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研究成果の概要（和文）： 
低分子～中程度分子量のヒアルロン酸に上皮間葉転換の誘導活性が示唆され、悪性中皮腫

細胞と共培養するとの薬剤抵抗性が増強された。また、CD44 の中和は薬剤感受性を改善

した。EMT マーカーを発現する悪性中皮腫スフェロイド中から薬剤抵抗性を示す癌幹細

胞様亜集団を見いだすことができ、それらはヒアルロン酸合成遺伝子発現が亢進しており、

ヒアルロン酸合成阻害剤存在下では癌幹細胞様亜集団の消失が認められた。これらからヒ

アルロン酸による上皮間葉転換と癌幹細胞形質の制御を通じて薬剤抵抗性との関連が示唆

される。  
 
研究成果の概要（英文）： 
Low ~ intermediate molecular weight hyaluronan (HA) triggered 
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and enhanced chemoresistance in malignant 
mesothelioma cells.  Additionally, chemosensitivy of mesothelioma cells were resulted in a slight 

improvement by blocking of HA-CD44 signaling.  Subpopulation equipped with cancer stem cells 

(CSCs) -associated properties were founded in mesothelioma spheroids expressing EMT markers.  

CSC-like subpopulation showed up-regulation of hyaluronan synthases (HAS) and were suppressed 

in the presence of hyaluronan synthases inhibitor, 4-methylumbelliferone (4MU).  These results 

suggested that hyaluronan mediated regulation of EMT- and CSCs- properties related with 

chemoresistance on malignant mesothelioma cells.  
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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との関連が強

く示唆され、今後の患者数の大幅な増加が懸

念されている。しかし、現在のところ悪性中

皮腫は既存の治療法に対して抵抗性を示し、

予後不良である。そのため、新規治療薬の開

発と薬剤抵抗性獲得のメカニズム解明が急

務である。 

悪性中皮腫では上皮成長因子受容体（EGFR）

の恒常的な活性化が広く見られる。それにも

関らず、悪性中皮腫に対する新規 EGFR 阻害

剤の phase II clinical trial の成績は悪い。こ

の事実は、悪性中皮腫には EGFR 阻害剤に耐

性を獲得するメカニズムが存在することを

示唆する。悪性中皮腫は患者の血清や胸水中

からヒアルロン酸が大量に検出される特徴

を持つ。 

ヒアルロン酸は N-アセチルグリコサミンと

グルクロン酸の単純な繰り返し構造によっ

て構成される細胞外マトリクス構成成分で

ある。ヒアルロン酸は分子量に依存した活性

を示す。特に低分子ヒアルロン酸は癌細胞の

増殖や浸潤・転移、および上皮間葉転換に関

与することが示唆されている。悪性中皮腫は

組織学的に上皮型、肉腫型、混合型の 3 種類

に分類される。肉腫型および混合型は上皮型

と比較して予後が悪い。これらは上皮間葉転

換が薬剤抵抗性獲得に関与していることを

示唆する。 

近年、薬剤抵抗性を示す細胞の本体として癌

幹細胞が注目されている。癌幹細胞は強い造

腫瘍性を備える少数の亜集団であり、ヒアル

ロン酸受容体であるCD44は癌幹細胞のマー

カーとして広く用いられている。さらに、上

皮間葉転換が誘導された細胞中から幹細胞

性を備える細胞亜集団を見出すことができ、

上皮間葉転換との関連が報告されている。 

以上の背景から悪性中皮腫薬剤抵抗性にお

けるヒアルロン酸と上皮間葉転換の意義に

ついて検討を試みた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、悪性中皮腫におけるヒアルロン

酸誘発上皮間葉転換の薬剤抵抗性獲得への

意義を明らかにし、薬剤抵抗性獲得に関与す

るヒアルロン酸シグナルの遮断を標的とし

た創薬基盤の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 

（1）悪性中皮腫細胞株を各種分子量（オリ

ゴマー、低分子量、中程度分子量、高分子量）

のヒアルロン酸存在下にて培養を行い、E-カ

ドヘリン、N-カドヘリン、beta-カテニンに

ついて免疫染色を行い、上皮間葉転換の誘導

について評価した。 

 

