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研究成果の概要（和文）：本研究助成により、カーボンナノチューブ(CNT)誘発腹膜中皮腫においても肉腫型にTwist-1
 が発現することを明らかにした。アスベスト誘発、CNT誘発腹膜中皮腫におけるTwist-1の発現はラットの生存日数に
有意な影響を与えなかったが、Twist-1/MDM2, Ki67 の発現が相関する傾向が見られ、Twist-1 は生体内でも中皮腫細
胞を増殖する作用が有ることが示唆された。Twist-1 の発現を誘導し得ると文献報告されている転写因子の発現を検討
したところ、CNT誘発中皮腫において、Twist-1とHIF1alpha の発現に相関が見られた。

研究成果の概要（英文）：With the aid of this grant, Twist-1 is also detected in carbon nanotubes 
(CNT)-induced SM. The expression of Twist-1 was not significantly affected the life span in asbestos and 
CNT-induced rat MM. The expression of MDM2, which is induced by Twist-1 and works to degradate p53, and 
Ki67, which is a marker for cellular proliferation, were associated with Twist-1 expression. These 
results suggest that Twist-1 has potent proliferative effect on MM in vivo. The examination for the 
expression of transcriptional factors, which are reported to be a candidate for the induction of Twist-1, 
disclosed the relation between Twist-1 and HIF1alpha expression in CNT-induced rat MM.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 悪性中皮腫は、アスベスト吸入と疫学的に
相関があり、進行した状態で発見されること
が多い予後不良な疾患である。本邦ではアス
ベストの使用は原則禁止されたが、本邦での
中皮腫発症のピークは 2025-2030 年頃が推
測され、今後も患者数の増加が危惧されてい
る。商業的に利用されて来たアスベスト線維
は 3 種類に大別され、クロシドライト
[Na2(Fe3+)2(Fe2+)3Si8O22(OH)2]、アモサ
イト[(Fe,Mg)7Si8O22(OH)2]、クリソタイル
[Mg6Si4O10(OH)8]である。疫学的な発がん
性は、クロシドライト：アモサイト：クリソ
タイルで 500:100:1 と、鉄が豊富なアスベス
ト線維は発がん性が高いことが報告されて
いる。アスベスト線維から発がんに至る原因
として、(1)鉄を介した酸化ストレス、(2)染色
体不分離、(3)発がん分子の吸着、(4)慢性炎症
が複合的に作用すると考えられている。報告
者の所属する研究室では、独自の研究モデル
である鉄化合物によるラット腹膜中皮腫を
作成した。ヒト中皮腫は組織学的に肉腫型と
上皮型に大別され、肉腫型中皮腫は進行が急
速で予後不良因子であり、組織型が生物学的
特性に影響する。報告者は、鉄化合物により
誘発した中皮腫から microRNA(miR) を抽
出してマイクロアレイ解析を行った。肉腫型
中皮腫(2例)、上皮型中皮腫(4例)、非腫瘍性
中皮(2 例)を用い、肉腫型中皮腫に特徴的な
miR-199/214 を同定した。miR-199/214 の
転写因子として報告されている (Lee YB, et 
al; Nucleic Acids Res, 37(1):123-128, 2009)、
Twist-1 の高発現を肉腫型中皮腫に認めた。
Twist-1 は E-Cadherin の発現抑制を介して
上皮間葉転換を促進し、上皮性腫瘍の予後不
良因子となることが報告されて来た
(Ansieau S, et al; Oncogene, 29(22): 
3173-3184, 2010)。中皮腫は肺がんなどの典
型的な上皮性腫瘍と比較して、上皮型中皮腫
であっても E-Cadherin の発現は低く、
E-Cadherin の発現抑制以外の生物学的作用
が存在することが考えられる。そのため、
Twist-1 の発現とラットの生存日数に与え
る影響についても検討を行った。ヒト中皮腫
は p53の遺伝子変異が少なく、最も高頻度に
見 ら れ る 遺 伝 子 変 異 は 、
CDKN2A/2B(p15/16) 領域のホモ欠失であ
る。そのため、p53を不活化する分子機構は
中皮腫の発症に重要であることが考えられ
る。Twist-1 は p53 を不活化する分子である
MDM2 を誘導することが報告されており、
MDM2 の免疫染色と Twist-1 発現との相関
関係の解析も施行した。また、鉄化合物誘発
中皮腫では鉄を介した酸化ストレスが中皮
腫の発症に重要な役割を果たしていること
が考えられるため、酸化ストレスと関連する
シグナル伝達機構の解析を行った。 
２．研究の目的 
(1) 中皮腫における Twist-1 の役割 
(2) Twist-1 活性化機序の検索 

(3) 鉄化合物中皮腫におけるシグナル伝達
経路の探索 
３．研究の方法 
(1)アスベスト誘発(Asbestos)、カーボンナノ
チューブ誘発(CNT)、腹膜中皮腫を用いた免
疫染色を行った。アスベスト誘発中皮腫は代
表的なパラフィンブロックから作成した標
本を用い、閾値を設定して高発現もしくは低
発現と判定した。CNT 誘発腹膜中皮腫は、
Tissue MicroArray (TMA) を作成し、陽性か
陰性で判定した。また、標的分子の発現が生
存日数に与える影響を検討した。 
(2)Twist-1 の発現を誘導する転写因子と報
告されている分子(NFB, PPAR, HIF1)の
発現と Twist-1 発現の相関関係を免疫染色
で検討した。 
(3)鉄化合物誘発腹膜中皮腫の凍結保存組織
を用い、western blot によりシグナル伝達機
構の解析を行った。 
４．研究成果 
(1)-①. Twist-1免疫染色 
 Asbestos, CNT 誘発腹膜中皮腫では、二相
型と肉腫型中皮腫に集団を形成する胞巣性
陽性像を認めた。乳頭状に増生する明瞭な上
皮型中皮腫細胞には陽性細胞は認めなかっ
た。Twist-1 の発現は生存率に有意な影響は
認めなかった。 

