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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は、生存、死亡、細胞毒性シグナルが不明であるため、その分子標的につ
いては解明されていない。HEG homolog 1(HEG1)は上皮成長因子様ドメインを含む粘液様膜タンパク質で、中皮
腫の細胞増殖能を維持していると言われている。本研究では悪性中皮腫細胞株を使用してHEG1とmicroRNAの機能
分析を行った。MiR-23bは、悪性中皮腫細胞のアポトーシスとオートファジーによって誘発される細胞毒性を回
避することにより、HEG1依存性の細胞増殖に寄与することが分かった。よってHEG1依存/媒介miR-23bシグナル伝
達は、悪性中皮腫の診断・治療において有力なマーカーとなりうる。

研究成果の概要（英文）：The molecular target of malignant mesothelioma (MM) has not been elucidated 
because of unknown survival, death, and cytotoxic signals in MM. HEG homolog 1 (HEG1) is a 
mucin-like membrane protein that contains epidermal growth factor-like domains, and  HEG1 expression
 supports the survival and proliferation of MM cells. In this study, functional analysis of HEG1 and
 microRNAs using MM cell lines was performed. MiR-23b contributes to HEG1-dependent cell 
proliferation through evasion of cytotoxicity induced by apoptosis and autophagy in MM cells. 
HEG1-dependent/mediated miR-23b signaling may therefore be a potential target for MM diagnosis and 
therapy.

研究分野： 病理診断

キーワード： 悪性中皮腫　HEG1　マイクロRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性中皮腫におけるHEG1の位置付けを明らかにすることで病理組織診断および予後との関連性が明らかになる。
また、HEG1およびmiRNAとその標的候補分子による早期診断と予後予測、さらには分子標的治療に役立つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 悪性中皮腫はアスベストに関連し発症する極めて予後不良の腫瘍であるが、早期診断が難し
く、また病理学的にも診断の難しい疾患である。悪性中皮腫における分子診断や分子標的療法
への応用として miRNA を含めた種々の分子が検討されてきているが、実用化されている分子は
未だに存在しておらず、鍵分子となり得る遺伝子の特定と機能解析が急務である。 
 2017 年に悪性中皮腫の有用な免疫染色抗体として Sialylated Heart development protein 
with EGF like domains 1(SHEG1)が発見された。S-HEG1 は従来の中皮腫診断のための免疫染色
抗体に比して特異度、感度が非常に高いものの、発現機序や機能については不明の点が多い。 
 Micro RNA（miRNA）は、ヌクレオチド長が 19〜24 ヌクレオチドの小さな非コード RNA であり、
主に3'非翻訳領域の相補配列に結合することにより、転写後の段階でmRNAの発現を調節する。
miRNA は、翻訳抑制や転写産物の分解を引き起こすことにより、重要な細胞プロセスの調節に
重要な役割を果たし発現の変化により腫瘍の進行に寄与している。 
 
２．研究の目的 
(1)HEG1 の機能について細胞増殖を中心に分子レベルで解明し、悪性中皮腫における HEG1 の位
置付けを明らかにすることで病理組織診断および予後との関連性を明らかにする。 
 
(2)HEG1 の発現に関連する miRNA を探索し、miRNA とその標的候補分子の機能解析によって増殖
機構を中心とした分子機能を明らかにし、HEG1 および miRNA とその標的候補分子による早期診
断と予後予測、さらには分子標的治療の端緒とすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)3 つのヒト中皮腫細胞株（211H、H226、H2052）、肺腺癌細胞株（H1299）、およびヒト中皮細
胞株 Met-5A を入手し、免疫組織化学染色（カルレチニン、D2-40、WT1, TTF-1, BAP1, MTAP）
を施行した。 
 
(2) HEG-1 に対する siRNA をトランスフェクトし、定量的 RT-PCR を使用して中皮腫細胞株と
Met-5A 細胞が HEG-1mRNA を過剰発現しているかどうかを調べた。 
 
