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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術を用いて、p16-KO中皮細胞、BAP1-KO中皮細胞、p16 & BAP1-DKO中皮
細胞を作製した。p16-KO中皮細胞では細胞形態、増殖能、遊走能に変化を認めなかったのに対して、BAP1-KO中
皮細胞では増殖能に変化はみられなかったが細胞は大型化し遊走能が抑制された。遺伝子発現プロファイル解析
により、BAP1-KO中皮細胞で発現が著しく低下する細胞遊走因子Xを見出した。上皮型中皮腫をBAP1免疫染色した
ところ、BAP1陽性を示す症例の方がBAP1陰性を示す症例よりも予後不良であった。BAP1変異は上皮型中皮腫に高
頻度に見出されているが、悪性度との関連性は低いと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Using the genome editing technique, p16-KO mesothelial cells, BAP1-KO 
mesothelial cells, and p16 & BAP1-DKO mesothelial cells were produced. In p16-KO mesothelial cells, 
no obvious change was observed in cell morphology, proliferative ability, and migratory ability, 
whereas in BAP1-KO mesothelial cells, the cells became larger and migratory ability, but not 
proliferative ability, was suppressed. By gene expression profile analysis, we found a cell 
migration factor X whose expression is markedly reduced in BAP1-KO mesothelial cells. BAP1 
immunohistochemistry of epithelioid mesothelioma revealed that BAP1-positive cases had a poorer 
prognosis than BAP1-negative cases. BAP1 mutations are frequently found in epithelioid mesothelioma 
but appear to be less associated with malignancy.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、BAP1変異は細胞増殖能よりも細胞遊走能に関与していることが明らかになり、それを担う候
補分子として細胞遊走因子Xを見出している点に学術的意義がある。これらの知見は、BAP1変異を基軸とした悪
性中皮腫の治療開発の重要性を支持するものであり、悪性中皮腫患者への福音になると期待される点に社会的意
義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

悪性中皮腫はアスベスト曝露によって引き起こされる難治性腫瘍であり、その発症は高度成長

期に使用された多量のアスベストの影響を受けて増加の一途を辿っている。悪性中皮腫は多彩

な組織像を呈し、類円形の異型細胞が乳頭腺管状に増殖する上皮型、紡錘形の異型細胞が花む

しろ状の構造を呈して増殖する肉腫型、上皮型と肉腫型の成分が混在する二相型に分類され、

肉腫型が最も予後不良である(WHO classification of tumours of the lung, pleura, thymus 

and heart. 2015)。悪性中皮腫では、CDKN2A (p16INK4a/p14ARF) がん抑制遺伝子の欠失が報告さ

れているが、がん遺伝子の活性化変異や転座型の融合遺伝子などの機能獲得性ゲノム異常の報

告は殆ど無く、普遍的なドライバー遺伝子変異は見つかっていない。最近、悪性中皮腫では

CDKN2A 欠失 だけでなく BAP1 (BRCA1-associated protein 1)遺伝子も高頻度に変異しているこ

とが見出された(Cancer Sci, 103:868-874, 2012, J Hum Genet, 60:647-649, 2015)。BAP1 遺

伝子を欠失する上皮型中皮腫細胞株(Y-MESO-25)に野生型 BAP1 遺伝子を導入すると細胞増殖や

コロニー形成能が抑制されることや、ヒト症例で発見された BAP1 変異をノックインした遺伝子

改変マウスでは、卵巣の性索間質性腫瘍、肺がん、乳がんに加えて、悪性中皮腫が発生したこ

とより、BAP1 はがん抑制遺伝子として機能し悪性中皮腫の原因遺伝子の 1つであると考えられ

る(Cancer Sci, 106:990-999, 2015, Cancer Res, 76:2836-2844. 2016)。一方、CDKN2A 欠失

は上皮型では 55.6% (10/18)、肉腫型では全例 100%(22/22)に認められたのに対して、BAP1 変

異は上皮型では 81.3% (13/16)、二相型では 20% (1/5)、肉腫型では 0% (0/2) であり、検討症

例数は少ないものの CDKN2A 欠失と BAP1 変異の頻度は組織型により大きく異なっていた。上皮

型と肉腫型にはそれぞれ独自の発生機序や分子病態が存在する可能性があるが、BAP1 変異が悪

性中皮腫、特に上皮型中皮腫の発生や病態にどのように関わっているのか解明されていない。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、遺伝子異常の頻度が悪性中皮腫の各組織型で異なることに着目して立案したもの

