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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫（MPM）は石綿曝露に起因する予後不良の疾患であり、今後も増加すること
が予想される。本研究ではMPMにおける早期発見及びより良い治療方法の探索のための病態の解明を目的とした。MPMに
おける診断マーカーとしてGene XとTHBS2の有用性を検討し、THBS2は早期診断のマーカーとして有用であったが、予後
との相関は認めなかった。また、MPMにおける上皮間葉移行（EMT）関連マーカーについて検討を行った結果、個々のマ
ーカーはMPMの進行に寄与しない可能性があり、γ-catenin発現陰性かつTwist発現陽性症例は予後不良の可能性がある
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a poor prognosis disease caused by 
asbestos exposure, and is expected to increase in the future. In this study, we intended the early 
detection of MPM and the elucidation of the pathology for the search of better treatment method. We 
reviewed the usefulness of Gene X and THBS2 as a diagnostic marker in MPM. THBS2 was useful marker for 
early diagnosis, but correlation with prognosis was not observed. In addition, we examined the 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) related markers in MPM. Although each marker may not contribute 
to the progression of MPM, γ-catenin expression-negative and twist expression-positive patients have 
poor prognosis.

研究分野： 呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 悪性胸膜中皮腫は石綿曝露に起因する予
後不良の疾患であり、日本社会全体の環境問
題となっている。1997 年には中皮腫による死
亡者数は 597 名であったのに対して、2007 年
では、1068 名と増加している。中皮腫発症ま
での潜伏期間は平均30-50年と非常に長いこ
と、我が国での石綿の全面使用禁止が 2004
年であったこと、現時点から 2040 年にかけ
て建築物解体の時期を迎えること、地震など
の災害時には建造物からのアスベスト飛散
が指摘されていることなどから、さらに今後
も増加することが予想される。 
 
 その上、胸膜中皮腫は早期発見することは
困難であり、有効な治療法が未だ確立されて
いない。外科的治療法は、根治を目指して胸
膜肺全摘術がなされる場合が多いが、侵襲の
大きな手術である上に、外科治療単独にて生
存期間を有意に延長できたという報告はな
い。手術、放射線療法、化学療法が悪性胸膜
中皮腫の治療の中心ではあるが、いずれの治
療も単独では有意な延命効果は得られてい
ないのが現状である。 
 
 悪性胸膜中皮腫の診断および治療を考え
る上で、分子生物学手法を用いることにより、
その分子標的を明らかにして、疾患の制御を
試みることは、治療成績の向上を目指す上で
極めて重要な課題である。 
 
 これまでに当教室では、悪性胸膜中皮腫、
肺癌、食道癌に対して、免疫学的手法を用い
て、腫瘍関連抗原の探索を続けてきた。すな
わち、腫瘍に浸潤する B細胞に着目し、この
腫瘍浸潤B細胞の産生する抗体をプローブと
して、SEREX（serological identification of 
antigens by recombinant expression 
cloning）法により癌関連遺伝子を同定して
きた。これまでに、悪性胸膜中皮腫において
Thrombospondin、Gene X、肺癌においては
ADAMTS 遺伝子、UOEH-LC-1 など、食道癌おい
ては、14-3-3ζなどの腫瘍関連遺伝子を同定
してきた（Shigematsu et al. Malignant 
mesothelioma-associated antigens 
recognized by tumor-infiltrating B cells 
and the clinical significance of the 
antibody titers.Cancer Sci. 2009 100: 
1326-34.、Mizukami et al. Antitumor effect 
of antibody against a SEREX-defined 
antigen (UOEH-LC-1) on lung cancer 
xenotransplanted into severe combined 
immunodeficiency mice.Cancer Res. 2007 
67: 8351-7.）。 
 
 こ れらの 腫 瘍関連 遺 伝子の う ち 、
Thrombospondin は血管新生に、ADAMTS ファ
ミリー遺伝子は細胞外マトリックス分解な

らびに腫瘍の浸潤に関与することが予想さ
れる。また、14-3-3ζは、アポトーシスに関
する役割を担っている。また、Gene X 遺伝子
は、機能不明の遺伝子であるが、Gene X 遺伝
子は、そのコードする蛋白に対する抗体が悪
性中皮腫の患者の血清にて高率に検出され
ることより、悪性胸膜中皮腫の診断のマーカ
ーとなることが期待される。（下図） 

 
 また、UOEH-LC-1 遺伝子も機能不明の遺伝
子であるが、細胞外領域を有する腫瘍関連抗
原であり、UOEH-LC-1 に対する抗体は、抗腫
瘍効果を有することを明らかにしてきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、悪性胸膜中皮腫における上記
腫瘍関連遺伝子の役割を解明すると共に、診
断のマーカーとなり得るかを明らかにし、こ
れらの分子の発現やシグナルを制御するこ
とによる治療の可能性を探索する。 
 
