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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫細胞株を用い，既知のネクロプトーシス誘導方法の誘導効率を比較検
討した．TNF-α＋IAP（アポトーシス阻害因子）阻害薬＋Caspase阻害薬，の併用法が最も細胞死を誘導し，
Necrostatin-1による細胞死阻害，RIPK1/RIPK3/MLKLのリン酸化蛋白の増加，および電子顕微鏡画像による形態
確認，をもってネクロプトーシスを確認した．ネクロプトーシスの誘導はシスプラチン耐性株で効率が高いこと
が明らかとなった．シスプラチン耐性と関連することで知られるMDR1,MRP1,MRP2の発現レベルとネクロプトーシ
スの誘導効率との相関を検討したが，明らかな相関は示されなかった．

研究成果の概要（英文）：We assessed the efficacy of introducing necroptotic cell death on malignant 
mesothelioma cells. The method of combination with TNF-α, IAP inhibitor and pan-caspase inhibitor 
showed the highest efficacy in introducing necroptosis. We confirmed the necroptosis by inhibition 
of cell death using necrostatin-1, increase the amount of phosphorylate proteins of RIPK1, RIPK3 and
 MLKL, and morphological change observed by the electron microscope. In cisplatin-resistant 
malignant mesothelioma cells, the cell deaths through necroptosis were observed more compared to in 
wild type or pemetrexed-resistant type. The expression level of MDR1, MRP1 and MRP2 that are related
 to cisplatin resistance did not show a correlation to the efficacy of necroptosis.

研究分野：呼吸器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性胸膜中皮腫はアスベスト曝露と密接に関連し，壁側胸膜の中皮細胞から発生する極めて予後不良の腫瘍であ
る．今後わが国で増加すると予想されている悪性腫瘍のひとつである．しかしながら，悪性胸膜中皮腫に対する
有効な治療法の確立は遅れており，新しい治療法が待たれている．悪性胸膜中皮腫に対するネクロプトーシス誘
導の報告は少ない．今回我々が誘導に成功した方法を用い，ネクロプトーシス誘導を悪性胸膜中皮腫の治療とし
て発展させるための基本的アプローチ方法として今後応用できる可能性がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫はアスベスト曝露と密接に関連し，壁側胸膜の中皮細胞から発生する極めて予
後不良の腫瘍である．今後わが国で増加すると予想されている悪性腫瘍のひとつである．しか
しながら，悪性胸膜中皮腫に対する有効な治療法の確立は遅れている．申請者らはこれまでに
悪性胸膜中皮腫を対象として様々な治療法の探索に取り組んできた． 
ネクロプトーシスは，細胞死の一つの形態であり，「プログラムされたネクロ―シス（壊死）」
とも呼ばれる．これまでネクロ―シスは，プログラムされない偶発的におこる細胞死と認識さ
れてきた．しかし近年，RIPK1 と RIPK3 といったキナーゼ活性依存的に誘導される，ネクロー
シス様の細胞死の存在が明らかにされ，「ネクロプトーシス」というプログラムされた細胞死と
して認識されるようになってきた 1．ネクロプトーシスはウイルス感染の排除，薬剤誘導性膵
炎，還流障害などとの関与が報告されている．最近では，種々の癌の細胞株においてネクロプ
トーシスを誘導できることが報告されており，抗腫瘍治療への発展が期待されている． 
 
ネクロプトーシスの機序を概説する．ネクロプトーシスの典型機序としては，細胞表面に存在
する Death receptor からのシグナルを発端とする．通常，TNF-α，TRAIL，Fas リガンドなど
によって Death receptor が刺激された際，Caspase-8 などの働きによりアポトーシスが誘導さ
れ，細胞死に至る．この時，Caspase-8 が抑制された状態にあると，アポトーシスは生じず，
RIPK1, RIPK3 のリン酸化による活性化を介して，最終的に MLKL が活性化され，MLKL のオリゴ
マーが形成されることで細胞膜は破壊される 2．また RIPK1 の阻害薬として Necrostatin-1，
RIPK3 の阻害薬として GSK’872 などが知られており，ネクロプトーシス誘導条件においてこれ
らの阻害薬を加えるとネクロプトーシス誘導が阻害されることがわかっている． 
 
