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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は、胸腔内を埋め尽くすように増殖し胸壁をびまん性に浸潤する特徴を持ち、予
後不良である。悪性中皮腫における胸腔内進展や胸壁浸潤のメカニズムの解明を目指して、その遺伝子発現プロファイ
ルを中皮細胞と比べると、発現が増強していた遺伝子の中に、エピジェネティクスに働くEZH2が見出された。siRNA導
入法により、EZH2発現を抑制した悪性中皮腫細胞では、細胞増殖能が低下した。悪性中皮腫におけるEZH2発現を免疫染
色で調べると、EZH2を強く発現する悪性中皮腫の患者ほど全生存率は低かった。悪性中皮腫の胸腔内進展や胸壁浸潤な
どの生物学的特性にエピジェネティクス機構が深く関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma is characterized by diffuse growth in the thoracic cavity a
nd invasive proliferation in the chest wall, leading to poor prognosis. To clarify the mechanism by which 
malignant mesothelioma develops these features, we compared the gene expression profiling between malignan
t mesothelioma and mesothelial cells. We found that EZH2, which contributes to epigenetic silencing of tar
get genes, was expressed at higher levels in malignant mesothelioma than in mesothelial cells. When EZH2 e
xpression in mesothelioma cells was suppressed by the introduction of EZH2-siRNA, proliferation of these c
ells decreased. Immunohistochemical analysis of EZH2 expression in surgical specimens of malignant mesothe
lioma revealed correlation between higher expression of EZH2 and shorter overall survival of patients. It 
seems that epigenetics participates in biological characteristics of malignant mesothelioma, such as the g
rowth in the thoracic cavity and the invasion into the chest wall.
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１．研究開始当初の背景 
我が国では、悪性胸膜中皮腫の発生は、1970
年～1990 年にアスベストを大量に使用した
影響を受けて増加の一途を辿っている（N 
Engl J Med, 353:1591-1603, 2005）。悪性胸
膜中皮腫の確定診断は、病理診断に基づいて
行われているが、細胞形態的に中皮腫と反応
性中皮は似ており、悪性胸膜中皮腫を発見す
るための優れたバイオマーカーも皆無に近
いために、早期に正確な診断を行うことは極
めて難しい(Arch Pathol Lab Med, 133:1317–
1331, 2009)。我々は、こうした問題の解決
を目指して、細胞接着分子 CD146 が悪性胸膜
中皮腫に強く発現し、CD146 が中皮腫と反応
性中皮とを鑑別する有用な診断マーカーに
なることを見出した（感度:90％以上、特異
度:100％）(Mod Pathol, 23:1458-1466, 2010）。 
悪性胸膜中皮腫は、急速に胸腔内をびまん

性に進展し胸壁を浸潤性に増殖する特徴を
持つ。悪性胸膜中皮腫の胸腔内進展や胸壁浸
潤のメカニズムは不明のままであり、その進
展や浸潤を制御する有効な治療法は開発さ
れておらず、悪性胸膜中皮腫の予後は極めて
悪い。こうした背景を受けて、悪性胸膜中皮
腫の胸腔内進展や胸壁浸潤のメカニズムは、
早急に解明しなければならない重要な課題
になっている。 
 
２．研究の目的 
悪性胸膜中皮腫の胸腔内進展や胸壁浸潤の
メカニズムの解明を目指し、悪性胸膜中皮腫
細胞株、培養中皮腫細胞、培養中皮細胞など
を用いて、悪性胸膜中皮腫の胸腔内進展や胸
壁浸潤を担う分子を同定し、その生物学的特
性および病理診断への応用を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 上皮型中皮腫と肉腫型中皮腫における
遺伝子発現の解析： 
同意の得られた患者の胸水あるいは腫瘍組
織を、10%ウシ胎児血清を含むα-MEM 培地で
6ヶ月間以上培養することにより、悪性中皮
腫細胞株を樹立した。また、胸水あるいは腫
瘍組織を、10%ウシ胎児血清を含むα-MEM 培
地で短期間培養して、培養中皮腫細胞を得た。
悪性中皮腫細胞株や培養中皮腫細胞から RNA
を抽出し、それぞれの細胞の遺伝子発現プロ
ファイルを Affymetrix Human Genome U133 
Plus 2.0 array により取得し、上皮型中皮腫
と肉腫型中皮腫の遺伝子発現プロファイル
を比較した。 
 
