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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は極めて難治性の腫瘍である。悪性中皮腫における原因遺伝子の異常は、がん抑
制遺伝子の異常が多いため、それらの遺伝子異常に対する直接的な分子標的薬の開発は極めて難しい。悪性中皮腫にお
いてしばしば変異が見られるBAP1がん抑制遺伝子に着目し、遺伝子の網羅的なスクリーニング実験を行い、BAP1遺伝子
変異と合成致死を示す遺伝子（その遺伝子に異常が生じるとBAP1遺伝子異常を有するがん細胞は死滅するが正常細胞は
生存する。）を探索した。BAP1遺伝子変異を有する悪性中皮腫において、いくつかの興味深い遺伝子が新たに治療の分
子標的となりうることが明らかとなった

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma is a highly refractory disease against conventional 
therapies. Since major genes responsible for malignant mesothelioma development are primarily tumor 
suppressor genes, it is very difficult to develop molecular target drugs based on these specific gene 
mutations. We focused on the BAP1 tumor suppressor gene, which is one the most frequently mutated in 
malignant mesothelioma, and performed genetic screening to identify genes which show synthetic lethality 
with this genes (synthetic lethality means that simultaneous alterations of two genes induce cell death 
of cancer cells but not normal cells). We found that several interesting genes show synthetic lethality 
with BAP1 mutation and can be applied for promising targets for new molecular target therapy against 
malignant mesothelioma.

研究分野： 分子腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 

悪性中皮腫はアスベスト曝露から 30-40 年

の潜伏期を経て発症する極めて難治性の腫

瘍である。本邦においてはアスベストの規制

が遅れたため、今後、中皮腫の患者数の増加

が見込まれ、2020-2025 年ごろをピークに現

在の 4－5倍の死亡者数が予想されている。 

悪性中皮腫の原因の解析研究は他の発症

頻度の高い腫瘍に比べて極めて遅れている。

悪性中皮腫におけるがん抑制遺伝子異常に

関しては古典的ながん抑制遺伝子である

p16INK4a/p14ARF 遺伝子が高頻度に変異してい

る。さらに、家族性腫瘍の原因遺伝子である

神経線維腫症 2 型遺伝子（NF2）の異常が悪

性中皮腫において高頻度（悪性中皮腫の

40-50％で不活化変異）に認められることを

研究代表者が世界に先駆けて明らかにした

（Sekido et al, Cancer Res 1995）。さらに

研究代表者らは NF2-Hippoシグナル伝達系に

係わる LATS2 遺伝子が悪性中皮腫の新規がん

抑制遺伝子であることを明らかにした

（Murakami et al., Cancer Res 2011）。最

近では、NF2-Hippo シグナル伝達系の不活化

と TGF-beta 系の活性化が協調して結合組織

成長因子(CTGF)の転写亢進に働き、中皮腫組

織の間質造成・悪性化を誘導することを報告

した（Fujii et al., J Exp Med 2012）。 

近年、米国の 2 つのグループから染色体 3

ｐに局在する BAP1 遺伝子が悪性中皮腫の約

25％において不活化し、悪性中皮腫における

がん抑制遺伝子であることが報告された

（Bott et al., Nat Genet 2011, Testa et al., 

Nat Genet 2011）。ユビキチン化酵素である

BAP1 はヒストン修飾に係わり多くの遺伝子

発現に調節に関与することが示唆されてい

る。しかし、現在まで悪性中皮腫において明

らかとなった頻度の高い遺伝子変異はすべ

てがん抑制遺伝子であり、活性型のがん遺伝

子変異の頻度は極めて低い。このため、既存

のチロシンキナーゼ阻害剤などの多くはほ

とんど有効性をしめさず、悪性中皮腫に対す

る効果的な分子標的治療法は未だ確立され

ていない。 

 

 

