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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫はアスベスト曝露が発症に関与し極めて予後が悪い悪性腫瘍である。患者
一人当たりの変異数は成人癌としては極めて少ないと言われてきた。我々は染色体3p21上のBAP1, SETD2, 
PBRM1, SMARCC1遺伝子にクロモスリプシス様の微小領域2アレル欠損が腫瘍に高頻度に生じていることを見出し
た。一方日本人、米国人散発性患者とも約3％にBAP1の生殖細胞系列変異が検出された。変異の生じやすい後者3
遺伝子にも稀な生殖細胞系列ヴァリアントが種々検出されたがいずれもミスセンスで人種により頻度差があっ
た。これらの遺伝子の機能低下が悪性中皮腫発症へ寄与している可能性があり今後検討予定である。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesotheliomas are associated to exposure to asbestos and are 
highly aggressive malignancies in adulthood. To date, only infrequent level of mutations has been 
reported in this type of tumor. We here detected frequent biallelic deletions, as chromothripsis, in
 the genes BAP1, SETD2, PBRM1, and SMARCC1 at 3p21 region. We identified germline mutations of BAP1 
in Japanese and Caucasian apparently sporadic patients both at frequency of 3%. We also detected 
missense germline rare variants in SETD2, PBRM1, and SMARCC1; the frequencies differed among 
ethnicities. These germline mutations may impair gene function and predispose individuals to 
malignant mesotheliomas.

研究分野：分子生物学

キーワード： 悪性中皮腫　ゲノム解析　体細胞変異　生殖細胞系列変異　易罹患性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）悪性中皮腫（MM）はその発症にアスベ
スト曝露が関与し、曝露から MM 発症までの
潜伏期間は 30～40 年である。にもかかわら
ず過去に報告された患者一人当たりの変異
数は成人癌としては極めて少なく小児がん
に近いレベルである。これは我々がまだ見出
だせていない変異が存在する可能性を示唆
していた。すなわち、DNA の変異としては一
塩基置換が良く知られ研究も進んでおり、ま
た近年次世代シーケンサーの登場で癌にお
ける一塩基置換や数～数十塩基の欠失、挿入
については検出が容易になされるようにな
ってきた。一方癌の網羅的ゲノムコピー数解
析手法としては、古くはComparative Genomic 
Hybridization（CGH）による Mb 単位の欠失・
重複の検出，その後数年前までは平均数十 kb
毎に設計されたプローブを用いてコピー数
解析する CGH アレイ解析が盛んに行われた。
このような手法を用い、3番染色体短腕(3p)
は、20 年以上前から肺癌，乳癌，腎癌他種々
の癌で高頻度に1アレル欠失することが知ら
れている。特に 3p21 は両アレル欠失も報告
されており、本領域にマッピングされる幾つ
かの遺伝子が putative tumor suppressor 
genes と呼ばれ、癌化への関与が推測されて
きたが、その詳細はよくわかっていなかった。 
一方、癌検体を用いて百 bp～数 kb 程度の欠
失や重複は検出が難しいため、その頻度や癌
発生に及ぼす影響、その分子機構も明らかに
なっておらず、見落とされてきた。 
 
（２）そんな中 2010 年から 2012 年にかけて
3p21 マッピング遺伝子の高頻度体細胞変異
が相次いで報告され、俄然注目されるように
なった。すなわち、2010 年に転移性のブドウ
膜黒色腫の 8割以上で BAP1
（BRCA1-associated protein 1）の体細胞変
異が、2011 年に腎淡明細胞癌の 41％に PBRM1
遺伝子の体細胞変異が報告された。2012 年に
腎淡明細胞癌に BAP1 の体細胞変異も報告さ
れた。我々も 2011 年に悪性中皮腫（MM）に
3p21 領域の高頻度欠失（Yoshikawa ら, Int J 
Oncoｌ, 39(6), 2011）を見つけ、欠失領域
には BAP1 や SEMA3G がマッピングされること
を報告した。その後同年 MM の 23％に BAP1 遺
伝子の体細胞変異（塩基配列解析で検出可能
な変異）が欧米グループより報告された。
我々も本邦では初めて BAP1 遺伝子の体細胞
変異を報告（Yoshikawa ら, Cancer Sci, 
103(5), 2012）、その変異は組織特異性があ
り、上皮型 MM の 8割以上で検出され、また
塩基置換より数エクソンにわたるホモ欠失
が多いことが特徴であった。 
 
