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研究成果の概要： 

 悪性中皮腫の特徴的な遺伝子異常を同定するために網羅的なゲノム解析を行った。従来報告さ

れている異常に加え、複数の新規の染色体・遺伝子異常を明らかにした。JUN や YAP 遺伝子は

中皮腫における重要ながん遺伝子であること、また染色体 16 番に新たながん抑制遺伝子が存在

する可能性が示唆された。PTEN 遺伝子は一部の中皮腫で不活化しており、細胞レベルにおいて

がん抑制効果を確認した。本研究成果は悪性中皮腫の新規治療法や診断マーカーの開発への大

きな基盤になるものと考えられた。 
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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を外的
要因とする極めて悪性度の高い腫瘍である。
確定診断時点において従来の化学療法や外
科手術療法では治療が困難であることが多
く、罹患患者の生命予後は極めて不良である。
このように有効な早期診断法や標準的な治
療法は未だ確立されていないにもかかわら
ず、本邦における患者数は今後増加すること
が予測されている。 
悪性胸膜中皮腫の発がんメカニズムとし

て が ん 抑 制 遺 伝 子 の NF2 遺 伝 子 や
p16INK4A/p14ARF 遺伝子の高頻度変異が明ら
かにされているがその他の遺伝子異常の詳
細は他の頻度の高い肺がん、大腸がん等に比
べて極めて理解が遅れている。特に高頻度の
活性型がん遺伝子異常は明らかとなってい
ない。さらに以前報告された SV40 ウイルス
の中皮腫発がんへの関与に対しても大きな
議論がある。このように中皮腫の発がんや増
殖・進展に関する遺伝子異常や分子機構の詳
細が明らかでないことが、新たな分子標的治



療法や診断マーカー開発のための大きな障
壁となっていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 新規がん遺伝子・がん抑制遺伝子の同定を
目指し、特に、アレイ CGH 法を利用し高頻度
の染色体異常領域を詳細に明らかにするこ
とを目的とする。染色体増幅領域（特に高頻
度の増幅領域あるいは high copy 増幅領域）
や欠失領域（特にホモザイガス欠失領域）に
着目し、ターゲット領域を絞り込むと同時に
領域内に存在する遺伝子等を詳細に検討し、
悪性中皮腫の新規原因遺伝子候補遺伝子の
同定を試みる。それらの遺伝子の悪性中皮腫
における遺伝子変異・発現異常の頻度等を明
らかにし、さらに細胞株を用いた in vitro
における細胞周期や増殖・浸潤能に関わる関
与を明らかにする。これらの遺伝子変異・発
現異常および機能異常の結果に基づき、分子
標的療法に対する新規標的としての有用性
や新規診断マーカーとしての可能性につい
て検討を加えることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 （１）ゲノムワイドの解析：日本人患者由
来の悪性中皮腫組織およびそれらより樹立
された悪性中皮腫細胞株を用いてゲノムワ
イドの網羅的な異常の解析を行った。
Comparative Genomic Hybridization (CGH)
解析においては平均 1.3Mb間隔でゲノムコピ
ー数が判定できる、2304 個の BAC/PAC クロー
ンプローブがスポットされたアレイを用い
て解析を行った。そのデータをベースとして
さらにアジレント社の 244K オリゴアレイを
用いて BAC/PACクローンアレイで得られたデ
ータを確認しつつ、より高解像度のゲノムレ
ベルでの検討を進めた。また、FISH 法を用い
染色体のコピー数や相互転座の可能性につ
いて検討を加えた。さらに、アジレント社の
44Kアレイを用いて遺伝子のmRNAレベルにお
ける網羅的発現解析を行った。 
 
（２）各種の遺伝子変異・発現解析：アレイ
CGH 法で得られた高レベルコピー領域（増幅
領域）及び欠失領域（特にホモザイガス欠失
領域）に着目し、複数の臨床検体や細胞株で
共通する異常領域について、その領域内に存
在する遺伝子についてシークエンシグを用
いた変異解析を行った。さらにリアルタイム
RT-PCR、ウエスタンブロット法や免疫染色を
用 い た mRNA や 蛋 白 の 発 現 解 析 や
Na-bisulfite法を用いたDNAメチル化等のエ
ピジェネティクス解析を行った。 
 
