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研究成果の概要（和文）：本研究は、悪性中皮腫におけるオートファジーの役割を明らかにすることを目的として行わ
れ、以下の成果が得られた。①悪性中皮腫細胞株では、正常中皮細胞や不死化中皮細胞株に比べてLC3の発現が高かっ
た。②GFP-LC3発現悪性中皮腫細胞株を用いて、GFP-LC3(オートファゴソーム)を観察すると、GFP-LC3は、通常の培地
による培養でも悪性中皮腫細胞内に観察された。飢餓培地では悪性中皮腫細胞内のGFP-LC3は増加した。③オートファ
ジー阻害剤は、オートファジーを阻害し、悪性中皮腫細胞株の細胞増殖を抑制した。悪性中皮腫細胞では、恒常的にオ
ートファジーが活性化し、細胞増殖に関与する可能性がある。
 

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to clarify the role of autophagy in malignant mesothelioma. 
① The expression level of LC3 was higher in mesothelioma cell lines compared with nomal mesothelial 
cells and immortalized mesothelial cell line. ② When we used GFP-LC3 expression mesothelioma cell lines 
to observe autophagy, autophagy were observed in mesothelioma cell lines by culture of normal medium. 
GFP-LC3 were increased in mesothelioma cell lines by culture of starvation medium. ③ Autophagy 
inhibitors suppressed autophagy and cell proliferation in mesothelioma cells.
These results suggest that mesothelioma cells are constantly activated autophagy and related to cell 
proliferation.

研究分野： 悪性中皮腫
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１． 研究開始当初の背景 
悪性中皮腫は、アスベスト曝露を原因とする
極めて予後不良な悪性腫瘍である。アスベス
ト曝露から悪性中皮腫の発症までの潜伏期間
は数十年であり、高度経済成長期の 1970-90
年頃に大量のアスベストが使用されたことか
ら、悪性中皮腫の患者は増加の一途を辿り、
2025 年頃にピークを迎えると推測されてい
る (N Engl J Med. 353:1591-1603, 2005)。
悪性中皮腫では、一般的に、外科療法、化学
療法および放射線療法からなる集学的治療が
行われる(J Clin Oncol. 27:1413-1418, 2009)。
化学療法では、シスプラチン(DNA 合成阻害
剤)とペメトレキセド(葉酸合成阻害剤)の併用
が用いられているが、十分な治療成績は得ら
れていない。 
一方、オートファジーは、細胞の自己成分を
分解して再利用することで、細胞の恒常性維
持を担う細胞内分解機構である。オートファ
ジーが活性化されると、LC3 蛋白質が集積し、
オートファゴソームを形成する。オートファ
ゴソームは、オルガネラや蛋白質を取り囲み、
その後、リソソームと融合してオルガネラや
蛋 白 質 を 分 解 す る (Cell. 147:728-741, 
2011)(図 1)。 
 

腫瘍細胞において、オートファジーの活性化
が生存・増殖機構として働くことが見出され
ている(Gene Dev. 25: 717-721, 2011)。また、
抗癌剤治療時には、オートファジーが活性化
されて、抗癌剤からのストレスに適応する細
胞の防御機構としてオートファジーが働くこ
とで腫瘍細胞が細胞死を回避すると報告され
ている(Clin. Cancer. Res. 15: 5308-5316, 
2009)。 
以上より、オートファジーを阻害することは、
悪性中皮腫を抑制する新規治療法になる可能
性がある。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、悪性中皮腫の細胞増殖、抗
癌剤抵抗性におけるオートファジーの役割を
明らかにし、新規治療法の開発に繋げること
である。 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1) LC3 蛋白質の検出 
オートファジー活性化の指標として、ウエス
タンブロッティングによるオートファゴソー
ムのマーカーである LC3 蛋白質の検出が有
用とされている。そこで、不死化中皮細胞株、
正常中皮細胞、悪性中皮腫細胞株における
LC3 蛋白質の発現をウエスタンブロット法
で 調 べ た 。 ま た 、 悪 性 中 皮 腫 細 胞 株
(MSTO-211H, MM56)を培養している培地
中にシスプラチン (cis)、ペメトレキセド
(pmx)を添加し、LC3 蛋白質の発現をウエス
タンブロット法で調べた。 
 