２．研究の目的 

 悪性中皮腫において、NF2-Hippo シグナル

伝達系の高頻度の不活化により恒常的に活

性化しているがん遺伝子 YAP を標的とする治

療戦略も国内外のグループにおいて追求さ

れているが、YAP 自身キナーゼ活性を持たな

いため、YAP 阻害剤の開発は極めて困難な状

況にある。このような状況のもと、悪性中皮

腫において高頻度の変異を呈するNF2やBAP1

がん抑制遺伝子異常と合成致死を示す遺伝

子が明らかになれば、同定された遺伝子を基

軸とした新たな分子診断・分子標的治療法の

開発研究に応用できることが極めて高く期

待される。   

 

 

３．研究の方法 

 （１) 合成致死スクリーニング 

 愛知県がんセンターで樹立した日本人患

者由来の悪性中皮腫細胞株あるいは ATCC よ

り購入した中皮腫細胞株の中で、NF2 あるい

は BAP1 がん抑制遺伝子（欠失）変異を有す

る細胞株(親株)にそれぞれの野生型遺伝子

を導入し、安定発現細胞株を樹立する。現在

までの検討で、これらの野生型遺伝子の導入

による増殖・浸潤抑制能あるいはアポトーシ

ス誘導能が細胞株毎に異なることが明らか

になっており、遺伝子導入による細胞増殖抑

制効果が比較的軽度～中等度である細胞株

を用いる。 

 レンチウイルス shRNA ライブラリーをそれ

ぞれの遺伝子欠失をきたしている悪性中皮

腫細胞株（親株）および野生型遺伝子導入株

に感染させ培養を行う。Sigma-Aldrich 社の

shRNA ライブラリー（MISSION shRNA ライブ

ラリー）を使用する。このライブラリーの 1 

pool は 10K の lentiviral shRNAmir クローン

から構成されており、各遺伝子に対して平均

5個のshRNAクローンが対応し,標的遺伝子と

してはヒト約 1万 8千標的遺伝子を網羅して

いる。細胞に感染後、ゲノム DNA の中にラン

ダムに組み込まれる。 

 具体的には、対象とする腫瘍抑制遺伝子

（BAP1 あるいは NF2）（欠失）変異細胞株（親

株）および野生型(BAP1 あるいは NF2)の腫瘍

抑制遺伝子を導入した細胞株にそれぞれ 10K

クローンの shRNA ライブラリーを 1～7 pool 

感染させて、培養後、ゲノム DNA を抽出して

次世代シークエンサーにより解析する（１次

スクリーニング）。１次スクリーニングは

Triplicate で施行し、3度の実験で共通して

増殖抑制を引き起こす遺伝子群を抽出する。

1 次スクリーニングにおいて候補遺伝子は数

百～千単位でピックアップされることが予

想されるので、遺伝子群に対してパスウェイ

解析等で同じパスウェイに属する遺伝子を

選別する等、分類・順位付けを行う。 

 順位付けを行った合成致死の候補遺伝子

に対して 2次スクリーニングを行う。候補遺



伝子が多数にわたる場合には、上記による分

類、およびそれぞれの遺伝子についての現在

までの研究報告、阻害剤の availability な

どを参考に上位 20-50 遺伝子に関して解析を

行う。 

 2 次スクリーニングで増殖抑制効果が認め

られた候補遺伝子に対してはさらに複数個

の shRNA によるノックダウン実験を行い、合

成致死が誘導されるかどうかを確認する。合

成致死候補遺伝子に対する直接的な阻害剤、

あるいは関係するパスウェイに対する阻害

剤が available な場合には、それらを用いて

検討を行う。 

 

（２) 特異的阻害剤による中皮腫細胞増殖

抑制の検討 

 現在までの BAP1 や NF2 の機能的な解析報

告から、これらの遺伝子の不活性化と合成致

死の表現型を示す可能性があり、特異的阻害

剤が利用可能な分子を選択し、in vitro での

検討を行う。対象とする候補分子（および対

応する特異的阻害剤）として、チューブリン

(Nocodazole)、ピルビン酸リン酸化酵素

(Shikonin)、カゼインキーゼ 1  (IC261)、

およびポリ ADP ポリメラーゼ (MC2050 およ

びアミノベンズアミド)を対象とする。BAP1

および NF2の変異および野生型中皮腫細胞株

において阻害剤による細胞増殖抑制効果の

差があるか否か検討する。 

 

 

