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研究成果の概要（和文）：ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤による肺癌に対する抗腫瘍効果のメカニズ
ムをがん細胞の増殖、浸潤および遊走に密接な関与がみられるタイト結合分子lipolysis-stimulated 
lipoprotein receptor (LSR)およびclaudin-2に焦点を当て解明する。また、手術検体より採取したヒト正常初
代培養上皮細胞においてタイト結合分子に焦点を当て、HDAC阻害薬を処置した際の肺腺癌細胞株との相違点を比
較検討する。HDAC阻害剤はエピジェニックに作用する薬剤で、抗腫瘍効果を示すことが報告されている。我々は
タイト結合分子の調整に関与しているHDAC阻害剤に注目した。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of the antitumor effect of histone deacetylase (HDAC) 
inhibitors on lung cancer is determined by the tight junction molecules lipolysis-stimulated 
lipoprotein receptor (LSR) and claudin-2, which are closely involved in the proliferation, invasion,
 and migration of cancer cells. Focus on and elucidate. We will also focus on tight junction 
molecules in human normal primary cultured epithelial cells collected from surgical specimens, and 
compare and examine the differences between them and lung adenocarcinoma cell lines when treated 
with HDAC inhibitors. HDAC inhibitors are drugs that act epigenetically and have been reported to 
exhibit antitumor effects. We focused on HDAC inhibitors that are involved in regulating tight 
junction molecules.

研究分野：肺癌

キーワード： tight junction　肺癌　HDAC阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
手術材料より分離培養した初代培養癌細胞および肺腺癌細胞株（A549)を用いて、HDAC阻害剤による肺腺癌に対
する抗腫瘍効果のメカニズムを解明する。肺腺癌細胞株にてLSRの発現低下が２細胞間タイト結合claudinを誘導
することを見出した。claudin-2の肺腺癌の増殖調節機構の報告から、肺腺癌においてもLSRがclaudin-2を介し
て肺腺癌の増殖能の調節に関与している可能性がある。肺腺癌細胞株に対してHDAC阻害薬による処置を行いLSR
およびclaudin-2の発現の変化や局在の変化が起こることが確認され、HDAC阻害薬の抗腫瘍効果のメカニズムに
細胞接着分子が関連していることが示唆された。

※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 
ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤による肺癌に対する抗腫瘍効果のメカニズム
をがん細胞の増殖、浸潤および遊走に密接な関与がみられるタイト結合分子 lipolysis-
stimulated lipoprotein receptor (LSR)および claudin-2 に焦点を当て解明する。また、手術
検体より採取したヒト正常初代培養上皮細胞においての上記タイト結合分子に焦点を当て、
ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬を処置した際の肺腺癌細胞株との相違点を比較検討する。 
 
２．研究の目的 
HDAC 阻害剤はエピジェニックに作用する薬剤で、ヒストンのアセチル化を亢進し、ク
ロマチン構造の弛緩を介して発現抑制された遺伝子の発現を促進させ、癌細胞に対して抗腫
瘍効果を示すことが報告されている。我々は、従来の抗癌剤とは全く異なる作用点を持ち、
タイト結合分子の調整にも関与しているHDAC阻害剤に注目した。 
 
