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研究成果の概要（和文）：日本人の散発性悪性中皮腫（MM）のゲノム解析を行った。3p21.2領域のヒストン修飾に関わ
るBAP1遺伝子欠損を効率よく検出するMLPA法を確立した。8細胞を全エクソーム解析し欠損や機能喪失が予測されるゲ
ノム多型を両アレルにもつ遺伝子を拾い上げた。その大半がクロマチンリモデリングに関わるmSWEI/SNF・転写因子と
そのコファクタ－であった。MMはHDAC阻害剤にも抵抗性であり、これらの機能喪失が抵抗性の原因であるとともに、BA
P1変異を含めMM成立に重要と考えられた。上記variantにはgermline由来のものもあり、germlineでのMM易罹患性の指
標となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The BAP1 gene, one of the histone modifiers, on 3p21.1 is frequently deleted or 
mutated in the malignant mesothelioma (MM) cell lines established from sporadic Japanese cases. We 
established the MLPA method to detect its deletion. Using whole exome analysis of eight MM cell lines, we 
picked up 312 genes with biallelic deletions and/or variants with protein damaging. Gene annotation 
analysis revealed that 302 genes belong to the family genes of histone modifier, chromatin remodeling 
(especially mSWEI/SNF), transcription factors and their co-factors. We also detected several MM cells 
were resistant to HDAC-inhibitors. Since HDAC-inhibitors lead to growth arrest and differentiation 
through histone modifiers, they were not effective to MM cells without these factors. We also detected 
that several somatic variants detected by whole exome analysis were derived from germline, suggesting 
that these germline variants may be useful markers to detect MM susceptibility.

研究分野：人類遺伝学
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罹患性
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1. 研究開始当初の背景 

(1) 悪性中皮腫（Malignant mesothelioma, 

MM）は、アスベストが発症に関わり、今後も

増加が見込まれている。しかし治療に高度

に抵抗性で、分子標的薬も未だ効果的なも

のがない。早期発見のための分子マーカー

も明らかでない。 

(2) 我々は、兵庫医科大学近隣の尼崎地

区の MM 患者の腫瘍組織から細胞株を樹

立し(引用文献 1)、遺伝子変異を検索した。

その結果、染色体 9p にあるがん抑制遺伝

子、CDKN2A が全例で欠損していることを

見出した(2)。病理組織からは、マイクロダイ

セクションで MM細胞のみを分取しリアルタ

イム PCRで分析すると欠損が確認できた。 

(3) 一方で我々は、3p21.1領域に欠損のホ

ットスポットがあり、遺伝子発現ではセマフォ

リンファミリー遺伝子の発現増加があること

を見出していた(2)。しかし特定の遺伝子の

関与は不明であった。我々はさらに 3p21.1

領域を詳細に検索したところ、この部分にマ

ッピングされる BAP1 遺伝子には欠損以外

に点変異を含む様々な変異が集積すること

を見出した(3)。とくにMMの2/3以上の組織

型を占める上皮型において、BAP1変異（欠

損を含む）は 80%以上という高頻度に見出

されたことから、診断のよいマーカーになる

と考えられた(3)。 

 しかし BAP1変異の検出率は欧米では 20

－30%にとどまっていたことから、我々の提

示した変異率が高すぎるとした懐疑的なコメ

ントも散見されていた。よって BAP1 遺伝子

変異、特に１アレル欠損を確実に検出する

方法の確立が必要であった。 

(4) BAP1遺伝子の変異とMMの関係につ

いては、遺伝性のぶどう膜メラノーマと MM

等を併発する家系で、生殖細胞系列変異

（germline mutation）が報告されたが、我々

の症例を含め本邦ではこのような家系は見

出されておらず、他に易罹患性に関わる分

子がないかの検討が必要と考えた。 

(5) MM が抵抗性を示す通常の化学療法

剤は、細胞周期停止や細胞死誘導に働くも

のが多い。一方で、クロマチン構造はヒスト

ンのアセチル化で変化する。放射線で処理

した細胞のクロマチン構造の修復には

BAP1 が関わることは、我々がすでに見出し

ていた(3)。ヒストン脱アセチル酵素阻害剤

（Histone deacetylase inhibitor, HDAC-I）は、

ヒストンのアセチル化状態を保ち、遺伝子転

写を促進する。転写が促進されるのは細胞

増殖の抑制・細胞分化誘導に関わる遺伝

子が主であり、p53や RAS遺伝子に変異を

持つ進行・難治性の癌にも効果があることを

我々も肝がんで報告していた(4)。また我々

は予備実験で、MMにはHDAC-Iの効果が

少ないことを見出していた。 

 