（2）ヒアルロン酸、ヒアルロン酸合成阻害

剤または抗 CD44 中和抗体の存在下における

ゲフィチニブなど増殖阻害材の悪性中皮腫

細胞に対する増殖阻害活性をホルマザン法

にて解析した。 

 

（3）超低接着表面プレートを用いて、無血

清培地中にて 3〜5日間スフェア培養を行っ

た。悪性中皮腫スフェロイドの遺伝子発現量

を RT-PCR または定量 PCR にて解析した。ま

た、癌幹細胞の細胞表面マーカーおよび機能

的マーカーをフローサイトメトリ−解析した。 

 

４．研究成果 

（1）悪性中皮腫細胞をヒアルロン酸存在下

にて培養を行ったところ、E-Cadherin の発現

が消失し、N-Cadherinの発現と beta-Catenin

の核への集積が見られたことからヒアルロ



ン酸による上皮間葉転換の誘導が示された。

そこで鎖長の異なるヒアルロン酸分子種を

用いて検討を行ったところ、低分子～中程度

分子量のヒアルロン酸に上皮間葉転換の誘

導活性が示唆された。 

そこでヒアルロン酸共存かにおける悪性中

皮腫の細胞増殖阻害作用に対する感受性を

ホルマザン法にて検討した。その結果、上皮

間葉転換の誘導活性が示唆されたヒアルロ

ン酸分子種の共存下では、EGFR 阻害剤である

ゲフィチニブの細胞増殖阻害作用に対する

感受性が減弱することが明らかと成った。 

 

 

(2)ヒアルロン酸受容体 CD44の関与について

抗 CD44 中和抗体を用いて検討を行った。ま

ず抗 CD44 中和抗体が単独で悪性中皮腫細胞

の増殖に影響を与えるのかについて、異なる

ヒアルロン酸産生系を有する悪性中皮腫細

胞株数種類を用いて検討した。その結果、い

ずれの細胞株においても抗 CD44 中和抗体単

独では細胞増殖を阻害しなかった。 

しかし抗 CD44 中和抗体共存下ではゲフィチ

ニブ感受性が改善させる傾向にあった。さら

にそれはヒアルロン酸マトリクス形成能が

高い細胞において顕著であった。悪性中皮腫

の薬剤抵抗性獲得において、ヒアルロン酸／

CD44 が積極的に関与していることが示唆さ

れた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3)EMT が誘導された細胞中から強い造腫瘍

性と薬剤抵抗性を示す癌幹細様集団を見出

すことができる。そこで無血清培地にて足場

非依存的なスフェア培養を行うことで癌幹

細胞様の性質を有する細胞を濃縮し、その性

質を検討した。 

悪性中皮腫スフェロイドは接着培養した時

と比較して snail や twist, vimentin などの

EMT マーカーを発現し間葉系性質を示すと同

時に、ヒアルロン酸合成遺伝子の発現も上昇

していた。さらに、悪性中皮腫スフェロイド

は幹細胞性に関与する転写因子を発現し、薬

剤抵抗性を示す傾向にあった。とくに、スフ

ェア培養によって CD44 陽性 ALDH 陽性亜集団

が濃縮されることを見いだした。そこでこれ

らとヒアルロン酸との関係を検討する目的

で、ヒアルロン酸合成阻害剤存在下において

スフェア培養したところ、悪性中皮腫スフェ

ロイド中の CD44 陽性 ALDH 陽性亜集団の消失

が認められた。これらからヒアルロン酸によ

る強い造腫瘍性と薬剤抵抗性を示す癌幹細

胞様亜集団の制御が示唆される。現在詳細を

検討中である。 
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