
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

悪性中皮腫の発生および生物学的特性を規定するエピジェネティクス機構の解明

Investigation of epigenetic mechanisms regulating the development and biological
 properties of malignant mesothelioma

２０２２７４０８研究者番号：

辻村　亨（Tsujimura, Tohru）

兵庫医科大学・医学部・教授

研究期間：

２６４６０４４４

平成 年 月 日現在２９   ６ ２０

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫ではEZH2が高発現しBAP1遺伝子に変異がみられる。RNA干渉法により中皮
腫細胞のEZH2発現を抑制させると、細胞増殖能、細胞運動能、造腫瘍能が低下したが、中皮細胞にEZH2を高発現
させても造腫瘍能を誘導できなかった。悪性中皮腫患者のEZH2高発現群はEZH2低発現群に比べて予後不良であっ
た。中皮細胞の腫瘍化にはEZH2の高発現だけでは不十分であるが、悪性中皮腫の予後にはEZH2が制御する増殖浸
潤関連分子が関与していると考えられる。
BAP1変異は上皮型中皮腫の診断に有用な分子マーカーと考えられるが、悪性中皮腫におけるBAP1の生物学的意義
については更なる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In malignant mesothelioma, EZH2 is highly expressed and BAP1 mutation is 
observed. Suppression of EZH2 expression in mesothelioma cells by RNA interfering method decreased 
their proliferation, motility, and tumorigenic ability, but could not induce tumorigenesis even when
 EZH2 was highly expressed in mesothelial cells. The EZH2 high expression group of malignant 
mesothelioma patients had a poorer prognosis than the EZH2 low expression group. Although high 
expression of EZH2 alone is insufficient for tumorigenesis of mesothelial cells, the prognosis of 
malignant mesothelioma patients is thought to be involved in EZH2-controlled growth and invasion 
related molecules.
Although BAP1 mutation is considered to be a useful molecular marker for diagnosing epithelioid 
mesothelioma, further investigation is required on the biological function of BAP1 in malignant 
mesothelioma.

研究分野：人体病理学
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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よって引き
起こされる難治性腫瘍である。我が国ではア
スベスト規制が遅れたために、悪性中皮腫の
発症数の増加が予想され、2025 年に発症数は
ピークを迎えると推定されている（N Engl J 
Med, 353:1591-1603, 2005）。悪性中皮腫は
アスベストを取り扱った労働者ばかりでな
く環境曝露によっても発症することが明ら
かになり、悪性中皮腫の早期診断法や有効な
治療法の開発が急務になっている。 
 悪性中皮腫では CDKN2A (p16INK4a/p14ARF) や
NF2 などの‘がん抑制遺伝子’の欠失が見出
されているが、がんで発見されている‘がん
遺伝子’の変異や増幅および転座型の遺伝子
変異などの機能を獲得するゲノム異常の報
告 は 殆 ど 無 い (Carcinogenesis, 
34:1413-1419, 2013)。一方、悪性中皮腫で
はポリコーム群タンパク質複合体の構成分
子である EZH2（ヒストン H3 メチル化酵素）
が強く発現する。また、米国のグループから、
脱ユビキチン化酵素をコードする BAP1 遺伝
子の変異が生殖細胞に起こると悪性中皮腫
に罹患しやすくなることが報告され(Nat 
Genet, 43:1022-1025, 2011 & Nat Rev Cancer, 
13:153-159, 2013)、我々も悪性中皮腫の約
60%に BAP1遺伝子に変異が起きていることを
明らかにしている  (Cancer Sci, 102: 
648-655, 2011 & Cancer Sci, 103:868-874, 
2012)。このような背景から、悪性中皮腫で
はエピゲノム異常が腫瘍化や生物学的特性
に重要な役割を果たしていると推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、EZH2 と BAP1 に着目して、
悪性中皮腫の発生および生物学的特性を規
定するエピジェネティクス機構を明らかに
し、エピゲノム異常に関わる分子を標的にし
た治療法の開発に繋げることである。 

