
愛知医科大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３９２０

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

ゲノム医療を目指した遺伝子異常に基づく悪性中皮腫発症機構の解明と治療標的の探索

Elucidation of the pathogenesis of malignant mesothelioma based on genetic 
abnormalities and therapeutic targets for genomic medicine

３０５５７０９６研究者番号：

シバスンダラン　カルナン（Sivasundaram, Karnan）

研究期間：

１９Ｋ０９２９２

年 月 日現在  ５   ６ １６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は（MPM）、難治性腫瘍である。化学療法の効果は限定的であり、新たな
治療薬が切望されている。MPMでは、がん抑制遺伝子の欠失を高頻度に伴うが、これらの欠失がMPM腫瘍の成長に
どのように寄与しているかを理解するために、中皮細胞を用いてNF2/p16ダブルノックアウト（DKO）細胞を作成
し、定量的PCR分析により、DKOクローンにおけるCD24の発現が認められた。さらに、免疫組織化学染色の結果か
ら、NF2/p16の発現が陰性であるすべてMPM組織において、CD24の発現が認められた。これらの結果は、CD24が予
後マーカーとして、新規診断・治療ターゲットとして利用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Malignant pleural mesothelioma (MPM) is an aggressive malignancy of the 
pleura that is currently incurable due to the lack of an effective early diagnostic method and 
specific medication. The CDKN2A (p16) and NF2 genes are both frequently mutated in MPM. To 
understand how these mutations contribute to MPM tumor growth, we generated NF2/p16 double-knockout 
(DKO) cell clones using human MeT-5A and HOMC-B1 mesothelial cell lines. Quantitative PCR analys 
showed upregulation of CD24 in DKO clones.  CD24 was highly expressed in human mesothelioma tissues 
and associated with the loss of NF2 and p16. Public data analysis revealed a significantly shorter 
survival time in MPM patients with high CD24 gene expression levels. These results strongly indicate
 the potential use of CD24 as a prognostic marker as well as a novel diagnostic and therapeutic 
target for MPM.

研究分野：がん研究
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、NF2欠損に加えてMPM患者で高頻度に見られるp16INK4欠損やBAP1欠損を二重または三重欠損させた
細胞を樹立して、その表現型を動物モデルや分子生物学的手法で解明することにより、新たな早期診断マーカー
や分子標的治療薬の候補分子の同定が期待できる。本研究から解き明かされる悪性中皮腫の発がん分子病態は極
めて高い新規性とゲノム医療への応用が期待できる。また、本研究における解析システムは、他の癌種の分子病
態と発がん機構の解析に応用できる可能性を秘めており、その波及的効果は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫(MPM)はアスベスト暴露に関連し、患者数は年々増加し、2000 年から 2039
年までの 40年間で MPM患者の死亡者数は 10万人を超えると予測されている。多くは進行し
た状態で診断され、化学療法や免疫チェックポイント阻害薬との併用療法が行われているが、効

果のみられる患者は限定的であり、十分に改善されたとは言えない。MPM患者では、分子標的
薬の直接的な標的となるがん遺伝子変異の頻度は極めて少なく、がん抑制遺伝子である細胞周

期制御遺伝子 p16INK4a が（80％），神経線維腫症 2型遺伝子 NF2 （60％）， BAP1（50-60％）
の不活化変異が高頻度に検出される。また NF2/p16INK4aあるいは BAP1/p16INK4aの組み合
わせで同時に不活化している症例が多いがこれらの遺伝子の中皮腫発症における役割は不明で

ある。また、アスベストの曝露による中皮腫発症の分子メカニズムは明らかになっておらず、早

期診断マーカ－や分子標的薬の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 

NF2 や p16INK4a 遺伝子をノックアウト(KO)した際における分子レベルでの変化を観察し、
将来的には NF2 や p16INK4a 遺伝子欠損を伴う腫瘍の診断や治療の標的マーカー分子を見出
すことを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 

 

CRISPR-Cas9 を用いたヒト中皮細胞株のゲノム編集と分機能解析 
 

上記の図１示した様に不死化ヒト中皮細胞株と CRISPR-Cas9 ゲノム編集システムを用いて、が

ん抑制遺伝子を個別にまたは同時に破壊した細胞株を樹立した。これらのクローンにおける細

胞増殖能など表現型の解析と、網羅的遺伝子発現解析をおこない、治療・診断の標的分子の同定

を試した。また、阻害剤ライブラリーを用いて、各種阻害剤に対する感受性の解析を行い、治療

薬候補の探索を行った。 

 

４．研究成果 

 

NF2/p16INK4a 二重欠失細胞の樹立に成功し、NF2/p16INK4a の二重欠失が CD24 遺伝子の高発現

を誘導することを見出している。NF2/p16INK4a の二重欠失は細胞増殖を亢進させたが（図 2A）、

CD24 破壊によって抑制されることから（図 2B）、NF2/p16INK4a 二重欠 失細胞における特異的

な遺伝子発現様式の変化を明らかにし、臨床検体を用いた免疫組織化学解析から NF2/p16INK4a

二重欠失型の MPM で高発現する分子として CD24 を見出しいる（図 2C, D）。CD24 陽性と予後と



の関連を検討し、CD24 陰性群と比べで CD24 陽性群は、生存率共に予後不良であった。MPM にお

いて CD24 は予後不良因子であった（図 2E）。NF2/p16INK4a 二重欠失関連 MPM の増殖に CD24 が

重要である可能性を明らかにしてきた。 
 
NF2/p16INK4A 二重欠損は CD24 の発現増加を誘導する 

上記に示すヒートマップの解析から、発現変化が大きいＣD24 に着目した。ウエスタンブロット

解析の結果、NF2・p16 の発現を欠失させた細胞において CD24 の増加が認められた。この増加

は、NF2 と p16 の共発現によって減少した図 3。 

 
結論： 

本研究では、MeT-5A および HOMC-B1 ヒト中皮細胞株において、NF2 および p16 の欠損に応じた

グローバルな遺伝子発現の変化が示された。二重欠失細胞は正常細胞に比べて細胞より成長速

度や 細胞形質転換が観察された。cDNA マイクロアレイにより遺伝子発現様式を解析し、(NF2-

/-，p16 INK4a-/-)二重欠失が CD24 遺伝子の高発現を誘導することを見出し、CD24 が上皮間葉

転換に関与していることを明らかにした。NF2 および p16 の欠損による CD24 の発現上昇の分子

メカニズムは不明であるが、CD24 は MPM 組織に共通して発現しており、MPM 患者の予後不良と関

連していた。したがって、CD24 は予後マーカーとして、また MPM の新規診断・治療ターゲット

として使用される可能性があることを報告した(karnan et al., Cell Death Discov 6:127, 

2020)。MPM の新しい治療法を開発するために、さらなる研究が必要である。 
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