２．研究の目的 

(1) MMの somatic mutationを網羅的に調

べ、MM 細胞同士の共通の特徴となる遺伝

子変異を検索する 

 これまでのデータ（2,3）をもとに全エクソー

ム解析を追加し、幅広く somatic mutation を

見つける。見出された somatic mutationに共

通したパスウェイを探索する。共通性があれ

ばこれらの遺伝子の上流の遺伝子を検索し、

MMの発生機構を解明する。特に3p21.1領

域のゲノム不安定性に注目する。 

(2) 上記で見出された Somatic mutationが

germline由来かどうかを検討する 

 Somatic mutation の由来が germline にあ

れば、易罹患性のマーカーおよび予防的

治療のターゲットとして期待できる。 

(3) BAP1 領域の遺伝子変異、特に１アレ

ル欠損を確実に簡易に見つける方法を確

立する 

 BAP1 遺伝子欠損の検出を確実にするた

め、定量に優れるMLPA法を導入する。 

(4) 3p21 領域の不安定性と MM 発症の関



係を検討する 

 本研究を開始直後に、BAP1 近傍に位置

する PBRM1欠損が腎がんで高頻度に見ら

れることが報告された。MM 例でも PBRM1

欠損例があったことより、BAP1 と PBRM1の

発現抑制効果を培養細胞で検証する。 

(5)  HDAC-Iを用いて、MMへの効果を検

討する 

 HDAC-I 効果を培養 MM 細胞で検証す

る。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞：MM 細胞は本学で樹立された細

胞株を用いた(1)。正常中皮細胞はATCCよ

り入手した Met5a 細胞、反応性中皮細胞は

本学樹立細胞を用いた(2)。 

(2) HDAC-I の効果：MM 細胞培養液中に

Panabinostatや Sodium butyrateを添加、細

胞増殖、IC50、ヒストンのアセチル化を検討

した。Met5a細胞への効果と比較した。 

(3) ゲノム解析：Somatic mutation解析には

MMゲノムDNAで次世代シークエンサーを

用いて全 exome 解析を施行、SNP array 

CGH、microsatellite 多型分析で Loss of 

Heterozygosity (LOH) を 検 索 し た 。

Germline解析には末梢血 DNAを使用した。

得られた variant（多型、変異）については

1000 人ゲノムデータと比較し多型として登

録されているかを調べるとともに、複数のタ

ンパク機能予測ソフトを利用し変異により機

能ダメージが予測されるかどうかを調べた。 

(4)  BAP1 の MLPA 解析方法の検討：

MLPA system of MRC-Holland を用いた。 

(5) BAP1・PBRM1の発現抑制：それぞれの

siRNA を正常中皮由来 Met5a 細胞に導入

し効果を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) HDAC-Iの効果 

 2種類のHDAC-Iへの感受性をMM細胞

6 株で調べた。2 細胞は Met5a 細胞と同程

度の感受性であったが、4 細胞は 2 倍以上

の抵抗性を示した。 

(2) MM細胞における Somatic mutation 

 上記のMM細胞６株を含めた 8株で全エ

クソーム解析を完了した。8株は我々が高頻

度にMMで変異があることを報告したBAP1

との関連を見る目的で、上皮型 5 細胞

（BAP1 両アレル欠損 2 株、1 アレル欠損/1

アレル変異１株、変異なし 2 株）、非上皮型

3細胞（変異なし）を選択した。 

 結果として、全エクソーム解析を導入した

にも関わらず、我々が見出した CDKN2A、

BAP1 と他施設で注目された NF2のように、

半数以上の MM 細胞で共通する変異（欠

損・variant）をもつ遺伝子は新たに見つから

なかった。そこで、8細胞中の少なくとも 1細

胞で、両アレルに欠損か variantがある遺伝

子を拾い上げた。Variant の場合には、遺伝

子産物にダメージを与えると推測されるもの

を選択した。その結果、318 遺伝子が挙がり、

annotation 分析を行うと、そのうちの 302 遺

伝子が SWI/SNF (mSWI/SNF) クロマチンリ

モデリングや転写制御に関わる因子である

ことが判明した。Sanger 法で、SMARCA4, 

PBRM1, ARID2 のホモ接合変異を確認し

た。しかし 8 株すべてに共通する変異は見

出されず、それぞれに上記因子群のうちの

複数の遺伝子に変異が見られたが、それぞ

れの変異のプロファイルは異なっていた。 

 クロマチンリモデリング、特に SWI/SNF 遺

伝子群の 4 遺伝子（PBRM1, ARID2、

SMARCA1, SMARCC1）に注目すると、8細

胞すべてがこのうちの少なくとも 1 つの遺伝

子に変異を持っていた。さらにBAP1変異を

もつ 3株は、BAP1と同様、ヒストン修飾に関

する遺伝子である SETD2, USP49, PRMT6

のいずれかに変異を持っていた。BAP1 変

異を持たない他の 5 株は、転写因子とその

コファクター遺伝子の 2 遺伝子以上に変異



