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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の腫瘍である。その原因遺伝子の変異は主にがん抑制遺伝
子でありNF2やBAP1遺伝子の異常が高頻度である。NF2の不活性化はTAZと呼ばれる遺伝子転写に係る分子を活性
化し、インターロイキン1Bの発現を亢進させる。インターロイキン1Bを抑えることにより、悪性中皮腫の増殖を
阻害すること明らかにした。さらに、BAP1遺伝子異常がある場合、別の遺伝子を不活性化させると細胞死を引き
起こすことを見出した。これらの発見は悪性中皮腫に対する新たな治療戦略に応用される可能性が強く示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma (MM) is a very aggressive tumor.  The underlying key 
genetic mutations in MM cells mainly occur in several distinct tumor suppressor genes, which include
 the NF2 and BAP1 genes. In this project, we found that the inactivation of NF2 activates TAZ 
transcriptional coactivator, which results in expression of interleukin 1B. We also demonstrated 
that the suppression of IL1B inhibits MM cell proliferation. Meanwhile, we found that synthetic 
lethal phenotype is inducible in BAP1-mutated MM cells by targeting the other specific genes.  These
 findings strongly suggested that different molecular approaches may be applied to develop new 
therapeutic modalities against MM. 

研究分野：分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性中皮腫はがん遺伝子のドライバー変異が極めて稀であり、キナーゼ阻害剤などの分子標的剤はほとんど奏功
しない。がん抑制遺伝子の変異が主体である悪性中皮腫に対しては、全く別の治療戦略の構築が必要と考えられ
る。今回、NF2-ヒッポシグナル伝達系が不活性化することにより活性化されるシグナル伝達系（インターロイキ
ン1B）を標的とするアプローチ、さらにBAP1遺伝子変異に対して合成致死の表現型を誘導する遺伝子を標的する
アプローチを見出すことができ、両者とも極めて有望な治療戦略であることが明らかとなった。



 

 

１．研究開始当初の背景 

(1) 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、

死亡者数は 2020-2025 年ごろにピークを迎えることが予想されている。 

(2) 悪性中皮腫の原因遺伝子の変異は主にがん抑制遺伝子である。研究代表者は、神経線維腫症

2 型遺伝子（NF2）の異常が悪性中皮腫において高頻度に認められることを世界に先駆けて明ら

かにした。さらに研究代表者らは NF2-Hippo シグナル伝達系に係わる LATS2 遺伝子が悪性中皮

腫の新規がん抑制遺伝子であることを明らかにした。 

(3) 最近、染色体 3pに局在する BAP1 遺伝子が悪性中皮腫の約 25％において不活性化し、中皮腫

におけるがん抑制遺伝子であることが報告された。脱ユビキチン化酵素である BAP1 はヒストン

修飾に関わり遺伝子発現調節や DNA 修復に関与していることが示唆されている。 

(4) 現在まで中皮腫において明らかとなった頻度の高い遺伝子変異はすべてがん抑制遺伝子であ

り、活性型のがん遺伝子のドライバー変異の頻度は極めて低い。このため、既存のチロシンキ

ナーゼ阻害剤などはほとんど有効性を示さず、中皮腫に対する効果的な分子標的治療法は未だ

確立されていない。 

    

２．研究の目的 

(1) 悪性中皮腫において NF2-Hippo シグナル伝達系が高頻度に不活性化し、YAP1/TAZ 転写コアク

チベーターが恒常的に活性化（低リン酸化）している。YAP1 の悪性中皮腫における機能を明らか

にしてきたが、YAP1 のホモローグである TAZについては明らかになっていない。悪性中皮腫にお

ける TAZ の役割を明らかにし、新たな治療戦略を構築することを目的とする。  

 (2) 主として腫瘍抑制遺伝子が不活性化し、がん遺伝子のドライバー変異が認められない腫瘍は

従来の分子標的治療法の開発が極めて困難である。その場合、新たな戦略として、「合成致死」を

利用した治療戦略が有望と考えられている。BAP1、LATS2 の変異を有する悪性中皮腫細胞株を用

いて shRNA ライブラリースクリーニングを行い、それぞれの変異と合成致の死表現型を示す候補

遺伝子を同定する。同定された遺伝子の分子機構を明らかにするとともに、それぞれの遺伝子が

治療標的となりうるかどうかを検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）悪性中皮腫細胞株 23 株と不死化中皮細胞株 2株を用いた。YAP、TAZの発現量は抗 YAP/TAZ

抗体を用いてウエスタンブロットで評価した。TAZのリン酸化レベルの測定には Phos-tag gel を

使用した。遺伝子導入実験及びノックダウンの実験はレンチウイルスを利用した。In vivo 移植

実験では生後 6 週間のヌードマウスを使用し、蛍光実体顕微鏡を用いて評価した。マイクロアレ

イ解析は SurePrint G3 Human GE 8X60K V2 kit を用いた。細胞運動能、浸潤能はそれぞれ cell 

culture insert、BD Matrigel TM Invasion chamber を用いて評価した。足場非依存的増殖能は

軟寒天培地内のコロニー形成数を測定し評価した。 

（２）合成致死スクリーニングに用いた細胞株は、BAP1 変異悪性中皮腫細胞株である NCI-H28株

およびコントロールとして NCI-H28 株に BAP1 を過剰発現させた細胞、および不死化中皮細胞株

MeT-5A に LATS1, LATS2 を標的とした shRNA をレンチウィルスで感染させノックダウンをした細

胞、およびコントロールとして non-target shRNA を感染させた細胞であった。shRNA ライブラリ

ーは、SIGMA 社の MISSION LentiPlex Human Pooled shRNA library を用いた。このライブラリー

は約 16,000 遺伝子に対して 80,000 あまりの shRNA クローンを含んでおり、ほぼゲノムワイドの

スクリーニングが可能であった。ライブラリーをそれぞれの細胞株に感染させ、培養後ゲノム DNA

を回収し、各細胞に含まれている shRNA 配列を次世代シークエンサー（MiSeq、HiSeq）を用いて

定量した。目的の合成致死表現型を示す遺伝子はコントロール株で数が多く変異細胞では優位に

少ない shRNA 配列であることを指標とした。得られた候補遺伝子を個別にノックダウンして表現

型を確認し、さらに解析する遺伝子を決定した。 

 