 さらに、兵庫医科大学との共同研究として、
当施設および兵庫医科大学の悪性胸膜中皮
腫の症例の血清における、Thrombospondin、
Gene X の血清抗体価を測定し、血清診断マー
カーとしての意義を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
＜現状＞ 
 
(1)悪性胸膜中皮腫細胞株の樹立 
 2006年より悪性胸膜中皮腫症例において
外科的手術を行った症例より悪性胸膜中皮
腫の組織を採取し、細胞培養液(RPMI)を加
え砕屑後、37℃、5％CO2下で培養を行い、2
株の悪性胸膜中皮腫株を得た。 
 
(2)悪性胸膜中皮腫細胞の切除組織および
患者血清のバンク 
 手術時・生検時に得られた胸膜中皮腫組
織を-80℃で凍結保存した。また、HE染色や
各種抗体による免疫組織化学染色を行うた
めの標本（ホルマリン、パラフィン固定）

 



を作製している。 
 
(3)悪性胸膜中皮腫に浸潤するＢ細胞の産
生する抗体の採取 
 悪性胸膜中皮腫に浸潤するB細胞の産生
する抗体を得るために、腫瘍組織を免疫不
全(SCID)マウスの側腹部に移植し、２週間
毎に血清を採取する。マウス血清中のヒト
型IgGをELISA法にて、IgG濃度を確認する 
 
＜研究計画＞ 
 
（1）腫瘍内浸潤Ｂ細胞が産生する抗体の認
識する腫瘍抗原の同定 
 
 腫瘍浸潤 B 細胞由来のヒト型 IgG は、癌
特異性の高いものであると考え、悪性中皮
腫に浸潤する B 細胞由来のヒト型抗体をプ
ローブとして、SEREX 法（Serological 
identification of antigens by 
recombinant expression cloning）にて、
スクリーニングを行い、悪性胸膜中皮腫関
連抗原の同定を行う。 
 
 

（2）悪性胸膜中皮腫の血清学的診断の有用
性の検討 
 

①当研究室および兵庫医科大学における
悪性胸膜中皮腫血清において、同定した抗
原に対する抗体が、胸膜中皮腫症例での血
清中に検出される頻度をELISA法で検出す
る。また、抗体価の推移と臨床経過（手術、
化学療法などの）の相関を検討し、腫瘍マ
ーカーとしての意義を検討する。 
 
②健常人や肺癌患者の血清中にも同定
された抗原に対する抗体が検出される
かを調べ、同定された抗原が悪性胸膜
中皮腫に特異的なものかを検討する。 

 
（3）同定した抗原遺伝子の発現解析 
 

①単離した腫瘍関連遺伝子の胸膜中皮腫
組織における発現を RT-PCR 法またはリア
ルタイム PCR 法で調べ、その遺伝子の発現
頻度の検討を行う。また、正常組織 (正常
肺、気管、甲状腺、筋肉、全脳、肝臓、心
臓など)での抗原遺伝子の発現の分布を解
析し、腫瘍特異性を検討する。 
 
②血清中の当該遺伝子の検出 
近年、癌細胞など疾患の原因細胞に由来す
る DNA の断片が血液中に浮遊しているこ
とが知られるようになっている。そこで、
当研究室および兵庫医科大学における悪
性胸膜中皮腫血清において、同定した抗原
遺伝子が、胸膜中皮腫症例での血清中に検
出される頻度を PCR 法で検出する。また、
抗体価の推移と臨床経過（手術、化学療法

など）の相関を検討し、当該遺伝子の腫瘍
マーカーとしての意義を検討する。 

 
（4）同定した抗原遺伝子を標的とした治療
法の探索 
 
① 同定 腫瘍関連遺伝子の機能を解析す
るために、悪性胸膜中皮腫細胞株を用いて、
それぞれの遺伝子を標的として、siRNA に
よりノックアウトさせ、胸膜中皮腫細胞株
の増殖能、浸潤能の変化を解析する。細胞
増殖は、3H-thymidine uptakeもしくはMTT 
assay で行う。浸潤能はマトリゲルアッセ
イで行う。 
 
②抗体療法の標的としての可能性の検討
として、同定した腫瘍抗原について、胸膜
中皮腫における発現頻度、正常細胞におけ
る発現分布を検討する。細胞外領域を持つ
抗原に対して、モノクローナル抗体を作製
し、抗体依存性細胞介在性障害活性（ADCC）
や補体依存性細胞障害活性（CDC）が認め
られるか否かを検討する。 

 
 
