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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫はアスベスト曝露後長い期間を経て発症する予後不良の疾患である。集学
的治療に対しても抵抗性であり、新規治療法の開発が切望されている。本研究では「ユビキチン-プロテアソー
ム系によるタンパク質制御」に着目し、新規の悪性中皮腫病理診断マーカー及び治療薬の開発を目指した。脱ユ
ビキチン化酵素の一つであるOTUB1を過剰発現、ノックアウトした腫瘍細胞株を樹立し、増殖、浸潤・増殖シグ
ナルアッセイ、病理材料を用いた臨床病理学的検討を行った。一連の研究により中皮腫においてOTUB1は高発現
し、TGF-beta/SMAD シグナル経路を制御し悪性化に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma(MM) is an aggressive tumor which originates from the 
mesothelial cells of the serosal tissues. It has been reported to be associated with inhalation 
exposure to asbestos. MM caused by asbestos exposure, and it will become tumor after 30 to 40 years 
latency period. MM is treated by multidisciplinary treatment combined with surgical excision, 
chemotherapy and radiation, but it shows treatment resistance and poor prognosis. A novel treatment 
method has been desired. In this study, we focused on the role of OTUB1, one of the deubiquitinating
 enzyme. OTUB1 was highly expressed in MM tissue and cell lines. It regulated TGF-beta/SMAD pathway,
 followed by their motility and invasion. These findings suggest OTUB1 is one of the candidate 
protein for new therapy of MM.

研究分野：呼吸器病理

キーワード： 悪性中皮腫　脱ユビキチン化酵素　OTUB1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性中皮腫はアスベスト曝露後長い期間を経て発症する予後不良の疾患である。集学的治療に対しても抵抗性で
あり、新規治療法の開発が切望される。本研究では「ユビキチン-プロテアソーム系によるタンパク質制御」に
着目し、悪性中皮腫における脱ユビキチン化酵素の一つであるOTUB1の役割に着目した。OTUB1は中皮腫細胞株や
ヒト悪性中皮腫組織で高発現しており、その過剰発現、ノックアウト細胞株を用いた研究で、TGF-beta/SMAD シ
グナル経路を介した悪性化に関与していることが明らかになった。中皮腫においてOTUB1が悪性化に寄与し、新
規治療法のターゲットになりえる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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後長い期間を経て発症する予後不良の疾患である。日本に

