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研究成果の概要（和文）：p116Ripはアクチンやミオシンなどのモーター分子に結合するタンパク質で細胞の走
化性に大きく関わっているが、未だ不明な点が多い。アスベストは、全身の様々な臓器に集積し発癌に関わって
いることが知られているが、その体内での移動や発癌のメカニズムもまたよくわかっていない。本研究では、ア
スベスト結合蛋白質のアクチンに着目し、アクチン結合蛋白質であるp116Ripの特異的抗体を用いて、アスベス
ト関連肺腫瘍でp116Ripと吸入分子との局在一致を確認した。さらにアクチンやその他の上皮間葉移行マーカー
との局在の相同性も認められ、p116Ripがアスベスト関連肺腫瘍に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that p116Rip has an ability to interact with 
cytoskeletal molecules such as myosin, actin, and myosin phosphatase, suggesting that p116Rip 
affects cell motility. However, the role of p116Rip has not been investigated well. In this study, 
we focused on the actin which binding to asbestos in vitro and on the role of p116Rip interacting 
with actin. We investigated the localization of p116Rip in lung tissues in patients with asbestos 
exposure and clarified the co-localization of p116Rip with EMT markers such as vimentin, β-catenin,
 and α-smooth muscle actin. The results suggested that p116Rip has an interaction with EMT markers 
and plays a role of asbestos-induced carcinogenesis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
アスベストによる肺疾患の発症までには暴

露から数十年かかると言われており、アスベ

ストの輸入量が 1974 年にピークであった事

を考慮すると今後、さらにアスベスト関連肺

疾患数が増加していく事が懸念されている。

アスベスト肺癌の発症要因として癌抑制遺

伝 子 の 異 常 や 上 皮 間 葉 移 行

(Epithelial-mesenchymal transition:EMT)への影

響などの報告があるが、未だに不明な点が多

い。また、アスベスト関連肺癌の発症には、

肺の腺維化が発癌メカニズムに重要である

と考えられている一方で、アスベスト自体が

肺癌発生に重要であるとの報告もある。アス

ベスト結合能を有するタンパク質の研究で

は、in vivoにおいてアスベストの肺胞上皮か

ら間質への移動に際してアクチンフィラメ

ントが重要とされており、近年、アスベスト

繊維に特異的に吸着するタンパク質として

アクチンの結合能が高いことがわかってい

る。またアクチンは、数多くの結合タンパク

質を有している事が知られており本稿では、

アクチン結合能のある p116Ripに着目したア

スベスト関連肺腫瘍の研究について検討を

行った。 

２．研究の目的 

本研究の目的はアスベスト関連肺腫瘍にお

ける p116Rip の関わりを見いだすことであ

る。本研究にあたり、p116Ripの有用な特異

的抗体が存在しないために免疫組織学的検

討に使用可能な抗体を作製し、それらを用い

ることによって生体内での p116Rip の局在

を明らかにしていく。さらに、アクチンやそ

の他の EMTマーカーとの局在比較を行い、

p116Ripと EMTとの関連性についても検討

を行う。これらの検討により、p116Ripの生

体内での役割の解明を目的とする。 

３．研究の方法 

１） In-air micro particle-induced X-ray 

emission: In-air micro PIXE 

肺切除検体のパラフィン切片を厚さ15μmの

スライスに切り、厚さ 5μm のポリカーボネ

ートフィルムに載せて、パラフィン切片側が

大気中、ポリカーボネート膜側が真空中にな

るように、イオンマイクロビーム照射装置に

セットした。真空側からポリカーボネートの

膜を通してイオンマイクロビームをパラフ

ィン切片に照射し、特性 X線を検出すること

で、パラフィン切片内の元素分布・濃度（Mg;

マグネシウム, Si;ケイ素, Al;アルミニウム, 

P;リン, S;硫黄, Cu;銅, Fe;鉄, Cl;塩素, Zn;