(3)中皮腫で特異的に発現する miRNA を同定するために次世代シーケンサーを使用して、肺腺癌
（H1299）および中皮腫（MESO1 および MSEO4）に由来する細胞株の miRNA アレイを調べた。次
に、MM細胞における HEG-1 による miRNA 調節を調べるために、HEG-1 siRNA1 を H226 細胞株に
トランスフェクトし、次世代シーケンサーを使用して miRNA アレイ解析を行った。さらに、
miR-23b-3p、miR-26a-5p、および miR-138 が MM および Met-5A 細胞株で HEG-1 によって制御さ
れていることを確認するために、3つの HEG-1siRNA を Met-5A、H2052、H211 にトランスフェク
トし、定量 RT-PCR を使用して測定した。 
 
(4) MiR-23b-3p、miR-26a-5p、miR-138 の抑制下での細胞増殖を調べ、中皮腫および Met-5A 細
胞における増殖の HEG-1 誘導性調節のモードを決定するために、オートファジーの検出のため
の LC3 アッセイおよびアポトーシス/細胞死のためのアネキシン Vアッセイを実施した。 
 
４．研究成果 
(1)免疫染色では、中皮腫細胞株は典型的な免疫細胞学的表現型を示した（図 1）。ただし、細
胞株は H2052、H211、および MESO1 に対して部分的に陽性であり、BAP および MTAP は部分的に
消失したのみだった。いずれの中皮腫細胞も TTF-1 陰性であった。 
 
 

 
 

図 1 中皮腫細胞株の免疫染色結果 



(2)定量的 RT-PCR では、HEG-1 の発現の Ct 値は、全ての細胞で 15〜25 であった。HEG1 mRNA
およびタンパク質は MESO4 で最も高い発現を示した（図 2A、B）。HEG-1 発現の抑制は、全ての
中皮腫および Met5A 細胞株で 3つの独立した HEG-1siRNA のトランスフェクション後 72 時間で
細胞増殖を有意に減少させた（図 2C）。このことは、HEG-1 が高度に発現され、中皮腫および中
皮細胞の細胞増殖を調節していることを示している。 

 
 
(3)MiRNA アレイを調べた結果、細胞株間でさまざまな程度の miRNA 発現を示し、MESO1 および
MESO4 細胞は最高の miRNA 発現レベルを示した（図 3A）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 3 中皮腫細胞株の miRNA 発現 

図 2 Met-5A と悪性中皮腫細胞株の HEG-1 mRNA 発現 



 
miRNAアレイ解析では分析対象は9945のノンコーディングRNA（miRNA、lincRNA、SnoRNA、scRNA、 
piRNA、tRNA）で、そのうち 3390 が検出され、991 が miRNA であった。miR-23b-3p と miR-26a-5p
の両方が HEG-1 によって調節され、対照的に miR-138 の発現は MM 細胞株では低く、次世代シー
ケンサー分析では検出されなかった。miR-23b-3p、miR-26a-5p、および miR-138 が MM および
Met-5A 細胞株で HEG-1 によって制御されていることを確認するために、3 つの HEG-1siRNA を
Met-5A、H2052、H211 にトランスフェクトし、定量 RT-PCR を使用して測定した。全ての MM お
よび Met-5A 細胞株で miR-23b-3p、miR-26a-5p、および miR-138 の発現レベルは HEG-1 発現が
抑制されると減少した（図 3B）。 
 
(4)MiR-23b-3p の抑制下で細胞増殖は有意に減少した。アネキシン V アッセイでは、オートフ
ァジー誘導率は、HEG-1 または miR-23b の抑制下で増加した。 初期アポトーシスは、HEG-1 ま
たは miR-23b の抑制によって誘導された。これらの結果から HEG-1 および miR-23b がオートフ
ァジーおよびアポトーシスを制御することによって細胞増殖に影響を与えることが分かった。 
 
(5)以上の結果から、HEG1 の発現抑制により、悪性中皮腫細胞株の MESO4, MESO1, MESO4 いず
れにおいても細胞増殖が抑制された。悪性中皮腫細胞株では HEG1 の発現抑制によりアポトーシ
スならびにオートファジーいずれも誘導されたことから、HEG1 は抗アポトーシスおよびオート
ファジー抑制により、中皮腫の細胞増殖能を維持していることが示唆された。また、miR-23b
は、悪性中皮腫細胞のアポトーシスとオートファジーによって誘発される細胞毒性を回避する
ことにより、HEG1 依存性の細胞増殖に寄与することが分かった。よって HEG1 依存/媒介 miR-23b
シグナル伝達は、悪性中皮腫の診断・治療において有力なマーカーとなりうる。 
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