４．研究成果 
 
（1）悪性胸膜中皮腫における GeneX と THBS2
の診断マーカーとしての有用性の検討 
 
 当科にて液性免疫の手法(SEREX 法)を用い
て同定した悪性中皮腫の腫瘍関連遺伝子の
Thrombospondin2(THBS2)および Gene-X につ
いてその正当性を検討した。 
 兵庫医科大学との共同研究として、中皮腫
患者血清 97 例、胸膜炎など非中皮腫患者血
清 23 例の血清を用いて THBS-2 及び Gene-X
の診断マーカーとしての有用性について
ELISA 法を用いて検討した。 
 
 その結果、Gene-X は中皮腫と非中皮腫との
鑑別に有用とはならなかったが、THBS-2 は有
意差を持って中皮腫患者血清において高値
であった。 

 

 



 
  
THBS-2 の診断能は ROC 曲線解析の結果から
AUC-ROC=0.886 (p<0.001)、感度 86%、特異度
96%と良好な結果が得られた。これにより、
悪性胸膜中皮腫患者血清中の THBS-2 値が早
期診断のマーカーとなる可能性があること
が示された。 

 
しかし、この血清中 THBS-2 値は悪性胸膜中
皮腫の clinical stage 及び組織型とは有意
な相関は認めなかった。 
 
 
（2) 悪性胸膜中皮腫における上皮間葉転換
関連マーカーの臨床的意義における検討 
 
 MPM における EMT 関連マーカーの発現と臨
床病理学的因子および予後との関係を検討
した。 
 1998 年～2012 年までに当科で MPM の診断
が得られた 33 例を対象とし、EMT 関連マーカ
ー（E-cadherin、γ-catenin、vimentin、
fibronectin、Twist、YB-1）発現の有無は免
疫組織化学染色法を用いて評価した。 
 E-cadherin 、 γ -catenin 、 vimentin 、
fibronectin、Twist、YB-1 の陽性発現はそれ
ぞれ 25 人、14 人、21 人、1人、19 人、18 人
の患者で観察された。EMT 関連マーカーと臨
床背景に関連は認めなかった。EMT 関連マー
カーと組織型に関してはγ-catenin の発現
頻度は上皮型で高い傾向にあり、逆に肉腫型
では低い傾向にあった。肉腫型において
vimentin と Twist と YB-1 の発現頻度が高い
傾向にあり、Twist に関しては上皮型と比較
して有意差をもって発現頻度が高かった。 
 生存分析では各EMT関連マーカーの発現の
有無で有意差は認めなかったが、γ-catenin
発現陰性かつTwist発現陽性で予後不良の傾
向が認められた。特に上皮型では、γ
-catenin発現陰性かつTwist発現陽性症例で
有意差を持って予後不良であった。 
EMT 関連マーカーの発現は MPM 患者において
一般的に見られるが、個々のマーカーは MPM
の進行に寄与しない可能性があり、γ

-catenin発現陰性かつTwist発現陽性症例は
予後不良の可能性があることが示唆された。 
 
（3）悪性胸膜中皮腫に対する血清診断マー
カーの探索の前試験としての非小細胞肺癌
における血清オステオポンチンの予後因子
としての意義の検討 
 
 オステオポンチン(OPN)は細胞外マトリッ
クスにもサイトカインにも分類される糖蛋
白で、炎症、免疫調節、組織リモデリング、
癌転移などに関わるといわれ、胸膜中皮腫に
おける血清診断マーカーの意義が示唆され
ている。今回、悪性胸膜中皮腫に対する血清
診断マーカーの探索の前試験としての非小
細胞肺癌における血清オステオポンチンの
予後因子としての意義ついて検討した。 
 2004 年から 2007 年において当科で完全切
除を施行した非小細胞肺癌患者326例のうち
術前血清を評価し得た 244 例を対象とし、血
清中 OPNの濃度測定は ELISA 法を用いて測定
した。 
 244 例のうち組織型別には腺癌 172 例、扁
平上皮癌 49 例、その他 23 例であった。244
例の術前血清 OPNの平均値は 87.6ng/ml であ
り、90ng/ml を超える群を higher group とし
た。患者背景としては男性、扁平上皮癌の症
例においてそれぞれ有意に血清中OPN値は高
かった。術後 5 年生存率については血清 OPN
値 higher group は 62.5%、lower group は
81.7%と有意に予後不良であった(p＜0.001)。
病理学的胸膜浸潤、血管浸潤、リンパ管浸潤
の検討では、胸膜浸潤陽性例・血管浸潤陽性
例では有意に血清 OPN 値が高値であった
(p=0.002、p=0.039)。また、術後生存におけ
る予後因子について多変量解析を行ったが、
血清中OPN higher groupは男性例(p=0.004)、
N 因子陽性例(p＜0.001)とともに独立した予
後不良因子であった(p=0.010)。 
 以上より、非小細胞肺癌切除症例において
術前血清中OPN高値例は予後不良であり、OPN
高値例は胸膜浸潤、血管浸潤が高度であった。 
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