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研究成果の概要（和文）：本研究により、正常胸膜と正常胃では発現していないインテレクチン-1が、悪性胸膜中皮腫
（中皮腫）と腸上皮化生で発現することが明らかとなった。しかし、両病変にそれ以外のマーカー分子の発現の類似性
は認められなかった。従って、中皮腫と腸上皮化生におけるインテレクチン-1の発現は異なる遺伝子発現調節によって
制御されていると考えられた。また、中皮腫におけるインテレクチン-1のプロモーターはTATAボックスを含む-56～+6
の領域、エンハンサーは+263～+293の領域と考えられ、転写因子としてOct・Sox転写因子群の関与が推定された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that intelectin-1 was expressed in malignant pleural mesot
helioma (MPM) or intestinal metaplasia in stomach, but not in normal pleura and normal stomach. However, e
xpression of other lesion markers was not similar. Therefore, intelectin-1 expression in MPM and intestina
l metaplasia may be regulated by different gene regulatory mechanisms each other. The promoter and enhance
r of intelectin-1 in MPM located on a region from -56 to +6 nucleotides including a TATA box element and f
rom +263 to +293 nucleotides, respectively, for the transcription start site. Database analysis of the enh
ancer region suggested that Oct and Sox transcriptional factors might function as transcriptional factors 
of intelectin-1 in MPM. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 悪性胸膜中皮腫（以下、中皮腫）は、アス
ベストの曝露が主要原因で発生する悪性腫
瘍として、大きな社会問題となっている疾患
である。早期発見が困難であり、予後の悪い
悪性腫瘍の一つに位置づけられている。反応
性中皮細胞は良性の中皮細胞の増殖で、気胸
やアスベスト曝露により発生する。反応性中
皮細胞と上皮型中皮腫は病理学的に類似す
る場合があり、病理学的鑑別にしばしば困難
を伴う。動物を用いた中皮腫誘発実験では、
反応性中皮細胞の出現を経て中皮腫が発生
することが報告されているが、両者について
分子細胞学的な解析を行った報告はなく、中
皮腫の発がん過程については未知な点が多
く残されている。 
	
 インテレクチン-1 は正常組織では腸管の
杯細胞に特異的に発現する分泌型の生体防
御レクチンである。我々は、インテレクチン
-1 が異型性の高い反応性中皮細胞のごく一
部と上皮型中皮腫で発現し、 胸水中に分泌
されることを見いだしている。インテレクチ
ン-1 は感染やアレルギーにより呼吸器組織
で異所的に発現誘導されることが知られて
いるが、その発現調節機構は未だ解明されて
いない。 
	
 腸上皮化生は食道や胃の上皮組織に腸の
杯細胞様の細胞が出現する病変で、腺がんの
前がん病変と考えられている。腸上皮化生で
は caudal-related homeobox 2 (CDX2) や
cyclooxygenase-2 (COX-2) などの分子の発現
が増加しており、Wntシグナルの伝達異常が
発がんと関わることが報告されている。一方、
COX-2 や Wnt シグナル伝達経路の活性亢進
は中皮腫においても報告されている。 
	
 これらの知見に基づき、我々は、反応性中
皮細胞が腸上皮化生類似のシグナル伝達や
遺伝子発現制御によって異型化し、上皮型中
皮腫へとがん化する可能性があると考え、中
皮腫におけるインテレクチン-1 の発現は腸
上皮化生様の変化を反映したものであると
いう仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
	
 中皮細胞が腸上皮化生類似のシグナル伝
達や遺伝子発現制御によって異型化し、上皮
型中皮腫へとがん化するという仮説を検証
するために、中皮腫関連因子および腸上皮化
生関連因子について免疫組織学的解析を行
い、その発現動態から腸上皮化生、および中
皮腫の関連性について考察、検討を行うこと
を目的として研究を行う。 
	
 また、 中皮腫細胞株を用いてインテレク
チン-1のプロモーター部位の解析を行い、中
皮腫においてインテレクチン-1 の発現に関
わる転写因子を明らかにすることで、未だ明
らかではないインテレクチン-1 の発現制御
機構を解明し、中皮腫の発がんとの関係や診
断法への応用への可能性について検討を行

うことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
	
 所属研究室にて収集・保存されている中皮
腫および腸上皮化生を含む胃がん組織のホ
ルマリン固定・パラフィン包埋組織（中皮腫
9例、腸上皮化生 13例）から連続薄切切片を
作製し、ヘマトキシリン-エオシン染色および
下記分子の免疫組織染色を行った。中皮腫関
連因子としてインテレクチン-1、カルレチニ
ン、glucose transporter-1 (GLUT-1)、Wilm’s 
tumor-1 (WT-1）の染色を行い、腸上皮化生関
連因子として CDX2、COX2、β-カテニン、E-
カドヘリンの染色を行った。染色した組織に
おける各分子の発現率をスコア化し、発現局
在部位も含めて類似性を比較検討した。 
	
 中皮腫におけるインテレクチン-1 のプロ
モーター部位の解析を行うため、インテレク
チン-1産生中皮腫細胞株Acc-Meso4を用いて、
インテレクチン-1 遺伝子の上流領域約 2500
残基をクローニングした。 また転写開始点
を推定するため、中皮腫細胞株 Acc-Meso1お
よび Acc-Meso4を用いて 5’ RACE法を行い、
中皮腫におけるインテレクチン-1 の転写開
始点を決定した。クローニングした配列を鋳
型にして様々な欠失変異体を作製し、レポー
ター遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）の上流
に組み込んで、プロモーター解析のためのル
シフェラーゼアッセイ用ベクターを構築し
た。この発現ベクターを様々な中皮腫細胞株
（ Acc-Meso1 、 Acc-Meso4 、 NCI-H28 、
NCI-H2052、NCI-H2452、MSTO-211H、MEYK2、
MEYK4）にエレクトロポレーション法で遺伝
子導入し、ルシフェラーゼアッセイにより転
写活性を測定した。段階的に高い転写活性を
持つ部位を絞り込み、エンハンサー・プロモ
ーター領域と考えられる部位を特定した。こ
の部位に結合すると予想される転写因子を
データーベースサーチにより検索し、インテ
レクチン-1の発現誘導因子と考えられた Sox
ファミリー分子、および Octファミリー分子
の発現を RT-PCR法および western blotting法
にて解析した。 
 
 
４．研究成果 
○ 得られた成果 
(1) 腸上皮化生および中皮腫の関連性につい
ての検討 
	
 CDX2 は腸上皮化生の杯細胞の発生に関与
していると報告されている。一方、インテレ
クチン-1 は腸管杯細胞と中皮腫に発現して
いる。 ゲノムデータベースを用いた解析か
ら、インテレクチン-1の転写開始点と予測さ
れる領域の上流にはCDX2結合サイトが存在
することが見いだされたため、腸上皮化生お
よび中皮腫におけるインテレクチン-1 の発
現がCDX2により誘導される可能性が考えら
れた。そこで、中皮腫と腸上皮化生の類似性



について、それぞれの代表的な関連因子につ
いて免疫組織学的解析を行った。表 1に示す
ように、中皮腫および腸上皮化生の両部位に
おいて、インテレクチン-1が特異的に発現し
ていた。一方、他の中皮腫マーカーとして知
られるカルレチニン、GLUT-1、WT-1は中皮
腫のみで発現が認められ、腸上皮化生部位で
の発現はほとんど認められなかった。腸上皮
細胞の増殖や分化に関連する転写因子であ
る CDX2は、中皮腫ではほとんど発現が認め
られず、腸上皮化生部位で発現が認められた。
COX-2 の発現（中皮腫 89％、腸上皮化生
100％）や β-カテニンの核移行（中皮腫 33％、
腸上皮化生 31％）等については、中皮腫と腸
上皮化生部位における発現に関連性は認め
られなかった。 
	
 以上の結果から、中皮腫におけるインテレ
クチン-1の発現にはCDX2の関与は否定的で
他の転写因子が関与しているものと考えら
れた。また、CDX2の発現やWntシグナルの
伝達異常など、腸上皮化生の発生要因と中皮
細胞のがん化は異なる機序によって起こっ
ていると考えられ、中皮腫におけるインテレ
クチン-1 の発現は腸上皮化生様の変化を反
映したものではないと考えられた。 
	
 なお、 インテレクチン-1 および中皮腫マ
ーカーの免疫染色の結果の一部は、抗インテ
レクチン-1モノクローナル抗体が、上皮型悪
性胸膜中皮腫に特異的に結合し、病理診断マ
ーカーとして既存の中皮腫マーカーよりも
優れていることに関する雑誌論文の一部と
して発表した（発表論文 2）。 
 

