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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫 (MPM) は、胸膜に裏打ちされた中皮細胞から発生する侵襲性の高い
がんである。一般的にアスベスト暴露歴との関連が知られているが予後が悪く、悪性化の分子メカニズムの解明
が遅れている。本研究では、CD26の発現上昇とMPM細胞運動能の促進について、インテグリン接着因子に着目し
て研究を行った。その結果、CD26がペリオスチンの発現上昇を引き起こし、MPMの遊走・浸潤能を亢進すること
が示された。またペリオスチンの発現上昇は、CD26がSrcをリン酸化し、転写因子Twist 1の核内移行を促進した
結果であることを示した。以上の結果は、MPM の新たな治療戦略に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Malignant pleural mesothelioma (MPM) is an aggressive malignancy arising 
from mesothelial lining of pleura. It is generally associated with a history of asbestos exposure 
and has a very poor prognosis, partly due to the lack of a precise understanding of the molecular 
mechanisms associated with its malignant behavior. In the present study, we expanded on our previous
 studies on the enhanced motility and increased CD26 expression in MPM cells, with a particular 
focus on integrin adhesion molecules. We found that expression of CD26 upregulates periostin 
secretion by MPM cells, leading to enhanced MPM cell migratory and invasive activity. Moreover, we 
showed that upregulation of periostin expression results from the nuclear translocation of the 
transcription factor Twist1, a process that is mediated by CD26-associated activation of Src 
phosphorylation. These findings may lead to the development of novel therapeutic strategies for MPM.

研究分野： 腫瘍学　
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

  悪性中皮腫は難治性のがんである。現在
の治療法をもってしても、生存期間中央値は
約一年と短い。また潜伏期間が長く、わが国
での発症数のピークは 2030 年頃と考えられ
ている。世界的にも患者数が増加しており、
悪性中皮腫に対する治療法の確立は急務で
ある。 

以上の背景から、申請者の所属研究室で
は悪性中皮腫の分子標的治療薬の創製に向
けて研究を行っている。所属研究室が標的と
している CD26 は、同グループが同定した細
胞表面抗原であり、正常組織に比べ悪性胸膜
中皮腫に顕著に高発現している。同グループ
が開発したヒト化抗 CD26 抗体 YS110 は、マ
ウスモデルにおいて、中皮腫治療薬としての
有用性  (抗腫瘍作用) を示す (Clin. Cancer 

Res. 2007) 。現在、YS110 の臨床応用に向け、
既にフランスでの臨床試験を終え、日本での
臨床試験が行われている。 

ヒト化抗 CD26 抗体 YS110 は、現在中皮
腫への第一選択薬であるシスプラチン・ペメ
トレキセドの併用療法などと同様、増殖抑制
作用を示す。さらに他の中皮腫治療薬とは異
なり、抗体依存性細胞障害 (ADCC) 活性免疫
系を介した抗腫瘍活性および補体依存性細
胞障害活性 (CDC) を示し、CD26 を認識した
抗体が免疫系による攻撃を受けることでも
がん細胞を殺傷する  (Clin. Cancer Res. 

2007) 。よって YS110 は中皮腫治療薬の中で
も特に優れた抗腫瘍活性が期待される。 

これまでの研究から、CD26 は in vitro  

(遊走実験) 、マウスにおける in vivo 実験にお
いてがん浸潤を促進しており、YS110 が浸潤
抑制作用を有することも示されている。しか
しながら、CD26 が浸潤・転移を促進する機
序は不明な点が多く、YS110 の臨床応用の際
に不安要素になりうる。 

申請者は予備実験において、無血清培養
条件における CD26 強制発現株が、非発現細
胞よりも接着能が低いことを見出した(図 1)。
更に同株は、難寒天培地条件において、浮遊
増殖能を亢進させた (図 2) 。これらの検討
結果より、申請者は、CD26 が中皮腫株の細
胞接着を低下させ、反対に足場非依存的な条
件での細胞運動能を亢進させることにより、
悪性中皮腫の浸潤・転移や浮遊増殖性を亢進
しているのではないかと考えた。 

図 1  CD26 発現中皮腫株の接着能低下 

図 2 CD26 発現中皮腫株における 

浮遊増殖能の亢進 

 

