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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は、アスベストに関連し発症する予後不良の疾患である。中皮腫では胸水中にヒ
アルロン酸が過剰に分泌されているため、我々は樹立した中皮腫細胞株を用いて、ヒアルロン酸の受容体であり癌幹細
胞の表面マーカーでもあるCD44の発現およびバリアント解析を行った。またヒアルロン酸分泌の原因遺伝子の探索、CD
44の下流シグナル経路の解明に向けた統合解析を行った。その結果、一部の中皮腫細胞株でヒアルロン酸の過剰分泌と
、その原因遺伝子としてHAS2の高発現を確認した。さらにHAS2高発現の中皮腫細胞株では、CD44バリアントv2ｰv7の発
現が上昇していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Malignant mesothelioma is one of poor prognostic disease, which is associated 
with asbestos exposure. In pleural effusion of malignant mesothelioma patients, much amount of hyaluronic 
acid are released and used for a diagnostic marker. Using malignant mesothelioma cell lines, we analyzed 
CD44 expression level and variant isoforms status, which is known to hyaluronic acid receptor and surface 
marker of cancer stem cell. Furthermore, we also investigated causative genes of secreting hyaluronic 
acid and conducted integrative analysis to detect CD44 target signal in malignant mesothelioma. As the 
result, some mesothelioma cell lines secreted much amount of hyaluronic acid and showed high expression 
level of HAS2 as one of the responsibility gene. Moreover, mesothelioma cell lines harboring HAS2 high 
expression showed high expression level of CD44 variant isoform v2-v7.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫はアスベスト曝露に関連し
た予後不良の疾患であり、今後も患者数の増
加が予測されている。現在は化学療法、外科
的治療に放射線療法を加えた集学的治療が
行われているが、生存期間中央値は約１年と
いまだにその予後は極めて厳しい状況であ
る。 
近年、CD44 は癌幹細胞表面マーカーとして
注目を集め、cDNA の 19exon 中 10exon が
選択的スプライシングをうけ、現在までに 16
種類のアイソフォーム（CD44R）が発見され
ている。癌細胞においては、乳癌・大腸癌で
CD44R（v5-v10）の発現が正常組織に比べ増
加していることが報告され、細胞外マトリッ
クスに対する接着に関わることから癌細胞
の転移との関連が示唆されている。また、
CD44v6の発現した乳癌症例の予後が悪いこ
とも報告されている。 
一方、悪性胸膜中皮腫の組織・胸水中にはヒ
アルロン酸を含めた細胞外マトリックス蛋
白が豊富に存在し、CD44 のリガンドである
ことが以前から報告されていた。我々は以前
より悪性中皮腫の細胞学的特性を明らかに
するために、患者検体より中皮腫の細胞株の
樹立を行っている。これらの細胞株を用いて
発現プロファイリングを行い、正常中皮細胞
株と比較して多数の中皮腫細胞株において
CD44の発現量の増加ならびにCD44v6の発
現を確認していた。 
 
２．研究の目的 
中皮腫細胞株におけるヒアルロン酸と CD44
の発現の相関・アイソフォームの関係を解析
し、それらの増殖能・浸潤能・転移能の違い
を明らかにすることで細胞学的特徴を解明
する。 
また悪性胸膜中皮腫に特徴的なシグナル伝
達経路の機能不全に Hippo pathway の不活
性化が挙げられ、CD44 の発現量・アイソフ
ォームの違いと Hippo pathway cascade の
関連を下流の転写の coactivatorである YAP
を標的に関連の検証を行う。 
さらにこれらの検討を主軸に、悪性中皮腫に
おける新規の治療標的を探索同定する。 
 
