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研究成果の概要（和文）：BAP1は悪性中皮腫(Malignant Mesothelioma: MM)やぶどう膜黒色腫他の易罹患性遺伝
子である。我々はUBE2O遺伝子のゲノム増幅をMMで検出した。293TやU2OS細胞では、UBE2O（ユビキチン結合酵
素）はBAP1（脱ユビキチン化酵素）に対して拮抗的に働き、BAP1のユビキチン化を介して細胞内局在を変え機能
制御すると報告されるが、MMでは確認されなかった。中皮におけるUBE2O増幅の意味を解明するため、中皮特異
的UBE2Oノックインマウスを作製中である。

研究成果の概要（英文）：BAP1 is a predisposition gene of malignant mesothelioma (MM), uveal 
melanoma, and so on. The antagonistic relationship between UBE2O, ubiquitin-conjugating enzyme, and 
BAP1, ubiquitin C-terminal hydrolase, was reported in 293T and U2OS cell lines; 
multi-monoubiquitination of the nuclear localization signal in BAP1 by UBE2O change to localization 
of BAP1 from nucleus to cytoplasm, and it would lead for BAP1 to lose DNA repair function. This 
interaction of UBE2O-BAP1 was not identified in the MM cell line, GOR, that express UBE2O at high 
level by genomic amplification. We are now establishing pleura-specific knock-in mouse of UBE2O in 
order to identify the effects of this gene amplification frequently occuring in MM.

研究分野：内科学

キーワード： 悪性中皮腫　モデルマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
UBE2O遺伝子はE2/E3 hybrid ubiquitin-protein ligaseであり、そのユビキチン化基質は多数報告される。結
果、UBE2Oの機能は多彩で細胞種により報告が異なる。悪性中皮腫とUBE2O遺伝子増幅に関する報告はなく、その
意義も明らかではない。中皮特異的UBE2Oノックインマウスを用いた研究により、悪性中皮腫発症・進展への寄
与が明らかになれば、その阻害剤が治療法の開発につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
悪性中皮腫(Malignant Mesothelioma: MM)はアスベスト曝露が主要因で、曝露から 30-40年
の経過を経て発症する。早期は無症状の場合が多く、多くは進行した状態での診断となり、抗が
ん剤や放射線治療に抵抗性で、極めて予後不良である。発症までに長期間の経過を経るにもかか
わらず、塩基置換や数塩基の欠失・挿入等シーケンスレベル変異は小児がんレベルと少なく、主
として BAP1、p16、NF2等が知られる(1, 2)。一方検出が難しい激しいゲノム再構成（研究当初は
エクソンや遺伝子単位の欠失）が生じていることを本学では見出した(3)。いずれにしろ、がん抑
制遺伝子に欠失や機能喪失型変異が生じており、治療標的分子とはなりにくい。 

MMの約２割で増幅している遺伝子として、E2/E3 hybrid ubiquitin-protein ligaseである UBE2O
遺伝子を見出した。293T や U2OS 細胞を用いた研究で、 UBE2O は脱ユビキチン化酵素 BAP1
の核局在シグナル部位をユビキチン化することで細胞内局在を変え、BAP1のがん抑制機能を制
御するとの報告がなされた(4)。そこで、BAP1 とユビキチン化／脱ユビキチン化を介した相互関
連分子のMM発症への寄与を解明する研究の発想に至った。 
 
２．研究の目的 
 MM発症の易罹患性に寄与することがわかっている BAP1(5)の機能喪失は、本遺伝子の変異に
よる直接的な機能喪失以外に、分子間相互作用による制御異常が関わるのか否かを明らかにす
る。すなわち、UBE2O遺伝子の増幅が BAP1の機能制御を介して、MM発症・進展へ寄与する
かを明らかにすることが目的である。そのためにモデルマウスを作製し、相互関連分子の変異が
及ぼすMM発症・進展への寄与を解明する。 
 
３．研究の方法 

 
I. MM細胞における UBE2O遺伝子の増幅とタンパク発現増強 
まず MM 細胞においても遺伝子の増幅が UBE2O タンパク発現を増強し、結果 BAP1 の細胞
内局在を変え、BAP1のがん抑制作用を制御しているかを調べた。 
中皮形質転換細胞Met5a（reference）と 9種類のMM細胞からタンパクを抽出し、western blotting
法にてタンパク発現を調べた。遺伝子増幅している GOR 細胞において、UBE2O タンパク発現
が増強されていること、また UBE2O タンパクは主に細胞質に、BAP1タンパクは主に核に発現
しており、UBE2O発現増幅が認められない細胞と変わらないことが確認された（図１）。 