(2) オートファゴソームの観察 
オートファゴソームを構成する LC3 は、

GFP-LC3 融合蛋白質として細胞に発現させ
ることで、蛍光顕微鏡下で細胞内のオートフ
ァゴソームの局在や動態を可視化することが
可能になる。そこで、悪性中皮腫細胞株
（MSTO-211H, MM16, MM56）にレトロウ
イルスを用いて GFP-LC3 を遺伝子導入し、
GFP-LC3 を安定的に発現する GFP-LC3 発
現悪性中皮腫細胞株を作製した。GFP-LC3
発現悪性中皮腫細胞株を通常の培地、飢餓培
地のそれぞれで培養し、悪性中皮腫細胞株の
細胞内のオートファゴソームを蛍光顕微鏡下
で観察した。また、シスプラチン, ペメトレ
キセドをそれぞれ培地中に添加し、細胞内の
オートファゴソームを蛍光顕微鏡下で観察し
た。 
 
(3) 細胞増殖試験  
細胞増殖は、Cell titer blue (Promega)を用い
て測定した。 
 
①� オートファジー阻害剤による影響 
悪性中皮腫細胞株 (MSTO-211H, MM16, 

MM56)を培養している培地中にオートファ
ジー阻害剤である 3-メチルアデニン(3-MA)、
ヒドロキシクロロキン(HQ)を様々な濃度で
添加した。それぞれの細胞で、濃度 0 の増殖
率を 100％として、各濃度における増殖率を
算出した。 
 
② 抗癌剤による影響 
GFP-LC3 発 現 悪 性 中 皮 腫 細 胞 株

(MSTO-211H, MM56)を培養している培地
中にシスプラチン、ペメトレキセドをそれぞ
れ添加した。それぞれの細胞で、濃度 0 の増
殖率を 100％として、各濃度における増殖率
を算出した。 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 1 オートファゴソーム形成の過程 



③ オートファジー阻害剤と抗癌剤との併用
による影響 
GFP-LC3 発 現 悪 性 中 皮 腫 細 胞 株

(MSTO-211H、MM56)を培養している培地中
に以下の単剤及び多剤を添加し、72 時間培養
した。 
①control（溶媒のみ）、②cis、③pmx、④3-MA、
⑤HQ、⑥cis+3-MA、⑦pmx+3-MA、 
⑧cis+HQ、⑨pmx+HQ、⑩cis+pmx、 
⑪cis+pmx+3-MA、⑫cis+pmx+HQ 
それぞれの細胞で、control の増殖率を 100％
として、増殖率を算出した。 
 
４．研究成果 
 (1) 悪性中皮腫細胞株における恒常的な
LC3 蛋白質の高発現 
悪性中皮腫細胞株、不死化中皮細胞株、正常
中皮細胞における LC3 蛋白質の発現を調べ
ると、悪性中皮腫細胞株では、不死化中皮細
胞株、正常中皮細胞に比べて LC3 の発現が高
かった(図 2)。 
 

 
(2) 悪性中皮腫細胞株における恒常的なオー
トファゴソームの形成 
GFP-LC3 発現悪性中皮腫細胞株内のオー
トファゴソームを観察した。通常の培養条件
で培養した細胞において、細胞質内にドット
状のオートファゴソームが観察された。また、
無血清培地(飢餓培地)で培養した細胞では、
細胞内のオートファゴソームは増加した(図
3)。 
 
 

 

(3) オートファジー阻害剤による細胞増殖抑
制  
3-メチルアデニン, ヒドロキシクロロキン
を培地に添加して 72 時間培養した悪性中皮
腫細胞株において、濃度依存的に細胞増殖は
抑制された(図 4)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 LC3 蛋白質の発現 

