
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年３月３０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

申請者は SOCS アデノウイルスベクターが悪性胸膜中皮腫に対して様々なメカニズムで抗腫瘍
効果を発揮することを明らかにし、さらに従来の抗癌剤（悪性胸膜中皮腫に対する標準治療で
あるシスプラチンとペメトレキシド）との併用によって相乗的な抗腫瘍効果が得られることを
示した。本研究における悪性胸膜中皮腫に対する SOCS アデノウイルスベクターの胸腔内投与モ
デルは悪性胸膜中皮腫の遺伝子治療として実地臨床への応用が期待される成果である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we developed suppressor of cytokine signalling (SOCS) gene therapy, which 
targets multiple signaling, for the treatment of mesothelioma. Specifically, we 
demonstrated that SOCS gene delivery cooperates with cisplatin plus pemetrexed, the first 
line chemotherapy of this disease, to inhibit tumor growth of mesothelioma in vitro and 
in vivo. This study provides new insights into the clinical application of SOCS-1 gene 
therapy for the treatment of mesothelioma. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性胸膜中皮腫は、そのほとんどがアスベ
ストの吸引により発生することが知られて
おり、アスベスト鉱山労働者やアスベストを
扱う労働者に限らず、鉱山や工場周辺の住民
にも発生していることが報告されている。悪
性胸膜中皮腫は、アスベストに曝露してから
発症するまでの期間が長いのが特徴で、最短

で 20 年前後、平均で約 40年程度かかること
が知られている。我が国においては 1970 年
頃に石綿輸入がピークとなっており、2030年
頃には悪性胸膜中皮腫による死亡者数がピ
ークに達すると予測されている。 
 悪性胸膜中皮腫は胸膜から発生する腫瘍
であるため、解剖学的に肺癌などと比べて画
像検査にて早期に発見することが困難であ
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り、外科的切除が困難であることが多い。化
学療法については現在シスプラチンとペメ
トレキシドの併用療法が標準的であるが、生
存期間中央値は約 12 ヶ月であり、新規治療
法の開発が緊急の課題となっている。 
 SOCS（suppressor of cytokine signaling）
は細胞内情報伝達の負の制御因子として申
請者の研究室で世界に先駆けてクローニン
グされた分子である（Naka T et al., Nature 
1997）。近年、SOCS 分子が様々な悪性腫瘍に
対して抗腫瘍効果を示すことが報告されて
いる。また、様々な悪性腫瘍において SOCS
遺伝子がメチル化により発現抑制されてお
り、それが癌化と関係していることも報告さ
れ て い る （ Yoshikawa et al., Nature 
genetics 2001, He et al., PNAS 2003）。SOCS
分子が制御する細胞内シグナル伝達経路と
して IL-6/JAK/STATシグナル伝達経路が知ら
れている。IL-6/JAK/STAT 系の活性化は癌化
にかかわっていることが報告されており、申
請者は複数の悪性胸膜中皮腫細胞株におい
て IL-6/JAK/STAT系が亢進していることを見
出した。さらに中皮腫において SOCS がこれ
らのシグナルを抑制し、抗腫瘍効果を示すこ
とも明らかにした。また、SOCSは FAK（focal 
adhesion kinase）の活性化を抑制すること
も報告されている（Niwa et al, Oncogene 
2005）。FAK は癌の浸潤、転移にかかわってい
ることが知られている分子であり癌治療の
標的分子の一つとして注目されている。その
他に申請者は SOCS によって p53 の発現が亢
進することも見出した。さらに、このメカニ
ズムには IL-6/JAK/STAT系以外のシグナルが
かかわっていることを明らかにした。このよ
うに SOCS は癌にかかわる複数のシグナルを
抑制することから、癌に対する治療分子とし
て有望であると考えられる。そのため申請者
はこれまでの研究成果をふまえ、SOCSを用い
た悪性胸膜中皮腫に対する治療法の開発を
目指すこととした。 
 悪性胸膜中皮腫に対する標準治療として
現在シスプラチンとペメトレキシドの併用
療法最も有効とされているが、生存期間中央
値は約 12 ヶ月であり根治は望み難いのが現
状である。SOCSは癌にかかわる複数のシグナ
ルを抑制することから、抗癌剤との併用によ
り相乗的な治療効果を発揮する可能性があ
る。 