(2) 悪性中皮腫における遺伝子発現の解析： 
同意の得られた患者の胸水あるいは腹水を、
10%ウシ胎児血清を含むα-MEM 培地で培養し
て、培養中皮細胞を得た。悪性中皮腫細胞株、
培養中皮腫細胞、培養中皮細胞から RNA を抽
出し、それぞれの細胞の遺伝子発現プロファ
イルを Affymetrix Human Genome U133 Plus 
2.0 array により取得し、悪性中皮腫（悪性

中皮腫細胞株および培養中皮腫細胞）と中皮
細胞（培養中皮細胞）の遺伝子発現プロファ
イルを比較した。 
 
(3)タンパク質発現の解析： 
悪性中皮腫細胞株、培養中皮腫細胞、培養中
皮細胞の全タンパク質を、SDS-ポリアクリル
アミドゲルで電気泳動した後、分離されたタ
ンパク質をニトロセルロース膜に転写した。
転写されたタンパク質を、1次抗体で反応さ
せた後、ペルオキシダーゼ(HRP)で標識され
た二次抗体および蛍光試薬を用いて、目的と
するタンパク質を検出した（ウエスタンブロ
ット法）。 
 
(4) エピジェネティクス関連遺伝子の解析： 
悪性中皮腫（悪性中皮腫細胞株および培養中
皮腫細胞）と中皮細胞（培養中皮細胞）の遺
伝子発現プロファイルを比較し、エピジェネ
ティクスに関連する遺伝子の発現を検討し
た。悪性中皮腫において、中皮細胞よりも発
現が増強していたエピジェネティクス関連
遺伝子である EZH2 遺伝子については、胸膜
生検、肺部分切除（あるいは肺葉切除）の病
理組織標本を用いて免疫染色を行い、悪性中
皮腫の病理検体における発現の増強を検討
した。 
 
(5) EZH2 の生物学的作用の解析： 
piLenti-siRNA-GFP ベクターを用いて、悪性
中皮腫細胞株にEZH2-siRNAを導入して、EZH2
遺伝子の発現を抑制した悪性中皮腫細胞株
を作製した。EZH2-siRNA を導入した悪性中皮
腫細胞株において、EZH2 mRNA の発現が抑制
されていることを確認するために、リアルタ
イム PCR 法を行った。EZH2 タンパク質の発現
が抑制されていることを確認するために、ウ
エスタンブロット法を行った。EZH2 発現抑制
細胞株と親細胞株の細胞増殖能を in vitro
アッセイで比較し、悪性中皮腫の増殖におけ
る EZH2 の生物学的作用について検討した。 
 
(6) EZH2 の臨床病理学的検討： 
胸膜肺全摘術により摘出された腫瘍組織（悪
性胸膜中皮腫）の病理組織標本を用いて、
EZH2 免疫染色を行った。悪性胸膜中皮腫にお
ける EZH2 発現の強度および局在と臨床病理
学的所見（特に予後）との関連性について統
計学的に検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 悪性中皮腫細胞株および培養中皮腫細
胞を用いて、上皮型中皮腫と肉腫型中皮腫の
遺伝子発現プロファイルを比較すると、肉腫
型中皮腫では上皮型中皮腫よりも、上皮間葉
転換の鍵分子である E-cadherin (CDH1)の発
現が有意に低下し、E-cadherin の発現を抑
制する bHLH 型転写因子である twist1 の発現
が増強していた。悪性中皮腫の多様な組織像
（上皮型～肉腫型）には、上皮間葉転換 



(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT) 
が深く関与していると考えられる。また、肉
腫型中皮腫は上皮型中皮腫に比べて、胸壁浸
潤が強く予後が悪いことが知られており、
E-cadherin の減少や Twist1 などの上皮間葉
転換誘導因子の増強は、癌の場合と同じよう
に、悪性中皮腫の進展・浸潤にも深く関わっ
ている可能性がある。 
 
