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研究成果の概要（和文）：アスベスト曝露に起因する悪性胸膜中皮腫は予後不良の難治性腫瘍であり、標準的治
療法は未だ確立されていない。本研究では、悪性胸膜中皮腫に対して、次世代シーケンサーを用いた遺伝子発現
解析を実施し、分子標的治療薬のターゲットとなる遺伝子変異を探索した。細胞株および胸膜腫瘍組織に共通し
て認められた遺伝子変異の中で、癌幹細胞の生存と増殖に関与するNOTCH1およびFBXW7、他疾患の原因遺伝子と
されるTSC1およびBRCA2は、新規の治療標的となり得る可能性が示唆された。
今後、これらの遺伝子や癌幹細胞を標的とした悪性胸膜中皮腫に対する新しい治療法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：Malignant pleural mesothelioma (MPM) is an aggressive and highly-refractory 
tumor caused by asbestos exposure. To date, the standard treatment for MPM remains to be 
established. In the present study, to explore the gene mutations for the targets of molecular 
targeted therapy against MPM, we performed the gene expression analyses using next-generation 
sequencer. Of the gene mutations which were commonly identified in both MPM cell lines and pleural 
tumor tissues, NOTCH1, FBXW7, TSC1, and BRCA2 might be novel targets for molecular targeted therapy.
 NOTCH1 and FBXW7 are involved in survival and proliferation of cancer stem cells (CSCs). TSC1 and 
BRCA2 are causing genes of other genetic malignancies, on which existing molecular targeted agents 
show the anti-tumor activities. 
 The present study indicated that these genes and CSCs can be applied for the promising targets of 
novel molecular targeted therapy against MPM. 

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫は予後不良の難治性腫瘍

であり、その発生率および死亡数の増加が予

想されている。本腫瘍に対する標準的治療法

は未だ確立されておらず、手術療法によって

腫瘍が完全切除されても治癒に至る症例は

極めて少ない。腫瘍縮小および症状緩和を目

的として化学療法が実施されるが、化学療法

が生存期間の延長に寄与するか否かは明ら

かにされていない。また、増殖因子シグナル

伝達阻害薬、血管新生阻害薬、DNA ヒスト

ン脱アセチル化酵素阻害薬なども有効性を

証明できなかった。したがって、悪性胸膜中

皮腫の治療成績向上には新規治療法の開発

が極めて重要な課題である。我々は、アデノ

シン (Nogi, Fukuoka, et al. Cell Physiol 

Biochem, 2012)やスフィンゴシン (Okuwa, 

Fukuoka, et al. Cell Physiol Biochem, 

2012)などの生理活性物質が、悪性中皮腫細

胞に対してアポトーシスを誘導することを

報告してきたが、実際の治療応用には、更な

る検討が必要である。 

一方、悪性胸膜中皮腫における遺伝子異常

に関しては、p16，neurofibromatosis type2 

(NF2)、BRCA1 associated protein-1 (BAP1)

などの癌抑制遺伝子の不活化がその発生や

進展に重要な役割を果たす。我々は、悪性胸

膜中皮腫症例から樹立した細胞株や組織検

体を用いて、染色体 3p21 領域の高頻度欠失

（Yoshikawa, Fukuoka, et al, Int J Oncol, 

2011）、上皮型悪性胸膜中皮腫に特異的な

BAP1 の体細胞変異（Yoshikawa, Fukuoka, 

et al. Cancer Sci, 2012）、クロマチン再構成

に関与する mSWI/SNF の体細胞変異 

(Yoshikawa, Fukuoka, et al. Int, J Cancer, 

2014）などの遺伝子異常を報告してきた。同

様に、NF2 の変異または欠失を細胞株の 80%

において確認した。NF2 遺伝子産物である

merlin は、その下流シグナル分子である焦点

接着キナーゼ (focal adhesion kinase: FAK)

