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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫細胞株と正常中皮細胞株との比較プロテオーム解析の結果、HSP70、GRP78、
PDX2、Protein disulfide isomerase A3、annexin A3、14kDa phosphohistidine phosphataseの発現が正常胸膜中皮細
胞と比較して増強していることを明らかとなった。また、DDX39の発現も増強していることが明らかとなった。ノック
ダウンを行い、悪性胸膜中皮腫３株における増殖能、運動能への影響を調べたが、上記のいずれの蛋白質をノックダウ
ンしても、有意差を持っての増殖抑制、運動能抑制を示さなかった。

研究成果の概要（英文）：Proteomic differential display between malignant pleural mesothelioma cells and 
normal pleural cell identified HSP70、GRP78、PDX2、Protein disulfide isomerase A3、annexin A3 and 14kDa 
phosphohistidine phosphatase as up-regulated proteins in malignant pleural mesothelioma cells compared to 
normal pleural cell. Furthermore, by means of western blot analysis it was shown that in malignant 
pleural mesothelioma cells DDX39 was up-regulated compared to normal pleural cell. However, after 
knocking down these candidates the proliferation and moving were not down-regulated. After this we would 
like to investigate the function of these identified proteins in the tumorigenesis and pathogenesis of 
malignant pleural mesothelioma.

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
過去に職場においてアスベストに暴露し、
現在悪性中皮腫に罹患している患者は増加
の一方であり、30-40 年という潜伏期間から
考えると 2020 年が発症のピークと予測され
ており、今後の悪性中皮腫患者の対応が非常
に重要となる。悪性中皮腫は臓器転移を起こ
すことはほとんどないものの、診断時にすで
に広範囲に進展し、根治手術が不可能である
ことが多く化学療法のみでの治療の場合、ペ
メトレキセドとシスプラチンの併用である
程度の効果をあげているが有効とは言えず、
予後はきわめて不良で、1 年生存率が 50％、
2年生存率が 20％であり、満足できる治療が
できていない。それ故、もっと有効な治療成
績が見込まれる新たな標的治療のターゲッ
トとなるタンパクの同定が是非とも必要と
なっている。 
これまで悪性中皮腫のマーカー同定のた
めに多くの研究がなされてきており、成果と
してヒアルロン酸、可溶性メソテリン関連蛋
白（SMRP）、keratin 19(CYFRA)等が見つ
かって来ている。(Diagnostic and prognostic 
value of soluble mesothelin-related 
proteins in patients with malignant 
pleural mesothelioma in comparison with 
benign asbestosis and lung cancer. 
Schneider J et al. J Thorac Oncol. 3(11), 
1317-1324, 2008)(Clinical utility of 
diagnostic markers for malignant pleural 
mesothelioma. Grigoriu BD et al. Monaldi 
Arch Chest Dis. 71(1), 31-38, 2009) しかし
ながら、自殺遺伝子を導入するなどの応用は
試みられているものの、診断に有効なマーカ
ーであり直接標的治療に役立つような標的
タンパクはまだ明らかとなっていない。そこ
で、申請者がこれまで培ってきたプロテオミ
クスの技術を駆使して治療の標的となるタ
ンパクを同定し、標的タンパクに照準を合わ
せた治療法の開発を目的とする。申請者はこ
れまで癌（肝癌、膵癌、食道癌、乳癌、口腔
扁平上皮癌）のプロテオーム解析を精力的に
行って来ており、多くの癌関連蛋白や血清中
の自己抗体を同定して発表してきている。
(Proteomics–Clin Appl 3, 1338-1347, 2009; 
Pancreas 38 (2), 224-226, 2009; 
Electrophoresis 30(12), 2168-2181, 2009; 
Molecular Medicine Reports 1, 429-434, 
2008; Molecular Medicine Reports 1, 
197-201, 2008; Proteomics–Clin Appl 1(2), 
215-223, 2007; International Journal of 
Oncology 31(6), 1345-1350, 2007; 
International Journal of Oncology 
30(4),849-855, 2007; Proteomics 6, 
3894-3900, 2006; International Journal of 
Oncology 28(3), 625-631, 2006; 
Electrophoresis 27, 1659-1668, 2006; 
Electrophoresis 27, 1651-1658, 2006; 
Proteomics 5(4), 1024-1032, 2005; 
Proteomics 5(6), 1686-1692, 2005; 