 中皮腫 腸上皮
化生 

インテレクチン-1 78% 100% 
カルレチニン（核染色） 67% 23% 
GLUT-1 67% 23% 
WT-1（核染色） 100% 23% 
CDX2 11% 100% 
COX-2 89% 100% 
β-カテニン（核染色） 33% 31% 
E-カドヘリン 89% 100% 
表 1 各マーカーの免疫染色における陽性率 
 
(2) 中皮腫におけるインテレクチン-1 のプロ
モーター部位の解析 
	
 インテレクチン-1 遺伝子の上流領域をル
シフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだ発
現ベクターを様々な中皮腫細胞株にエレク
トロポレーション法で遺伝子導入した。細胞
生存率と遺伝子導入効率が高く、ルシフェラ
ー ゼ 活 性 を 示 し た Acc-Meso1 お よ び
Acc-Meso4 をルシフェラーゼアッセイに用い
た。 
	
 上流領域を段階的に欠失した変異体を作
製し、ルシフェラーゼアッセイにより転写活
性を測定したところ、転写開始点上流-960〜
-351 の領域にサプレッサー領域、-53〜+292
の領域にエンハンサー・プロモーター領域が

存在することが明らかとなった（図 1）。そこ
でさらに解析を進めた結果、プロモーター領
域として TATA ボックスを含む-56〜+6 の領
域、エンハンサー領域として+263〜+293の領
域を同定した（図 2）。 
 

図 1 インテレクチン-1の発現調節領域 
 

図 2 中皮腫におけるインテレクチン-1 のプ
ロモーターとエンハンサー領域 
 
	
 そこで、これらの領域に結合する転写因子
をデータベースサーチにより検索し、PDX1、
Sox10、Oct7、GATAファミリー、ER-α、CDX2
などの転写因子の候補分子を見いだした。こ
のうち、PDX1と CDX2は中皮腫細胞では発
現がないことが実験により確認された。また、
GATA ファミリーと ER-α は中皮腫での発現
特異性に欠けると予測されたため、インテレ
クチンの発現誘導に関連する因子としては
可能性が低いと考えられた。 
	
 Sox10 と Oct7 について RT-PCR 法および
western blotting法にて発現解析を行ったとこ
ろ、これらの分子が中皮腫細胞で発現してい
ることが確認された。また、Sox および Oct
ファミリーは認識配列が類似しているため、
ファミリー内の他の分子についても発現検
討を行ったところ、それぞれのファミリーの
複数の分子が発現していた。エンハンサー領
域配列を用いてゲルシフトアッセイを行っ
たところ、バンドシフトが見られ、当領域に
結合する因子があることが推定された。しか
し、複数の Octファミリー分子および Soxフ



ァミリー分子の関与が疑われ、本研究期間内
ではエンハンサー因子を絞り込むことは出
来なかった。 
 
○ 位置づけとインパクト 
	
 本研究により、インテレクチン-1の発現調
節機序の一部が判明し、中皮腫におけるイン
テレクチン-1発現誘導が細胞増殖や分化、幹
細胞の多能性維持に関わる Oct・Sox 転写因
子群と関係している可能性が考えられた。中
皮腫は抗がん剤や放射線療法に抵抗性を示
し、多彩な組織型に分化することからがん幹
細胞様の性質を持つ細胞集団が多いのでは
ないかと考えられている。従って、中皮腫の
がん幹細胞様の性質が Oct・Sox 転写因子群
により制御されている可能性が考えられた。
これまでに中皮腫が様々な組織型に分化す
る理由、がん幹細胞様の性質を持っている理
由を分子レベルで解明した報告はなく、本研
究は中皮腫のがん幹細胞研究に新しいアプ
ローチの取り掛かりをあたえることができ
たと考えられる。 
 
○ 今後の展望 
	
 本研究期間内ではインテレクチン-1 のエ
ンハンサー因子を同定することは出来なか
った。今後は本研究で同定されたエンハンサ
ー領域と Oct・Sox転写因子群に焦点を絞り、
中皮腫におけるインテレクチン-1 の発現調
節機構の全容を明らかにすることが望まし
いと考えられる。インテレクチン-1のエンハ
ンサー因子の一つと推測される Oct-7 は悪性
黒色種の増殖に関与することが報告されて
いるため、中皮腫における Oct・Sox 転写因
子群の発現と作用を解析することで、未解明
な点が多い中皮腫の発がん過程や増殖機序
の一端を遺伝子転写レベルで明らかにでき
る可能性があると考えられる。 
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