(1)-②. MDM2 (Murine Double Minute 2) 
免疫染色 
MDM2 免疫染色でも、集団を形成する胞巣
性陽性像が見られ、Twist-1 陽性部位と一致
している部位を多く認めた。MDM2 の発現
は生存率に有意な影響を認めなかった。 

(1)-③. Ki67 免疫染色 
Ki67 は細胞の増殖マーカーであり、増殖能
を評価する免疫染色である。中皮腫細胞の
labeling index は 20 % 以上であった。Ki67



陽性細胞の偏りはあるものの、明瞭な集団性
胞巣は見られなかった。Ki67 の高発現は生
存率に有意な影響は認めなかった。 
(1)-④.Twist-1 の発現と MDM2, Ki67 の
発現の相関関係 
Twist-1 とMDM2の発現 
アスベスト誘発腹膜中皮腫では Fisher’s 
exact test では有意差は見られず相関傾向に
留まっていたが、CNT誘発中皮腫では発現に
有意な相関が見られた。 

Twist-1 と Ki67 の発現 
アスベスト誘発腹膜中皮腫では Fisher’s 
exact test では有意差は見られず相関傾向に
留まっていたが、CNT誘発中皮腫では発現に
有意な相関が見られた。 

 Twist-1 は MDM2, Ki67 の高発現と相関
し、細胞増殖を促進すると考えられるが、生
存日数を短縮する作用は明らかではなく、限
定的な効果に留まると考えた。 
(2). Twist-1 を転写する転写因子の検討 
 Twist-1 の発現を誘導する転写因子として
報告されている、NFB (Nulcear Factor 
kappa B), PPAR (Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor delta), 
HIF1 (Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha)
の免疫染色を行い、解析を行った。 

 アスベスト誘発中皮腫では、一部の肝細胞
に NFB の核内移行像が見られたが(矢印)、
中皮腫細胞に核内陽性像は見られなかった。
鉄化合物誘発中皮腫では、NFB の核内陽性
像は好中球やリンパ球に見られたが(矢印)、
中皮腫細胞に核内陽性像は見られなかった。
そのため、NFBの活性化を介したシグナル
伝達経路はラット中皮腫モデルでは主要な
経路ではないことが考えられる。しかし、ア
スベストの中皮細胞傷害機構において、(1)
鉄を介した酸化ストレス、(4)慢性炎症は発が
んに至る重要な病態であることが考えられ
ており、NFBシグナル伝達経路の活性化を
抑制する抗酸化物質は発がんの化学予防に
有望で、検証する価値がある方針と考える。 

 アスベスト誘発中皮腫を用いた免疫染色
で、PPAR の核内陽性像を認めたが、
Twist-1 の発現との相関は認めなかった。 

HIF1 の免疫染色を行い、Twist-1 の発
現との相関解析では、アスベスト誘発中皮腫
では相関関係が見られなかったが、CNT誘発
中皮腫では有意な相関関係が見られた。 

そのため、CNT 誘発中皮腫では HIF1/ 
Twist-1/MDM2 のシグナル伝達経路の活性
化が中皮腫の発症や進展に重要な役割を果
たしている可能性が考えられ、HIF1 の活
性化の抑制は CNT 誘発中皮腫の発症や進展
の予防に重要である可能性が考えられる。し
かし、CNT 中皮腫検体を用いた NFB や
PPAR の免疫染色は為されていないため、
これらの Twist-1 の上流の転写因子につい
ても Twist-1 の発現との相関の追加検討を
行い、重要なシグナル伝達経路の同定が効果
の高い予防方針の策定に必要と考える。 
(3). シグナル伝達機構の解析 
 Akt シグナル伝達経路は中皮腫の生存シ
グナル伝達経路として重要であることが報
告され、miR-214 の発現は PTEN の発現抑
制を介して Akt シグナル伝達経路を活性化
することが報告された。そのため、PTEN, 
Akt シグナル伝達経路の検討を western 
blot で行った。しかし、miR-214の発現によ
るPTEN蛋白の発現抑制は見られず、Akt は
上皮型、肉腫型の両方で活性化されてリン酸
化蛋白になっており、組織型による有意な変
化は認めなかった。 



酸化ストレスがシグナル伝達に関与する
p38, p42/44 ERK (Extracellular signal- 
Regulated Kinase) シグナル伝達経路につ
いても検討を行った。上皮型、肉腫型といっ
た組織型により明確に分かれるシグナル伝
達経路は見られなかったが、上皮型では p38, 
ERK といった酸化ストレスに関連するシグ
ナル伝達経路が活性化され易い傾向が見ら
れた。 

また、miR-199/214 を不死化中皮細胞
(MeT5A)に導入した実験では、細胞内に還元
型グルタチオン量の増加が見られ、
Twist-1/miR-199/214 経路の活性化は酸化
ストレス耐性を誘導し、p38, p42/44ERKの
活性化を抑制する可能性も考えられる。 
 以上のように、本科学研究費助成事業を通
じ、動物モデルを中心とする腹膜中皮腫にお
ける Twist-1 の機能解析を進めることが出
来た。今回までの研究成果を踏まえ、さらに
中皮腫の分子機構の解析が必要であると考
えられた。 
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