２．研究の目的 

上記の背景の下、ヒト化抗 CD26 抗体
YS110 を臨床適応する際の詳細な分子基盤の
確立を目指し、CD26 が悪性中皮腫の浸潤・
転移を促進する機序を分子レベルで解明す
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養 

悪性中皮腫細胞株として、MSTO-211H 

(MSTO) 株および JMN 株を使用した。CD26

強制発現系として、MSTO 株に完全長 CD26

および CD26/CD10 キメラ体、およびコント
ロールベクターを恒常的に発現させた、
CD26MSTO 株、CD26 キメラ株、CtlMSTO 株
を使用した。また CD26 ノックダウン系とし
て、CD26 を内在的に発現している JMN 株に
2 種類の CD26shRNA ベクターおよび 1 種類
のコントロール sh ベクターをそれぞれ恒常
的に発現させ、shCD26JMN 株および cshJMN

株を確立して使用した。全ての細胞株は、通
常 10%血清 RPMI1640 培地にて培養した。 

 

(2) ペリオスチンのノックダウン 

  Sigma-Aldrich社より 2種のペリオスチン
siRNA を購入し、4×104 cells/well にて播種し
た悪性中皮腫株に添加した。添加後翌日に細
胞遊走実験および浸潤実験に使用した。両
siRNA ともに、3 日以上のノックダウン効果
があることを確認した。 

 

(3)細胞遊走実験・浸潤実験 

  細胞遊走実験は、ノンコートの 24-well 

transwell chamber (8 m pore, costar社) を使用
した。Transwell chamber の下層に 0.75 ml の
10%血清入り RPMI1640 培地を添加し、上層
に 0.1%血清入り RPMI1640 培地にて 1×105 

cells/ml に調整した各種悪性中皮腫株を 0.5 

ml 添加した。浸潤実験には、マトリゲルコー
ト し た 24-well transwell chamber (BD 

Bioscience 社) を使用し、細胞遊走実験と同
様の細胞濃度・血清条件で細胞を播種した。
播種後、細胞遊走実験は 2 日、浸潤実験は 1

日後に細胞を固定し、ディフクイック染色に
よって遊走・浸潤した細胞数を比較した。 

 

CD26 (-) CD26 (+)

CD26発現中皮腫株 (右)は無血清培養条件において、
接着していない細胞(矢印)が多く観察された (接着能の
低下)。

 

CD26 (-) CD26 (+)

CD26発現中皮腫株(右)は軟寒天培養条件において、
細胞塊 (矢印) が大きくなり、浮遊増殖能の亢進を示
した。

 



(4) 血清飢餓条件における生存実験 

  各種悪性中皮腫株を 0 もしくは 0.1％血
清条件にて播種し、5~6 日目に生存細胞を定
量した。細胞は、2.5×105 cells/well の細胞濃
度にて低吸着 24-well プレート (IWAKI 社) 

または単層培養用 24-well プレート (Costar

社) へ播種し、血球板を用いて計数した。も
しくは 96-well プレート (Nunc 社) に 3×104 

cells/well の細胞濃度にて播種し、6 日後に
Cell counting kit を用いて吸光度を定量した。  

 

(5) ウエスタンブロット (細胞溶解液の調製)  

  Twist1 の細胞内分布の観察では、核分画、
細胞質分画を専用キットにより調整し、ウエ
スタンブロットに供した。Src の発現観察で
は、RIPA バッファーを用いて全細胞分画の細
胞溶解液を調製した。もしくはショ糖密度勾
配遠心法を用いて細胞質分画と脂質ラフト
分画に分け、ウエスタンブロットのサンプル
とした。各種生存シグナルおよびアポトーシ
ス関連因子のウエスタンブロットでは、
24-wellプレートへ無血清条件にて播種した 6

日後に、形成されたスフェロイドを回収して
RIPA バッファーにて細胞溶解液を調製し、ウ
エスタンブロットへ供した。 

 

(6) 定量的リアルタイム PCR 

  RLTバッファーを加えて各種細胞を溶解
後、Qiagen RNeasy Mini kit (Qiagen 社) を用い
てトータル RNA を抽出した。逆転写反応は
PrimeScript RT reagent kit (Takara 社) を用い
た。定量的リアルタイム PCR は Applied 