図１ 悪性中皮腫細胞株における UBE2Oおよび BAP1タンパクの western blotting発現解析 
 
II．UBE2Oの siRNAノックダウンによる BAP1タンパク発現の細胞内局在変化 
GOR細胞を用い、siRNAノックダウン（KD）により UBE2O タンパクを発現低下させ、BAP1
タンパクの細胞内局在が変化するか調べた。しかし、siRNA（ambion 社 Silencer Select si34219, 
si34221の 2種使用）により UBE2O タンパク発現を 7-8割低下させたが、BAP1の細胞内局在
は western blottingによる検出では変わらなかった。免疫染色でも確認するため、種々条件検討し
たが、siRNA 添加の有無で BAP1 は主に核に局在したままで、変化を見出すことはできなかっ
た。 

 
III. UBE2Oが制御することが知られる腫瘍関連シグナル経路への影響をMM細胞で解析 
UBE2Oは ubiquitin-protein ligaseであり、多くの基質が同定され、そのユビキチン化によりタ
ンパク分解、細胞内局在、タンパク相互作用の制御など多彩な機能の報告が近年増えた(6)。その
結果、がん化、ミエローマ細胞アポトーシス、細胞分化、サーカディアンリズム、免疫ホメオス
タシスなどフェノタイプも様々で、細胞によりそれぞれ異なった。報告されている腫瘍関連する



シグナル経路としては、AMPKα2  (protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 2) を分解
することで mTOR-HIF1α pathwayの活性化の促進がある(7)。mTOR活性化により転写活性化され
る遺伝子としては VEGF が有名である。GOR 細胞を用い、UBE2O の siRNA KD 後の細胞増殖
能には明確な変化はなく、VEGFの mRNA発現変動に明らかな差は認められなかった。 
 2020年秋に肺がん細胞において、ユビキチン化基質としてMXI1 (MAX interactor 1, dimerization 
protein)に焦点が当てられ、UBE2Oの発現増が腫瘍増殖促進・放射線抵抗性の付与に寄与してい
ることが報告された(8)。そこで GOR 細胞を用い、UBE2O の siRNA KD 後の MXI1 発現変動を
western blottingを用いて調べたが、変動は検出されなかった。 
 
IV.  UBE2O遺伝子の RNA解析およびゲノムコピー数増幅 
悪性中皮腫ではゲノム再構成が高頻度で生じていることを本学で見出しており、また種々の
融合遺伝子が検出されている。GORで生じている UBE2Oのゲノム増幅が、融合遺伝子や異常転
写産物ではないことを RNA-seq で確認した。融合遺伝子は検出されず、転写産物のスプライシ
ングバリアント構成も、遺伝子増幅の無い細胞と差は見られなかった。MM細胞株や患者腫瘍の
ゲノムコピー数解析の結果から、腫瘍発生初期にクローナルで生じると考えられる 3p21 (BAP1
搭載領域) や CDKN2Aの欠失に比べ、UBE2O増幅はコピー数変化の割合が小さくサブクローナ
ルな変化の可能性が高い。MMの悪性化に寄与している可能性がある。 

 
V.  UBE2Oノックインマウスの作製 
計画当初の予定では UBE2O 遺伝子を強制発現させたモデルマウスを作製し、UBE2O の発現
増加が BAP1 機能抑制を誘導し MM 発症へ寄与するかどうか比較検証する予定であった。すな
わち、UBE2Oノックインマウス、BAP1核移行シグナル部位変異導入マウス／UBE2Oノックイ
ンマウス、BAP1ノックアウト (KO)／UBE2Oノックインマウス等、多重遺伝子ゲノム編集マウ
スを作製予定であった。しかし、悪性中皮腫細胞株を用いた実験で、UBE2O- BAP1 のユビキチ
ン化／脱ユビキチン化を介した相互関連と腫瘍化への影響が確認できず、計画がかなり遅れた。
中皮における UBE2Oの発現増加の影響を調べるため中皮特異的 UBE2Oノックインマウスを現
在作製中である。 
次ページ図 2 に作製法の概略を示す。Human UBE2O gene cDNA ORF clone (Kazusa Genome 