申請者は SOCS を悪性胸膜中皮腫の治療分
子として用いるにあたり、蛋白質、遺伝子、
低分子それぞれについて検討した結果、遺伝
子を用いる方法が最も効率が良いことを見
出した。悪性胸膜中皮腫の臨床的特徴として、
胸腔内局所で進行するが遠隔転移をしにく
いという性質がある。そのため、米国では悪
性胸膜中皮腫に対して胸腔内投与による遺
伝子治療についての臨床試験が行われてい

る（Sterman DH et al, Clin Cancer Res 2005, 
Sterman DH et al, Clin Cancer Res 2007）。
悪性胸膜中皮腫における胸腔内局所投与は
治療分子を効率的に腫瘍に送達できるのに
加え、全身投与と比べて副作用を少なくでき
るという利点もあるため、悪性胸膜中皮腫に
対する胸腔内投与による SOCS を用いた遺伝
子治療は有望であると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では SOCS を用いた悪性胸膜中皮腫

に対する治療法として SOCS 遺伝子の胸腔内
局所投与による遺伝子治療を確立すること
を目標とする。さらに、SOCS 遺伝子治療と現
在の標準的な化学療法であるシスプラチン
とペメトレキシドを用いた抗癌剤との併用
による相乗効果についても検討し、新規治療
法の開発を目指す。 
 

３．研究の方法 

悪性胸膜中皮腫細胞株(MESO-4, H226,  
H-28)について in vitro で SOCSをアデノウ
イルスベクター(AdSOCS)を用いて導入し、抗
腫瘍効果を MTT アッセイにて確認した。これ
らの細胞株に AdLacZ投与群、AdSOCS投与群、
AdLacZ+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群、
AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群と
の間の抗腫瘍効果の比較、及び、アポトーシ
スの誘導効率、細胞浸潤抑制効果について、
それぞれ MTTアッセイ法と AnnexinV/7-AAD
染色を用いた FACS 解析、invasion assay に
より in vitro で解析した。AdLacZ 投与群、
AdSOCS 投与群、AdLacZ+Cisplatin+ 
Pemetrexed 併用投与群、AdSOCS+Cisplatin+ 
Pemetrexed併用投与群との間における FAKの
リン酸化及びトータルタンパク質の発現抑
制についてウェスタンブロット法にて解析
した。次に、AdSOCS と Cisplatin+Pemetrexed
併用投与による抗腫瘍効果の相乗効果につ
いてアポトーシス誘導に焦点を絞り、AdLacZ
投与群、AdSOCS 投与群、AdLacZ+Cisplatin+ 
Pemetrexed 併用投与群、AdSOCS+Cisplatin+ 
Pemetrexed 併用投与群との間における抗ア
ポトーシスタンパク質である XIAP, Survivin, 
FLIPの発現の変化もウェスタンブロットで
解析し、AKT, FAK のリン酸化、トータルタン
パク質の発現をウェスタンブロットで解析
した。AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed 併用併
用投与による活性型 caspase-3, 活性型
caspase-8, 活性型 caspase-9 の発現をウェ
スタンブロット法により確認した。また、AKT, 
FAK, Src, STAT3 について、活性型 caspase-3
により認識されて分解されるかどうかにつ
いて、細胞より抽出したタンパク質に対して
組み換え caspase-3を添加し、caspase-3の
基質になる分子を探索した。 
AdLacZ 投与群、AdSOCS 投与群、AdLacZ+ 



 

 

Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群、
AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群に
おいて、MESO-4細胞における、STAT-3と NF B
の転写活性を解析した。 
 まず、MESO-4 細胞を TNF- で刺激し、ウ
ェスタンブロット法で NF Bの核内移行につ
いて確認した。また、AdSOCS およびによる
NF B の核内移行の抑制と、NF Bのリン酸
化状態をウェスタンブロットで確認した。続
いて、AdLacZ 投与群、AdSOCS 投与群、AdLacZ+ 
Cisplatin+ Pemetrexed 併用投与群における
MESO-4細胞の STAT3(Y705)のリン酸化につい
て、ウェスタンブロットで確認した。 
さらに、MESO-4に対し、NF Bおよび、STAT3
を siRNA で発現抑制した際に、抗アポトーシ
スタンパク質である Survivin , XIAP, FLIP
の発現変動をウェスタンブロットで確認し
た。 