３．研究の方法 
日本人由来の中皮腫細胞株を含む約 20 株を
用いて CD44 の発現を Western blot 法や
FACS (fluorescence activated cell sorting) 
法を用いて検討を行った。その結果、ほとん
どの中皮腫細胞株でCD44が高発現している
ことを確認した。バリアントアイソフォーム
に関しては、リアルタイム PCR を主体に解
析を進め、細胞株によって異なったバリアン
トアイソフォームを確認した。 
ヒアルロン酸の分泌に関しては、樹立した中
皮腫細胞株の培養液を用いて, ELISA法でそ
の分泌量を測定し、さらにヒアルロン酸分泌
の主因となる遺伝子の発現解析のため

expression array, リアルタイム PCRを施行
し検討した。またそれらの結果と、 CD44
の発現レベル・バリアントアイソフォームに
加えて、CD44 の下流のシグナル伝達として
想定していた Hippo pathway の標的因子
YAP のリン酸化レベルとの統合解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
我々が樹立し日本人由来のものを多く含む
中皮腫細胞株を用いて、CD44 の発現レベルの
解析を行った。Western blot 法では、ほとん
どの細胞株でCD44の高発現を認めた（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD44 がヒアルロン酸の受容体としても機能
することに着眼し、中皮腫細胞株のヒアルロ
ン酸分泌について、細胞培養液を用いて
ELISA 法で解析を行った（図 2）。その結果、
不死化した正常中皮の細胞株 MeT-5A と比較
して、4 つの細胞株でヒアルロン酸の分泌量
の増加が確認された。実臨床において悪性中
皮腫で胸水中にヒアルロン酸が多量に認め
られる要因として、中皮腫細胞そのもののヒ
アルロン酸過剰分泌が一因であると想定さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
またヒアルロン酸分泌上昇の原因遺伝子検
索のため、Expression array・リアルタイム
PCR を用いて検討を行った。その結果、HAS2
の mRNA レベルの発現とヒアルロン酸分泌に
有意な相関を認め（図 3）、中皮腫細胞株にお
いてヒアルロン酸分泌上昇の主因が HAS2 の
発現上昇に起因することを確認した。 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、ヒアルロン酸分泌量と受容体である
CD44 の発現・バリアントアイソフォームの関
係について追及するため、リアルタイム PCR
で CD44 バリアント v2-v10 までの検討を行っ
た。結果、特にヒアルロン酸の自己分泌量が
多かった H2052、Y-MESO⁻8Dで CD44 バリアン
トアイソフォーム（v2⁻v7）の発現上昇を認
めた（図 4）。しかし、MeT-5A と比較して、
ヒアルロン酸の分泌が少ないまたは全くな
かった中皮腫細胞株では CD44 の特定のバリ
アントアイソフォームの発現上昇は確認で
きなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果をもとに、CD44 の下流のシグナル
経路として報告されており、さらに悪性中皮
腫でその調節不全が指摘されている Hippo 
pathway・転写の co‐activator YAP とのリ
ン酸化レベルについて統合解析を行ったが、
ヒアルロン酸の分泌量・HAS2 の発現レベルの
上昇・CD44 の発現レベルの上昇との明らかな
相関は認められなかった。 
また新規の治療標的因子の検討のため、
HAS2・CD44 の発現上昇が認められた H2052・
Y-MESO⁻8D について、それらの Knockdown に
よる細胞増殖抑制効果についても検討を行
ったが、有意な差は確認できなかった。 
 
我々は悪性中皮腫において、ヒアルロン酸の
分泌過剰の一因として HAS2 の発現が上昇し
ており、さらにその受容体である CD44 の発
現も上昇していることを明らかにした。

HAS2・CD44 の Knockdown では有意な差を認め
なかったことから、治療標的としては課題の
残る結果であったが、FACS 法によりこれらの
細胞株のCD44の発現は非常にHeterogeneity
が強いことも確認している。そのためフロー
サイトメトリーを用い CD44 の発現の高い細
胞をソーティングすることで、治療標的とし
ての効果判定を追加検討するほか、下流のシ
グナル経路についても expression array・
LC/MS を用いて、mRNA・プロテインレベルで
の統合解析をする必要があると考えられる。 
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