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研究成果の概要（和文）：培養細胞においてBAP1（BRCA1 associated protein1）遺伝子変異に対して合成致死
表現型を示した遺伝子のうちUSP1とCHK2を解析した。
その結果以下のことが明らかとなった。（１）脱ユビキチン化酵素USP1の標的タンパク質として報告がある
FANCD2はin vitroでBAP1も脱ユビキチン化された、（２）悪性中皮腫細胞株でBAP1をノックダウンするとS期が
遅れた、（３）BAP1変異細胞を用いた担がんマウスにおいてUSP1/CHK2を阻害するとがんの増殖が抑制された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed USP1 and CHK2 among the genes that showed synthetic lethal 
phenotype for BAP1 mutation in cultured cells.The following results were obtained. (1) FANCD2, which
 has been reported as a target protein of the deubiquitinating enzyme USP1, is also deubiquitinated 
in BAP1 in vitro, (2) knockdown of BAP1 in malignant mesothelioma cell lines delays the S phase, and
 (3) inhibiting USP1/CHK2 blocks cancer growth in tumor-bearing mice using BAP1 mutant cells.

研究分野： がん

キーワード： 合成致死　悪性中皮腫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
BAP1遺伝子はがん抑制遺伝子であるため、その変異によって起こるがんに対する抗がん剤開発では直接標的にし
にくいという問題がある。そこで合成致死表現型を用い、将来的に標的になる可能性がある分子標的の探索をす
るとともに、候補遺伝子の新しい機能を解析した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

[BAP1 (BRCA1 associated protein 1)]  

 BAP1 (BRCA1 associated protein 1) はがん抑制遺伝子および転移抑制に関与する遺伝子であり、

多くのがんでその不活化変異が同定されている。実際、悪性中皮腫の約 25%、ぶどう膜黒色腫の

約 45%、腎細胞がんの約 15%および乳がんや肺がん、食道がん、卵巣がんにおいて BAP1 の変

異があることがわかっている。BAP1 はショウジョウバエ calypso（ユビキチン加水分解酵素）の

ホモログであり、polycomb repressive deubiquitinase (PR-DUB)複合体を形成し、ヒストン H2A の

脱ユビキチン化を介して転写抑制に関与することが示されている（Nature, 465: 243, 2010）。一方、

BAP1 は p53 抑制因子として知られる YY1（Ying Yang 1）、細胞周期を制御する E2F1, p53 など

の転写因子と結合し、転写を促進させるという報告もある（Clin Cancer Res, 18: 4485, 2012）。ま

た、BAP1 は DNA 相同組み換え修復に関与する E3 ユビキチンリガーゼである BRCA1（breast 

cancer susceptibility gene 1）や BARD1（BRCA1 associated RING domain protein 1）と相互作用して

いるという報告があるが（Oncogene, 16: 1097, 1998）、BRCA1 を脱ユビキチン化する訳ではなく

DNA 損傷応答での機能については明らかになっていない点が多い。 

[合成致死 (synthetic lethal)] 

 遺伝学用語で、遺伝子 A, B それぞれ単独の遺伝子変異では細胞の生存に影響を及ぼさないが、

両者とも変異したときに細胞死を招く場合、その二つの変異は合成致死であるという。この現象

を利用し、がんの原因遺伝子の変異と合成致死表現型を示す遺伝子を解析することで、その遺伝

子の阻害剤はがん細胞特異的に死滅させる分子標的薬として開発できると期待できる。合成致

死の概念ががんに関連づけられたのは、乳がんにおいて BRCA1 変異と DNA 修復に関わる

PARP1 変異が合成致死であるという報告が最初であり(Nature, 434: 913, 2005) (Nature, 434: 917, 

2005)、PARP1 阻害剤が BRCA1 変異型の卵巣がんの治療に有効であることも示されている (Nat 

Rev Clin Oncol, 7: 508, 2010)。BAP1 変異に関しては現在までのところ合成致死を示す遺伝子の組

み合わせの報告はない。 

 

２．研究の目的 

研究当初、目的は以下のように設定した。 

（１）BAP1 過剰発現株およびコントロールの細胞株を用い、BAP1 と合成致死表現型を示す遺

伝子を同定する。 

（２）BAP1 と合成致死を示す分子機構を明らかにすることで、BAP1 の DNA 損傷応答に関す

る新規機能を解明する。 

（３）合成致死を示す遺伝子に関して、新規分子診断マーカーとしての有用性を検討するととも

に、この遺伝子が治療標的となるかどうか in vivo モデルを用いて検討する。 

 