次に、AdLacZ 投与群、AdSOCS 投与群、
AdLacZ+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群、
AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群に
おける MESO-4細胞での NF Bおよび STAT3
の DNA結合アッセイとルシフェラーゼアッセ
イを行った。 

3x106個の MESO4 細胞、および H226細胞を
ICR-nu/nu マウスの胸腔内に移植した悪性胸
膜中皮腫モデルマウスを作成し、AdLacZ+PBS、
AdSOCS+PBS、AdLacZ+Cisplatin+ Pemetrexed、
AdSOCS+Cisplatin+ Pemetrexed 投与の 4群に
ついて腫瘍重量を解析することで in vivoで
の SOCSと抗癌剤との併用療法の相乗効果を
解析した。 
 
４．研究成果 

アデノウイルスベクターを用いて SOCS を
様々な悪性胸膜中皮腫細胞株に導入した結
果、AdSOCS はコントロールの AdLacZ 処理群
と比べ、MESO4, H226, H28 の増殖を著明に抑
制した(図. 1)。また、SOCS はこれらの細胞
に対して単独投与でも抗腫瘍効果を示すが、
Cisplatinと Pemetrexedと併用投与した結果、
単独投与よりも優れた抗腫瘍効果を示した
(図. 2)。これらの条件でのアポトーシスの
誘導を解析するため、7-AAD/AnnexinV 染色後、
FACSにて解析した結果、全ての細胞において、
SOCSはコントロール群に比べ、Cisplatin と
Pemetrexed と併用することでアポトーシス
を有意に強く誘導した(図. 3)。SOCS による
悪性胸膜中皮腫細胞（MESO4, H28, H226）の
浸潤に対する抑制作用を調べた結果、AdSOCS 
処理群では AdLacZ 処理群よりも有意に細胞
の 浸 潤 を 抑 制 し 、 さ ら に Cisplatin+ 
Pemetrexed と組み合わせることによっても
有意な細胞浸潤の抑制効果の増強が認めら
れた(図. 4)。 
 
 

図. 1 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図. 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図. 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図. 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
AdSOCSと Cisplatin+ Pemetrexed の組合せ

による抗腫瘍効果の分子機序を解明するた
め、悪性胸膜中皮腫細胞（MESO4, H28, H226）
に対して FAK(pY397)、トータル FAK の発現を
ウェスタンブロットで確認した結果、コント
ロール群と比較し、AdSOCS と Cisplatin+ 
Pemetrexed の組合せは FAK(pY397)のリン酸
化の減少とトータル FAKの発現低下を示した
(図. 5A)。さらに、抗アポトーシス蛋白質で
ある XIAPと Survivinの発現変化についてウ
ェスタンブロットで解析した結果、コントロ
ール群と比較し、AdSOCS 単独投与群、AdSOCS
と Cisplatin+ Pemetrexed 併用投与群はとも
に XIAPと Survivin の発現を減少させること
が明らかとなった(図. 5A)。 

MESO-4 細胞において、AdSOCS 処理群では
アポトーシス関連タンパク質である、
cleaved caspase-3, cleaved caspase-8, 
cleaved caspase-9 の全ての発現を誘導した
が、Cisplatin+ Pemetrexed と併用すること
でこれらの活性型 caspaseの発現上昇が認め

られた (図 . 5B)。 AdSOCS と Cisplatin+ 
Pemetrexedの併用投与は AKTのリン酸化の減
少と、AKT タンパク質の発現低下が認められ
た(図. 5B)。 
また、AKT, FAK について、活性型 caspase-3
により認識されることにより分解されるか
どうかについて調べるため、MESO-4細胞より
抽出したタンパク質に対して組み換え
caspase-3 を添加し、caspase-3 の基質にな
る分子をウェスタンブロット法にて解析し
た結果、AKT と FAK が caspase-3 により分解
される事が明らかになった(図. 5C)。 
 
