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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫で認められるNF2遺伝子異常に着目し、その遺伝子産物Merlinに対する免
疫染色の病理診断における有用性について検討した。NF2遺伝子異常を有する中皮腫細胞株を用いて、NF2遺伝子
異常の有無がMerlin染色性に反映される免疫染色法を見出した。この手法を用いて、日本人悪性胸膜中皮腫の腫
瘍組織や胸水から得られた培養細胞や臨床検体を解析すると、全エクソーム解析やFISH法で示されるNF2遺伝子
の情報とMerlin染色性に相関が認められたことより、Merlin免疫染色は悪性中皮腫におけるNF2/Merlinの不活化
を調べるスクリーニング法として有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The NF2 gene is often altered in malignant mesothelioma. The utility of 
immunostaining against Merlin, a protein coded by the NF2 gene, in pathological diagnosis was 
investigated. By using mesothelioma cell lines with the mutated NF2 gene, we found an 
immunohistochemical method in which Merlin immunostaining properties were concordant with the 
mutation status of the NF2 gene. In cultured mesothelioma cells and clinical specimens obtained from
 tumor tissues or pleural effusions of Japanese patients with malignant pleural mesothelioma, Merlin
 immunostaining properties were correlated with the mutation status of the NF2 gene identified by 
whole exome sequencing or NF2 FISH analysis. These results suggested that Merlin immunostaining is a
 useful screening method to investigate the inactivation of NF2/Merlin in malignant mesothelioma.

研究分野：病理学

キーワード： 悪性中皮腫　NF2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
異型中皮細胞の良悪性の判定においては、悪性中皮腫に特徴的ながん抑制遺伝子の異常の検出が有用であり、
CDKN2AおよびBAP1遺伝子の異常については日常の病理診断に取り入れられるようになってきたが、NF2遺伝子に
ついてはほとんど解析されてこなかった。本研究成果により、NF2遺伝子異常の有無を予測する簡便な手法とし
てMerlin免疫染色の有用性が示されたことより、NF2/Merlin不活化が発症に関与する中皮腫を見出し、適切な治
療法の選択に繋がることが期待される。

※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 
悪性中皮腫は、アスベスト曝露に起因して発生する難治性腫瘍であり、高度成長期のアスベスト
大量使用の影響を受けて、発症数の増加が続いている。診断技術の向上により、比較的早期に発
見される症例も徐々に増えているが、現在行われている集学的治療による延命効果は十分では
なく、有効な治療法の確立が求められている。しかし、悪性中皮腫では分子標的治療のターゲッ
トとなり得る活性型のがん遺伝子変異や融合遺伝子などのドライバー遺伝子変異は見出されて
おらず、その発症や病態には、がん抑制遺伝子の不活化変異が深く関与すると考えられている。
悪性中皮腫で高頻度に異常が認められるがん抑制遺伝子として、cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A（CDKN2A）、BRCA1-associated protein-1（BAP1）、Neurofibromatosis type 2（NF2）
などが報告されており、これらの遺伝子異常の検出は、早期症例の診断で問題となる中皮細胞の
良悪性の判定に有用である。このうち CDKN2A 遺伝子の欠失を調べる FISH 法、またはその近傍遺
伝子がコードする methylthioadenosine phosphorylase（MTAP）の免疫染色による代替法や、BAP1
遺伝子の変異を免疫染色によって調べる手法は、その有用性が確立されたことにより、日常の病
理診断に取り入れられるようになった。一方、悪性中皮腫の約 40%で変異が認められる NF2 遺伝
子は、その遺伝子産物 Merlin が Hippo シグナル伝達経路などの増殖制御機構と密接に関わる因
子であるため治療標的となる可能性があるが、中皮細胞の良悪性の判定を目的に NF2 遺伝子異
常が調べられる機会は少ない。最近、NF2 FISH 法による hemizygous 欠失の検出が悪性中皮腫の
診断に有用であることが報告されたが、FISH 法による解析が可能な施設は限られており、NF2 遺
伝子に着目した効率的な診断法の普及や有効な治療法の確立には至っていない。 
 
 
２．研究の目的 
悪性中皮腫に特徴的な遺伝子異常のうち、CDKN2A や BAP1 の遺伝子異常の検出は日常の病理診断
に取り入れられるようになったが、NF2 遺伝子異常についてはほとんど解析されていない。本研
究においては、適切な患者選択に基づく新たな治療戦略の確立に向けて、NF2 遺伝子異常を効率
的に検出可能な病理学的手法を確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
NF2 遺伝子異常が同定されている入手可能な中皮腫培養細胞株を用いて、種々の Merlin 抗体を
用いた免疫染色法を検討し、Merlin染色性とNF2遺伝子異常の有無が一致する手法を同定した。
日本人悪性胸膜中皮腫の腫瘍組織および胸水中の細胞から得られた培養細胞を用いて、全エク
ソーム解析によって明らかになった NF2 遺伝子の情報と Merlin 免疫染色の結果を比較し、NF2
遺伝子異常の詳細と Merlin 染色性の相関を調べた。悪性胸膜中皮腫症例の胸水セルブロック標
本および組織標本を対象に、NF2 FISH 法による NF2 遺伝子解析の結果と、Merlin 免疫染色の結
果を比較し、病理診断において NF2 遺伝子異常の有無を予測する上での Merlin 免疫染色の有用
性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）NF2 遺伝子異常の有無が報告されている入手可能な中皮腫培養細胞株についてセルブロッ
クを作製し、NF2 遺伝子産物 Merlin に対する免疫染色法を検討した。対照として、正常中皮細
胞株 Met-5A を用いた。Met-5A 細胞および NF2 遺伝子に異常を認めない中皮腫細胞株（3株）で
は、細胞膜および細胞質に陽性を示した。一方、NF2 遺伝子に変異を有する細胞株（3株）では、
明らかな陽性像は認
められなかった（図
１）。また、NF2 遺伝子
に異常を認めないが、
Merlin タンパク質の
発現抑制が報告され
ている中皮腫細胞株
（1株）においても、
Merlin の発現は認め
られなかった。 
 

