
順天堂大学・医学部・准教授

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）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

BAP1変異がんにおけるDNA損傷・修復因子を中心としたがん増殖機構の解析

Analysis of the Growth Mechanism of BAP1-Mutated Cancer Focused on DNA Damage 
Repair Factors

７０４０５１７４研究者番号：

村上　優子（渡並優子）（Murakami-Tonami, Yuko）

研究期間：

１５Ｋ０８３２５

年 月 日現在  元   ６ １９

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子BAP1は悪性中皮腫はじめ多くのがんで変異があることが知られてい
る。がんの原因遺伝子ががん抑制遺伝子の場合、一般的にそれらを活性化させる薬剤は開発が困難である。そこ
で、合成致死表現型を用いて悪性中皮腫原因遺伝子の１つBAP1変異に対してDNA損傷応答因子を中心に新規分子
標的の探索を行った。候補遺伝子として脱ユビキチン化酵素をコードする遺伝子AおよびDNA損傷修復に関わるキ
ナーゼをコードする遺伝子Bが得られた。
このことから、これらの遺伝子がBAP1変異がんに対する新規分子標的となる可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The tumor suppressor gene BAP1 is known to be mutated in many cancers, 
including malignant mesothelioma. When the oncogenic gene is a tumor-suppressor gene, it is 
generally difficult to develop drugs that activate them. Therefore, we searched for a new molecular 
target for BAP1 mutation, one of the causative genes of malignant mesothelioma, by focusing on DNA 
damage response factor using synthetic lethal phenotype. As candidate genes, gene A encoding 
deubiquitination enzyme and gene B encoding kinase involved in DNA damage repair were obtained.
This suggests that these genes are likely to be novel molecular targets for BAP1-mutant cancers.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果から、BAP1変異がんをはじめとするがん抑制遺伝子変異が原因遺伝子となるがんにおいて、合成
致死表現型を用いることで有力な新規分子標的が得られることが明らかとなった。また、BAP1と今回得られた候
補遺伝子の関わりについてはこれまで報告がないため、BAP1とこれらの候補遺伝子が合成致死を示す分子機構を
明らかとすることで、新たな制御機構を明らかにすることができると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

悪性中皮腫は主にアスベスト曝露によって引き起こされる難治性の腫瘍である。現在はアス

ベストの使用が国内で全面禁止されているが、アスベスト暴露から中皮腫発症まで 30－40 年か

かるため、死亡者数は 2020-2025 年ごろにピークを迎えると考えられている。また、多層カー

ボンナノチューブなどの新素材による中皮腫の発症が実験動物モデルにおいて報告されるなど、

今後も他の新規物質による中皮腫患者の発生が予想される。 
悪性中皮腫の原因遺伝子は、現在知られている主なものは全てがん抑制遺伝子である。 DNA

損傷修復やヒストンのユビキチン化を介して転写制御をおこなっている脱ユビキチン化酵素で

ある BAP1 (BRCA1 associated protein 1)、 細胞骨格の制御に関わる NF2 (Neurosfibromatosis 
type 2) 、有糸分裂において中心体を制御するキナーゼである LATS2 (Large tumor suppressor 
2), ヒストンをメチル化するエピゲノム修飾酵素でエピゲノム H3K9me3 にかかわる SETDB1 
(SET domain bifurcated 1)、ヒストンをメチル化するエピゲノム修飾酵素でエピゲノム

H3K36me3 にかかわる SETD2 (SET domain containing 2) が知られている。 
悪性中皮腫は早期発見が難しく、診断時に外科的な根治切除は困難であることが多い。また、

化学療法、放射線療法も十分な効果はなく、有効な治療法の早期の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 現在使用されている分子標的薬の多くは、がん遺伝子の変異（機能獲得変異）に対する阻害薬

である。一方、がんの原因遺伝子ががん抑制遺伝子（機能喪失変異）の場合、一般的にそれらを

活性化させる薬剤は開発が困難である。そのため、それらのがんに対する新規分子標的を探索す

るにあたり、がん抑制遺伝子を直接標的にするのではなく、「合成致死表現型」を利用すること

で、がん抑制遺伝子変異を持つがんにおいてもがん細胞特異的に死滅させる（副作用が少ない）

分子標的薬が開発できると期待できる。 
本研究課題では、悪性中皮腫、腎淡明細胞がん、悪性黒色腫などのがんの原因遺伝子である

BAP1 変異に着目し、 
（１）DNA 損傷修復因子を中心とした、BAP1 変異に対して合成致死表現型を示す遺伝子の確

定 
（２）BAP1 変異と得られた候補遺伝子のノックダウンが細胞死を誘導する分子機構の解析 
（３）候補遺伝子の発現の腫瘍マーカーおよび分子標的薬としての有用性  
について検討することを目的とする。 
BAP1 変異を持つがんのモデルとして、悪性中皮腫を用いて実験を進めた。 