（３）2011 年に MM の家族集積例の中に BAP1 
の germline(生殖細胞系列)変異を持つ家族
が 2家系報告され、明確なアスベスト高曝露
歴なしで多くの家族メンバーが MM や別のタ
イプの腫瘍を発症しており、新たな”家族性

腫瘍“の存在が示唆された。 
本報告は、これまで環境による曝露が主要因
と考えられてきた MM が遺伝で発症すること
を明らかにし大きなインパクトを与えた。
BAP1 は遺伝性癌素因症候群の原因遺伝子で
あり、本遺伝子に 1アレルの germline 変異
をもつことにより優性遺伝形式で MM, ぶど
う膜悪性黒色腫，皮膚黒色腫，肺がん，腎細
胞がん等の発症リスクが非常に高まること
が明らかとなっている。現時点では、機能喪
失型（LOF）変異 5種とミスセンス変異 169
種が報告されており、癌家族歴を有する被験
者の約６％に BAP1 の germline 変異が見つか
っている。 
 
（４）トルコカッパドキア地方では、天然鉱
物繊維エリオナイトの曝露により半数近く
が MM で亡くなる家系が存在する。同一エリ
アで同レベルのエリオナイト曝露にさらさ
れても発症しない家系があることから遺伝
的バックグラウンドの差が推測されている。
しかし、患者に BAP1 の変異は検出されず、
いまだ原因遺伝子は見つかっていない。また
MM 集積家系患者が設立した Mesothelioma 
Applied Research Foundation (MARF) 財団
から検体提供を受けた遺伝子解析の報告で
も、BAP1 germline 変異を有していない家系
も多い。 
 
（５）本学 MM 患者末梢血ゲノムでは SNP が
有 意 に homozygous に 連 続 （ run of 
homozygosity, ROH）することを見いだした。
ROH を用いた相関解析で、アスベスト曝露歴
を有する MM 非発症者と比較し、MM 発症者と
相関するゲノム領域を探索し候補領域を絞
り込んだ。本領域は染色体 3p21 に該当し、
BAP1 が搭載されている。しかし、これらの患
者は BAP1 germline 変異は有していない。欧
米では、BAP1 germline 変異（+）個体は悪性
黒色腫発症者の家系に見つかる例が多いが、
本邦では悪性黒色腫患者が少なくいまだに
本 germline 変異も MM集積家系の報告もない。 
 
（６）アスベストがかつて建設資材として多
用された時代から概ね 40 年が経過し、MM が
急増している。予想以上に早い段階で阪神大
震災後のがれき処理に従事した公務員の MM
発症が表面化したが、今後東日本大震災の被
災エリアでも倒壊したビル・家屋から飛散し
たアスベストによる発症も予測され、MM発症
者はさらに増大すると考えられる。従って、
MM への易罹患性を規定するファクターが見
つかれば患者の早期発見につながり、有用で
ある。 
 
２．研究の目的 
MM への易罹患性を規定する遺伝子を同定し、
易罹患性遺伝子診断法を考案することが本
課題の最終目的である。 
アスベスト曝露歴のある人は日本国内に 600



万人いるといわれる。現時点では罹患率は 1
万人に２～３人程度と考えられ、罹患しやす
い遺伝的バックグラウンドを有する者が発
症に至る可能性があるため、MM への易罹患性
を規定するゲノム要因が見つかれば患者の
早期発見につながり有用である。BAP1 は明確
なアスベスト曝露歴のない個体においても
MM 発症に寄与していることが報告されてい
る。本課題においては、アスベスト曝露によ
る MM 発症を促進する易罹患性因子を同定す
ることを主目的にする。人種にかかわらず MM
発症促進に寄与する遺伝子が望ましいため、
germline 変異解析対象として日本人、アメリ
カ人、トルコ人でアスベスト、エリオナイト
曝露歴のある MM 患者とした。 
 
