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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫 12 例から細胞株を樹立し遺伝子変異解析を施行した

結果、p16INK4A遺伝子領域のホモザイガス欠失をほぼすべての細胞株で認め発癌過程に関与して

いる可能性が示唆された。悪性胸膜中皮腫 8 例の手術標本から、肺内のアスベストの濃度を分

析電子顕微鏡で解析した。暴露歴なし 2例では低濃度であったが、暴露歴を有する 6例中 2例

でも低濃度を示した。アスベストが消化され濃度測定時には健常者レベルに低下していた可能

性もあるが、一方でアスベスト以外の発癌因子が関与している可能性も示唆された。 

 

 
研究成果の概要（英文）：We established twelve malignant pleural mesothelioma(MPM) cell 

lines from Japanese patients. We detected homozygous deletion of p16INK4A/p14ARF in all 

MPM cell lines. However, mutations of other tumor suppressor genes, including TP53, and 

protooncogenes, including KRAS, NRAS, BRAF, EGFR and HER2, were not found in these 

cell lines. Two women who had no history of asbestos exposure showed lower 

concentrations of crysotile and amphibole asbestos than the control subject. On the other 

hand, most patients with a history of asbestos exposure had higher concentrations of 

crysotile and amphibole asbestos than the control subject, but even in some patients with a 

history of asbestos exposure the low concentrations were observed. To elucidate the relation 

between the pulmonary asbestos fiber concentrations by fiber types and development of 

MPM, further investigations are necessary. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性胸膜中皮腫は、そのほとんどがアスベス
ト（石綿）の吸引により発生する。アスベス
ト鉱山労働者やアスベストを扱う労働者に
限らず、鉱山や工場周辺の住民、あるいは、
労働者の家族にも発生しており、近年、社会
的問題となってきている。さらに 2006 年の
Murayama らの報告によると、age-cohort

モデルでの推計で 2000 年～2039 年の間に、
患者数が 10 万人を越えることが予測されて
いる。今後急増が予想されるこの悪性腫瘍に
対する病態解明が急務であるが、未だその発
生過程においてアスベストがどのように関
与しているかについては明らかになってい
ない。加えて，治療や予防につながる分子標
的の同定については、国内外共に十分な検討
がなされていない状況にあり、分子腫瘍学的
に悪性胸膜中皮腫のアスベストに関連した
発生メカニズムを解析し、その増殖能、浸潤
能および転移能の獲得に関与しているシグ
ナル伝達経路を明らかにすることが、治療に
寄与できる薬剤の開発や早期診断に重要で
あると考えられる。 

 

２．研究の目的 

悪性胸膜中皮腫患者由来の腫瘍組織を細胞
生物学的・分子生物学的に解析し、中皮腫腫
瘍細胞の特性の解明を試みる。また、患者胸
水などを利用して細胞株樹立も行う。現時点
において日本人由来の中皮腫細胞株は極め
て少数であり、その細胞生物学的特性を解明
するのに数多くの中皮腫細胞株の樹立を行
うことは重要であると考えている。これらの
細胞株を検体として、アレイ CGH などの網
羅的解析手法を用い、悪性胸膜中皮腫特有の
遺伝子異常の解析を行う。また、その知見を
もとに予防・早期診断マーカーおよび新規治
療に対する分子標的の探索を試みる。また、
中皮腫組織および樹立細胞株から抽出した
RNA で、網羅的遺伝子発現パターンの解析
や、がん抑制遺伝子の不活化や細胞の分化異
常に深く関与するエピジェネティクス異常
の解析、さらには細胞培養上清を用いた質量
分析法による解析等を有効に組み合わせる
ことにより、予防や早期診断、悪性度判定の
ための新規バイオマーカーの探索などを行
う。さらに、現在までに明らかにされている
遺伝子異常についても、探索を行いその悪性
胸膜中皮腫における役割を解析する。切除検
体を用いて、その肺内のアスベストについて
電子顕微鏡を用いてアスベストの種類の同
定と濃度を詳細に測定し、そのデータと遺伝
子異常の相関を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 悪性胸膜中皮腫患者の胸水あるいは腫