（３）in vitro レベルでの遺伝子機能解析：
新規のがん遺伝子・がん抑制遺伝子候補遺伝
子の open reading frame を RT-PCR 法にて増

幅し、プラスミド発現ベクターを構築した。 
また、必要に応じ恒常的活性化あるいは不活
化変異ベクターを構築した。これらのコンス
トラクトを中皮腫細胞株あるいは不死化正
常中皮細胞株 MeT-5A に導入して遺伝子発現
を誘導した。一方、RNA interference 法にて
遺伝子発現を抑制させた。翻訳産物の発現を
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 や immuno- 
cytochemistry 等 に て 確 認 し た の ち 、
Calorimetric assayやコロニーフォーメショ
ンアッセイによって細胞の増殖・影響に与え
る影響を検討した。さらに FACS 等の解析に
よってアポトーシスや細胞周期に与える影
響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 （１）中皮腫におけるゲノムワイドの染色
体異常の同定：22 名の中皮腫患者由来の検体
（17例の臨床検体および9細胞株を解析し同
一患者由来 4 例を含む）を検討したところ、
20%以上の中皮腫で検出された増幅領域は 1q、
5p、7p、8q24、20p であった。同様に欠失領
域は 1p36.33、1p36.1、1p21.3、 3p21.3、4q22、 
4q34-qter、6q25、 9p21.3、 10p、13q33.2、
14q32.13、18q、22q であった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 １ ． 悪 性 中 皮 腫 に お け る 染 色 体
imbalance：染色体の左側は欠失、右側は増
幅、黒線は患者、赤線は細胞株を示す。 
 
頻度は少なかったが 1p32.1 と 11q22 領域

については複数の中皮腫検体で高度増幅を
示していた。一方、9p21.3 領域欠失は最も高
頻度に検出された異常であり、中皮腫細胞株
のほぼ全例においてホモザイガス欠失が認
められた。この欠失領域は p16INK4A/p14ARF
遺伝子を含み、ホモザイガス欠失領域は
500kb 以内と比較的狭い欠失範囲を示す細胞
株から 4Mb 以上に及ぶ細胞株が認められた。 
さらにアジレント社の 244K オリゴアレイ

を用い、14 株の中皮腫細胞株のゲノム解析を
進めたところ、高解像度に染色体異常を検出
することが可能であった。染色体 22q12 欠失



は NF2遺伝子がその標的遺伝子と考えられる
が、我々が樹立した新規悪性中皮腫細胞株の
中において複数株でホモザイガス欠失が同
定された（Y-MESO-12, 22, 26B）（図 2）。一
方、その他の細胞株では NF2 遺伝子は allele 
loss 及びナンセンス変異で不活化している
細胞株も同定された。また、染色体 13q12 領
域と 16p13領域において複数の細胞株でホモ
ザイガス欠失が同定され、これらの欠失領域
内に悪性中皮腫に関わる新規腫瘍抑制遺伝
子が存在している可能性が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
図２．中皮腫細胞株における、244K アレイ
CGH 解析による NF2 遺伝子領域（染色体
22q12）欠失の同定 
 
 （２）がん遺伝子 JUN の増幅：染色体 1p32.1
領域が 2例の中皮腫臨床検体で高レベルに増
幅していたので、その標的遺伝子の同定を試
みた。増幅を同定した BAC/PAC クローンプロ
ーブとその領域のゲノムマップおよび定量
genomic PCR によって JUN 遺伝子の増幅を同
定した（図 3）。さらに RT-PCR によって mRNA
レベルにおいて遺伝子の発現上昇を明らか
にした。最近、他の研究グループより、ある
種の sarcoma において JUN 遺伝子増幅が発が
んや腫瘍の悪性化に関与するとの報告があ
るが、本研究結果は一部の悪性中皮腫におい
ても JUN遺伝子増幅が中皮腫発がんに関与す
ることを示唆するものと考えられた。 
 
