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研究成果の概要（和文）：今回の研究によって、9p21領域遺伝子産物（p14, p15, p16, MTAP)の中で、FISHによ
るp16遺伝子のホモ欠失と最もよく相関するのはMTAP (methylthioadenosine phosphorylase)蛋白の発現消失
で、それは免疫組織化学（免染）にて検出可能であることを明かにした。さらにこのMTAP免染は、（１）組織検
体における上皮型中皮腫vs反応性中皮過形成の鑑別および肉腫型中皮腫vs線維性胸膜炎の鑑別、（３）細胞診検
体（セルブロック）における上皮型中皮腫vs反応性中皮細胞の鑑別において、特異度100％で、有用であること
を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that loss of expression of protein product of MTAP 
(methylthioadenosine phosphorylase) gene, located in the 9p21 region, correlated most with the 
deletion status of p16 gene as detected by FISH. This IHC detection of MTAP loss has been revealed 
to be useful for discriminating epithelioid mesothelioma from reactive mesothelial cell 
proliferations in tissues and cell blocks, with 100% specificity. MTAP IHC was also useful for 
distinguishing desmoplastic mesothelioma from fibrous pleuritis, with 100% specificity.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胸膜中皮腫は高悪性度腫瘍で、その発生は2035年頃まで増加すると予想されており、早期診断法の開発は喫緊の
課題である。その腫瘍性はp16遺伝子のホモ欠失やBAP1遺伝子産物の消失によって確認できるが、前者はFISHに
よってのみ可能であった。しかし、今回の研究にて、MTAP遺伝子産物の免疫組織化学にて、p16遺伝子のホモ欠
失を高率に予見できることが明らかとなったので、多くの医療機関にて、BAP1とMTAPの免染の組み合わせにて、
中皮腫の診断が可能になった。FISHの代用としての免染手法の追求という学術的意義に加えて、日常診療への応
用という社会的貢献は大きいと考えられる。
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１． 研究開始当初の背景 
中皮腫はいまだに予後不良な腫瘍であるが、少しでも早期に治療を始めることにより長い生
存の得られることが明らかになってきたので、予後改善のため早期の診断が求められている。
胸膜に病変の限局する I 期の患者では胸膜肺全摘術(extrapleural pneumonectomy, EPP)あるいは
胸膜切除/肺剥皮術(pleurectomy/decortication, P/D)によって 38 ヶ月の生存中央値が得られ、
T1-2N0の中皮腫症例においては trimodality treatment (胸膜肺全摘術＋化学療法＋放射線療法)の
完遂によって生存中央値が 59ヶ月になることが報告されている。 
初期の胸膜中皮腫の多くで胸水貯留を伴うので、細胞診による中皮腫細胞の把握が重要であ
る。しかし、International Mesothelioma Interest Group (IMIG)病理診断ガイドラインでは、腫瘍細
胞による脂肪組織までおよぶ胸膜浸潤が認められた場合にのみ中皮腫と診断し得るとの慎重な
姿勢をとっており、細胞診によって悪性中皮腫が指摘されても、さらに組織生検によって確認
され、臨床および画像所見によっても支持されねばならないとしている 1)。しかし、2015年に
なり IMIG の細胞診グループは補助手段を用いて中皮細胞由来と細胞の腫瘍性が確認されれば、
細胞診による診断も可能であるとのガイドラインを提出した 2)。日本でも現状から一歩を進め、
独自の推奨を考慮すべき時に来ていると考えられる。組織学的には、i）胸膜表面で増殖する異
型中皮細胞の腫瘍性の確認、ii）より浅く、脂肪組織まで至らない腫瘍浸潤の確認が重要とな
る。細胞診においても異型中皮細胞の腫瘍性の確認が不可欠である。このためには、早期中皮
腫の形態学的特徴の把握、感度・特異度の高い免疫組織化学的(免染)マーカーパネルの開発お
よび中皮腫に特異性の高い遺伝子変異の利用が鍵となる。中皮腫細胞と反応性過形成の形態学
的類似性が高く、確実な免染マーカーパネルが得られていない現状では、後者の遺伝子変異の
利用が重要となる。遺伝子レベルでは、中皮腫では腫瘍抑制遺伝子に変異のあるのが特徴で、
最も多いのは p16遺伝子のホモ接合性欠失（ホモ欠失）であるが、それ以外にも 22q12領域に
存在する NF2 (neurofibromatosis 2)、3p21.1領域の BAP1 (BRCA1-associated protein 1) の変異など
がある。BAP1変異は当初、欧米では中皮腫の約 20％に、日本では相同染色体両方におよぶ異
常が上皮型中皮腫の約 60％に見られると報告されたが、後に欧米でも日本と同様に 63-67%と
p16遺伝子とほぼ同様の変異率であることが確認された。p16遺伝子(CDKN2A, p16INK4a)は９番
染色体短腕の 9p21領域に存在している。同領域は中皮腫で最も多く欠失の観察されている領域
であり、p16遺伝子以外にも、腫瘍抑制遺伝子としての活性を有する CDKN2B (p15INK4b)(p15)、
p14ARF(p14)、MTAP (methylthioadenosine phosphorylase)遺伝子が存在する。p16 FISHを用いた中
皮腫における我々を含めた諸家の検討では、p16ホモ欠失の陽性率（感度）は 60-93%と様々で
あるが、反応性中皮過形成においては全く認められないという点はすべての報告で共通してい
る。すなわち p16 のホモ欠失は悪性中皮腫と反応性中皮病変の鑑別において、特異度 100％で
ある。先述の通り、我々はすでに p16 FISHを用いて得られる p16ホモ接合性欠失陽性細胞の形
態学的特徴は、既に報告されている中皮腫のそれと同じであること(Cancer Cytopathol 121:415, 
2013)、さらに細胞診における p16 FISHは同症例の組織における p16 FISHの結果とよく相関す
ることを示した(Cancer Sci 106:1635-1641, 2015)。細胞診における p16ホモ欠失は、中皮腫組織
でのホモ欠失の存在を代表し、同時に細胞の腫瘍性も示していると考えている。中皮腫におけ
る p16蛋白、MTAP蛋白発現欠失の報告はあるが、p14, p15, p16, MTAPという 9p21領域に存在
する遺伝子産物の発現と p16 FISH結果との相関を包括的に見たものは無い。 
 
