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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は極めて難治性であり現在有効な抗がん剤、分子標的剤はない。中皮腫に対する
新規治療法の開発を目指し本研究を推進した。中皮腫で高頻度に不活性化しているがん抑制遺伝子p16INK4aに着目し、
その機能を回復させる細胞膜透過性機能ペプチドを用いて検討を行った。その結果、中皮腫細胞特異的に細胞傷害性が
誘導され、バイオツールを用いた新規治療法の有効性が確認された。さらに、中皮腫細胞で恒常的に活性化しているYA
Pがん遺伝子産物について解析した。YAPと結合する転写因子TEADファミリー分子の詳細が明らかになり、YAPを標的と
する特異的な分子標的治療法の具体的戦略についての知見が集積した。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma (MM) is a very aggressive tumor and, currently, there are n
o effective chemotherapeutic drugs or molecular-target reagents against this fatal disease. In this projec
t, we performed experiments to develop a new therapeutic modality against MM.  Since MM shows frequent ina
ctivation of p16INK4a tumor suppressor gene, we employed a functional peptide which is permeable through t
he cell membrane and restores p16 function. We found that this peptide induced apoptosis of MM cells very 
effectively and specifically, which seemed promising to be a new therapeutic tool. Furthermore, we also an
alyzed YAP oncogene product, which is constitutively activated and leads to more malignant phenotypes of M
M cells. We clarified which members of TEAD family transcription factors, YAP binding partners, were impor
tant in deregulated MM cell proliferation. These findings were very indicative to develop a new strategy t
o regulate YAP protein as a therapeutic modality of MM.   
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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から30-40年
の潜伏期を経て発症する極めて難治性の腫
瘍である。本邦においてはアスベストの規制
が遅れたため、今後、中皮腫の患者数の増加
が見込まれ、本邦では 2020-2025 年ごろをピ
ークに現在の 4－5 倍の死亡者数が予想され
ている。 
悪性中皮腫では上皮成長因子受容体

(EGFR) や MET を代表とするがん遺伝子の活
性型変異や遺伝子増幅は稀であり、チロシン
キナーゼ阻害剤をはじめとする新規分子標
的薬の効果も極めて限定的である。現在、悪
性中皮腫に有効な化学療法剤はシスプラチ
ンとペメトレキセドのコンビネーションセ
ラピーであるが、その治療効果は極めて限ら
れている。 
申請者らは、悪性中皮腫において NF2 腫瘍

抑制遺伝子が高頻度に変異し、その下流の
Hippoシグナル伝達系が約80％の中皮腫症例
で不活性化していることを明らかにしてき
た。特に、Hippo シグナル伝達系のコアコン
ポーネントであるLATS2遺伝子の不活性化異
常を同定し、この NF2-Hippo シグナル伝達系
の不活性化は転写コアクチベーターである
YAP がん遺伝子産物の恒常的活性化を引き起
こし、様々な遺伝子の転写亢進に繋がること
を明らかにしてきた。それらにはサイクリン
D1 などの細胞周期を促進する遺伝子群や結
合組織成長遺伝子（CTGF）などが含まれてい
た。 
NF2-Hippo シグナル伝達系を標的とする分

子標的治療法の開発のためには、YAP をター
ゲットとすることが重要であると考えられ、
YAPがいかに転写因子TEADとともに悪性中皮
腫細胞における遺伝子発現亢進を引き起こ
しているかは、明らかではなかった。また、
研究分担者が開発に携わっている細胞膜透
過性のある抗腫瘍ペプチドに関しては中皮
腫細胞に対する有効性はほとんど明らかで
はなかった。 
 
２． 研究の目的 
 悪性中皮腫細胞において最も高頻度に不
活性化している CDKN2A 遺伝子に着目し、細
胞膜透過性機能ペプチドを導入することに
より中皮腫細胞株に対する腫瘍抑制性効果
を明らかにし、細胞膜透過性機能ペプチドが
悪性中皮腫の新規治療バイオツールとして
有用性があるかどうかについて明らかにす
ることを目的とする。 
 YAP が転写コアクチベーターとして結合す
る転写因子 TEAD には TEAD1、2、3、および４
と４種類のホモローグがあり、中皮腫におい
てどの TEAD が重要であるか明らかになって
いない。中皮腫細胞における TEAD の役割を
明らかにし、YAP-TEAD 結合を阻害する治療戦
略の基盤的知見とする。 
 

３． 研究の方法 
(1) 悪性中皮腫細胞株 

悪性中皮腫細胞株は、in vitro の各
種 ア ッ セ イ に は NCI-H2052 株 、
NCI-H2373 株、および当センターで樹立
したY-MESO-12株およびY-MESO-30株の
4株を使用した。コントロールとして不
死化正常中皮細胞株 MeT-5A を使用した。
各種の遺伝子発現レベルの検討のため
に、他に、中皮腫細胞株 20 株から抽出
した RNA を合わせ、合計 24 細胞株の発
現を検討した。 
 

(2) 機能ペプチド投与 
蛍光標識タンパク（FITC）および p16

の機能を回復させるために必要な最小
の配列（p16 MIS）に D-鏡像異性体アル
ギニンを 9 つ付加したペプチド（r9、
r9-p16 MIS）の 2種類のペプチドを用い
た。細胞への取り込ませるため、ペプチ
ドを 50μL のリン酸緩衝液に混入し室
温で 45 分放置した。その溶解液をペプ
チドの目的の最終濃度（r9：2μM、r9-p16 
MIS：10μM、20μM）となるようにして
500μLのRPMI1640 培地（10% FBS入り）
に混ぜ、培養に用いた。 
細胞は48 穴プラスチックプレートに

1 穴あたり 3×104 個ずつ細胞を撒き、
37℃ 5%CO2の条件下で 24 時間培養後に
ペプチドを投与した。ペプチドの投与後、
48 時間後に細胞を観察した。 
 

(3) 免疫沈降法 
 培養した細胞に細胞溶解緩衝液 
(Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, NP-40 
0.5%, EDTA 1 mM, Na3VO4 1 mM, protease 
inhibitor x1) を投与してライセート
を回収し、15,000 rpm、4℃で 15 分間遠
心した後、上清に一次抗体（抗 YAP 抗体）
を混和した。4℃で 12 時間転倒混和を行
った後 Protein G-Sepharose をサンプ
ルの 5%相当量加えてさらに 2 時間転倒
混和。その後、3,000 rpm、4℃で 1分間
遠心し、上清は TCA 沈降した後に
SDS-PAGE 緩衝液で調整、沈殿物は細胞
溶解緩衝液で4回洗浄後にSDS-PAGE 緩
衝液で調整した。それぞれのサンプルは
ウェスタンブロット法で解析し、得られ
た蛋白の量を相対的に評価した。 
一 次 抗 体 に は anti-YAP 抗 体 

(ab52771 abcam) 、 anti-TEAD1 抗 体 
(#8526 CST)、anti-TEAD2 抗体 (#8870 
CST)、anti-TEAD3 抗体 (ab75192 abcam)、
anti-TEAD4 抗体 (ab155244 abcam)、ま
た、コントロールとして anti-βactin 
抗体 (A5441 Sigma-Aldrich) を使用し
た。 

 
(4) 細胞増殖アッセイ 

中皮腫細胞株３株と MeT-5A をそれぞ
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