を持っていた。よって、MM 株は、変異があ

る遺伝子群の違いから、2 群に分けられると

考えられた。その他、5 細胞が、シグナル伝

達に関する 8 遺伝子にも変異を持っていた。

変異の内容としては、欠損以外の variantの

大半は稀なゲノム多型であり、タンパク機能

にダメージが予測された。なお、SMARCC1, 

SETD2は 3p21.31にマッピングされ、3p21.1

にある BAP1, PBRM1の近傍にある。 

(3) Somatic mutationの由来 

 さらに我々は、MM 株で認められた上記

の variantが germlineに由来するかどうかを

検討した。その結果、クロマチンリモデリング

遺伝子群のARID2、ARID3C, BRD1、ヒスト

ン修飾遺伝子の USP49、転写因子関連遺

伝子の GTF2H5, E2F7, EP300, PAX4, 

PAX7, TSC22D4, SUPT6H, NLLT1, 

NROB2, CDCA4, CDK19, DCC, NOTCH3, 

USP6、シグナル伝達系遺伝子の PLD2, 

NF1, ARHGAP11A, TBC1D2は、germline

ですでにヘテロ接合であることが判明した。 

 MM19症例の germline には、SMARCC1、

SETD2 に機能ダメージが予測される稀な

variant があったが、3p 領域の LOH もあり、

反応性中皮でも同様であった。しかし MM

ではこの 1アレルが欠損していた(図１)。 

図 1. MM19 症例での疾患の進展と 3p 領

域の不安定性 

正常細胞、反応性中皮、MM への進展によ

る 3p 領域のゲノム変異を示す。ホモ接合か

どうかは、microsatellite多型解析で調べた。 

このように、MM患者では、germline の段

階でクロマチン構造を維持し転写を制御す

る遺伝子群にタンパクの機能ダメージをもた

らす稀な variantが見られたことは、アスベス

ト曝露による疾患発症のリスクが germline多

型から推定できる可能性を示唆する。また

MM への進展には、ゲノム不安定性が関わ

る可能性も示唆された。 

(4) BAP1 もしくは PBRM1欠損効果 

 今回の解析でも、 BAP1、 PBRM1 の

germline 変異は見つからなかった。しかし

MMでは、BAP1とPBRM1の変異はいずれ

もタンパク機能喪失性であるため、それぞれ

の siRNA を Met5a に導入して遺伝子抑制

効果を検討した。BAP1 の siRNA では、予

想に反して細胞の apoptosisが引き起こされ

た。PBRM1の siRNAでは apoptosis誘導も

細胞増殖誘導も認めなかった。しかしそれ

ぞれの siRNA の短時間処理では DNA 障

害の修復に影響がみられたことから、これら

の遺伝子のノックダウンは細胞死よりもむし

ろゲノムの不安定性に寄与すると考えられ

た。 

(5) BAP1遺伝子欠損のMLPA検索法 

 すでに BAP1 変異が判明している兵庫医

大 MM ゲノムを用いて、MLPA 法を検討し

たところ、BAP1の 17個のエクソンのうち、複

数の細胞株で部分的な欠損、全体の欠損

（1 アレルもしくは 2 アレル）を確実に検出す

ることができた。 

 

結果のサマリーと考察 

(1) MM ではヒストン修飾・クロマチン構造

の維持に関わる遺伝子群・転写制御に関わ

る遺伝子群のうちで、複数の遺伝子に変異

が認められたが、細胞ごとに変異のプロファ

イルが異なっており、研究当初に想定したよ

うに、少数のマスター遺伝子に変異があると

の結果は得られなかった。 

(2) MMでは HDAC-I抵抗性株が多いこと



が確認された。MM 細胞のゲノム解析の結

果から、MM では HDAC-I が有効に働くた

めの因子が欠損していることが明らかになっ

た。よってこれが MM では HDAC-I の効果

が無い/少ない原因と考えられた。なお 2015

年 4月に、臨床研究においてHDAC-Iが無

効とれ(5)、我々の推論が裏付けられた。 

(3) MM患者の Germlineで、タンパク機能

のダメージが予測される稀な variant が見つ

かったことは、MMの易罹患性を考える上で、

重要なデータである。 

(4) BAP1 遺伝子変異の頻度は、我々のデ

ータが世界で最も高かった(2,3)ため、米国

の研究室と連携して状況を調べた。すると、

手術・病理標本に大量の正常組織が混入し

た状態でDNAが抽出されていることが判明

した。この状況がわかって以来、他施設でも

BAP1 変異の検出率が上昇してきている。

今回のMLPA法を確立したため、今後は欠

損の検出が容易かつ迅速になると期待され

る。  

(5) BAP1変異は上皮型MMで頻度が高い

(2,3)が、上皮型は他の組織型よりもやや予

後が良い傾向にあることが知られており、家

族性 BAP1 変異をもつ症例の MM は相対

的に軽症とされる。我々の BAP1 抑制実験

では apoptosisが誘導された結果とも関連す

る可能性がある。MM 発生と BAP1 欠損の

役割については再考すべき余地があると考

えられた。 
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