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研究成果の概要（和文）：胸膜中皮腫における Wnt シグナル活性の意義を検討するために、胸膜

中皮腫細胞株の Wnt シグナル伝達体 Dishevelled (Dvl)の発現を small interfering RNA によ

り抑制した。その結果、中皮腫細胞株の細胞増殖は抑制され、さらに抗癌剤シスプラチンを併

用することで相乗的に細胞増殖は抑制された。Dvl の発現抑制による Wnt シグナル伝達経路の

遮断が既存の抗癌剤による中皮腫の治療効果を増強する可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：To clarify the effect of blocking Wnt signaling in mesothelioma, 

we down-regulated the expression of dishevelled (Dvl), an intermediator of Wnt signaling, 

by a small interfering RNA (siRNA). Mesothelioma cell lines were transfected with siRNA 

of Dvl, and cell growth was examined. The synergistic effect on cell growth of Dvl siRNA 

and cisplatin in combination was evaluated. Dvl siRNA down-regulated the expression of 

Dvl in mesothelioma cells, which caused suppression of cell growth. Combination of Dvl 

siRNA and cisplatin suppressed cell growth synergistically. Our data suggest that 

inhibition of Wnt signaling leads to significant anti-tumor effects.  
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１．研究開始当初の背景 
 胸膜中皮腫の発症には、アスベスト曝露が

強く関与する。アスベスト曝露から、発症ま

で 20-50 年を要すると考えられている。わが

国でのアスベスト使用状況を考えると今後、

胸膜中皮腫罹患者が増加することが予想さ

れる。 

 進行した胸膜中皮腫の治療法は確立され

ていない。葉酸代謝拮抗薬 Pemetrexed や

Raltitrexed と Cisplatin の 併 用 と

Cisplatin とプラセボとの併用の無作為比較

試験が行われ、生存期間中央値は、Cisplatin

単独投与群に比べ、葉酸代謝拮抗剤を加える

ことにより約 3 ヶ月延長された。それでも、

生存期間中央値は 1年前後と、予後は依然と

して厳しい。今後治療効果をさらに改善して

いくために、新たな有効な薬剤や手法の開発

が強く求められる。中皮腫発症のメカニズム

の解明が試みられ、そこで得られた知見を利

用した新たな治療法の開発が期待される。 

 Wnt シグナル（図）の活性化は、大腸癌な

どでその発症機構に関与することが知られ

ている。これまでの研究で、Wnt シグナル中

のβ-Catenin またはその抑制因子である Apc

遺伝子の突然変異や、その上流に作用する

Wnt シグナルの抑制因子 secreted frizzled 

related protein のメチル化などにより、細

胞質で安定的に存在可能となったβ-Catenin

が核に移行し転写活性を示し、下流の Cyclin 

D1 や Myc などを活性化させ、癌発症または増

殖の維持に関与することが示された。我々は、

β-Catenin または Apc 遺伝子の突然変異を認

めない胸膜中皮腫や非小細胞肺癌において

も、Wnt シグナル中のβ-Catenin の上流にあ

る Wnt や Dvl の活性化が、癌細胞の増殖の維

持や腫瘍原性に関与していることを示した。

これらの研究で、Wnt-1 あるいは Wnt-2 の

small interfering RNA（siRNA）や抗体、シ

グナル系のより下流に存在する Dishevelled

（Dvl）の siRNA や PDZ ドメイン欠損 Dvl 変

異体による Wnt シグナルの遮断が、中皮腫細

胞株および非小細胞肺癌細胞株の増殖や腫

瘍原性を抑制することを示した。胸膜中皮腫

発症における Wntシグナルの関与する新たな

メカニズムを解明することで、難治性腫瘍で

ある胸膜中皮腫の新たな治療法の開発につ

ながることが期待される。 

 

２．研究の目的 
(1)siRNAを用いたDvl発現抑制による胸膜中

皮腫細胞へ与える影響を検討した。さらに

Dvl 発現抑制と抗癌剤シスプラチンとの併用

効果を検討した。 

(2)siRNAを用いたDvl発現抑制が胸膜中皮腫

細胞のタンパク発現へ与える影響を検討し

た。 

 
３．研究の方法 
(1)Dvl-3を高発現している胸膜中皮腫細胞 3

株（REN,NCI-H290,H28）を用いた。 

(2)Dvl-3を標的としたsiRNAあるいはコント

ロール siRNA を各細胞へ導入した。 

(3)各細胞の増殖曲線、コロニー形成数、細

胞周期の変化を検討した。 

(4)siRNA 導入後にシスプラチンを加え併用

効果を検討した。 

(5)Dvl-3を標的としたsiRNAあるいはコント

ロール siRNA を各細胞へ導入し、48 時間後に

細胞を回収し、タンパクを抽出した。タンパ

クの 2次元電気泳動を行い、各細胞における



 

 

Dvl-3 発現抑制によるタンパク発現の変化を

検討した。 

(6)Dvl-3 発現抑制により発現に差を生じた

スポットのうち 3細胞株で共通したスポット

を回収してタンパクの同定を行った。 

(7)同定されたタンパクの発現変化を、細胞

への siRNA導入前後でウエスタンブロット法

により解析した。 

 

４．研究成果 

(1)結果 

① 胸膜中皮腫細胞 3 株ともに、Dvl-3 を標

的としたsiRNA によりDvl-3発現は抑制され

た。 

② 胸膜中皮腫細胞 3株ともに、コントロー

ル siRNA を導入した時と比べ、細胞増殖、コ

ロニー形成数ともに抑制された。 

③ 細胞周期の解析では、Dvl-3 の抑制によ

り G1期の増加および S期の低下がみられた。 

④ Dvl-3 を標的とした siRNA 導入後にシス

プラチンを併用することにより中皮腫細胞

の増殖は相乗的に抑制された。 

⑤ Dvl-3 発現抑制に伴い 2 細胞株で共通し

て発現が変化したスポット（H290 と H2052 で

11スポット、H290とH28で21スポット、H2052

と H28 で 51 スポット）及び３細胞で共通し

て発現変化した６スポットの同定を試みた。 

⑥3 細胞で共通して発現が抑制されたスポッ

トから、Hsp70 が同定された。 

⑦ ウエスタンブロット解析で、胸膜中皮腫

細胞株 H28 において Dvl-3 の発現抑制により

Hsp70 のタンパク発現の抑制が認められた。 
(2)結論 
① 胸膜中皮腫細胞株では、高発現されたDvl
によるWntシグナルの活性化が細胞増殖に関
与していることが示唆された。 
 
② Dvlの発現抑制によるWntシグナル伝達経
路の遮断が既存の抗癌剤による中皮腫の治療
効果を増強する可能性が示唆された。 
 
③ Dvl-3発現抑制により、胸膜中皮腫細胞３
株に共通したタンパク発現の変化を認めた。 
 
④ 胸膜中皮腫細胞株H28は、Wntシグナルに
おけるDvl下流のβ-カテニン欠損細胞である。
Dvl-3発現抑制によるH28細胞増殖抑制は、β-
カテニンを介さない新たな伝達経路に基づく
可能性がある。Wntシグナルの腫瘍細胞増殖に
関わるβ-カテニンを介さない新たなメカニズ
ムの解明が期待される。 

 

⑤ Wnt シグナル活性遮断が、根治不可能な

進行性胸膜中皮腫の有効な治療法の開発に

つながる可能性が期待される。 
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