４．研究成果 

 （１) BAP1 合成致死スクリーニング 

脱ユビキチン化酵素をコードする BAP1 蛋

白の機能はヒストン修飾による標的遺伝子

の転写制御や DNA 損傷（2 重鎖切断）時の修

復のおける役割が想定されているが、悪性中

皮腫における BAP1 機能の実態は未だ明らか

ではない。悪性中皮腫細胞株を用い、BAP1 と

合成致死（一方の遺伝子の不活化では細胞は

生存するが、両方の遺伝子が不活化した場合、

細胞死が誘導されること）の表現型を見いだ

すための実験を行った。細胞株は BAP1 変異

中皮腫細胞株 NCI-H28 株に野生型 BAP1 を過

剰発現した細胞株及びコントロール株とし

て H28 に Venus を過剰発現した細胞株を用い

た。 

 ゲノムワイドに遺伝子発現を阻害可能な

レンチウイルス shRNA ライブラリー を BAP1

過剰発現細胞株およびコントロール細胞株

に感染させ、スクリーニングを行った。培養

後、両細胞株よりゲノム DNA を抽出し、ゲノ

ム DNA にインテグレイトされた shRNA の配列

を次世代シークエンサーMiSeq により同定し

た。実験は triplicate で行った。 

コントロール細胞株では shRNA が存在する

ものの、BAP1 過剰発現細胞株ではインテグレ

イトされた shRNA コピー数の少ない遺伝子

1074 個を抽出した。同時に、BAP1 変異と悪

性中皮腫患者予後に関係のある遺伝子群を

既存のデータベースより 616 個抽出し、両者

を比較することによりさらに候補遺伝子を

約 200 個に絞り込みを行った。 

 これらの 200 個の遺伝子産物の発現レベル

の検討やパスウェイ解析から、BAP1 変異と合

成致死を示す可能性のある有力な候補遺伝

子を順次検討した。DNA複製やDNA損傷修復、

さらにはオートファジーに関わる遺伝子群

が有力候補と考えられた。特にオートファジ

ーに関わる遺伝子 Xが関与する経路について

は特異的な阻害剤が available であったため、

それを投与したところ、予想どおり BAP1 欠

損細胞株では著しい腫瘍抑制効果が認めら

れた（図１）。 

 

 さらに、NF2 や LATS2 変異についてもそれ

ぞれの遺伝子の変異を持つ細胞株（NCI-H290

株および MSTO-211H 株）についても同様の実

験を行い、有力な候補遺伝子を抽出した。 

 以上の結果は、悪性中皮腫において高頻度

に変異を示す BAP1, NF2 において合成致死を

示す遺伝子の同定が可能であり、遺伝子ノッ

クダウンあるいは特異的阻害剤による悪性

中皮腫細胞の選択的な治療が行えることを

強く示唆した。 

 

（２) 特異的阻害剤による中皮腫細胞増殖

抑制 

 BAP1やNF2と合成致死を生じる可能性のあ

る分子およびパスウェイについて in silico

の検討によって抽出された分子に対して特

異的阻害剤による検討を行った。4 種類の標

的分子に対し、複数の中皮腫細胞株を用い、

細胞増殖抑制実験を行った。その中でピルビ

ン酸リン酸化酵素 M2（PKM2）に対する阻害剤



シコニンが、NF2 遺伝子変異を有する 2 株

(H290 株、H2373 株)に対して増殖抑制効果を

有する一方、NF2が野生型であるH28株、H2452

株では増殖抑制効果がみられないことから、

NF2変異とPKM2の発現低下が合成致死表現型

を示す可能性が示唆された。 

シコニンの標的分子 PKM2 に対する shRNA

を用いても同様に NF2変異細胞株に特異的な

細胞増殖抑制効果が確認された。さらに、悪

性中皮腫において重要な役割を担う Hippo 

Pathwayの因子がNF2変異株特異的にPKM2の

ノックダウンで発現が低下することが示さ

れた。以上の結果は、PKM2 の阻害が、NF2 変

異を有する悪性中皮腫細胞に対して、新規の

治療戦略になりうることを強く示唆した。 
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