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研究成果の概要（和文）：早期中皮腫の発生には、BAP1変異を起点、CDKN2Aホモ接合性欠失を起点、これら以外
のゲノム異常を起点とするものがある。遺伝子発現プロファイル解析により、BAP1-KO中皮細胞で発現が増強す
るアノイキス耐性誘導因子Xを見出した。BAP1変異中皮細胞が胸水中に浮遊してもアポトーシスに陥らないよう
に制御されている可能性がある。BAP1 lossを有する前浸潤性中皮腫患者の初診から5年後の浸潤性中皮腫検体を
用いて全エクソームシーケンシング解析すると、BAP1遺伝子以外に細胞周期に関与するMAGI2遺伝子にも変異が
見出された。MAGI2は浸潤性中皮腫への進展に関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Early mesothelioma arises from BAP1 mutation, CDKN2A homozygous deletion, 
and genomic abnormalities other than BAP1 and CDKN2A. By gene expression profile analysis of BAP1-KO
 mesothelial cells, an anoikis resistance inducing factor X, whose expression is enhanced in BAP1-KO
 mesothelial cells, was found. Mesothelial cells possessing BAP1 mutation may be regulated to 
prevent apoptosis even if they float in pleural effusion. Whole-exome sequencing analysis of 
invasive mesothelioma specimens 5 years after the first medical examination of a patient with 
preinvasive mesothelioma possessing BAP1 loss revealed mutations in the MAGI2 gene, which is 
involved in the cell cycle, in addition to the BAP1 gene. MAGI2 may be involved in the progression 
of preinvasive mesothelioma to invasive mesothelioma.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 早期中皮腫　ゲノム異常

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
早期中皮腫の発生には複数の発がん機構があることが示された。BAP1変異は中皮細胞にアノイキス耐性を誘導し
ている可能性があり、それを担う候補分子としてアノイキス耐性誘導因子Xを見出している点に学術的意義があ
る。前浸潤性中皮腫から浸潤性中皮腫への進展に関与する候補分子は、中皮腫の治療開発に繋がる可能性があ
り、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、最初の症候は胸水貯留で
ある。これまでに胸腔内を増殖・進展した進行症例を対象としてゲノム解析が行われ、 
CDKN2A/p16 欠失、BAP1 変異、NF2 変異などのゲノム異常が報告された。最近、胸部 CT で
胸膜に有意な所見を認めなくても胸水細胞診で中皮腫を否定できない場合には積極的に胸膜生
検が行われ、異型中皮細胞の増殖が胸膜の表面や浅層に留まる症例が見出されている。しかし、
早期中皮腫においてどのようなゲノム異常が中心的役割を果たすのか、複数の発がん機構があ
るのか、明らかにされていない。MTAP は CDKN2A/p16 と同様に 9p21 領域に存在するがん抑
制遺伝子であり、中皮腫において CDKN2A/p16 と共欠失する。MTAP 免疫染色を行うと、
CDKN2A/p16 ホモ接合性欠失を有する中皮腫では 74% に MTAP 蛋白の発現消失を認めるが、
欠失を認めない中皮腫では全例に MTAP 蛋白の発現が保持されることから、MTAP 免疫染色は
CDKN2A/p16-FISH の代替法となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、最近、遭遇する機会が増えている早期中皮腫に焦点を当てて、中皮腫の発生
機序および病態を解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫染色 
 胸水セルブロックの細胞および胸膜生検の組織を対象に、マウスモノクローナル BAP1 抗体 
(C-4)およびマウスモノクローナル MTAP 抗体 (clone 2G4)を用いて免疫染色を行った。核に発
現消失を認める場合に BAP1 loss 、細胞質に発現消失を認める場合に MTAP loss と判定した。 
 
(2) BAP1 ノックアウト中皮細胞 
 pLenti-U6-BAP1 sgRNASFFV-Cas9-2A-Puro 由来のレンチウイルス粒子を中皮細胞にトラ
ンスダクションし、BAP1 遺伝子をノックアウト(KO)する中皮細胞（BAP1-KO 中皮細胞）を樹
立した。対照細胞の作製には、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た（sgControl 中皮細胞）。 
 
(3) 遺伝子発現 
 BAP1-KO 中皮細胞および sgControl 中皮細胞から 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)により取得して比較
検討した。 
 
(4) アノイキス抵抗 
 1％ウシ胎仔血清を含む培地で BAP1-KO 中皮細胞および sgControl 中皮細胞を培養した後、
トリパンブルー染色で生細胞数をカウントし、それぞれのアノイキス抵抗性（耐性）について評
価した。 
 