 
 
 
 
図 3．ゲノム PCR 解析による中皮腫臨床検体
における JUN 遺伝子増幅の同定 
 
（３）YAP 遺伝子の増幅と中皮腫におけるが
ん遺伝子機能の検討：染色体 11q22 領域が 2
例の中皮腫臨床検体（KD1033、 KD1041）で
高レベルに増幅していたので、その領域にお
ける標的遺伝子の同定を試みた。定量
genomic PCR 法にて 1Mb の領域が最も共通し
た増幅領域であり、その中に複数の遺伝子が

存在していることを明らかにした（図４）。
定量RT-PCR法にてそれらの遺伝子の中でYAP
遺伝子と BIRC2遺伝子が高発現していること
が明らかにされ、標的遺伝子であることが示
唆された。悪性中皮腫細胞でshRNA法にてYAP
をノックダウンしたところ細胞増殖能が抑
制され、一方、不死化正常中皮細胞に YAP を
トランスダクションしたところ低濃度血清
加培養条件下において細胞増殖が促進され
た。さらに、YAP 蛋白は NF2 遺伝子のトラン
スダクションによりリン酸化されて細胞核
外に移送され、転写のコアクチベーターとし
て不活化されることを明らかにした。本結果
は YAP 遺伝子の活性化が中皮腫細胞の増殖・
生存等にがん遺伝子として機能することを
強く示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．染色体 11ｑ22 増幅領域の解析 
 
（４）染色体 16ｐ13 ホモザイガス欠失領域
における新規がん抑制遺伝子候補遺伝子
（MMTS1）の同定：染色体 16p13 領域は 3 つ
の異なる中皮腫細胞株でオーバーラップす
るホモザイガス欠失が認められ、genomic PCR
においても再確認された。欠失領域内に候補
遺伝子（MMTS1：仮称）が存在しており、予
測アミノ酸配列から RNA結合モチーフが存在
していた。ホモザイガス欠失により MMTS1 遺
伝子の一部のエクソンがそれぞれの細胞株
において欠失していた。 
 
（５）腫瘍抑制遺伝子 PTEN の不活化の解析：
21 株の中皮腫細胞株を用い、PTEN 遺伝子の
発現解析をウエスタンブロット法にて行っ
た。2株において PTEN 蛋白の発現が完全に抑
制されていたため、不活性化変異の存在を疑
い、ゲノムレベルでの異常を検討した。その
結果、これらの細胞株にて PTEN 遺伝子のホ
モザイガス欠失が検出された。切断点をクロ
ーニングしたところ、ACC-MESO-1 株はエクソ
ン２を含む 39.4kb、Y-MESO-25 株はエクソン
１を含む 7.7kbが欠失していることを明らか
にした（図 5）。一方、残りの 19 株のゲノム
DNA を用いてシークエンシングを行ったが点
突然変異は検出されなかった。PTEN の発現ベ
クターを構築し細胞にトランスダクション



したところ、野性型 PTEN を導入した
Y-MESO-25 細胞株においてコロニーフォーメ
ーション能が著しく抑制された。一方、 PTEN
遺伝子不活化とともに AKTの恒常的活性化に
関与する PIK3CA および LKB 遺伝子において
変異解析を行ったが、変異は同定されなかっ
た。これらの結果は、一部の中皮腫細胞にお
いて PI3K-AKT シグナル伝達系の活性化は
PTEN 遺伝子異常によるものであることを示
唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．中皮腫細胞株における PTEN ホモザイガ
ス欠失領域の切断点クローニング 
 
（6）FISH 法による染色体異常の同定：
Fluorescence in situ hybridization 法によ
って染色体コピー数および染色体転座に関
する検討を行った。2-color FISH によって他
の sarcoma等で報告されている染色体相互転
座領域を検討したが高頻度の異常は検出さ
れなかった。 
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