２． 研究の目的 
胸膜中皮腫の 80%以上は胸水にて初発するので、胸水細胞診による中皮腫診断の確定は早期
診断において重要である。しかし現在の国際的病理診断基準では脂肪組織への浸潤の確認が必
要であり、細胞診のみでの診断は不可、というのが一般的見解である。我々はこれまでに、
p16/9p21 FISHにて得られる p16ホモ接合性欠失陽性細胞の形態学的特徴は、既に報告されてい
る中皮腫のそれと同じであること、さらに同じ症例の細胞診と組織標本における p16 FISHの結
果はよく相関し、細胞診標本は組織を代表し得ることを示した。この研究の目的は、諸施設で
施行可能な免疫染色による 9p21領域遺伝子産物および BAP1蛋白発現欠失の検出と p16 FISH
の組み合わせの中から、診断上最も感度・特異度の高いものを選定し、細胞診診断へ応用しよ
うというものである。具体的には、(1) 9p21 領域遺伝子産物の発現欠失の免疫組織化学的検出
が p16 FISHの役割を代行し得るのか、(2) 9p21領域遺伝子産物と BAP1の発現欠失の免疫組織
化学的検出が p16 FISHよりも高い感度・特異度を示せるのか、(3) p16 FISHと 9p21領域の遺伝
子産物および BAP1の発現欠失の免疫組織化学的検出の組み合わせで、中皮腫の診断の感度・
特異度をより高めることができるのか、について検討する。 
 
３． 研究の方法 
この研究は、過去の中皮腫診断で得られた生検、手術検体、細胞診標本についての

retrospectiveな検討であり、p16 FISHおよび 9p21領域遺伝子産物と BAP1の免疫組織化学
的検討を行う。コントロールとしての反応性中皮過形成の多くは肺のブラ切除時に認められた
ものである。初年度は組織標本を用いて、9p21領域遺伝子産物の発現欠失と p16 FISHによる
ホモ欠失との相関、BAP1発現欠失と p16ホモ欠失の関係を明らかにし、中皮過形成との鑑別
診断において、最も感度・特異度の高い組み合わせ（免疫染色同士あるいは免疫染色と p16 



FISH）を探る。２年次には細胞診に応用し、最終年度には、研究協力施設との連携で、その
診断アルゴリズムの普及を試みる。 
 
４． 研究成果 
p16のホモ欠失を予見できるMTAP IHCの発見 

51 例の悪性胸膜中皮腫 [MPM：男性 42 例、女性９例、年齢平均 63.8 歳(33-81 歳)、上皮型
44例、二相型 7例]、25例の反応性中皮過形成[RMH：すべて男性、平均年齢 34.4歳(18-78)]を
用いて、9p21領域遺伝子産物の免疫組織化学(IHC)解析を行った。ROC解析によってカットオ
フ値を求めると、p14, p15, p16, MTAP, BAP1ではそれぞれ 14.8%, 3.8%, 8.5%, 32.2%, 19.4%であ
った。陽性細胞の割合がカットオフ値以下のものを発現欠失と判定した。p16 FISHのカットオ
フ値は 11％で、それ以上のホモ欠失を示した症例をホモ欠失陽性と判定した。 