図 3 GFP-LC3 発現悪性中皮腫細胞株内
のオートファゴソーム 

図 4 オートファジー阻害剤よる 
細胞増殖率の変化  



(4) 抗癌剤によるオートファゴソーム形成へ
の影響 
GFP-LC3 発現悪性中皮腫細胞株を培養し
ている培地中にシスプラチン、ペメトレキセ
ドを添加し、細胞内のオートファゴソームを
経時的に観察すると、コントロールとシスプ
ラチン、ペメトレキセドを培地に添加した細
胞において、オートファゴソームのドット量
に変化は無かった。また、ウエスタンブロッ
トで LC3 の発現を調べると、コントロールと
シスプラチン、ペメトレキセドを培地中に添
加した細胞で発現量に差はなかった（図 5）。 
 

 
(5) 抗癌剤による細胞増殖抑制 
GFP-LC3 発現悪性中皮腫細胞株を培養し
ている培地中にシスプラチン、ペメトレキセ
ドを添加し、72 時間後に細胞増殖を測定する
と、シスプラチンを添加した細胞では濃度依
存的に細胞増殖は抑制された。また、ペメト
レキセドを添加した細胞では、濃度依存的に
わずかに細胞増殖は抑制された(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) 抗癌剤とオートファジー阻害剤との併用
による細胞増殖抑制 
悪性中皮腫培養細胞株に以下の単剤（増殖抑

制が 10-20%程度になるような濃度）及び多剤を
培地中に添加し、72 時間後、細胞増殖の変化
について調べると、シスプラチンやペメトレキ
セドにそれぞれ 3-メチルアデニン, ヒドロキ
シクロロキンを併用すると、単剤に比べて 2
剤併用の方が細胞増殖は抑制された。また、
シスプラチンとペメトレキセド併用にそれぞ
れ 3-メチルアデニン、ヒドロキシクロロキン
を併用した 3 剤併用では、2 剤併用(シスプラ
チンと 3-メチルアデニン、 ペメトレキセド
と 3-メチルアデニン、シスプラチンとヒドロ
キシクロロキン、ペメトレキセドとヒドロキ
シクロロキン、シスプラチンとペメトレキセ
ド)に比べて細胞増殖が抑制された(図 7)。 
①control（溶媒のみ） 
②cis(2μM) 
③pmx(500μM) 
④3-MA(1mM) 
⑤HQ(0.1μM) 
⑥cis+3-MA 
⑦pmx+3-MA 
⑧cis+HQ 
⑨pmx+HQ 
⑩cis+pmx 
⑪cis+pmx+3-MA 
⑫cis+pmx+HQ 
 
 
 

 
 

図 5 抗癌剤のオートファゴソーム形成への影響 

図 6  抗癌剤による細胞増殖率の変化 

図 7  抗癌剤、オートファジー阻害剤の 
単剤、多剤併用による細胞増殖率の変化 
による細胞増殖率 



  
(7) 総括 
悪性中皮腫細胞株では、不死化中皮細胞株、
正常中皮細胞に比べて、LC3 の発現が高く、
悪性中皮腫細胞株内のオートファゴソームを
観察すると、通常の培養条件下であってもド
ット状のオートファゴソームが観察されたこ
とから、悪性中皮腫細胞では、恒常的にオー
トファジーが活性化していることが示唆され
た。一方、抗癌剤であるシスプラチンやペメ
トレキセドは、オートファジーを活性化しな
かったことより、悪性中皮腫において、抗癌
剤抵抗性は、オートファジーの活性化に関与
しない可能性がある。また、オートファジー
阻害剤である 3-メチルアデニン、ヒドロキシ
クロロキンにより、悪性中皮腫細胞株のオー
トファジーを阻害すると細胞増殖が抑制され
たことから、オートファジーは悪性中皮腫の
細胞増殖に深く関与していると考えられた。
さらに、抗癌剤にオートファジー阻害剤を併
用すると、細胞増殖の抑制を増強することは、
現在、悪性中皮腫で行われている化学療法で
あるシスプラチンとペメトレキセド併用より、
より有効な治療法になる可能性がある。悪性
中皮腫で恒常的に活性化しているオートファ
ジーの分子機序解明や悪性中皮腫の抗癌剤抵
抗性の機序の解明は、今後、検討が必要であ
る。 
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