を制御することによって、細胞の接着、浸潤、

運動性を調節する。NF2が不活化したmerlin

陰性の悪性中皮腫細胞では FAK 活性が上昇

し、細胞運動性と浸潤性が亢進する。

Weinberg らによって、FAK は癌細胞の自己

複製能に関与し癌幹細胞の増殖と生存に必

須のシグナル伝達経路であることが明らか

にされたことから、癌幹細胞が FAK を介し

た悪性胸膜中皮腫の新しい治療標的となる

可能性が示唆された。これらの知見をもとに、

2014 年、わが国においても悪性胸膜中皮腫

患者を対象とした FAK 阻害薬 defactinib の

有効性を検討するグローバル第Ⅱ相試験 

(COMMAND 試験)が開始された。本試験の

目的は、標準的 1 次化学療法後に増悪を認め

ない症例に対して、プラセボ投与群と

defactinib 投与群の両群間で生存期間を比較

することによって、defactinib の有効性を評

価することである。しかしながら、本試験で

は、defactinib が実際に標的とされる FAK お

よび癌幹細胞に作用しているかを証明する

POC (proof of concept)が検証されていない

ため、本薬剤が臨床導入されるには FAK お

よび癌幹細胞に対する効果を分子および遺

伝子レベルで解明しておくことが重要な課

題とされた。 

悪性胸膜中皮腫において明らかにされた

頻度の高い遺伝子変異は全て癌抑制遺伝子

であり、活性型の癌遺伝子変異の頻度は極め

て低い。このため、ドライバー遺伝子変異を

ターゲットとする既存のチロシンキナーゼ

阻害薬などの多くは有効性を示すことなく、

悪性胸膜中皮腫に対して有効な分子標的治

療法は未だ確立されていないのが現状であ

る。 

 
２．研究の目的 
我々は、これまでに肺癌、消化器癌、乳癌、

原発不明癌などの固形癌患者を対象として、

次世代シーケンサーを用いた遺伝子発現解



析によるクリニカルシーケンスを実施し、ゲ

ノム情報に基づいた個別化医療を推進して

きた豊富な実績を有する。本研究では、悪性

胸膜中皮腫に対して、次世代シーケンサーを

用いた遺伝子発現解析を実施し、抗癌剤感受

性に関連する遺伝子異常や分子標的治療薬

のターゲットとなるアクショナブルな遺伝

子変異を探索するとともに、癌幹細胞を標的

とした新しい治療法開発のための基盤を構

築する。 

 
３．研究の方法 
(1) 悪性胸膜中皮腫細胞株に対する細胞障害

性抗癌剤の増殖抑制効果の検討 

悪性胸膜中皮腫における抗癌剤感受性に

関連する遺伝子異常を探索するために、抗中

皮腫活性を有する細胞障害性抗癌剤の悪性

胸膜中皮腫細胞株に対する増殖抑制効果を

MTT assay にて検討した。ATCC (American 

Type Culture Collection)から入手した 15 種

類の悪性胸膜中皮腫細胞株(Mero-14, -25, 

-41, -48a, -82, -83, -84, -95, NO36, ONE58, 

HMMME, ACC-MESO-1, ACC-MESO-4, 

JU77, LO68) に 、 cisplatin (CDDP), 

pemetrexed (PEM), gemcitabine (GEM)を

72 時間接触させ、各薬剤の 50%増殖抑制濃

度(IC50 値)を算出し、感受性を評価した。 

(2) 悪性胸膜中皮腫細胞株および悪性胸膜

中皮腫切除例の胸膜腫瘍組織（臨床検体）に

おける遺伝子発現解析 

15 種類の悪性胸膜中皮腫細胞株(Mero-14, 

-25, -41, -48a, -82, -83, -84, -95, NO36, 

ONE58, HMMME, ACC-MESO-1, 

ACC-MESO-4, JU77, LO68)および広島大学

病院腫瘍外科にて切除された悪性胸膜中皮

腫 13 例の胸膜腫瘍組織から核酸を抽出し、

次世代シーケンサーを用いて遺伝子発現解

析を実施した。次世代シーケンサーは、ライ

フテクノロジーズ社製の IonProtonを使用し

た。遺伝子変異解析および融合遺伝子解析に

は、Oncomine Comprehensive Assay を用い

た。本アッセイでは、DNA 解析によって、

ターゲットを約170の癌遺伝子および癌抑制

遺伝子に絞り込んだ解析を実施することが

でき、同様に RNA 解析によって、22 の融合

遺伝子の発現解析が可能とされた。集積され

た遺伝子変異データを基に、疾患関連変異デ

ータ解析ソフトを用いて生物学的に重要と

考えられる遺伝子変異を抽出した。 

 
４．研究成果 

(1) 悪性胸膜中皮腫細胞株における各種細胞

障害性抗癌剤に対する感受性 

細胞株の中で、LO68 は増殖速度が遅く評

価不能であったため、これを除いた 14 種類

の細胞株を用いて検討した。各細胞株に対す

る、細胞障害性抗癌剤の IC50 値は、CDDP 

0.304～42.3μM, PEM 0.102～>100μM, 

GEM 0.008～>1μM であり、悪性胸膜中皮

腫細胞株は、各種細胞障害性抗癌剤に対して、

異なる薬剤感受性パターンを示した（図１）。

PEM に対する感受性の相違から、高感受性

株  (MESO4, NO36, ONE58, JU77, 

Mero-48a ） と 低 感 受 性 株  (MESO1, 

HMMME, Mero-14, -25, -41, -82, -83, -84, 

-95)とに大別することができた。 

 