３．研究の方法 
ヒト剖検材料、手術材料より分離培養した初代培養癌細胞および肺腺癌細胞株（A549)を
用いて、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤による肺腺癌に対する抗腫瘍効果のメカニズム
を解明する。ヒト剖検材料を用いて前癌病変(AHH)を含めた肺腺癌におけるタイト結合分
子 LSR および claudin-2 の発現および局在の変化を形態学的悪性度（EMT マーカー:Snail, 
ZEB, Twist)とともに比較検討する。正常肺組織より分離培養したヒト細気管支上皮細胞に
hTERT遺伝子を導入し、長期維持可能な細胞系を作製する。生体により近い肺上皮細胞を
培養で再現するために３Ｄ培養系を作製する。現在までに LSR を高発現する細気管支様の
３Ｄ培養が確立した。正常初代培養上皮細胞および肺腺癌細胞株（A549)を用いて、LSRお
よび claudin-2 の発現調節機構を細胞内シグナルおよび転写因子の面から解析する。また、
正常初代培養上皮細胞および肺腺癌細胞株（A549)を用いて、LSRおよび claudin-2 の発現
による癌の悪性化への影響をみる。具体的には、それぞれの siRNA を処置して発現低下に
おける癌細胞の浸潤、遊走および増殖への影響をみた。様々なHDAC阻害剤を用いて、正
常初代培養上皮細胞および肺腺癌細胞株（A549)に処置して、LSRおよび claudin-2 の発現
および局在変化を検討する。さらに p38 MAPK, AMPK などの細胞内シグナル伝達の変化
も同時に観察する。 
原発性肺腺癌組織より初代培養肺腺癌細胞を分離培養し、正常初代培養細胞と比較検討
する。癌は代謝疾患の一つであることにより、癌細胞の代謝への影響を調べる。具体的には
細胞外フラックスアナライザー（XFe Series)を用いて、正常および癌細胞におけるグルコー
ス代謝、ミトコンドリア呼吸代謝の変化をHMGB1およびHDAC阻害剤処置後に解析する 



肺腺癌細胞株を SCID マウスに移植する xenographt モデルを用いて HDAC 阻害剤を処置
して in vitro と同様の解析を行う。 
 
４．研究成果 
肺腺癌細胞株 A549 に LSR の siRNA を処置して LSR の発現を低下した結果、claudin-2
の発現誘導がみられた。LSR のノックダウンによる claudin-2 の発現誘導は real time PCR
において、RNAレベルで発現が増加していることを確認した。また、LSRの発現低下に伴
い、Migration assay において細胞遊走能の低下を認めた。claudin-2 を発現低下させると cell 
cycle アッセイで G1 期の増加、S およびG2/M期の低下で示される細胞増殖の抑制がみら
れた。以前に報告されていた通り、claudin-2 の発現低下は肺癌において悪性化に寄与する
ことが確認された。 
典型的なHDAC阻害剤である tricostatinA (TSA)を A549 細胞に処置した結果、用量依存
的に claudin-2 の発現低下がみられたが、LSR の発現に変化は認められなかった。そして
HDAC阻害剤処置細胞において cell cycle アッセイでG1期の増加、SおよびG2/M期の低
下で示される細胞増殖の抑制がみられた。 
我々は手術材料より正常組織から上皮細胞を分離し初代培養を行い、さらに hTERT遺伝
子を導入して常時使用可能な細胞系を確立した。この分離正常ヒト上皮細胞に TSA を処置
した結果、LSR の明らかな発現低下がみられたが免疫染色において細胞間接着分子の二細
胞間接着への局在変化を認めた。 
 タイトジャンクション（TJ）タンパク質シングリン（CGN）と転写因子フォークヘッド
ボックスタンパク質O1 （FOXO1）とヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤について
A549 細胞ついて解析した。A549 細胞では、CGNのノックダウンにより、ミトゲン活性化
プロテインキナーゼ/アデノシン一リン酸活性化プロテインキナーゼ（MAPK/AMPK）経路
を介して二細胞 TJ タンパク質クローディン-2（CLDN-2）が増加し、細胞遊走が誘導され
たのに対し、FOXO1のノックダウンによりクローディン-4 （CLDN-4）が増加し、CGNが
減少し、細胞増殖が誘導された。CGNおよび FOXO1 のノックダウンにより、A549 細胞に
おける細胞代謝が誘導された。TSAおよびキシノスタットは、A549 においてCGNおよび
三細胞TJタンパク質アンギュリン-1/脂肪分解刺激リポタンパク質受容体（LSR）を増加さ
せた。正常な HLE 細胞では、CGN と FOXO1 のノックダウンにより CLDN-4 が増加
し、HDAC 阻害剤により CGN と CLDN-4 が増加した。結論として、FOXO1 を介した 
CGN のノックダウンは NSCLC の悪性度に寄与した。TSA と Quisinostat の両方の 
HDAC 阻害剤は、CGN と FOXO1 の発現の変化を介して肺腺癌の治療に使用できる可能
性がある。 
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