(2) 悪性中皮腫（悪性中皮腫細胞株および培
養中皮腫細胞）と中皮細胞（培養中皮細胞）
の遺伝子発現プロファイルを比較すると、悪
性中皮腫では中皮細胞よりも、leukocyte 
homing-associated cell adhesion receptor 
(CD44)が強く発現していた。癌細胞に CD44
を強制発現させると、上皮間葉転換が誘導さ
れることから（Int J Oncol. 41:211-218, 
2012）、悪性中皮腫におけるCD44の高発現も、
癌の場合と同じように、上皮間葉転換を誘導
して、悪性中皮腫の進展･浸潤に関わってい
る可能性がある。 
 
(3)悪性中皮腫細胞株と培養中皮細胞におけ
る Twist1 の発現をウエスタンブロット法で
調べると、悪性中皮腫細胞株は培養中皮細胞
よりも Twist1 が強く発現していた。悪性中
皮腫に強く発現する Twist1 は、上皮間葉転
換を誘導して浸潤能を高めるばかりでなく、
中皮細胞の悪性化にも関与している可能性
がある。 
 
(4) Polycomb 遺伝子群（PcG）はクロマチン
構造を変化させ、遺伝子の発現を抑制する遺
伝子群であり、polycomb repressive complex 
(PRC）を形成して機能する。PRC2 の構成分子
である EZH2 は、ヒストン H3 のメチル化を促
進して様々な遺伝子の発現を抑制し、エピジ
ェネティクスを担う重要な分子である。中皮
腫細胞（悪性中皮腫細胞株および培養中皮腫
細胞）と中皮細胞（培養中皮細胞）の遺伝子
発現プロファイルを用いて、エピジェネティ
クス関連遺伝子の発現を比較すると、多くの
悪性中皮腫は中皮細胞よりも EZH2 の発現が
増強していた。 
悪性中皮腫細胞株と培養中皮細胞におけ

る EZH2 の発現をウエスタンブロット法で調
べると、悪性中皮腫細胞株は培養中皮細胞よ
りも EZH2 の発現が亢進していた。また、胸
膜生検、肺部分切除（あるいは肺葉切除）の
病理組織標本を用いて、悪性胸膜中皮腫およ
び反応性中皮における EZH2 の発現を免疫染
色で調べると、多くの悪性胸膜中皮腫は反応
性中皮よりも EZH2 が強く発現していた。 
EZH2 は、中皮細胞の悪性化に関与している

可能性があり、悪性中皮腫と反応性中皮との
鑑別に有用なマーカーになると考えられる。 
 
(5) リアルタイムPCR法およびウエスタンブ
ロット法により、EZH2-siRNA を導入した悪性
中皮腫細胞は、親細胞株に比べて、EZH2 の発

現が抑制されていることが確認された。この
ような EZH2 の発現が抑制された悪性中皮腫
細胞株は、親細胞株に比べて、細胞増殖能が
低下していた。悪性中皮腫に強く発現する
EZH2 は、H3K27 トリメチル化修飾によるエピ
ジェネティクス機構を介して種々の遺伝子
の発現を制御し、悪性中皮腫の増殖を促進さ
せていると考えられる。 
 
(6) 胸膜肺全摘術により摘出された腫瘍組
織の病理組織標本を用いて、悪性胸膜中皮腫
における EZH2 発現の強度および局在と臨床
病理学的所見（生物学的特性）との関連性に
ついて検討した。EZH2 発現の強い症例ほど全
生存率は低く、EZH2 が腫瘍の辺縁部（間質浸
潤部）に強く発現する症例ほど死亡率が高か
った。 
悪性中皮腫に強く発現する EZH2 は、悪性

胸膜中皮腫の進展・浸潤に関与していると考
えられ、EZH2 を分子標的にした新規治療法を
開発することにより、悪性中皮腫の予後改善
が期待される。 
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