図１ 細胞株に対する細胞障害性抗癌剤の

増殖抑制効果 

 

(2) 悪性胸膜中皮腫細胞株において認められ

た遺伝子変異 

 15 種類の悪性胸膜中皮腫細胞株における解



析結果から、融合遺伝子は検出されなかった。

4 細胞株に遺伝子変異は認められず、11 細胞

株に合計 18 の遺伝子変異を認めた（図２）。

1 個の遺伝子変異を認めたものが 6 細胞株で

あったが、複数の遺伝子変異を有する細胞株

も認められた（3 変異：2 細胞株、2 変異：3

細胞株）。遺伝子変異の内訳は、TP53 が 4 細

胞株(27%)と最も頻度が高く、BAP1 が 3 細

胞株(20%)、NOTCH1 が 2 細胞株(13%)とこ

れに続いた。NF2 は、1 細胞株(7%)にのみ認

められた。また、PEM 高感受性株と低感受

性株との比較では、PEM に対する感受性に

影響を及ぼす遺伝子変異を同定することは

できなかった。 

 

図２ 細胞株において認められた遺伝子変

異の内訳 

 

(3)悪性胸膜中皮腫切除例の胸膜腫瘍組織（臨

床検体）において認められた遺伝子変異 

悪性胸膜中皮腫 13 例の胸膜腫瘍組織のう

ち、3 例は解析が困難であり、10 例から解析

結果が得られた。細胞株での検討と同様に、

融合遺伝子は検出されなかった。10 例中 2

例には遺伝子変異を認めず、8 例に合計 18

遺伝子変異を認めた（図３）。1 個の遺伝子変

異を認めたものが 3 例であったが、複数の遺

伝子変異を有する症例も認められた（5 変

異：1 例、3 変異：2 例、2 変異：2 例）。遺

伝子変異の内訳は、BAP1 が 5 例(50%)と最

も頻度が高く、次いで NF2 が 2 例(20%)であ

った。 

 

 

 

図３ 腫瘍組織（臨床検体）において認めら

れた遺伝子変異の内訳 

 

悪性胸膜中皮腫細胞株と腫瘍組織（臨床検

体）に共通して認められた遺伝子変異は、

BAP1、NF2、NOTCH1、FBXW7、TSC1、

BRCA2 であった。この中で、BAP1 および

NF2 の遺伝子変異頻度に関しては、これまで

の報告と概ね一致していた。その他の遺伝子

変異は、今回の検討によって、悪性胸膜中皮

腫において初めて明らかにされた新しい知

見であった。NOTCH1 を介するシグナル伝

達経路は、癌幹細胞の自己複製能の維持に必

要とされる。また、FBXW7 は、癌幹細胞ニ

ッチ形成に関与することから、これらの遺伝

子は、悪性胸膜中皮腫に対する癌幹細胞を標

的とした新しい治療法を開発する上で、重要

な役割を果たす可能性が示唆された。一方、

TSC1 は、結節性硬化症の原因遺伝子のひと

つであり、同遺伝子変異陽性腫瘍においては、

mTOR が活性化し、エベロリムスなどの

mTOR 阻害薬に対する感受性亢進の可能性

が考えられる。また、BRCA2 の遺伝子変異

は、変異アレルの頻度などによって、体細胞

変異であることが推察された。BRCA1 およ

び 2 遺伝子変異は、遺伝性乳癌・卵巣癌症候

群において高頻度に認められ、同変異陽性腫

瘍に対するオラパリブなどのポリ ADP-リボ

ースポリメラーゼ（PARP）阻害薬の感受性

亢進が期待されている。今回の検討から、

TSC1 および BRCA2 遺伝子が悪性胸膜中皮

腫におけるアクショナブルな遺伝子変異の

候補となる可能性が示唆された。 
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