Proteomics 4(7), 2111-2116, 2004; 
Proteomics 3(12), 2487-2493, 2003) これら
のいずれの研究も二次元電気泳動（2DE）と
質量分析を用いたプロテオミクスの技術に
よって行ってきており、申請者の研究グルー
プによる基本的な癌細胞、癌組織、あるいは
血清等のプロテオーム解析及び siRNA を用
いてのノックダウンのストラテジーは完成
している。また、二次元電気泳動に頼らない、
質量分析のみによるストラテジーもほぼ完
成した状態である。 
これまで、正常中皮細胞株MeT-5Aとアス
ベスト暴露に起因する悪性中皮腫細胞株
NCI-H2052のプロテオーム解析を 2DEと質
量分析を用いて行ってきた。その結果、悪性
中皮腫細胞株 NCI-H2052において cofilin-2
など 28 種類の蛋白の発現が増強、
peroxiredoxin-6など 10種類の蛋白の発現が
減弱していることが明らかとなった。さらに
2 種類の悪性中皮腫細胞株 NCI-H28 と
NCI-H2452 を入手し同様のプロテオーム解
析を行った結果、astrocytic phosphoprotein 
PEA-15 が共通して増強していたため、
siRNA を用いてノックダウンしたところ
7-15%と少ないながらも有意差をもって増殖
が抑制されたことから悪性胸膜中皮腫の標
的治療のターゲットの一つとして期待して
いる一方、抑制率が 7-15%までであることか
ら他の標的タンパク同定の必要性も認識し
ている。 (Proteomic differential display 
analysis identified up-regulated astrocytic 
phsphoprotein PEA-15 in human 
malignant pleural mesothelioma cell lines. 
Kuramitsu Y et al. Proteomics 9, 
5078-5089, 2009) 

 
２．研究の目的 
悪性胸膜中皮腫は胸膜の中皮細胞に由来
する悪性腫瘍である。過去に職場や日常生活
においてアスベストに暴露し、現在悪性胸膜
中皮腫に罹患している患者は増加の一方で
あり、診断時にすでに広範囲に進展し根治手
術が不可能であることが多く、化学療法のみ
での治療の場合ペメトレキセドとシスプラ
チンの併用である程度の効果をあげている
ものの有効とは言えず、予後はきわめて不良
である。そこで申請者がこれまで培ってきた
プロテオミクスの技術を駆使して治療の標
的となるタンパクを同定し、標的タンパクに
照準を合わせた治療法の開発を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)悪性胸膜中皮腫細胞株と正常胸膜中皮細
胞株、正常胸膜組織の比較プロテオーム解析 
①二次元電気泳動 
悪性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、NCI-H2052、
NCI-H2452、正常胸膜中皮細胞株 MeT-5A、正
常胸膜組織から蛋白質を抽出し、濃度測定後
にタンパク量 80mg を用いて等電点電気泳動
を行なった（IPG strip、11cm、BIO-RAD）