亜鉛）を測定した。 

２） 特異的 p116Rip ポリクローナル抗体

の作成 

ヒト p116Ripの C末端のペプチドシークエ

ン ス (KSKSNPDFLKKDRSCVTRQLRN, amino 

acids 988–1009) に対するポリクローナル

抗 体 を 外 部 委 託 (Medical&Biological 

Laboratories:MBL 社 )して作成し affinity 

purify を行った。ヒト肺細胞株を用いたウ

エスタンブロット法による検討では、非特

異的なバンドをほとんど認めずに気道上皮

細胞、肺癌細胞、気道平滑筋細胞、肺線維



芽細胞において p116Rip の発現を認め、特

異性に優れている抗体作成に成功した(図

1A)。また、肺組織を用いた免疫組織学的検

討では、気道上皮、気道粘膜下の平滑筋、

線維芽細胞組織にも p116Rip の発現が認め

られ(図 1B)、ヒト肺組織での p116Rip の発

現はウエスタンブロットの p116Rip の発現

に合致した結果であった。 

３）肺切除標本の免疫組織染色 

10µm スライスのパラフィン標本を 30 分

間 60°C で脱パラフィン化し、室温で 30

分間0.3%過酸化水素入りの100%メタノー

ルで内在性ペルオキシダーゼ活性阻害処理

を行った。段階的な一連のエタノールによ

る再水和の後、抗原賦活化を 30 分間 98–

100°C で ImmunoSaver 抗原レトリー

バ・システム（電子Microscopic Sciences、

Hattsfield、PA、USA）を用いて行った。 

パラフィンセクションの非特異性の結合部

位のタンパク質ブロッキングを無血清試薬

（ダコ、Carpinteria、CA、USA）を 30 min

室温で incubationすることで行いその後、

１次抗体を 4°Cで一晩、1:100希釈（anti 

CD163 Ab:Novocastra）、1:400希釈（anti 

SMA Ab:Dako、anti Vimentin Ab/antiβ

-catenin Ab:Cell Signaling Technology）を

用いて incubationを行った。 

Histofine Simple Stain MAX POキット

（ニチレイ Biosciences）を用いて抗原の

視覚化を行った。 
４．研究成果 

１ In-air micro PIXE解析による生体内での

吸入分子の移動メカニズム 

  In-air micro particle-induced X-ray 

emission(In-air micro PIXE)は、微量な肺組織に

イオンビームを照射して発生した特性X線を

検出し、組織中の重金属含有とそれらの二次

元分布の解析を可能とする極めて高感度の

元素解析である。In-air micro PIXE解析で

は、アルミニウム暴露歴のあるアルミニウム

肺の同定も可能であり、アスベスト暴露歴が

あり二重肺癌を発症した肺と肺門部リンパ

節を用いた in-air mirco PIXEによる吸入元素

解析で、肺門部リンパ節においてシリカ、マ

グネシウム、アルミニウムなどの吸入元素が

高濃度に集積していた（図２）。 

２ アスベスト関連肺腫瘍における p116Rip

と EMTとの関わり 

アスベスト暴露歴があり二重肺癌を発症し

た肺と肺門部リンパ節の元素解析で用いた

同じパラフィン切片を用いた p116Ripの免疫

組織学的検討では、p116Rip が肺門部リンパ

節にも有意に集積し、偏光顕微鏡で指摘でき

る吸入分子と共存して発現していることが

示された(図 3A)。また、EMTマーカーの免疫

染色においても、偏光顕微鏡で指摘できる吸

入分子の周囲に p116Ripの発現と同様に SMA, 

vimentin, β-cateninの発現が認められ(図 3B)、

生体内での吸入元素のリンパ節への移動に

p116Ripが EMTと関連して関わっていること



が示唆された。 

また、気管支洗浄液検査にてアスベスト小体

を認めたアスベスト関連肺癌 (図 4A)の

p116Ripの免疫組織学的検討では、アスベス

ト吸入歴のある肺癌組織において、非アスベ

スト肺癌と比し、p116Ripの発現の亢進が認

められ(図 4B、 上段左側、黒矢印)、アスベ

スト関連肺腫瘍と p116Rip との関連性が示

された。 

以上の結果をふまえて、ヒトアスベスト関連

肺腫瘍においてアクチン及び、ミオシン結合

タンパクである p116Rip が生体内での吸入

分子の移動及び、肺癌の発生に EMT と共に

関わっていることが示唆された。 

 本研究において、ウエスタンブロットやヒ

トの組織を用いた免疫組織学的検査に有用

であるウサギポリクローナル p116Rip特異的

抗体を新規に作成することに成功した。また、

p116Rip 特異的抗体を用いたヒト肺組織中の

p116Rip の局在の検討では、アスベスト関連

肺腫瘍において EMT関連マーカーと p116Rip

との関与を示唆する結果が示された。今後、

症例数を積み重ねることによりさらなる

p116Ripの機能解析が進み、p116Ripの生体に

おける役割が明らかになっていくことが期

待される。 
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