で、その目的は、BAP1 変異を基盤として、多彩な組織像を呈する悪性中皮腫の発生機序および

病態の解明、それらに関わる分子を標的にした新規な治療法の開発を目指すことである。 

 

 

３．研究の方法 

(1) CRISPR-Cas9 システムと標的細胞への導入 

 pLenti-U6-p16 sgRNA-SFFV-Cas9-2A-PuroあるいはpLenti-U6-BAP1 sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro

をパッケージングプラスミドとともに 293T 細胞にトランスフェクションした。標的細胞をトラ

ンスフェクタントの培養上清（組換えレンチウイルスを含む）を添加した培地で培養した後、

puromycin存在下で維持し、96 well plateを用いた限界希釈法によりシングルセルに分離した。

Western blot で標的蛋白が発現消失していることを確かめ、シークエンスで標的遺伝子がノッ



クアウトされていることを確認したクローンをスクリーニングした。対照細胞（sgControl 細胞）

の作製には pLenti-U6-control sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro を使用した。 

 

(2) 細胞形態の解析： 

 液状化検体細胞診（liquid based cytology; LBC）溶液に細胞を浮遊させ、Cellprep®PLUS 

(Roche Diagnostics K.K.)を用いて LBC 標本を作製した。Papanicolaou 染色を行い、明視野顕

微鏡で細胞形態を観察した。 

 

(3) 細胞増殖能の解析： 

 96 well plate に細胞（1000 個/well）を播種し、10%ウシ胎仔血清を含む RPMI 培地あるいは

-MEM 培地で 0、24、48、72 時間培養した後、各ウェルに Cell titer blue (Promega Corporation)

を 10μl 添加して 1時間培養した。Infinite M200 PRO （Tecan Japan Co., Ltd.）で吸光度を

測定 (ex530nm /em590nm)し、細胞増殖能を評価した（CellTiter-Blue®Cell Viability Assay）。 

 

(4) 細胞遊走能の解析： 

 6 well plat に細胞（1-2 x 106/well）を播種し、10%ウシ胎仔血清を含む RPMI 培地あるい

は-MEM 培地で一晩培養した後、200μlチップでウェル底に線を引くように引っかき傷をつけ

て無細胞の領域を設けた。培地交換して 48時間培養した後、位相差顕微鏡で遊走した細胞によ

り無細胞の領域が埋められていく様子を観察し、0時間の状態と比較して細胞遊走能を評価し

た（Scratch Assay）。 

 

(5) 遺伝子発現の解析： 

 細胞から RNA を抽出し、遺伝子発現プロファイルを SurePrint G3 Human GE v3 8x60K 

Microarray (Agilent Technologies)により取得し、それらのファイルを細胞間で比較した。 

 

(6) 臨床病理学的検討： 

 悪性中皮腫における BAP1 発現を BAP1 抗体（C-4, Santa Cruz Biotechnology）を用いた免疫

染色により検討した。上皮型中皮腫で胸膜切除/肺剥皮術（pleurectomy/decortication; P/D）

が行われた症例については、BAP1 陽性を示す症例（BAP1 retained）と BAP1 陰性を示す症例

（BAP1 loss）に分類し、それぞれの Kaplan-Meier 生存曲線を描いて log-rank 検定を行っ

た。 

 

 

４．研究の成果 

(1) 不死化中皮細胞(Met5A)に pLenti-U6-p16 sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro あるいは pLenti-U6-

BAP1 sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro 由来のレンチウイルス粒子をトランスダクションして、p16-KO



中皮細胞および BAP1-KO 中皮細胞を樹立した。更に、p16-KO 中皮細胞に、pLenti-U6-BAP1 sgRNA-

SFFV-Cas9-2A-Puro 由来のレンチウイルス粒子をトランスダクションして、p16 & BAP1-Double 

KO (DKO)中皮細胞を樹立した。同様にして、不死化中皮細胞（MesF）、野生型 BAP1 上皮型中皮腫

細胞株(MM26)および野生型 BAP1 肉腫型中皮腫細胞株(MM46)を親株として、BAP1-KO 中皮細胞、

BAP1-KO 上皮型中皮腫細胞および BAP1-KO 肉腫型中皮腫細胞を樹立した。また、Met5A 中皮細胞、

MesF 中皮細胞、MM26 上皮型中皮腫細胞株および MM46 肉腫型中皮腫細胞株に、pLenti-U6-control 

sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro 由来のレンチウイルス粒子をトランスダクションして、それぞれの

sgControl 細胞（対照細胞）を作製した。 

 

