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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫から細胞株を樹立しアレイCGHで高頻度に異常を認めた遺伝子領域を同定し
た。その結果、種々の領域の遺伝子欠失および増幅を認めた。今回、3p21領域にホモ接合欠失に着目し、その中のBAP1
遺伝子について解析を行った。ウェスタンブロットにてBAP1タンパク発現を確認後、発現低下細胞株で、RT-PCR分析を
行ったところ、一細胞株において著明なｍRNA発現低下を認めた。PCRでその細胞株にexon13-17のホモ接合欠失を認め
た。BAP1欠失を認めた悪性胸膜中皮腫組織ではBAP1は染色されなかった。これらの結果より、BAP1 が中皮腫発症に関
してキーとなる遺伝子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established some malignant pleural mesothelioma (MPM) cell lines from Japanese 
patients. Genome-wide array-based comparative genomic hybridization (CGH) analysis of MPMs was performed 
to identify regions that display DNA copy number alterations. Regions of genomic aberrations observed in 
> 20% of individuals were 1p36.33, 1p36.1, 1p21.3, 3p21.3, 4q22, 4q34-qter, 6q25, 9p21.3, 10p, 13q33.2, 
14q32.13, 18q, and 22q of losses. The 3p21 region contained a gene, BAP1, and we further demonstrated 
expression of BAP1 with real-time polymerase chain reaction (PCR) analysis. The established cell line 
which the BAP1 protein manifestation fell, the expression of mRNA level was depression. Genomic PCR 
analysis detected homozygous deletion of exon 13-17 in one cell line and shorter fragment in another cell 
line. One cell line with BAP1 homozygous deletion shows a lack of BAP1 nuclear expression and weak 
cytoplasmic BAP1 staining. From these results, BAP1 might be a key gene for MPM development.

研究分野： 医歯薬学
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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。悪性胸膜中皮腫は、

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いる。2005 年 6 月、大手機

械メーカーのクボタが「兵庫県尼崎市のクボタ旧

神崎工場の従業員 74 人がアスベスト関連病で過

去に死亡し、工場周辺に住む中皮腫で治療中の住

民 3 人に見舞金を出す」と公表した、いわゆる「ク

ボタショック」をきっかけとして、2006 年 3 月に

石綿被害者救済法(石綿新法)が施行された。 
2006 年に Murayama らは、日本の悪性胸膜中皮

腫の罹患患者数は推計で 2000 年～2039 年の間に、

10 万人を越えると報告したが、現在のところ発症

に至る可能性を有する人口は具体的には想定でき

ない状況にある。先に述べた「クボタショック」

では、職業暴露の可能性のある人のみならず、ア

スベストを扱っていた工場周辺の住民にまで悪性

胸膜中皮腫が、発症したことは、この疾患への医

学的解決の必要性をさらに高めていると考える。 
残念ながら、悪性胸膜中皮腫に対し劇的な効果

が期待される治療法は未だ確立されていない。 
術前抗癌剤投与、外科的切除、術後放射線照射

を行う Trimodality Thearpy による臨床試験が進行

しているが、その効果は全くと言ってよい程満足

できるものではない。 
悪性胸膜中皮腫に対する有効な治療方法の開発

には、本疾患に対する病態解明が急務であり、ま

たその発生過程においてどのようにアスベストが

関与しているかについても明らかにする必要があ

る。 
我々は、これまでに主として悪性胸膜中皮腫の

患者より採取した胸水から希少な細胞株を樹立し、

種々の癌遺伝子や癌抑制遺伝子の変異解析を行っ

てきた。その結果、癌抑制遺伝子である p16INK4A

に高頻度にホモ接合欠失を認めることを見出し、

悪性胸膜中皮腫の発癌過程にこの遺伝子が関与し

ていることを報告した。 
さらに、切除検体を用いて、標本内のアスベス

ト線維の種類および濃度を測定し、アスベスト濃

度と悪性胸膜中皮腫発症の関連性の検討を行って

きた。 
しかしながら、治療や予防につながる分子標的

の同定については十分に検討ができておらず、分

子腫瘍学的に悪性胸膜中皮腫の発生メカニズムを

さらに解析し、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

にすることが重要と考える。 
 

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、その特性の解明を

行うことを目的とした。 

また、現時点において日本人由来の中皮腫細胞

株は未だに少数であり、その細胞生物学的特性を

解明するためには、より多くの悪性胸膜中皮腫株

の樹立が不可欠であるため、患者胸水および切除

検体などを用いて、細胞株樹立を行う。これらの

細胞株を検体として、アレイ CGH 法などの網羅的

解析手法を用い、さらなる悪性胸膜中皮腫特有の

遺伝子異常の解析を行う。 

さらに、それら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。さらに、悪性胸膜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、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。 

 

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、細胞株樹立後、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)切除検体および細胞株由来の DNA を用い、悪



性胸膜中皮腫における PI3K/AKT 経路の解析

を行う。AKT、AKT によってリン酸化される

Mdm2、ユビキチンリガーゼとして働く E2F1

についても検討を加える。 

 

(3)癌抑制遺伝子として、NF2 とその下流にある

Merlin、LATS を Direct Sequence 法による変異

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。悪性胸膜中皮腫細

胞株に蛍光色素 DsRed を組み込み、in vivo で

薬物の効果を観察する。実験後はサクリファイ

スし、組織での薬剤効果や遺伝子異常の発現の

有無を検討する。 

 

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から胸

水および組織片を採取し細胞株を樹立し得た
（図１）。 

 

図１ 樹立した細胞株 

 

② 遺伝子変異解析：樹立した細胞株から DNA を

抽出し、アレイ CGH を行い、より頻度の高い

遺伝子欠失領域を同定した（図 2）。この中で

最近注目されている遺伝子である BAP1 につ

いて解析を行うこととした。 

 
図２ アレイ CGH（3p21 領域に幅広いホモ接

合欠失領域を認める） 

 
(2) BAP1 遺伝子の発現解析 
① ウェスタンブロットにて BAP1 タンパク発現

を確認後、発現低下細胞株で、RT-PCR 分析を

行ったところ、一細胞株において著明なｍ

RNA 発現低下を認めた（図 3）。 

 
 図３ mRNA における BAP1 相対発現量 



 

② PCR でその細胞株に exon13-17 のホモ接合欠

失を認めた（図 4）。 

 

図４ PCR 

 

③ BAP1 欠失を認めた悪性胸膜中皮腫組織では

BAP1 は染色されなかった（図 5）。BAP1 遺伝

子は 1998 年にがん抑制遺伝子として報告さ

れ、一部の肺癌症例に変異は見つかっていた

ものの、その後がん抑制遺伝子としてはやや

懐疑的に見なされていた遺伝子であるが、

BAP1 はヒストンH3のユビキチン化に係わり、

多くの遺伝子の発現レベルに関与する。

BAP1 が中皮腫発症に関してキーとなる遺伝

子である可能性が示唆された。 

 
図５ 免疫染色 
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