 
３．研究の方法 
(1) EZH2 機能の解析 
リアルタイム RT-PCR 法および Western blot
法を用いて EZH2 を高発現する培養中皮腫細
胞を選別した。この EZH2 高発現中皮腫細胞
を 親 細 胞 と し て EZH2 siRNA 
(piLenti-siEZH2–GFP-2A-Puro)を導入し、
EZH2 発現が抑制された中皮腫細胞（EZH2 発
現抑制中皮腫細胞）を作製した。また、不死
化中皮細胞を親細胞として EZH2 cDNA 
(pLenti-GIII-CMV-EZH2 –GFP-2A-Bla) を導
入し、EZH2 を高発現する中皮細胞（EZH2 高
発現中皮細胞）を作製した。 
 EZH2 発現抑制中皮腫細胞と親中皮腫細胞、
および EZH2 高発現中皮細胞と親中皮細胞の
細胞増殖能を cell titer blue 法で調べ、そ
れぞれの細胞増殖能を比較検討した。また、
EZH2 発現抑制中皮腫細胞と親中皮腫細胞、お
よび EZH2 高発現中皮細胞と親中皮細胞の細
胞運動能を scratch assay 法で調べ、それぞ

れの細胞運動能を比較検討した。 
 
(2) 移植モデルによる EZH2 機能の解析 
EZH2 発現抑制中皮腫細胞および親中皮腫細
胞をヌードマウスの皮下に移植し、腫瘍形成
の有無および形成される腫瘍のサイズを経
時的に計測して造腫瘍能を調べた。同様にし
て、EZH2 高発現中皮細胞および親中皮細胞の
ヌードマウスにおける造腫瘍能についても
調べた。 
 
(3) EZH2 の臨床病理学的解析 
胸膜肺全摘術を施行した悪性中皮腫患者を
対象にして、悪性中皮腫における EZH2 発現
を免疫染色で調べ、発現強度により EZH2 高
発現群と EZH2 低発現群に分類した。
Kaplan-Meier法により、EZH2高発現群とEZH2
低発現群の全生存曲線を作成し、log rank 
test により比較検討した。 
 
(4) 悪性中皮腫における EZH2 標的遺伝子の
検索 
EZH2 発現抑制中皮腫細胞と親中皮腫細胞の
遺伝子発現プロファイルを比較し、発現の増
強する遺伝子或いは発現の減弱する遺伝子
を検索した。EZH2 発現抑制中皮腫細胞におい
て発現の減弱がみられた血管新生因子(X)に
ついては、siRNA を導入して血管新生因子(X)
の発現を抑制する中皮腫細胞を作製し、(1)
および(2)と同様の in vitro 実験、ヌードマ
ウス移植実験を行った。 
 
(5) BAP1 の臨床病理学的解析 
悪性中皮腫（上皮型、肉腫型、二相型）の BAP1
発現を免疫染色で調べ、核における発現の有
無に基づいて、各組織型の BAP1 変異率を算
出した。胸膜肺全摘術を施行した上皮型中皮
腫患者を対象にして、BAP1 発現を免疫染色で
調べ、BAP1 発現(+)野生型 BAP1 中皮腫群と
BAP1発現(-)変異型BAP1中皮腫群に分類した。
Kaplan-Meier 法により、野生型 BAP1 中皮腫
群と変異型 BAP1 中皮腫群の全生存曲線を作
成し、log rank test により比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) EZH2 機能の解析 
リアルタイム RT-PCR および Western blot の
結果から、EZH2 を高発現する培養中皮腫細胞
として MSTO-211H を選択した。MSTO-211H に
EZH2 siRNA を導入すると、EZH2 発現が抑制
さ れ た 2 つ の 中 皮 腫 細 胞 ク ロ ー ン
（siEZH2-7-1, siEZH2-7-4）が得られた。ま
た、不死化中皮細胞（HOMC-A4）に EZH2 cDNA
を導入すると、EZH2 を高発現する 3つの中皮
細胞クローン(E4, E5, E10)が得られた。 
 EZH2 発現抑制中皮腫細胞クローン
（siEZH2-7-1, siEZH2-7-4）と親中皮腫細胞
(MSTO-211H)の細胞増殖能を cell titer blue 
法で調べると、EZH2 発現抑制中皮腫細胞クロ
ーンでは細胞増殖能が親中皮腫細胞よりも