MPMで発現欠失と判定されたのは、p14, p15, p16, MTAP, BAP1でそれぞれ 28例(54.9%), 10
例(19.6%), 21例(41.2%), 23例(45.1%), 31例(60.8%)であった。p16 FISHにてホモ欠失陽性は 31
例(60.8%)である。FISHで確認された p16遺伝子のホモ欠失状態と、9p21領域遺伝子産物の IHC
の中で最もよい相関を示したのはMTAP IHCで（kappa係数 0.69）、p16のホモ欠失の予見にお
いて、MTAP欠失は特異度 100％であった。 

MPM vs. RMHの鑑別診断において、9p21領域遺伝子産物 IHCの有用性を検討したところ、
MTAP IHCのみが特異度 100％であったが、感度は 45.1%と低かった。しかし、BAP1と組み合
わせると、その感度は 76.5%と上昇し、BAP1 IHCと p16 FISHの組み合わせによる感度 84.3%
にはおよばないが、BAP1 IHCのみでの感度、p16 FISHのみによる感度（いずれも 60.8%）よ
りは有意に高かった(P=0.0386, 0.0229)。 

 
MTAP IHCの組織検体における上皮型中皮腫 vs反応性中皮過形成、肉腫型（線維形成性中皮
腫）vs線維性胸膜炎における有用性 
初年度の研究にて、9p21領域遺伝子産物（p14, p15, p16, MTAP)の中で、9p21 FISHで捉
えられるホモ欠失と最もよく相関するのはMTAP (methylthioadenosine phosphorylase)遺伝
子産物であったので、（１）生検および手術検体における上皮型中皮腫 vs反応性中皮過形成の
鑑別、（２）生検および手術検体における肉腫型中皮腫 vs線維性胸膜炎の鑑別におけるMTAP
免疫組織化学の有用性について検討したところ、両者において BAP1免染との組み合わせによ
って日常診療に有効なレベルまでの感度（上皮型中皮腫の鑑別における感度は約 83％、肉腫型
中皮腫との鑑別では約 90％）を達成できることが明らかとなり、特異度も 100％であることを
確認することができた。また、中皮腫における epigeneticな変化の一つである EZH2の高発現
(>50%)も、MTAP, BAP1 免疫組織化学との併用によって、中皮腫の診断に有用であることを
示した。 
上記の報告は、日常診療において FISHを必要とせず、且つ信頼性の高い（特異度 100％）
免疫組織化学を提供した点で、大いに注目を集めた。早速に Vancouver General Hospitalの
Churg等によって追試され、同様に有用であることが報告された(Berg et al., Arch Pathol Lab 
Med 2018)3）。さらにシカゴ大学の Husai等によって多施設共同研究が組織され、その結果、
このMTAP IHCは p16 FISHの有用な surrogate assayであり、すぐれた観察者間の一致と施
設間での再現性を示すことが 2019年 3月の USCAP meetingにて報告された(Chapet et al., 
USCAP 2019)。 
 
MTAP IHCの細胞診検体（セルブロック）における上皮型中皮腫 vs反応性中皮細胞の鑑別に
おける有用性 

MTAP IHCは組織検体のみならず、細胞診検体（セルブロック）においても、上皮型中皮腫
vs反応性中皮細胞の鑑別に有用で、BAP1 IHCとの併用によって、感度 89％、特異度 100％
を示した。このセルブロックにおいては、MTAP は核と細胞質に発現を認めるが、p16 FISH
によるホモ欠失と相関するのは、細胞質発現の消失(MTAP loss)であった(Hamasaki et al., 
Histopathology in press)。また、スメア細胞診における BAP1免染においても、内在性コント
ロールの染色の不均一性などいくつかの重要な pitfallがあることを確認した。 
 
中皮腫診断における p16 FISH, MTAP IHC, BAP1 IHCの有用性 
 上述のごとく、p16 FISHの代用としてのMTAP IHCと BAP1 IHCの併用によって、日常
診断に有用な感度と特異度を得ることができたが、感度の点からは p16 FISHと BAP1 IHCの
併用がより優れていた。従って、FISH 施行可能な施設では、p16 FISH の施行は、中皮腫の
診断においては十分な advantageになると考えられる。 
最終年度には、MTAP IHCと共に p16 FISH技術の普及にもあたった。島根大学病理学教室
の丸山理留敬教授と連携し、同教室に p16 のホモ欠失陽性あるいは陰性の中皮腫組織を送り、
FISHを施行してもらい、その結果に対する review（改善点の指摘）と我々の最新の protocol
を提供することによって、2回目には美しい FISH写真を得ることができた。 

 
 以上のごとく、ほぼ所期の目的を達成できたものと考えている。 
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