(5) スフェロイド形成 
 超低接着処理したプレートを用いて BAP1-KO 中皮細胞および sgControl 中皮細胞を三次元
培養した後、細胞集塊の数をカウントし、それぞれのスフェロイド形成能について評価した。 
 
(6) 全エクソームシーケンシング 
 腫瘍組織から DNA を抽出し、全エクソームシーケンシング解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 胸部 CTで胸水貯留と僅かな胸膜肥厚を除けば有意な所見を認めず FDG-PETでも有意な取
り込み像を認めないレントゲン的 T0（8 例）を対象にして、胸水セルブロックおよび胸膜生検
の検体を用いて BAP1 免疫染色と MTAP 免疫染色を行ったところ、2 例は BAP1 loss 単独、1
例は MTAP loss 単独、4 例は BAP1 と MTAP が共に loss していた。残りの 1 例は BAP1 と
MTAP の発現が維持されていたが、胸膜生検で組織学的に中皮腫と診断された。組織型は全て
上皮型中皮腫であり、胸水セルブロックの染色結果は、胸膜組織で増殖する異型中皮細胞の免疫
形質と一致していた。早期中皮腫の発生には、BAP1 変異（BAP1 loss）を起点とするもの、
CDKN2Aホモ接合性欠失（MTAP loss）を起点とするもの、BAP1およびCDKN2A（MTAPloss）
以外のゲノム異常を起点とするものが存在すると考えられる。レントゲン的 T0 中皮腫の段階か



ら、BAP1 と CDKN2A の両遺伝子に異常を来たしている症例が存在することから、BAP1 変異
が基軸となるのか、CDKN2A ホモ接合性欠失が基軸となるのかを明らかにするためには、より
初期の中皮腫の解析が必要である。 
 長期（5 年以上）生存した症例について診断時の異型中皮細胞（早期中皮腫）における BAP1
と MTAP の発現を調べると、BAP1 loss 単独の症例だけでなく、MTAP loss（CDKN2A ホモ接
合性欠失）単独の症例も存在した。本邦の悪性中皮腫を対象とした解析では、BAP1 loss 症例と
BAP1 retained 症例との予後に有意な差を認めないが、CDKN2A ホモ接合性欠失を有する症例
は CDKN2A ホモ接合性欠失を認めない症例よりも予後不良であることが報告されている。しか
し、長期（5 年以上）生存した症例の中に MTAP loss（CDKN2A ホモ接合性欠失）単独の症例
が存在したことから、CDKN2A ホモ接合性欠失を有する中皮腫症例にも予後の良い一群が存在
すると考えられる。 
 
(2) 早期中皮腫における BAP1 変異がもたらす生物学的作用の手掛かりを得るために、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
胞で発現が増強する因子の中にアノイキス耐性誘導因子が含まれていた。そこで、1％ウシ胎仔
血清を含む培地で BAP1-KO 中皮細胞および sgControl 中皮細胞を培養した後、トリパンブル
ー染色で生細胞数をカウントすると、BAP1-KO 中皮細胞は sgControl 中皮細胞に比較して有意
に生細胞数が多く、アノイキス抵抗性（耐性）を示した。超低接着処理したプレートを用いて
BAP1-KO 中皮細胞および sgControl 中皮細胞を三次元培養して細胞集塊の数をカウントする
と、BAP1-KO 中皮細胞は sgControl 中皮細胞に比較して有意に細胞集塊の数が多く、高いスフ
ェロイド形成能を有していた。BAP1-KO 中皮細胞で発現が増強するアノイキス耐性誘導因子Ｘ
の siRNA を培地に添加して三次元培養すると、スフェロイド形成は抑制された。BAP1 変異を
起こした中皮細胞が胸水中に浮遊してもアポトーシスに陥らないように制御されている可能性
がある。 
 
(3) BAP1 loss を有する前浸潤性中皮腫患者の初診から 5 年後に胸膜切除/肺剥皮術にて摘出さ
れた浸潤性中皮腫の腫瘍組織より DNA を抽出して全エクソームシーケンシング解析すると、
BAP1 遺伝子にヘミ接合性欠失と truncated protein を産生するフレームシフト変異を認めると
ともに、細胞周期に関与する MAGI2 遺伝子にも変異が見出された。前浸潤性中皮腫における
MAGI2 変異の有無は不明であるが、変異が存在しないのであれば、MAGI2 は前浸潤性中皮腫
から浸潤性中皮腫への進展に関与している可能性がある。今後の検討により、中皮腫における
MAGI2 の機能の解明が期待される。 
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