Technologies pF1KSDA1734, NP_071349.3 ORFを発現)から制限酵素にて UBE2O cDNA配列を切
り出し、2個の loxPで挟まれた STOPコドンカセットを有する CTVプラスミド（16.1 Kb）に挿
入した。本プラスミドは、Creリコンビナーゼ酵素により 2個の loxPサイトに挟まれた STOP配
列を除去することにより、UBE2O遺伝子が ROSAプロモーター下で発現する。本プラスミドを
ES細胞（KTPU8:B6）に遺伝子導入後、8細胞期の受精卵（Jcl:ICR）と凝集法により凝集胚を作
り、仮親 Jcl:ICRマウスへ移植しキメラマウスを作製した。凝集胚 207個を 10匹の Jcl:ICRマウ
スに移植し、48匹の仔マウスが生まれ、内キメラマウスは 2 匹であった（図 3）。6週目からキ
メラ率の高いマウス♂と C57/B6マウス♀を交配し、計 36匹の仔マウスが生まれたが、genotyping
の結果、いずれも導入した UBE2Oを確認できなかった。再度キメラマウスの作製からやり直す
予定である。将来 Adeno-Creの胸腔内投与により、胸膜特異的に Creリコンビナーゼを発現させ
る予定であるため、並行して胸腔内投与のトレーニングを実施した。 

 
VI．BAP1の B細胞に与える影響解析 

BAP1に関しては、本遺伝子に変異を有する患者予後は、変異無しよりむしろ良好であること
が、ここ数年間に複数機関より報告された(9-11)。よって BAP1 の機能喪失は MM の易罹患性には
寄与するが、悪性化には寄与していない可能性が高い。BAP1の機能解析については多くの研究
機関で盛んにおこなわれており、転写調節、2本鎖 DNA 切断修復能の制御のみならず、小胞体の
BAP1 がカルシウム流量を調節しアポトーシスの実行を促すこと(12)、ノックアウトマウスの研究
から胸腺の成育・T細胞分化にも及ぶことが報告された(13)。しかし、近年腫瘍免疫で重要な働き
をすることが報告されている B細胞に対する影響については不明であった。UBE2Oとの相互作
用と MM 発症への寄与も不明であるため、計画当初多重遺伝子編集の標的であった BAP1につい
ては、モデルマウスを用いた研究ではなく、細胞株を用いた研究に変更した。すなわち、Bリン
パ芽球細胞 TSCE5を用いの BAP1ノックアウト(BAP1 KO)細胞を用いて、B細胞に対する影響
を調べた。CRISPR / Cas9ゲノム編集用 plasmid px458を用い、BAP1 exon 1を欠損した BAP1 KO
細胞を 4 種作成した。いずれも BAP1 タンパクの発現を消失していることが western blotting で
確認された。この内 2 細胞を RNA-seqし GSEA解析の結果、KOにより NFｋBを介した TNFα
シグナリングや Inflammatory シグナルが両細胞とも有意に低下していた。また多くのサイトカ
イン・ケモカインの発現変動が見られ、特に走化性を変化させる遺伝子が顕著な発現変動を示し
ていた。これらは、BAP1が転写調節を介して、B細胞の機能制御に寄与することを示しており、
実験検証中である。 
 

  



 

図 3 ROSA (CAG-LSL-UBE2O)/ES (KTPU8:B6/CBA)キメラマウス 

 



４．研究成果 
悪性中皮腫細胞株 GOR で UBE2O 遺伝子がゲノム増幅し、タンパク発現が増加していること
が確認された。他細胞で報告された UBE2O- BAP1間のユビキチン化／脱ユビキチン化を介する
UBE2Oによる BAP1細胞局在の制御は GORでは確認されなかった。また UBE2O発現増による 
mTOR pathway活性化やMXI1タンパクの増加も確認できなかった。中皮における本遺伝子の発
現増強の作用は、これまで報告されたものとは異なる可能性がある。そこで、中皮における
UBE2Oの発現増加の影響を調べるため中皮特異的 UBE2Oノックインマウスを作製中である。 

BAP1に関しては、Bリンパ芽球細胞株を用いた研究から種々の遺伝子の転写調節を介して B
細胞の走化性や TNFα産生を制御することが見出された。すなわち、BAP1が機能喪失すると走
化性の低下や、TNFα産生が抑制されることが示唆され、実験検証中である。 
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