報告されており、その生理的意義の解明や治療標的・診断マーカーとしての可
能性が注目されている。そこで、O-GlcNAc修飾が亢進している LATS2不活化悪性中皮腫細胞
に、O-GlcNAc 修飾阻害剤を添加したところ、その細胞増殖が抑制された。これは O-GlcNAc
修飾の亢進が悪性中皮腫細胞の生存・増殖に強く関与し、O-GlcNAc 修飾の抑制が悪性中皮腫
に対する新規治療戦略に応用可能であることを強く示唆している。しかし悪性中皮腫に対する
特異性を高めるためには、悪性中皮腫において亢進する O-GlcNAc 修飾標的タンパクを見い出
す必要がある。今後はこの標的タンパクの同定とその生理的意義についても検討する。また、
共培養を行った際の変化についても今後の検討課題とする。 
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