３．研究の方法 
（ １ ） 3p21 領 域 体 細 胞 変 異 解 析           
上記に述べるとおり MMの somatic（体細胞）
変異に関する情報が乏しく、germline 変異の
探索対象が極めて限られていた。そこで ROH
の研究で絞り込んだ 3p21 領域については、
日本人と欧米人患者 MM 検体の somatic 変異
解析を先行実施し、somatic 変異の生じやす
い遺伝子の絞り込みを行った。 
具体的には、これまで解析対象とすることが
難しかった百bp～数kb程度の欠失や重複を検
出するためアジレント社CGHカスタムアレイ
を構築した。リピート配列やGCリッチな配列
を避け、3p21領域のプローブ間隔平均を254bp
とし42,125プローブ，3p21周辺（3p22.1, 
3p14.3)に93プローブ，その他染色体に
normalization用プローブ10,148個を配置し
た（図１）。本CGH アレイは市販の網羅的SNP
アレイの5倍以上高密度である。検証実験とし
て、同一 reference DNAをCy3及びCy5標識し、
競合ハイブリダイゼーションの結果、全プロ
ーブの99.3％が有意にシグナル検出され、
99.83％が1.5倍差以内に収束した。前後のプ
ローブを含めmoving average処理することで、
腫瘍混入率が20％でもコピー数変動を捉える
事ができると判断された。 

図 1：3p21 領域と搭載遺伝子マップ 
 
本CGHアレイを用い日本人およびアメリカ人
MM患者33名の腫瘍につき患者末梢血を対照と
してゲノムコピー数解析を実施した。 
 
（２）MM で変異を生じやすい遺伝子の腫瘍と
対照末梢血ゲノムの塩基配列解析 
（１）の結果、並びに過去の塩基配列解析に
よる変異報告データを統合し、MM で変異を生

じやすい遺伝子 46 個に絞り込み次世代シー
ケンス（NGS）解析を実施した。somatic 変異
解析はCGHアレイ解析を実施した腫瘍検体33
検体を用いた。germline 変異解析は末梢血ゲ
ノムDNAを用い、本学大学病院日本人患者107
名，米国ニューヨーク大学病院患者 64 名を
解析した。日本人と欧米人についてはヴァリ
アントのデータベースが充実しているため、
それぞれNGSで検出されたヴァリアントにつ
き、患者集団頻度とデータベース頻度を比較
した。トルコカッパドキア患者については検
体入手が難しく、16 検体の末梢血ゲノム DNA
の全エクソン NGS 解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）MM 腫瘍における 3p21 領域内 4 遺伝子
の高頻度 2アレル欠損検出 
MM 検体 33 検体に oscillating copy-number 
patterns が観察され、61％(20/33)の検体に
2 アレル欠損（図２）が観察された。2 アレ
ル欠損が見られた 20 検体内では 1 検体での
み欠損が観察された遺伝子を含め合計 46 遺
伝子の欠損が検出され、欠損は平均 4.7 ± 
4.1 genes/tumor で、多くは個々に独立に欠
損していた。 

図２：悪性中皮腫検体の 3p21 領域で検出さ
れた 2アレル欠損（赤色領域）例 
 
3p21領域内の2アレル欠損位置には2つのク
ラスターが見られ 47-48 Mb (SETD2, SMARCC1
を含む) と 52-53 Mb (BAP1, PBRM1 を含む) 
に集中していた（下記図３）。 

図 3：悪性中皮腫 33 検体における 3p21 領域
内 2アレル欠損とその頻度 
 
ほとんどの遺伝子では欠損位置は検体間で
異なった。頻度が高く腫瘍発症・進展に関連
性が高いと考えられた４遺伝子の2アレル欠
損は NGS 解析でも確認できた。またこれら遺
伝子は複数検体で点突然変異や数塩基の挿
入/欠失などの変異も検出されたが、2アレル
欠損頻度は塩基配列レベル変異頻度より多



いか、同等であった。両者を合わせた変異頻
度は BAP1, SETD2, PBRM1, SMARCC1 それぞれ
16/33 (48%), 9/33 (27%), 5/33 (15%), 2/33 
(6%)であった。 
 
これらの結果より、MM では 3p21 にクロモス
リプシスと呼ばれる染色体破砕が生じてい
ると推測される。染色体破砕後の修復工程で
3p21 領域内遺伝子間の融合が生じると考え
られ、他の研究者より MM で最近報告された
融合遺伝子やスプライシング異常（Bueno et 
al. Nat Genet. 2016 Apr;48(4):407-16.)は、
我々の知見と合致する。 
現在ゲノム変異解析が次世代シーケンス一
辺倒であり、腫瘍では 30bp 程度からエクソ
ン単位の欠損はほとんど検出されていない
と思われる。我々の知見は、検出しにくいエ
クソン単位のコピー数変化も解析対象にす
ることにより腫瘍変異に関する新たな知見
が得られる可能性を示唆している。 
 