 
２．研究の目的 
【研究の全体構想】 
本研究は悪性胸膜中皮腫に対する新たな薬物治療方法の探索を目的として，ネクロプトーシス
を誘導することによる抗腫瘍効果を in vitro で明らかにするものである． 
【本研究の具体的な目的】 
(1) 悪性胸膜中皮腫株に対し，各種ネクロプトーシス誘導物質を曝露させることによりネクロ
プトーシスが誘導されることを確認し，またその誘導効率を誘導物質ごとに調べ比較する． 
(2) われわれが樹立した薬剤耐性悪性胸膜中皮腫株に対し，ネクロプトーシスを誘導し，親株
への抗腫瘍効果と比較する．ネクロプトーシスの抗腫瘍効果と薬剤耐性機構との関連を調べる． 
 
３．研究の方法 
(1) 悪性胸膜中皮腫株におけるネクロプトーシス誘導の確認 
ネクロプトーシスを誘導することができる物質は複数知られているが，悪性胸膜中皮腫に対す
る最適な誘導物質は知られていない．これまでに他癌腫株において報告されている方法を用い，
悪性胸膜中皮腫株に対し効率的にネクロプトーシスが誘導できる物質を探索する． 
誘導方法候補①：TNF-α，Z-VAD（caspase 阻害薬），Smac mimetic（アポトーシス阻害因子（IAP）
アンタゴニスト）の併用法 
誘導方法候補②：TRAIL, Z-VAD, Smac mimetic の併用法 
誘導方法候補③：Shikonin の単独法 
細胞の生存率は ATP 検出を行う発光法を用いて算出した．（CellTiter-GloL uminescent Cell 
Viability Assay; Promega） 
ネクロプトーシスの確認方法を以下に示す． 
A．ネクロプトーシス発現過程の発現蛋白の増加を確認 
ネクロプトーシスの発現過程において，RIPK1→RIPK3→MLKL と連続的にリン酸化が誘導され，
最終的にリン酸化された MLKL が多量体を形成し，細胞膜に穴をあけるというモデルが提唱され
ている．よって，これら RIPK1, RIPK3, MLKL のリン酸化蛋白の増加を検出することによりネク
ロプトーシス誘導の確認が可能である． 
B．Necrostatin-1 によるネクロプトーシス阻害 
Necrostatin-1 は RIPK1 の特異的阻害薬であり，ネクロプトーシスを阻害することが知られて
いる． Necrostatin-1 によって抑制される細胞死は，ネクロプトーシスによるものと推察でき
る． 
C．形態学的な確認（電子顕微鏡） 
形態学的にネクロプトーシスは従来知られていたネクロ―シスと同様である．細胞小器官の膨
潤，細胞質の透明化，細胞形質膜構造の破綻などが特徴的であり，アポトーシスで見られるよ
うな細胞膜表面の blebbing や核の断片化は認められない．これを透過型電子顕微鏡で確認する． 
D. RIPK1/RIPK3/MLKL 蛋白のリン酸化の確認 
前述の通り，ネクロプトーシスの Key protein である RIPK1，RIPK3，MLKL はそれぞれリン酸化
されることで最終的にネクロプトーシスのよる細胞死に寄与する．よってこれらのリン酸化蛋
白の増加を western blotting で確認する． 
 



 
(2) 抗癌剤耐性悪性胸膜中皮腫株におけるネクロプトーシス誘導効率の評価および薬剤耐性
機構との関連の解析 
A．抗癌剤耐性悪性胸膜中皮腫株に対するネクロプトーシスの誘導 
悪性胸膜中皮腫に対する抗癌剤のキードラッグはシスプラチンおよびペメトレキセドである．
我々の研究室ではすでにシスプラチン耐性またはペメトレキセド耐性の悪性胸膜中皮腫株を樹
立している．これらの株を用い，上記に述べたネクロプトーシス誘導効率の最も高い方法でネ
クロプトーシスを誘導する．親株に対するネクロプトーシス誘導効率と抗癌剤耐性株に対する
誘導効率を，Cell viability assay を用いて比較する．  
 