 
３．研究の方法 
Web 上に公開された、悪性中皮腫患者検体の発現アレイのデータと、患者予後のデータを再解

析し、BAP1 変異と合成致死表現型を示す可能性がある遺伝子を抽出した。具体的には、患者群

を BAP1 変異あり群となし群に分け、さらにそれらの中を各遺伝子の高発現群と低発現群に分

ける。もし、BAP1 変異と遺伝子 A の低発現で合成致死表現型を示すなら、BAP1 変異あり群で

は遺伝子 A の低発現群の予後が高発現群の予後よりも有意によくなると予想されるのに対し、

BAP1 変異なし群では遺伝子 A の発現による予後の差は生じないと考えられる。この解析によ

り、我々は BAP1 変異と合成致死表現型を示す可能性がある遺伝子候補を 700 あまり得た。そ

の中に DNA 損傷応答因子・関連するクロマチン修飾因子の一群があった（22 個）。22 遺伝子の

大部分は BAP1 との関連の報告はなかった。 
 別の研究課題（基盤研究（B）１６Ｈ０４７０６）において、我々はゲノムワイドな shRNA

ライブラリーを用いた合成致死スクリーニングを行なった。具体的には、BAP1 変異悪性中皮腫

細胞株である NCI-H28 株およびコントロールとして NCI-H28 株に BAP1 を過剰発現させた細

胞を用い、shRNA ライブラリーは、SIGMA 社の MISSION LentiPlex Human Pooled shRNA library 
を用いた。このライブラリーは約 16,000 遺伝子に対して 80,000 あまりの shRNA クローンを含

んでおり、ほぼゲノムワイドのスクリーニングが可能であった。ライブラリーをそれぞれの細胞

株に感染させ、培養後ゲノム DNA を回収し、各細胞に含まれている shRNA 配列を次世代シー

クエンサー（MiSeq）を用いて定量した。目的の合成致死表現型を示す遺伝子はコントロール株

で数が多く変異細胞では優位に少ない shRNA 配列であることを指標とした。 
合成致死スクリーニングから抽出された候補遺伝子と再解析したデータから抽出した遺伝子を

比較することで、候補遺伝子をさらに絞り込み、候補遺伝子を培養細胞を用いて個別にノックダ

ウンして表現型を確認することで、最終的に着目して解析を進めて行く遺伝子を決定した。 



 

４．研究成果 

(1) 細胞レベルにおけるBAP1と合成致死

表現型を示す候補遺伝子の確定 
 データの再解析によって得られた 22 遺

伝子と、別の研究課題（基盤研究（B）１６

Ｈ０４７０６）で行った shRNA ライブラリ

ースクリーニングの結果を参照すること

で、候補遺伝子を決定した。 
その結果、１）脱ユビキチン化酵素 A、お

よび２）DNA 損傷修復に関わるキナーゼ B
が有力な候補遺伝子として抽出された。A 
遺伝子も B 遺伝子も BAP1 との関連は現

在までのところ報告されていない。 
実際に、細胞株を用い、shRNA を使ったノ

ックダウンをして表現型を確認したところ、A 遺伝子について合成致死表現型が確認された（図

１）。さらに、市販の A の阻害剤についても同様の結果が得られた。 
また、B キナーゼについては阻害剤が入手可能であったため、阻害剤を用いた検討を行ったと

ころ、BAP1 変異細胞株の方が BAP1 過剰発現細胞よりも阻害剤に対する感受性が高いことが示

された（図２）。キナーゼ Bを制御する上流のキナーゼ Cの阻害剤についても同様の結果が得ら

れた。	
予備的なデータではあるが、遺伝子 A のノックダウンは悪性中皮腫以外の BAP1 変異をもつが

んについても同様の表現型を示すことが確認された。また、キナーゼ B の阻害剤は BAP1 変異

を持つ悪性中皮腫担がんモデルマウスにおいても腫瘍増殖抑制効果を示すという予備的な結果

も得られた。 
 
(2) BAP1変異と得られた候補遺伝子のノッ

クダウンが細胞死を誘導する分子機構の解

析 
 （2-a）脱ユビキチン化酵素 A について 
A が制御しているという報告がある、DNA

損傷修復に関与するタンパク質 D の発現を

BAP1 が制御している可能性が示唆された。

しかしながら、現在までのところタンパク質

D の発現変動が直接合成致死による細胞死

に関与しているかどうかははっきりした結

論を出すことができていない。 
そこで、直接合成致死表現型に関わってい

るかについて検討を進めると同時に、BAP1
も A もどちらも脱ユビキチン化活性を持っていることから、質量分析を用いた共通の脱ユビキ

チン化標的の探索を進めている。 
(2-b) キナーゼ B について 
キナーゼBを制御しているという報告があるキナーゼCの阻害剤を用いた場合も同様にBAP1

変異株の方が感受性が高いという結果が得られた。また、キナーゼ B もキナーゼ C も DNA 複

製に関与しているため、HU（ハイドロキシ尿素）の感受性を検討したところ、BAP1 変異株の

方が感受性が高いということが明らかとなった。 
以上のことから、BAP1 とキナーゼ B、キナーゼ C が DNA 複製に関してどのような相互作用

を持つのかについて、現在検討を進めている。 
 
(3) 候補遺伝子の腫瘍マーカーおよび分子標的薬としての有用性 
 (1)でも記載したように、キナーゼ B の阻害剤は BAP1 変異を持つ悪性中皮腫担がんモデルマ

ウスにおいても腫瘍増殖抑制効果を示すという予備的な結果が得られ、分子標的薬として有用

である可能性が示唆された。 
A に関しても担がんマウスの実験を現在進行中である。 

 
図１：遺伝子 A のノックダウンは BAP1 と合成致

死表現型を示す 

 
図 2：B 阻害剤は BAP1 変異株で感受性が高い 
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