（２）高頻度で somatic 変異が生じる遺伝子
や DNA 修復遺伝子に種々の稀な germline ヴ
ァリアントを検出 
BAP1のgermline変異は散発性MM患者日本人
107 名の内 3 名、NYU 大 64 名患者中 2 名（1
名は異なる 2種を所有）に検出された、頻度
はそれぞれ約 3％であった。見つかった変異
の 4種は機能喪失（LOF）型で、2種がミスセ
ンス（MS）型であった。家系内の癌集積性に
ついては不明である。トルコ人患者には全く
検出されなかった。 
 
表１：悪性中皮腫に変異が生じやすい 4遺伝
子に検出される稀な（集団での頻度 1％未満）
germline ヴァリアント 

  HMC:兵庫医科大学日本人患者， 
NYU：ニューヨーク大患者 
 
Somatic 変異が生じやすい SETD2, PBRM1, 
SMARCC1 遺伝子には集団での頻度が１％未満
のヴァリアントがそれぞれ 12 名，3 名，13
名に検出された（表１）。その多くが 1 名に

のみ検出されており、また稀なヴァリアント
については多くはヘテロで検出され、ホモで
有する患者は SETD2 と SMARCC1 で各 1名ずつ
であった。いずれの遺伝子についても日本人
に稀なヴァリアントが多く検出された。デー
タベースにおける頻度も日本人のヴァリア
ントデータベース HGVD での頻度は、アフリ
カ人、欧米人や東アジア人を含む 6万人以上
のデータベース ExAC より高かった。トルコ
人にはいずれも検出されなかったことから、
人種による頻度差がある。検出されたヴァリ
アントすべてがミスセンスタイプであり、遺
伝子機能への影響は、その多くが in silico
では damaging と推定されているが、不明で
ある。現在その機能変化を証明するための実
験系を構築中である。 
また興味深いのが、一人の日本人患者がクロ
マチンリモデリングの3種のサブユニット遺
伝子に稀なヴァリアントを有していた。それ
ぞれの機能低下が大きくなくてもヴァリア
ント組合せにより発症に寄与している可能
性がある。 
 
トルコカッパドキアの患者には遺伝性癌症
候群として知られる遺伝子の germline ミス
センスヴァリアントが検出された。ただそれ
ぞれの家系毎に遺伝子が異なった。エリオナ
イト曝露による酸化ストレスで染色体破砕
が生じ、生まれつき DNA 修復機構が低下して
いる個体においては、染色体破砕後の修復の
異常が蓄積され MM 発症に至ると推測され興
味深い。問題点はトルコ人の大規模ヴァリア
ントデータベースが存在しないため、これら
のヴァリアントのトルコ人集団頻度が不明
な点である。現在単なる多型でないか確認作
業中である。 
 
候補遺伝子に見出されるヴァリアントが LOF
ではなく、ほとんどがミスセンスなのは、著
しい機能低下を生まれつき有していれば MM
発症以前に別の重篤な疾患発症の可能性が
高いと考えれば理解できる。現在多くの候補
ヴァリアントが見つかっており、今後その遺
伝子機能へ及ぼす影響を丁寧に調べていく
ことで MM 発症の分子機構の解明につなげて
いきたい。 
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Variant
ID

Hospital
Gene_

symbole
Effect

Patients
with variant

Patients
with

homozygou
svariant

Allele
number of
variants

Freq of
variant

HGVD ExAC

1 HMC LOF 1 0 1 4.67E-03
2 HMC LOF 1 0 1 4.67E-03
3 HMC MS 1 0 1 4.67E-03
4 NYU LOF 1 0 1 1.56E-02
5 NYU MS 1 0 1 1.56E-02
6 NYU LOF 1 0 1 1.56E-02
7 HMC MS 4 1 5 2.34E-02 9.67E-03 1.73E-04
8 HMC MS 1 0 1 4.67E-03 1.34E-03 1.65E-05
9 HMC MS 1 0 1 4.67E-03
10 HMC MS 1 0 1 4.67E-03 7.13E-03 3.21E-04
11 HMC MS 1 0 1 4.67E-03 5.46E-03 1.74E-04
12 HMC MS 1 0 1 4.67E-03
13 HMC MS 1 0 1 4.67E-03
14 NYU MS 1 0 1 1.56E-02 9.98E-04 1.03E-03
15 NYU MS 1 0 1 1.56E-02 2.00E-04
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