低下していた。EZH2 発現抑制中皮腫細胞クロ
ーン（siEZH2-7-1, siEZH2-7-4）と親中皮腫
細胞(MSTO-211H)の細胞運動能を scratch 
assay 法で調べると、EZH2 発現抑制中皮腫細
胞クローンでは細胞運動能が親中皮腫細胞
よりも低下していた。 
 EZH2 高発現中皮細胞クローン(E4, E5, 
E10)と親中皮細胞(HOMC-A4)の細胞増殖能を
cell titer blue 法で調べると、EZH2 高発現
中皮細胞クローンでは細胞増殖能が親中皮
細胞よりも高かった。EZH2 高発現中皮細胞ク
ローン(E4, E5, E10)と親中皮細胞(HOMC-A4)
の細胞運動能を scratch assay 法で調べると、
EZH2 高発現中皮細胞クローンでは細胞運動
能が親中皮細胞よりも高かった。 
 
(2) 移植モデルによる EZH2 機能の解析 
EZH2 発 現 抑 制 中 皮 腫 細 胞 ク ロ ー ン
（siEZH2-7-1, siEZH2-7-4）と親中皮腫細胞
(MSTO-211H)をヌードマウスの皮下に移植す
ると、EZH2 発現抑制中皮腫細胞クローンでは
造腫瘍能が親中皮腫細胞よりも低下してい
た。 
 一方、EZH2高発現中皮細胞クローン(E4, E5, 
E10)をヌードマウスに移植しても腫瘍を全
く形成しなかった。 
 
(3) EZH2 の臨床病理学的解析 
胸膜肺全摘術を施行した悪性中皮腫患者を
対象にして、EZH2 発現と術後予後との関連を
調べた。EZH2 高発現群の全生存期間は、EZH2
低発現群に比べて有意に短く、特に腫瘍辺縁
部に EZH2 を高発現する症例の予後は極めて
不良であった。 
 
(4) 悪性中皮腫における EZH2 標的遺伝子の
検索 
EZH2 高発現の親中皮腫細胞と EZH2 発現抑制
中皮腫細胞クローンの遺伝子発現プロファ
イルを比較すると、親中皮腫細胞において発
現が高い或いは発現が低い遺伝子が見出さ
れ、この中には血管新生因子(X)をコードす
る遺伝子やがん抑制遺伝子(Y)が含まれてい
た。血管新生因子(X)の発現を抑制した
MSTO-211H をヌードマウスの皮下に移植する
と、造腫瘍能は親中皮腫細胞(MSTO-211H)よ
りも低かった。また、EZH2 高発現の親中皮腫
細胞において発現の低いがん抑制遺伝子(Y)
については、発現の強度と細胞増殖能に負の
相関を認めた。 
 
(5) BAP1 の臨床病理学的解析 
悪性中皮腫と診断された 46 例について免疫
染色で BAP1 の発現を調べると、上皮型（35
例）では 63％（22 例）で明らかな BAP1 発現
消失が認められたのに対して、肉腫型（7例）
では BAP1 発現消失は認められなかった。二
相型（4例）では 1例で明らかな BAP1 発現消
失を認めたが、染色性が多様で判定が困難な
症例が存在した。 

 胸膜肺全摘術を施行された上皮型中皮腫
患者を対象として BAP1 発現と術後予後との
関連を調べると、BAP1 発現(+)野生型 BAP1 中
皮腫群と BAP1 発現(-)変異型 BAP1 中皮腫群
の予後に有意な差を認めなかった。 
 
(6) 総括 
中皮細胞に EZH2 を高発現させてもヌードマ
ウスにおいて造腫瘍能を示さなかったこと
より、中皮細胞の腫瘍化には EZH2 の高発現
だけでは不十分と考えられる。一方、悪性中
皮腫の予後には EZH2 が制御する浸潤関連分
子や血管新生因子などが深く関与している
可能性がある。 
 BAP1 変異は上皮型中皮腫の診断に極めて
有用な分子マーカーと考えられるが、悪性中
皮腫における BAP1 の生物学的意義について
は更なる検討が必要である。 
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