Biosystems Fast Real-time PCR (Applied 

Biosystems 社) にて解析した。内在性コント
ロールとして hypoxanthine phosphoribosyl 

-transferase 1 (HPRT1) を使用した。 

 

(7) 統計学的処理 

 全ての統計解析は Prism6.0 software 

(GraphPad Software 社) を用いて行った。 全
てのデータは Tukey-Kramar post-hoc test 後 

one-way または two-way ANOVA にて解析し、
p<0.05 以下を有意差ありと判定した。 

 
４．研究成果 
  CD26 が細胞接着能の低下により浮遊増
殖能の亢進を引き起こしているかを評価す
るため、低吸着プレートを用いて 10％血清条
件下で培養したところ、CD26 強制発現株  

(CD26MSTO) と非発現株の浮遊増殖能の間
に有意な差は観察されなかった。一方、同プ
レートに悪性中皮腫株を血清飢餓条件で培
養すると、CD26 発現株は非発現株よりも生
存能を亢進することが示された。これらの結
果より、CD26 は細胞接着能の低下、もしく
はそれによる細胞運動能の獲得によってで
はなく、栄養飢餓状態におけるがん細胞の生
存能を亢進させることでその増悪に寄与し
ていることが示唆された。そこで申請者は、
細胞運動性の促進作用から離れ、マイクロア

レイの結果から、当初からの目的である①
CD26 が悪性中皮腫の浸潤・転移を亢進する
メカニズムの解明を行った。さらに、②CD26

が栄養飢餓条件において悪性中皮腫の生存
能を亢進させるメカニズムについても解明
を試みた。 

 

① CD26 が悪性中皮腫の浸潤・転移を亢進す 

るメカニズムの解明 

  申請者は、既に行われていたマイクロア
レイの結果から、CD26 の発現により最も発
現が上昇した接着/遊走関連因子 (分子) とし
て、ペリオスチンに着目した。ペリオスチン
は、約 90kDa の細胞外タンパク質で、インテ
グリンを介した細胞遊走促進作用が広く知
られている。そこで申請者は、ペリオスチン
の発現上昇が、CD26 の発現を介した浸潤・
転移能の促進に重要な役割を果たしている
可能性に着目し、そのメカニズムの解明を行
った。 

まず CD26 強制発現 MSTO 株および、
CD26を内在的に発現している JMN株におい
て、ペリオスチンをノックダウンしたところ、
細胞遊走実験および浸潤実験 (マトリゲルコ
ート) において、有意な遊走・浸潤能の低下
が観察された (図 3) 。この結果より、ペリ
オスチンの発現が、CD26 発現悪性中皮腫細
胞の浸潤能に大きく寄与していることが示
された。 

図 3 CD26 発現中皮腫株の細胞遊走能・ 

浸潤能におけるペリオスチンノックダウン
の影響 

 

そこで次に、CD26 の発現がペリオスチ
ンの発現を制御しているかを検証した。CD26

強制発現系 (CD26MST 株) および、内在的
CD26 発現細胞からのノックダウン系 

(shCD26JMN 株) 双方において、リアルタイ
ム PCR および ELISA を行ったところ、ペリ
オスチンの発現は mRNA レベルとタンパク
質レベルともに、CD26 の発現と正の相関を
示して増減していた。更に、CD26 の細胞内
ドメインを CD10 の配列に置換した、キメラ
CD26 発現 MSTO 株では、ペリオスチンの発
現上昇は観察されなかった (図 4) 。以上の結
果より、悪性中皮腫細胞において CD26 は、
mRNA レベルからペリオスチンの発現を正
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に調節していること、その調節には CD26 の
細胞内ドメインが関与していることが示さ
れた。 

図 4 CD26 の発現調節によるペリオスチン  

   の発現変動 

 

