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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫におけるATBF1の役割を探索する目的で、ヒト悪性中皮腫細胞株
(NCI-H2452、MSTO-211H、NCI-H28)と良性中皮細胞株(Met-5A)の培養を行った。Met-5A株からATBF1ノックアウト
株を作製した。それらのMet-5A亜株とMSTO-211H、NCI-H28株にLuc遺伝子の導入を行い、ヌードマウスの腹腔内
に移植した。発光量の変化を観察したところ、MSTO-211Hでは順調に腹腔内に腫瘍の増殖が確認できたが、
Met-5A、NCI-H28株では2週間程度で腫瘍の増殖が確認できなかった。現在のところ、ATBF1のノックアウトのみ
では、腫瘍化されない可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We cultured human malignant mesothelioma cell lines (NCI-H 2452, MSTO-211 H,
 NCI-H 28) and benign mesothelial cell line (Met-5 A) to explore the role of ATBF 1 in malignant 
mesothelioma. ATBF1 knockout strain was prepared from Met-5A strain using a CRISPR method. Luc gene 
was inserted into these Met-5A sub-strains and MSTO-211 H, NCI-H 28 strain and transplanted into the
 abdominal cavity of nude mice. By observing the change in the amount of luminescence, tumor growth 
was successfully confirmed intraabdominal cavity in MSTO-211H, whereas tumor growth could not be 
confirmed in Met-5A, NCI-H28 strain after about 2 weeks. Currently, knockout of ATBF1 alone may not 
cause tumorigenesis.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 

悪性中皮腫(以下中皮腫)は、漿膜発生の

悪性腫瘍で、その予後は平均 1-2 年と非常に

悪性度の高い腫瘍である。現在有効な治療

法は確立されておらず、腫瘍の発生機序や主

たる増殖因子に関してはほとんど解明されて

いない。我が国では今後少なくとも 30 年間は

患者が増加するといわれており、その死亡数

は10万人を超えると予想されている。さらに阪

神・淡路大震災や東日本大震災によるアスベ

スト飛散の影響もあり、その発生は今後さらに

増加する可能性がある。   

AT motif binding factor-1(以下 ATBF1)は

最大級の DNA 結合蛋白で、当初はα

-fetoprotein の転写調節蛋白として発見され

たが(Morinaga, Miura, Mol Cell Biol 1991)、  

その後、神経の発達に深く関与することや、ま

た胃癌、乳癌、前立腺癌などでは癌抑制遺伝

子としての働きがあり、感度の高い予後因子

であることが判明した。     

我々は現在まで、中皮腫 34 例と反応性中

皮 37 例の外科材料を用いて、ATBF1 抗体の

免疫組織化学を行い、反応性中皮では有意

に細胞質よりも核に発現が見られ、中皮腫で

は有意に細胞質に発現がみられることを見出

した。また中皮腫では細胞質に強く発現がみ

られるものほど、組織型に関係なく予後不良

であることを学会報告した。同様の傾向は頭

頚部の扁平上皮癌や皮膚癌でも最近報告が

ある。おそらく核に存在することで ATBF1 は

癌抑制遺伝子としての機能を保つものと思わ

れるが、癌での細胞質移行の機序やその細

胞生物学的意義に関しては未明である。最近、

我々のグループは、マウス胎仔脳では質量分

析で ATBF1 の多くの部分にリン酸化を伴って

おり、酵素抗体法では核に強く発現するのに

対して、成体脳ではリン酸化が消失し、核内

の発現が消失することを見出した。同時に、全

長を有する ATBF1 はリン酸化を伴っているが、

脱リン酸化した ATBF1 は断片化している可能

性を示した。これらの結果より、中皮腫におい

ても ATBF1 の脱リン酸化によって ATBF1 が

細胞質へ移行し、癌抑制遺伝子としての機能

の消失や、種々の蛋白との相互作用により腫

瘍細胞の悪性度を増加させている可能性が

ある。  

 

２．研究の目的 

ヒト悪性中皮腫における癌抑制遺伝子

ATBF1 の役割を、リン酸化と細胞内局在との

関連性を中心に解析する。複数の培養細胞

株とヒト悪性中皮腫例の病理組織を対象とし、

ATBF1 のリン酸化の有無と細胞内局在、

mRNA 量を、蛍光・酵素抗体法及びブロッティ

ング法、定量 PCR 法等を用い解析する。さら

に細胞増殖能や他の癌抑制遺伝子発現との

関連性、癌幹細胞因子の発現との関連性を

解析する。 

 