 

(2) Met5A 由来のsgControl細胞、p16-KO中皮細胞、BAP1-

KO中皮細胞およびp16 & BAP1-DKO中皮細胞のPapanicolaou

染色標本を図1に示す。p16-KO中皮細胞は、sgControl中皮

細胞と比較して細胞形態に明らかな変化を認めなかった。

一方、BAP1-KO中皮細胞では細胞が大型化し、核の膨化、核

小体の数の増加と明瞭化を認めた。p16 & BAP1-DKO中皮細

胞では、p16-KO中皮細胞やBAP1-KO中皮細胞と比較して核の

異型度が増大した。BAP1変異は細胞形態に深く関与してい

ると考えられる。 

 

 

(3) Met5A 由来の sgControl 中皮細胞、p16-KO 中皮細胞、BAP1-KO 中皮細胞および p16 & BAP1-

DKO 中皮細胞の細胞増殖能を図 2に示す。p16-KO 中皮細胞は、sgControl 中皮細胞に比較して細

胞増殖能はやや高い傾向を示すが有意

差は無く、BAP1-KO 中皮細胞および p16 

& BAP1-DKO 中皮細胞においても、

sgControl 中皮細胞に比較して細胞増

殖能に有意な変化はみられなかった。

BAP1 変異の細胞増殖能への関与は低い

と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

図 1．Papanicolaou 染色 

図 2．細胞増殖能（CellTiter-Blue®Cell Viability Assay） 



(4) Met5A 由来のsgControl中皮細胞、p16-KO中皮細胞、BAP1-KO中皮細胞およびp16 & BAP1-

DKO中皮細胞の細胞遊走能を図3に示す。p16-KO中皮細胞はsgControl中皮細胞と同じように遊走

したが、BAP1-KO中皮細胞およびp16 & BAP1-DKO中皮細胞では遊走能が低下していた。MesF由来

のBAP1-KO中皮細胞においても、sgControl中皮細胞に比較して遊走能が低下していた。BAP1変

異は細胞遊走能に深く関与していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) SurePrint G3 Human GE v3 8x60K Microarray (Agilent Technologies)により取得した

Met5A由来のBAP1-KO中皮細胞とsgControl中皮細胞の遺伝子発現プロファイルを比較すると、

BAP1-KO中皮細胞で発現が2倍以上に増加していたのは1332個の遺伝子、1/2以下に低下していた

のは1050個の遺伝子であった。BAP1-KO中皮細胞で発現が低下する遺伝子群に注目して解析した

結果、BAP1-KO中皮細胞で発現が著しく低下する細胞遊走因子Xを見出した。細胞遊走因子Xは、

MesF由来のBAP1-KO中皮細胞においても発現が低下していた。 

 

 

(6) BAP1免疫染色を用いて悪性中皮腫におけるBAP1発現を調べたところ、BAP1 陰性を示す症例

（BAP1 loss）は上皮型中皮腫で55% (77/141）、肉腫型中皮腫で28% (8/29)であった。上皮型中

皮腫で胸膜切除/肺剥皮術が行われた症

例について、BAP1陽性を示す症例（BAP1 

retained）とBAP1陰性を示す症例（BAP1 

loss）に分類し、それぞれのKaplan-

Meier 生存曲線を描くと、BAP1陽性を示

す症例（BAP1 retained）の方がBAP1陰

性を示す症例（BAP1 loss）よりも予後

不良であった（図４）。BAP1変異は上皮

型中皮腫に高頻度に見出されている

が、悪性度との関連性は低いと考え

られる。 

 

図 3．細胞遊走能（Scratch Assay） 

図４．上皮型中皮腫(EM)で胸膜切除/肺剥皮術(P/D)が施行

された症例における全生存期間(OS)。BAP1 陽性を示す症例

（BAP1 retained）、BAP1 陰性を示す症例（BAP1 loss）。 
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