瘍片より細胞株の樹立を行う。さらに、
細胞株が樹立できれば、その細胞株が患
者本人由来であることを確かめるため
に、患者の白血球由来 DNA、細胞株由来
DNAをそれぞれ抽出し、それらを多種類
の個人識別マーカーを用い、樹立細胞株
が患者個人由来の細胞株であることを
確認する。 

 
(2) 手術検体、細胞株由来の DNAを用い、癌

遺伝子に関しては RASシグナル伝達系の
KRAS,NRASさらに BRAFなどの遺伝子の
変異解析を Direct Sequence法を用いて
行う。また、MYC,MDM2,CyclinD1につい
ては FISH法による遺伝子増幅の有無を
調査する。 

 
(3) 癌抑制遺伝子に関しては、NF2、p53を

Direct Sequence法で変異解析を行う。
ナンセンス変異を検出した場合は、免疫
染色法などでタンパク質レベルでの発
現解析を行う。 

 
(4) 樹立した悪性胸膜中皮腫細胞株を免疫

不全マウスに移植(皮下、腹腔、胸腔)し、
その生着の有無を見る。さらに、このマ
ウスに新規抗癌剤や分子標的治療薬、血
管新生因子阻害剤などを投与し、その効
果を検討する。以前に研究分担者がパイ
ロット的に樹立した悪性胸膜中皮腫細
胞株のマウス皮下移植実験の写真を貼
付する。 

 
(5) 胸膜肺全摘術等による根治的切除標本

を用い、その背景肺内のアスベストの種
類と濃度について、分析電子顕微鏡を使
って詳細に検討する。 

 
４．研究成果 
(1) 悪性胸膜中皮腫細胞株の樹立とその細

胞生物学的解析 
① 細胞株樹立：悪性胸膜中皮腫手術症例 12

例から胸水を採取し細胞株を樹立し得
た。 

② 遺伝子変異解析：樹立した細胞株から
DNAを抽出し、癌遺伝子については KRAS、
NRAS、BRAF、TP53の遺伝子変異を解析し
たが明らかな遺伝子変異を認めなかっ
た。一方、癌抑制遺伝子の候補である
p16INK4A 遺伝子領域のホモザイガス欠失
をほぼすべての細胞株で確認した。悪性
胸膜中皮腫に発癌過程において p16 
INK4A 遺伝子の欠失が関与している可能
性が示唆された（図 1）。 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 9p21領域のホモザイガス欠失 
 
 
(2) 悪性胸膜中皮腫切除症例における肺内

アスベスト濃度測定 
① 分析電子顕微鏡による肺内アスベスト

線維の種類同定と濃度測定：悪性胸膜中
皮腫 8 例の胸膜肺全摘術切除標本から、
腫瘍内および肺内のアスベスト、具体的
には蛇紋石族（クリソタイル）と角閃石
族（アモサイトやクロシドライトなど）
の濃度を分析電子顕微鏡で解析した（図
2）。臨床背景を表 1 に示す。その結果、
腫瘍内にはアスベストはほとんど含ま
れていないことが確認できた。また、肺
内アスベスト濃度の検討により、発症リ
スクが高いと言われているクロシドラ
イト（青石綿）やアモサイト（茶石綿）
を高濃度に認めた症例がある一方、アス
ベスト濃度が職業的暴露の無い標準的
な都市生活者の平均値と同程度の症例
も認めた（図 3,4）。アスベストが消化さ
れ濃度測定時には健常者レベルに低下
していた可能性もあるが、一方でアスベ
スト以外の発癌因子が関与している可
能性も示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 分析電子顕微鏡によるアスベスト 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 臨床背景 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 肺内アスベスト濃度（クリソタイル） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 肺内アスベスト濃度（角閃石族） 
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