次に、CD26 がペリオスチンの mRNA 発
現を促進するメカニズムを明らかにするた
め、ペリオスチンの転写因子との報告のある
Twist1 に着目した。Twist1 は活性化されると、
核内に移行して転写を促進することが知ら
れている。そこで、上述の CD26 強制発現株
(MSTO)およびノックダウン株  (JMN) につ
いて、細胞質と核分画に分け、Twist1 抗体に
よりウエスタンブロットを行った。その結果、
CD26 の発現が高い株 (CD26MSTO および
CtlJMN 株) において、Twist1 の核分画への集
積が観察された。一方、CD26 キメラ株では、
Twist1 の発現は主に細胞質分画に観察された。
以上から、CD26 の高発現により、Twist1 の
核内移行が促進され、Twist1 によってペリオ
スチンの転写が促進されていることが示唆
された。また、Twist1 の核内移行は、CD26

の細胞内ドメインを介して促進されている
と考えられた。 

さらに、Twist1 の上流因子として Src に
着目した。Src インヒビターPP2 を上記 2 種の
CD26 発現悪性中皮腫株に添加したところ、
核内分画の Twist1 の発現が減少し、細胞質分
画で上昇していた。同時にリアルタイム PCR

と ELISA の結果から、上述の CD26 発現株 2

種において、PP2 はペリオスチンの発現を抑
制することも示された。以上から、悪性中皮
腫において Twist1 は Src によって核内移行さ
れ、ペリオスチンの転写を促進していること
が示唆された。 

最後に、CD26 と Src の相互作用につい
て解明を行った。CD26 強制発現株およびノ
ックダウン JMN 株をウエスタンブロットに
おいて Src リン酸化を調べたところ、完全長
CD26 を発現している株でのみ、リン酸化が
観察された。さらにショ糖密度勾配遠心分離
法を行ったところ、 完全長 CD26 発現 MSTO

株では、脂質ラフト分画に CD26 とともにリ
ン酸化 Src が観察されたのに対し、キメラ株
では殆ど観察されなかった (図 5) 。従って
CD26 は脂質ラフト上にて Src と共局在し、

細胞内ドメインを介して Src のリン酸化を促
進している可能性が示された。 

図 5 CD26発現悪性中皮腫株における Srcの
リン酸化 

 

以上の結果より、CD26 は、細胞内ドメ
インが Src と脂質ラフト上で会合することで、
Src リン酸化を促進すると考えられる。リン
酸化された Src は Twist1 を活性化して核内へ
の移行を促進し、核内移行した Twist1 がペリ
オスチンの転写レベルを上昇させると考え
られる(図 6)。その結果、ペリオスチンの産
生が促進され、悪性中皮腫の遊走・浸潤能が
促進されると考えられる。 

図 6 CD26 によるペリオスチンの発現上昇 

を介した遊走・浸潤能の亢進メカニズム 

 

② CD26 が栄養飢餓条件において悪性中皮
腫の生存能を亢進させるメカニズムの解明 

  上述したように、CD26 発現株を低吸着
プレートで培養しても、その浮遊増殖能は非
発現株と同等であったが、血清飢餓条件では
MSTO および JMN 両株において、CD26 発現
株の方が生存能を顕著に促進させることが
示された。また、低吸着用プレートではなく、
通常の培養用プレートを用いた場合でも、
CD26 発現株は血清飢餓条件において生存能
を亢進させた。その際 CD26 発現株では、図
2 に見られるものと類似したスフェロイドの
形成が観察された。そこでそのスフェロイド
を回収し、各種生存シグナルおよびアポトー
シス関連因子をウエスタンブロットにより
観察した。その結果、CD26 発現細胞におい
て ERK, MEK, JNK などの生存シグナルが顕
著に活性化されていた反面、CD26 の発現の
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有無によって Caspase-3 などのアポトーシス
関連因子には大きな差は観察されなかった。
以上のことから、CD26 はアポトーシスを抑
制するのではなく、生存シグナルの活性化に
より栄養飢餓状態での悪性中皮腫の生存能
を亢進していると考えられる。 

  悪性中皮腫 (悪性胸膜中皮種) は、胸膜
内に胸水を貯留し、その中で浮遊増殖してゆ
く。その胸水は、細胞にとって必ずしも常に
栄養豊富な状態とは言い切れない。CD26 は
そんな胸水中の栄養飢餓状態において、がん
細胞の生存を顕著に亢進し、悪性中皮腫の病
態悪化に寄与していると考えられる。 
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