３．研究の方法 

目的に沿い、以下のように実験をおこなった。 

（１）遺伝子を野生型 BAP1 過剰発現悪性中皮腫細胞株（H28-BAP1）および親株である BAP1

変異悪性中皮腫細胞株（H28）において、以下の二つから抽出した遺伝子を個別にノックダ

ウンした。 

 ・悪性中皮腫患者予後データおよびがん組織の発現アレイデータから推測される、BAP1 変異

に対して合成致死表現型を示す可能性のある 700 あまりの遺伝子のうち、DNA 損傷応答・

関連するクロマチン修飾因子の一群 

・ゲノムワイドな shRNA ライブラリースクリーニングを行い、H28 では細胞が増殖せず、H28-

BAP1 では細胞が増殖されると考えられた候補遺伝子群 

（２）（１）で選んだ候補遺伝子のうち、DNA 修復に関わる脱ユビキチン化酵素 USP1 と CHK2



キナーゼについて集中して解析を進めた。 

（３）6 週齢の NOG マウスに ①BAP1 変異肺がん細胞株 H226 を胸腔内移植し尾静脈より CHK2

阻害剤である PV1019 を投与、または ②H226 に shUSP1 を処理したのち胸腔内移植し、そ

の後の細胞増殖について IVIS を用いて検討した。 

 

４．研究成果 

研究期間中に以下の成果が得られた（数字は目的に対応） 

（１）遺伝子を野生型 BAP1 過剰発現悪性中皮腫細胞株（H28-BAP1）および親株である BAP1

変異悪性中皮腫細胞株（H28）において、以下の二つから抽出した遺伝子を個別にノックダ

ウンした。 

 ・悪性中皮腫患者予後データおよびがん組織の発現アレイデータから推測される、BAP1 変異

に対して合成致死表現型を示す可能性のある 700 あまりの遺伝子のうち、DNA 損傷応答・

関連するクロマチン修飾因子の一群 

・ゲノムワイドな shRNA ライブラリースクリーニングを行い、H28 では細胞が増殖せず、H28-

BAP1 では細胞が増殖されると考えられた候補遺伝子群 

その結果から、DNA 修復に関わる脱ユビキチン化酵素 USP1 と CHK2 キナーゼに注目して解

析を進めることとした。また、肺がんの BAP1 変異細胞株である H226 と BAP1 野生型の細胞

株 H1299 について ML323（USP1 阻害試薬）と PV1019（CHK2 阻害試薬）を培地に加えたと

ころ、BAP1 変異株である H226 のほうがよりそれらの試薬の感受性が高いことが明らかとな

った。すなわち、悪性中皮腫以外の BAP1 変異株についても、スクリーニングから得られた候

補遺伝子産物の阻害が合成致死表現型を示すことが明らかとなった。 

（２） 

・候補遺伝子の一つ USP1 は脱ユビキチン化酵素であり、また BAP1 も立つユビキチン化酵

素である。共通の脱ユビキチン化標的を探索するため、質量分析による同定を試みたが、

明確な候補を得ることはできなかった。 

・USP1 の脱ユビキチン化の標的である FANCD2 については、蛍光変更を用いた in vitro の脱

ユビキチン化アッセイで BAP1 も脱ユビキチン化可能であることを明らかとした。 

・HeLa 細胞において BAP1 をノックダウンすると S 期の進行が遅くなるという報告がある

が（Cancer Res, 2019）、BAP1 変異悪性中皮腫細胞および BAP1 をノックダウンした正常中

皮細胞において DNA 複製の速度を検討した。予備的な結果であるが、BAP1 をノックダウ

ンすることで S 期が遅延することが示唆された。 

（３） 

・マウス担がん実験では、CHK2 阻害剤である PV1019 投与でコントロールに比べて有意に

がんが小さくなることが確認された。また、shUSP1 で処理した細胞の増殖も見られなかっ

た。つまり、培養細胞での BAP1 変異と CHK2 キナーゼ阻害による合成致死性および BAP1

変異と USP1 阻害による合成致死性は、個体レベルでも保たれていることが明らかとなっ

た。 

・予後マーカーとしての有用性の検討は行うことができなかった。 

 

また、当初の目的には設定していなかったが、悪性中皮腫において BAP1 変異と合成致死表現型

を示すものを化合物側から同定するために、名古屋大学 ITbM 低分子化合物ライブラリーを用い

てスクリーニングを行なった。ライブラリー本体と同確率でヒット化合物が得られるミニライ

ブラリー3000 化合物を検討し、BAP1 変異悪性中皮腫細胞でのみ細胞増殖抑制効果が高い化合

物を 1 種類取得した。この候補化合物について、構造活性相関を調べるためのサブライブラリー

を作成し 2 次スクリーニングを行い、活性に重要な部分の特定を試みた。 
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