おいては 2025 年に発症のピークを迎えることが予測されているが、外科的切除、化学療法、

放射線療法などの集学的治療に対しても抵抗性である。薬物治療剤としてシスプラチンと

ぺメトレキセドが用いられるが、この治療法はこの 10年変わっておらず早急な新規治療法

の開発が切望される。中皮腫の網羅的遺伝子解析により、がん抑制遺伝子 

(CDKN2A/p16INK4a, NF2, p53, BAP1) の不活化変異や染色体の広範な欠失、エピゲノム異

常などが明らかになったが、肺癌で特徴づけられる分子標的となりえる活性化型のがん遺

伝子変異はまれである。本研究では、中皮腫研究においてほとんど報告がない「ユビキチン

-プロテアソーム系によるタンパク質制御」に着目し、新規の悪性中皮腫病理診断マーカー

及び治療薬の開発を目指すものである。悪性中皮腫は、アスベスト曝露後 30～40 年の長い

年月を経て発症する腫瘍で、国内におけるアスベスト輸入や使用の経緯から換算した日本

における発症のピークは 2025 年前後と報告されている。全国がんセンター協議会の生存率

共同調査(kapWEb)からの報告では中皮腫の 5 年相対生存率は 10.7%と他のがんと比較して

も著しく予後不良の疾患で予測通り発症頻度が増加傾向にある。外科的切除に加え化学療

法、放射線照射を組み合わせた集学的治療が行われるが、現在の治療法には限界があり、発

症のピークに向けて早急な新規診断法や治療法の開発が望まれる。近年の網羅的遺伝子解

析による報告が多数のがんで報告され、ドライバー遺伝子をターゲットにした分子標的治

療により格段に生命予後が改善した。悪性中皮腫でも同様の網羅的遺伝子解析が行われ、が

ん抑制遺伝子 (CDKN2A/p16INK4a, NF2, BAP1) の不活化変異や染色体の広範な欠失、エピ

ゲノム異常などが明らかになったが、肺癌などで特徴づけられる EGFR 遺伝子変異や ALK、

ROS1、RET などの融合遺伝子などはまれであり、治療ターゲットになる活性化型の遺伝子変

異はほとんどない。一方、Hippo pathway、HGF-cMet pathway、NFB pathway、TGF 

pathway などの細胞内シグナルは活性化していることが報告されている。2004 年のノーベ

ル化学賞は「ユビキチン-プロテアソーム系の発見」に贈られ、タンパク質の生成や働きに

主眼がおかれていた生命科学界に、タンパク質の「死」という概念が示された。ユビキチン

は酵母からヒトまであらゆる細胞に普遍的（ユビキタス）に存在しており、細胞内の蛋白質

分解を介して様々な生命現象を制御している。また、ユビキチン化の逆反応を触媒する脱ユ

ビキチン化酵素が存在し、ユビキチン化、脱ユビキチン化による翻訳後修飾が可逆的かつ多

面的であることが示唆される。これらの酵素による蛋白質の制御は転写制御などによる遺

伝子発現の制御に比べ直接的で迅速である。ユビキチン-プロテアソーム系を介した蛋白質

の制御は細胞周期・アポトーシス・シグナル伝達などを制御しており、様々な腫瘍でその役

割が報告されている“OTUB1”に着目した。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

悪性中皮腫において脱ユビキチン化酵素による「蛋白質の生死」制御がシグナル伝達を中心

とした病態に関わっているのかを明らかにすることである。本研究では、様々な癌腫で悪性



 

 

化との関連が報告されている脱ユビキチン化酵素の一つである“OTUB1”に着目し、腫瘍

細胞増殖、浸潤・増殖シグナルの検討、病理材料を用いた臨床病理学的意義を明らかにする

ことを目的とした。 

 

 

 

３． 研究の方法 

(1)ノックアウト細胞株、過剰発現中皮腫細胞株の樹立 

(2) 樹立した細胞株を用いた脱 Ub化酵素の増殖シグナル解析 

(3) 樹立した細胞株を用いた脱 Ub化酵素の in virto 解析：増殖能、浸潤能、運動能 

(4) 樹立した細胞株を用いた網羅的蛋白発現解析 

(5) 腫瘍組織を用いた OTUB1 の免疫組織化学解析と臨床病理学的検討 

 
 
 
４． 研究成果 

(1) 細胞株におけるOTIB1の発現解析：中皮腫細胞株H28、H2052、H2452、Meso-4、211Hおよ

び中皮細胞株 Met-5A を用いて RT-PCR、ウェスタンブロッティングを施行し、OTUB1 蛋白の

発現量の検討を行った。5 種類の中皮腫細胞株(malignant mesothelioma; MM)では、Met-5A

と比較して蛋白質レベルではいずれも高い発現を認めた。 

 

(2) ノックアウト細胞株、過剰発現細胞株の樹立とシグナル解析：OTUB1 の発現 211H に pCX4-

puromycin-OTUB1 をトランスフェクションし、OTUB1 の安定過剰発現株を作製した。また、

CRISPR/Cas9 system を用い、OTUB1 のノックダウン 211H 細胞株を樹立した。OTUB1 の過

剰発現 211H細胞株において、コントロール株よりもリン酸化 SMAD2/3 の発現が増加している

ことが確認された。また、一過性の過剰発現株では上皮間葉移行関連蛋白である E カドヘリン

の減少、Nカドヘリンの増加、Slug、Snail の mRNAの発現上昇、遊走能と浸潤能の亢進を認め

た。また、リン酸化SMAD2/3の発現が増加していた。ノックダウン細胞株ではSlugの発現が低

下しており、遊走能と浸潤能は低下していた。 

 

(3) ノックアウト細胞株、過剰発現細胞株を用いた網羅的蛋白発現解析：Heat shock 70kDa 

protein 13(HSP13)が過剰発現株で増加し、ノックダウン細胞株で減少しており大きな差を認め

た。ウェスタンブロッティングでも同様の結果が確認された。 

(4) 剖検検体を用いた OTUB1 の臨床病理学的検討：腫瘍部分での発現は正常中皮細胞と比較



 

 

して上昇を認めたが、組織型、予後との相関は明らかではなかった。 

 

 

以上の細胞株を用いた in vitro の研究、剖検肺を用いたタンパク発現解析により、中皮腫におい

てOTUB1はHSP13を介して遊走能や浸潤能を含む悪性化に寄与している可能性が示唆された。 

異型のない背景中皮細胞は陰性 

 

腫瘍細胞は陽性 
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