４．研究成果  



 

 

（１）悪性中皮腫における TAZ転写コアクチベーターに関する検討 

① 悪性中皮腫におけるYAP/TAZの発現レベルを検討した。

不死化中皮細胞株 2 株では YAP と TAZ の発現レベルはほぼ

同程度であったが、悪性中皮腫細胞株 23 株の 61％で YAP

に比べ TAZ の発現レベルが高かった。次に TAZ の活性化状

態を評価したところ、悪性中皮腫細胞株 23株の 65％で TAZ

が活性化（低リン酸化）状態であった。悪性中皮腫細胞株

(Y-MESO-27 と Y-MESO-30) に対し TAZ をノックダウンした

細胞 (ShTAZ) とコントロール shRNA を導入した細胞 

(shScr)を培養したところ、ノックダウン細胞において増殖

能、運動能、浸潤能、足場非依存的増殖能の低下を認めた 

(図 1)。不死化中皮細胞に恒常的活性型 TAZS89A と野生型 TAZwtを導入したところ、TAZS89A にお

いて有意に増殖能等の亢進を認めた。GFP を共発現させると共に TAZwt あるいは TAZS89A を導入

した HOMC-D4 細胞をヌードマウスの右胸腔内に移植して造腫瘍能を検討した。TAZS89A 発現細胞

を導入したマウスの胸壁には GFP陽性の結節を多数認め、腫瘍の増殖が確認された。  

② 恒常的活性型 TAZS89A が中皮細胞を腫瘍化するメカニズムを明らかにするため、TAZS89A と

TAZwt をそれぞれ導入した HOMC-D4細胞を用いてマイクロアレイ解析を行った。TAZ の恒常的活性

化によって発現が上昇する遺伝子群上位 800遺伝子を KEGG pathwayのデーターベースを用いて解

析した。その結果、TAZ はサイトカインおよびその受容体をコードする遺伝子の発現を亢進する

ことが明らかとなった。強く発現誘導される遺伝子には、IL1A、IL1B、IL6 が含まれており、ど

れが重要かを評価するためにそれぞれのサイトカイン遺伝子をノックダウンさせて細胞増殖能を

評価した。その結果、IL1Bのノックダウンが他と比べ有意に細胞増殖を抑制することを明らかに

した（図２）。TAZ が直接 IL1B 遺伝子の発現に関

わるか評価するため、IL1B遺伝子のプロモーター

領域の DNA 断片をクローニングして dual 

luciferase reporter assay を行ったところ、強

いシグナルが誘導された。活性型 TAZS89A は IL1B

遺伝子のプロモーター領域で TEAD 転写因子と結

合し IL1B 遺伝子の転写を強く増強させることが

明らかとなった。 

③ IL1B mRNA の発現上昇が中皮腫細胞に及ぼす

影響を検討した。細胞培養上清を ELISA 法にて解

析した結果、TAZS89A 導入の HOMC-D4 細胞株において IL1beta の分泌量の亢進がみられた。さら

に、IL-1 antagonist (IL-1RA)を用い、悪性中皮腫細胞に対する抗腫瘍効果について検討した。

TAZが活性している悪性中皮腫細胞株 (Y-MESO-27)に IL-1RAを添加したところ細胞増殖の抑制が

みられた。以上より、IL-1RA による IL1シグナル経路の阻害は TAZ活性を有する悪性中皮腫細胞

に対して抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった。 

 

（２）合成致死表現型の解析 

 ライブラリースクリーニングの結果、

BAP1変異、LATS2 変異ともに 1,500 遺伝

子あまりの候補遺伝子が抽出された。そ

の中から、複数の shRNA が検出された遺

伝子を優先的に個別にノックダウンし

て表現型を確認した結果、BAP1変異に関

しては、１）脱ユビキチン化酵素 A、２）

および DNA 損傷修復に関わるキナーゼ B

が有力な候補遺伝子として抽出された。

A 遺伝子も B 遺伝子も BAP1との関連は現在までのところ報告されておらず、これらの遺伝子につ

 

図３. A 遺伝子は BAP1 と合成致死の表現型を示す。 

 

図１shTAZ による足場非依存増殖能

の抑制。 

 

図２．shIL1B による中皮腫細胞増殖抑制。 



 

 

いて慎重に検討を進めた。A 遺伝子に対しては RNA 干渉法にて検討したところ、合成致死が誘導

された（図 3）。さらに、Bキナーゼに対しては、阻害剤が入手可能であったため検討したところ、

BAP1 変異細胞に対して用量依存的に有意

に阻害効果が認められた(図 4)。 

一方、LATS2 変異に関しては、RNA 代謝

に関連する因子 Cが合成致死の有力候補で

あることが明らかとなった。分子機構解析

の過程で、因子 Cは RNA代謝以外にも他の

細胞内の制御経路に関与することが知ら

れているが、我々の検討では LATS2 遺伝子

変異と合成致死の表現を示す際、因子 Cが

関与するテロメア制御機構が破綻するこ

とが理由であることが明らかとなった。 

以上の結果は、悪性中皮腫で主に不活性化している腫瘍抑制遺伝子に対して、合成致死を利用

した治療戦略が極めて有望であることを強く示唆した。 
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