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1. 研究の背景・目的 

中皮腫は難治性の希少がんで、奏効率の高い治療薬がないこと、治療薬の選択肢が少な

いことが問題である。中皮腫の約 4 割は、腫瘍抑制性のシグナル経路である Hippo 経路の

構成因子 NF2, LATS2 キナーゼの不活化変異を有し、Hippo 経路が破綻していることが特

徴的である。しかし、これを原因とする様々な細胞内シグナル伝達異常のうち、治療標的

候補は転写因子 TEAD のみで、TEAD 阻害剤もその適応には至っておらず、新たな観点

からの治療薬創出が求められている。 

Hippo 経路の破綻はグルコース (Glc) の

細胞内取り込みを促進し、細胞内代謝を改

変する。最近申請者らは、Hippo 経路の破綻

した中皮腫細胞株および、患者腫瘍組織に

おいて、Glc から生合成される単糖 GlcNAc 

が標的タンパク質に付加される翻訳後修飾 

O-GlcNAc 修飾が顕著に亢進していること

を見出した。さらに、その主たる標的タン

パク質として複数の核膜孔複合体構成因子

（ヌクレオポリン）を同定した。核膜孔複

合体は、核－細胞質間の物質輸送のゲート

キーパーとして機能する。近年、ヌクレオポリンの O-GlcNAc 修飾は、核膜孔の網目構造

を緩め、物質輸送の亢進に寄与することが報告されたことから（文献 1）、申請者らは、Hippo 

経路が破綻した中皮腫では、過剰な O-GlcNAc 修飾によって核－細胞質間の物質輸送が亢
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進していると予測している（図 1）。本研究では、がん細胞における核－細胞質間の物質送

動態の統合的な理解を目指し、中皮腫におけるヌクレオポリンの過剰な O-GlcNAc 修飾と

核輸送動態との関連、腫瘍進展との関連について解明することを目的とし、Hippo 経路の

破綻した中皮腫に対する新規治療薬開発の足掛かりとすることとした。 

 

2. 研究の対象ならびに方法 

1) O-GlcNAc 修飾と核輸送速度についての解析 

核輸送動態を解析するため、輸送

動態を可視化し、輸送速度を定量

化する実験系の構築を行った。ま

ず、核外輸送動態の可視化のため

に、Optogenetics（光遺伝学）を利

用した蛍光プローブを用いた。こ

のプローブは、核内輸送シグナル (NLS) を付加した蛍光タンパク質 mCherry と、核外輸

送シグナル (NES) を付加した光受容体タンパク質フォトトロピンの LOV2-J ドメイン

からなる（図 2）。光刺激前、プローブは NLS が優位で核内に局在するが、光刺激によっ

て立体構造が変化することで NES が優位となり、速やかに細胞質へと輸送される。光刺

激前後の核内のプローブ蛍光輝度を経時的に測定し、その減衰曲線から近似式を算出し、

核外輸送の速度定数を求めることが可能である。このプローブを中皮腫細胞に安定発現し、

O-GlcNAc 修飾の有無で輸送速度に変化がみられるか解析した。 

 

2) 核輸送異常をきたした中皮腫細胞に対する核輸送阻害剤の抗腫瘍効果の検討 

核外輸送を担う代表的な核輸送受容体はXPO1/CRM1 である。また、核内輸送を担う代表

的な受容体は、Importin / である。これらの阻害剤の細胞増殖能への影響について、生細

胞モニタリング装置 IncucyteS3 または CM30を利用して解析した。 

 

3. 研究結果 

1) O-GlcNAc 修飾と核輸送速度についての解析 

O-GlcNAc 修飾が亢進している中皮腫細胞 Y-MESO-27 に、図 2 のプローブを安定発現さ

せた細胞を準備した。この細胞に、DMSO を添加したコントロール細胞と、O-GlcNAc 修
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飾阻害剤 OSMI-4 を添加した細胞を準備し、核輸送動態を解析した。その結果、コントロ

ール細胞では、光刺激後、核外輸送が速やかにおこるのに対し、OSMI-4 添加細胞は核外

輸送が遅くなる様子が可視化され（図 3, A）、定量的な解析によっても同様のことが示され

た (図 3, B)。さらに、OSMI-4 の添加によって細胞増殖も優位に抑制されることが明らか

となった。これらの結果から、O-GlcNAc 修飾の亢進によって核外輸送が活発になること、

また、核外輸送が抑制されると、細胞増殖が抑制される可能性が示唆された。 

 

2) 核輸送異常をきたした中皮腫細胞に対する核輸送阻害剤の抗腫瘍効果の検討 

核輸送が活発となっ

た中皮腫細胞は、核

輸送阻害に対して脆

弱である可能性が高

い。そこで、核輸送阻

害剤の細胞増殖抑制

効果を検討した。核

外 輸 送 受 容 体 

XPO1/CRM1 の阻害

剤である  KPT-330 

の細胞増殖能への影

響を検討した結果、

O-GlcNAc 修飾レベ

ルの高い中皮腫細胞
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に対して高い感受性を示すのに対し（図 4, A）、O-GlcNAc 修飾レベルの低い中皮腫細胞に

対しては細胞増殖抑制効果が得られなかった（図 4, B）。一方で、核内輸送受容体 Importin 

 の阻害剤である Importazole は、O-GlcNAc 修飾レベルに関わらず、有意な細胞増殖抑制

効果が得られた（図 5）。 

 

4. 考察 

ヌクレオポリンは代表的な O-GlcNAc 修飾タンパクである。近年、ヌクレオポリンの O-

GlcNAc 修飾が核輸送（核外輸送・核内輸送）の亢進に寄与することが報告された（文献

1）。中皮腫細胞において確立した核外輸送動態解析システムにより、この修飾が核外輸送

を促進することを明らかにした。さらに、KPT-330 による核外輸送の阻害により細胞増殖

抑制効果が得られることを明らかにした。これらのことは、O-GlcNAc 修飾が亢進した中

皮腫に対して、KPT-330 の治療が有効であることを示している。実際に、KPT-330 は、難

治性の B 細胞リンパ腫や多発性骨髄腫の治療薬として臨床応用されており（文献 2）、中

皮腫においても治療薬として効果を発揮する可能性が高い。 

中皮腫において、核外輸送が O-GlcNAc 修飾による制御を受けることを明らかにした一

方で、核内輸送については現段階では明らかにできていない。しかし、申請者らは、核内

輸送は O-GlcNAc 修飾による制御を受けないと考えている。なぜなら、核内輸送阻害剤 

Importazole が、KPT-330 とは異なり、O-GlcNAc 修飾レベルに関わらず細胞増殖抑制能を

発揮したためである。中皮腫細胞において O-GlcNAc 修飾が過剰となるヌクレオポリン

（NUP214）が、核内輸送よりも核外輸送への寄与が大きいタンパク質であったことが原因

かもしれない（文献 3）。 

以上のように、中皮腫細胞では、O-GlcNAc 修飾の亢進による核外輸送の活性化および、

O-GlcNAc 修飾の制御によらない核内輸送の活性化が生じていると考えられる。今後はこ

れらの異常を足掛かりとし、治療標的分子の同定を行っていく。 
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