（rehydration、10 時間 ；0-500V、4 時間；
500-1000V、1時間；1000-8000V、4時間；8000V、
20 分；500V で持続待機）。2ME を含む平衡化
バッファー、ヨードアセトアミドを含む平衡
化バッファーで連続して平衡化を行った後
に SDS-PAGE を行った（200V）。40%エタノー
ル、10%酢酸で 4 時間固定した後に蛍光タン
パク染色液 Flamingo Gel Stain によって一
晩振とうで染色を行った。蛍光スキャナー
（Perkin-Elmer）によってタンパクスポット
を検出記録した。画像解析ソフトウェア
SameSpot（Non-Linear）を用いてスポットの
蛍光強度の比較を悪性胸膜中皮腫細胞株
NCI-H28、NCI-H2052、NCI-H2452 と正常胸膜
中皮細胞株 MeT-5A 間で行った。 
②質量分析 
悪性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、NCI-H2052、
NCI-H2452と正常胸膜中皮細胞株MeT-5A間で
その発現に有意差のみられるタンパクスポ
ットを切り出した後にトリプシンによって
ゲル内消化を行い、質量分析計 LC/MSD Trap 
XCT（Agilent Technologies）と専用の解析
ソフトウェアを用いた peptide sequence 
trap (PST）分析によってタンパクの同定を
行った。 
 
(2)比較プロテオーム解析で同定されたタン
パクの発現と機能の確認 
 ①ウェスタンブロット 
 悪性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、NCI-H2052、
NCI-H2452と正常胸膜中皮細胞株MeT-5A間で
その発現に有意差のみられるタンパクの発
現を特異抗体を用いたウェスタンブロット
で確認した。 
 ②ノックダウン 
 同定されたタンパクのsiRNAを用いたノッ
クダウンにより、増殖と浸潤・運動への影響
の確認を行った。 
 
４．研究成果 
(1)悪性胸膜中皮腫細胞株と正常胸膜中皮細
胞株、正常胸膜組織の比較プロテオーム解析 
①二次元電気泳動 
悪性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、NCI-H2052、
NCI-H2452と正常胸膜中皮細胞株MeT-5A間で
その発現に有意差のみられるタンパクスポ
ットとして９スポットが同定された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図１） 

②質量分析 
 二次元電気泳動で同定された９スポット
をゲル内消化の後に質量分析を行ったとこ
ろ、２スポットは同定できなかったが、残り
の７スポットはそれぞれ HSP70、GRP78、PDX2、
PDX2、Protein disulfide isomerase A3、
annexin A3 、 14kDa phosphohistidine 
phosphatase であると同定された（表１）（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（表１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図２） 
(2)比較プロテオーム解析で同定されたタン
パクの発現と機能の確認 
 ①ウェスタンブロット 
 プロテオーム解析で同定された７スポッ
ト６タンパクのうち、HSP70、GRP78、PDX2、
annexin A3の発現を特異抗体を用いてのウェ
スタンブロットを行ったところ、いずれも悪
性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、NCI-H2052、
NCI-H2452 において正常胸膜中皮細胞株
MeT-5A、正常胸膜組織と比較して発現増強が
確認できた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３） 



 また、肺癌を含むいくつかの癌で発現増強
の報告があるDDX39が悪性胸膜中皮腫におい
ても増強しているかを悪性胸膜中皮腫細胞
株 NCI-H28、NCI-H2052、NCI-H2452 と正常胸
膜中皮細胞株 MeT-5A 間でのウェスタンブロ
ットで確認したところ、中皮腫細胞株におい
てのDDX39発現の増強が確認できた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図４） 
 
②ノックダウン 
  また、悪性胸膜中皮腫細胞株 NCI-H28、
NCI-H2052、NCI-H2452 細胞を、HSP70、GRP78、
PDX2、annexin A3 の siRNA を用いてノック
ダウンを行い、MTS アッセイと wound 
healing アッセイを行って増殖と浸潤・運動
への影響を調べたところ、いずれも影響が
確認されなかった。 
 
行なってきたプロテオーム解析で同定さ
れたタンパクはいずれも標的治療の分子と
しては弱いものであったが、悪性胸膜中皮
腫の病態を表す分子の可能性があることか
ら、今後はこれらの分子と悪性胸膜中皮腫
の病態、発生に関係した研究を行う予定で
ある。また、当初予定されていたヒト悪性
胸膜中皮腫組織のプロテオーム解析は、手
術材料の入手不可のため、実施できなかっ
たため、今後入手でき次第解析を行いたい
と考えている。 
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