図 1．中皮腫培養細胞株におけるMerlin免疫染色法の検討 



（２）日本人悪性胸膜中皮腫の腫瘍組織お
よび胸水中の細胞から得られた培養細胞
を用いて、全エクソーム解析によって明ら
かになった NF2 遺伝子の情報と Merlin 免
疫染色の結果を比較した。全エクソーム解
析の結果、17例中 12例（70.6%）では NF2
遺伝子に異常が認められず、5例（29.4 %）
で NF2 遺伝子の異常が認められた。これら
の培養細胞を用いて Merlin 免疫染色を行
うと、NF2 遺伝子に異常が認められなかっ
た細胞では 12例中 11 例（91.7%）が Merlin
陽性を示したのに対して（図 2、MM165 お
よび MM200）、NF2 遺伝子に異常が認められ
た 5例においては、全例（100%）で Merlin
免疫染色での発現消失を認めた（図 2、MM57
および MM244）。全エクソーム解析による
NF2 遺伝子異常の検出と、Merlin 発現消失
の全体一致率は 94.1%であり、NF2 遺伝子
異常の予測には Merlin 免疫染色が有用で
あると考えられた。 
 
 
（３）悪性胸膜中皮腫の胸水セルブロック
標本（20 症例）を対象として、FISH 法によ
る NF2 遺伝子解析と Merlin 免疫染色の結
果を比較した。FISH 法による検討の結果、
悪性中皮腫の診断に有用とされている NF2
遺伝子の hemizygous 欠失が 20 例中 10 例
（50%）で認められた。一部の細胞集団が明
らかに Merlin 陰性を示す場合も発現消失
と判定すると、FISH 法によって NF2 遺伝子
に異常が認められなかった 10 例中の 7 例
（70％）では細胞膜あるいは細胞質に
Merlin 陽性を示した（図 3、症例 1および
2）。一方、NF2 遺伝子の hemizygous 欠失が
示された 10 例では、全例（100％）で Merlin
免疫染色での発現消失が認められた（図 3、
症例 3 および 4）。FISH 法で示される NF2
遺伝子のhemizygous欠失とMerlin発現消
失の全体一致率は 85%であり、胸水セルブ
ロック標本を用いた検討においても、NF2
遺伝子異常の予測に Merlin 免疫染色が有
用であることが示された。 
 
 
（４）悪性胸膜中皮腫の組織検体（13例）を対象として、FISH 法による NF2 遺伝子解析と Merlin
免疫染色の結果を比較した。症例の組織型は、上皮型 10 例、二相型 2例、肉腫型 1例であった。
FISH 法による検討の結果、NF2 遺伝子の hemizygous 欠失が 13例中 9例（69.2%）で認められた。
FISH 法によって NF2 遺伝子の異常が認められなかった 4 例中の 2 例（50％）が細胞膜あるいは
細胞質に Merlin 陽性を示したが（図 4、症例 5）、2例では Merlin の明らかな陽性像は認められ
なかった（図 4、症例 6）。一方、NF2 遺伝子の hemizygous 欠失が認められた 9 例のうち、7 例

図 2．日本人悪性胸膜中皮腫より得られた 
中皮腫培養細胞におけるMerlin免疫染色 
 

図 3．悪性胸膜中皮腫症例の胸水セルブロック標本
におけるMerlin免疫染色 
 

図 4．悪性胸膜中皮腫症例の胸膜組織標本におけるMerlin免疫染色 
 



（77.8%）で Merlin 発現消失が認められたが（図 4、症例 7）、2例では細胞膜あるいは細胞質に
Merlin の陽性像を認めた（図 4、症例 8）。 
 胸水セルブロック標本での解析結果と併せると、悪性胸膜中皮腫の臨床検体を用いた検討に
おいて、FISH 法で示される NF2 遺伝子の hemizygous 欠失と Merlin 発現消失の陽性一致率は
89.5%、陰性一致率は 64.3％、全体一致率は 78.8％であった。 
 悪性中皮腫における NF2/Merlin の不活化は、遺伝子レベルでの変異や欠失などの異常に加え
て、タンパク質レベルでの発現抑制も報告されている。本研究においても、FISH 解析では異常
が認められないのに対して、免疫染色では Merlin の染色性が低下している症例が存在し、この
ような腫瘍においては、Merlin タンパク質の発現抑制によって NF2/Merlin の機能が不活化され
ていることが示唆された。また、全エクソーム解析によって示された NF2 遺伝子の情報との一致
率と比較して、FISH 法によって示された hemizygous 欠失との一致率が低かったことより、FISH
法では検出されないような異常がタンパク質発現に影響している可能性や、特に胸膜組織にお
ける解析では、腫瘍の heterogeneity が判定に影響する点に注意が必要と考えられた。したがっ
て、Merlin 免疫染色において発現消失が認められた場合、確定診断を目的とした NF2 遺伝子の
欠失の確認が必要な症例については、シークエンス解析や FISH 法などの詳細な検討の追加が望
ましい場合もあるが、NF2/Merlin の不活化を調べるスクリーニング法として、Merlin 免疫染色
は簡便で有用な方法であると考えられた。今後の研究により NF2 遺伝子異常を標的とした効果
的な治療法が確立されれば、NF2 遺伝子異常が発症に関与する中皮腫症例が効率的に見出される
ことにより、適切な治療法の選択に繋がることが期待できる。 
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