３．研究の方法 

(1) ATBF1ｍRNA 発現量とリン酸化、増殖能と

の関連性の解析 

 培養細胞を用い、ATBF1mRNA の発現量と

の関連性、細胞増殖能、リン酸化との関連性

を解析する。悪性、良性の中皮細胞株に対し

て、ホスファターゼを含むリン酸化に影響を与

える種々の薬剤やATBF1のsiRNAを投与し、

リン酸化 ATBF1 量の変化や細胞形態の変化、

増殖能の変化を調査する。 

(2) 悪性中皮腫における ATBF1 の細胞内局

在とリン酸化の有無との関連性の解析 

複数のヒト中皮腫細胞株と良性中皮細胞株

を用い、Phos-tag あるいはリン酸化蛋白濃縮

キットを用いたウエスタンブロットにより、リン酸

化 ATBF1 量の相違を調べ、酵素・蛍光抗体

法での細胞内局在との関連性を分析する。 

(3) ATBF1 の細胞内局在と癌抑制遺伝子、癌

幹細胞マーカー発現との関連性の解析 

 胃癌では、TGFβの刺激により ATBF1 が細

胞質から核内に移行し、p53 と協調して p21 な



どの他の癌抑制遺伝子のプロモーターを活性

化すると考えられている(Mabuchi, Miura 

2010)。中皮腫細胞株においても TGFβの刺

激による ATBF1 の細胞内局在の変化と p21、

p53 の発現との関連性や、中皮腫で欠失の多

い p16、p14 などの癌抑制遺伝子との関連性

を探る。中皮腫の組織切片でも同様に

ATBF1 の細胞内局在と各種ホスファターゼの

発現、他の癌抑制遺伝子との関係を探る。ま

た未だ明らかとなっていない中皮腫における

癌幹細胞マーカー候補をさらに調査し、これ

らと ATBF1 の発現との関連性を調べる。 

 

４．研究成果 

 当初は、ATBF1 のリン酸化の有無を中心に

解析しようと試みたが、ウエスタンブロットやリ

ン酸化の有無に関する検索に関して、明瞭な

結果がでず、悪性中皮腫における ATBF1 の

癌抑制遺伝子としての役割を直接探索する方

法に切り替えた。具体的には、ヒト悪性中皮腫

細胞株 3 種(NCI-H2452、MSTO-211H、

NCI-H28)と良性中皮細胞株 1 種(Met-5A)の

培養を継続し、ATBF1 遺伝子変化との関連

性を探索した。Met-5Aのそれぞれの亜株に、

ATBF1 の shRNA 発現レトロウイルスを加え、

ATBF1 のノックダウンモデルを作成した。また、

同様に Met-5A に CRISPR 処理を行い、

ATBF1 のノックアウトモデルを作製した。

ATBF1 遺伝子のノックアウト、ノックダウンに関

してはそれぞれ定量 PCR を用いて

ATBF1mRNA の減少を確認した。またセルブ

ロックを作製し、抗 ATBF1 抗体(D1-120)を用

いて ATBF1 量の発現が低下していることを確

認した。Met-5A を用い CRISPR による ATBF1

ノックダウン 3 株を作製することができた。これ

らの Met-5A 亜株 3 種と MSTO-211H、

NCI-H28 細胞にそれぞれ Luc 遺伝子の導入

を行い、EGFP を挿入したもの、全く遺伝子操

作を行なわない対照を含めこれらの細胞をヌ

ードマウスの腹腔内に移植した。発光イメージ

ングシステム(IVIS)を用いて経時的に発光量

の変化を観察したところ、MSTO-211H では一

か月後も順調に腹腔内に腫瘍細胞の増殖が

確認できたが、Met-5A、NCI-H28 株では 2 週

間程度で細胞量が急激に低下し、その後の

腫瘍の増殖が確認できなかった。現在のとこ

ろ、ATBF1 のノックダウンのみでは、腫瘍化が

確認できておらず、ATBF1 のノックダウンのみ

では、腫瘍化されない可能性がある。ただし、

悪性中皮腫株である NCI-H28 でも移植に成

功しておらず、まだ確定的ではない。 
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