４．研究成果 
(1) 悪性中皮腫細胞株へのネクロプトーシス誘導 
H226，H28 株，およびそれぞれに対してシスプラチン耐性株（H226c，H28c），ペメトレキセド
耐性株（H226p，H28p）を作成し，計 6株を用いて，TNF-α＋BV-6（IAP antagonist）＋Z-VAD
（pan-caspase inhibitor）（以下，TBZ）を FBS 含有培地内で曝露させた．いずれの細胞株にお
いても TBZ の曝露により細胞減少をきたし，BV-6 単独，Z-VAD 単独曝露の軽度細胞減少と比較
して，有意な減少を示しており，併用によるシナジー効果が確認された．TBZ による細胞減少
はいずれも Necrostatin-1 および GSK’872 で抑制されており，ネクロプトーシスによる細胞死
であると推定された（図１）．また死細胞の確認のために SYTOX green 染色を行い，TBZ 曝露に
比べ，TBZ＋Necrostatin-1 併用下において SYTOX green 陽性細胞が減少していることが示され
た（図２）．同時に，電子顕微鏡を用いて細胞レベルで観察を行ったところ，TBZ 曝露によりネ
クローシス形態を示す死細胞が多数確認された（図３）． 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．H226，H226c，H226p，
H28，H28c，H28p 株における
TBZ 併用療法の効果 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．H28 株における TBZ による死
細胞の評価（蛍光免疫染色） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．TBZ 曝露下 H28 株の電子顕微鏡像 
 



 
TNF-αの代わりに，TRAIL を用いて，TRAIL＋BV-6＋Z-VAD 併用の効果も評価した．この方法で
も細胞死は観察されたが，Necrostatin-1 や GSK’872 によってその細胞減少が有意に抑制され
なかった．さらに他癌種へのネクロプトーシス誘導の方法として知られている Shikonin を用い
た方法（以下，SHK 法）3を実施した．SHK 法では低濃度域で明らかな細胞減少が観察され，
Necrostatin-1 による細胞死抑制も観察された．しかし，TBZ 法と比較して Necrostatin-1 によ
る抑制効果が小さく，ネクロプトーシスを効率的に誘導する方法としては SHK 法よりも TBZ 法
がより最適と思われた． 
次に，蛋白抽出を行い，Western blot 法にて RIPK1/RIPK3/MLKL およびそれぞれのリン酸化蛋
白の発現について評価した．TBZ 曝露によって pRIPK1，pRIPK3，pMLKL が増加していることが
明らかとなった．このことから TBZ 曝露によってネクロプトーシス経路によって細胞死が引き
起こされていることが示唆された． 
さらに，siRNA を用いて，RIPK1/RIPK3/MLKL の発現を阻害した場合に，TBZ 曝露による細胞死
割合が変化するかについて検討した（図 4）．特にシスプラチン耐性株においてそれぞれの発現
阻害の細胞生存に対する影響は顕著であった．H226c 株，H28c 株いずれにおいても siRNA を用
いて RIPK1/RIPK3/MLKL の発現を阻害させた場合，TBZ 曝露による細胞死は抑制された．H226c
株では，RIPK1のノックダウンによる影響はRIPK3や MLKLの影響よりも小さいことがわかった．
H28c 株でも同様の傾向が観察された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 4．RIPK1/RIPK3/MLKL 発現抑制下シス
プラチン耐性株におけるTBZ併用による
細胞数の変化． 
下段は 48時間後の細胞数の比較． 

 
 
(2) 薬剤耐性機構とネクロプトーシス誘導効率の関係性 
シスプラチン耐性株において，ABC トランスポーター（P糖タンパク質）である MDR1,MRP1,MRP2
の発現上昇が関与していることが知られている．シスプラチン耐性悪性中皮腫株を作成する過
程においてシスプラチン曝露時間の異なる数株を保存し，それぞれの MDR1,MRP1,MRP2 発現を
qPCR にて定量評価した．そして，TBZ 法によるネクロプトーシス誘導効率（死細胞割合）との
相関を検討した．結果としては，r= -0.203 と明らかな相関は示されなかった． 
 
こ れまで悪性胸膜中皮腫において報告されたネクロプトーシス誘導方法は
Diarachidonoylphosphoethanolamine(DAPE)のみであった 4．我々は卵巣癌においてネクロプト
ーシスの誘導が報告されている TNF-α＋IAP（アポトーシス阻害因子）阻害薬＋Caspase 阻害薬
の併用方法 5を用いて悪性胸膜中皮腫細胞にネクロプトーシスが誘導されることを確認した．
さらにその誘導効果は殺細胞性抗癌剤に対し耐性をきたした株においても効果があることを示
した．つまり標準治療が無効になった進行悪性胸膜中皮腫に対しネクロプトーシス誘導が有効
な治療である可能性を秘めていることを示唆する． 
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