図. 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
AdLacZ 投与群、AdSOCS 投与群、AdLacZ+ 

Cisplatin+ Pemetrexed 併用投与群、AdSOCS+ 
Cisplatin+ Pemetrexed併用投与群において、
MESO-4 細胞における、STAT-3 と NF B の転
写活性を解析した。MESO-4 細胞を TNF- で



 

 

刺激し、ウェスタンブロット法で NF Bの核
内移行について経時変化を調べた結果、刺激
後 30 分に核内への以降が最大に達すること
が判明した(図. 6A)。TNF- で刺激による
NF B の核内移行と NF B のリン酸化状態は
AdSOCSおよび AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed
併用投与群において抑制された(図. 6A)。
MESO-4細胞の STAT3(Y705)の持続的リン酸化
は AdLacZ 投 与 群 や AdSOCS 投 与 群 、
AdLacZ+Cisplatin+ Pemetrexed併用投与群と
比 べ 、 AdSOCS や AdSOCS+Cisplatin+ 
Pemetrexed 併用投与群にて抑制された(図. 
6B)。 

さらに、MESO-4に対し、NF Bおよび、STAT3
を siRNA で発現抑制した際に、抗アポトーシ
スタンパク質である Survivin , XIAP, FLIP
の発現変動をウェスタンブロットで調べた
結果、XIAPの発現は NF Bの発現抑制により、 
FLIPと Survivin の発現は STAT3 の発現抑制
により減少する事が明らかになった(図. 6C)。 

次に、AdLacZ 投与群、AdSOCS 投与群、
AdLacZ+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群、
AdSOCS+Cisplatin+Pemetrexed 併用投与群に
おける MESO-4 細胞での NF B および STAT3
の DNA結合アッセイとルシフェラーゼアッセ
イを行った。その結果、AdSOCS は Cisplatin+ 
Pemetrexed と組み合わせることにより
NF Bp65の DNA結合能力を相加的に低下させ
る、ルシフェラーゼ活性についても同様の結
果が得られた。STAT3 に関して、AdSOCS は
Cisplatin+Pemetrexed と組み合わせること
により STAT3の DNA結合能力を相加的に抑制
した。STAT3 のルシフェラーゼ活性について
AdSOCS は Cisplatin+Pemetrexed と組み合わ
せることによる相加的な作用は見られなか
ったが、Cisplatin+Pemetrexed 処理により
STAT3 のルシフェラーゼの抑制活性が全く認
められないためであり、STAT3 のルシフェラ
ーゼアッセイのコンストラクトについて条
件を検討する必要もあると考えられる(図. 
6D)。  
図.６ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
AdSOCS を Cisplatin+Pemetrexed と併用投

与することで、AdSOCS 単独投与よりも優れた
抗腫瘍効果を示すことを in vivo で明らかに
するため、3x106個の MESO-4細胞を ICR-nu/nu
マウスの胸腔内に移植することで悪性胸膜
中皮腫モデルマウスを作成した。そして、移
植後 7日目から図 7に示すようなスケジュー
ルで抗癌剤の投与を開始し、腫瘍重量を計測
することで抗腫瘍効果を解析した結果、
AdSOCS と Cisplatin+Pemetrexed の投与を組
み合わせることにより、in vivo における癌
細胞の増殖抑制に対し相乗効果が認められ
た(図. 8A,8B)。このとき、AdSOCS や AdSOCS
と Cisplatin+Pemetrexed を投与した群にお
いては腫瘍内でアポトーシスが起きている
ことを Tunel法により明らかにした。 
 
 
 
 



 

 

図. 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図. 8 
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ICR nu/nuマウスの胸腔内に
MESO4, H226を3 X 106移植

アデノウイルス投与 (3 X 108 PFU/匹) 胸腔内

Cisplatin (2mg/kg) 腹腔内

Pemetrexed (30mg/kg) 腹腔内

腫瘍重量測定

4群の比較検討

①　AdLacZ + PBS 投与群
②　AdSOCS + PBS 投与群
③　AdLacZ + Cisplatin/Pemetrexed 投与群
④　AdSOCS + Cisplatin/Pemetrexed 投与群

Day 10 Day 17 Day 24
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