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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫・多発性骨髄腫の発生に必要な遺伝子異常を、レトロウイルスによる遺
伝子導入法とイン・ビトロでの分化誘導法、マウスへの移植を組み合わせたハイスループットな評価系を用いて
探索したところ、び慢性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫で見出された遺伝子異常のうち、活性型CARD11とBCL6、ある
いはMycとBcl2の２者で腫瘍発生に十分であることが明らかとなった。予後不良なリンパ腫の治療法開発に資す
るモデルになる可能性がある。
一方で、多発性骨髄腫モデルの作成は期間内に達成できなかったが、Cre-LoxPシステムをレトロウイルスベクタ
ーに応用する手法を開発したので、達成に向けて努力したい。

研究成果の概要（英文）：We have investigated causative roles of given genes or mutated genes in the 
development of malignant lymphoma and multiple myeloma using our high-throughput mouse model system,
 in which germinal center B cells (normal counterparts of many lymphomas) were induced in vitro, 
infected with retroviruses for gene of interest, and transplanted into mice. Results showed that a 
combination of CARD11 mutant and BCL6 or a combination of Myc and Bcl2 was sufficient for the 
development of lymphoma. Our models may provide a platform for the development of therapy of these 
lymphomas known as being associated with poor clinical outcome. Although we were unable to develop a
 mouse myeloma model within the assigned period of time, we have developed a Cre-LoxP-mediated gene 
expression system employing retrovirus vector, and thus will make an effort to accomplish the aims.

研究分野：造血器腫瘍
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１．研究開始当初の背景

我が国では、年間約２万５千人が悪性リン

パ腫に罹患し、約１万１千人が死亡する。罹

患率は年々増加しており、その病態解明が急

務である。

悪性リンパ腫のうち、胚中心Ｂ細胞に由来

するものが最も多く約４割を占める。近年の

遺伝子解析技術の進歩によりヒト臨床検体

で多数の遺伝子異常が見出され、その病態形

成における意義が遺伝子改変（ノックイン/

トランスジェニック）マウスの作成を通じて

解析されてきた。しかし、これらのマウスに

は胚中心細胞がほとんど存在しないので、こ

のままでは胚中心Ｂ細胞に由来するリンパ

腫が発生しない。そこで、異物（羊赤血球な

ど）を投与してマウスに胚中心反応を惹起し、

生成する胚中心Ｂ細胞に腫瘍が発生するか

否かが検証されてきた。しかし、マウスに胚

中心反応を惹起すれば体細胞高頻度突然変

異(somatic hyper-mutation; SHM)により多

数の遺伝子変異が起きてしまうので、ノック

イン/トランスジーン遺伝子の直接的な効果

に加えて、SHM によって生じた遺伝子異常の

総和としてリンパ腫が発生することになる。

実際、こうしてマウスに発生したリンパ腫を

次世代シークエンスすると 100個以上の遺伝

子変異が見つかったと報告されており、その

意義づけが難しい。Crispr/Cas9 でマウスを

作成したとしてもこの事情は変わらない。

代わって、研究代表者はマウスの胚中心Ｂ

細胞を in vitro で誘導し、レトロウイルス

により任意の（変異）遺伝子や shRNA を導入

してマウスに移植することにより、迅速に悪

性リンパ腫を作成するシステムを新規に確

立した。本法により誘導する胚中心Ｂ細胞は

AID活性が低いためにSHMが生じない。また、

従来は個々の遺伝子異常を有するマウスを

作成し、交配して複数の遺伝子異常を有する

マウスを樹立することで、複数の遺伝子異常

の協調作用が研究されてきたが、遺伝子異常

が多数になるとその組み合わせの数は膨大

になり、極めて困難となる。研究代表者の確

立した方法であれば、多数の遺伝子異常の任

意の組み合わせの協調作用を迅速に研究可

能である。

２．研究の目的

研究代表者が確立した悪性リンパ腫モデル

作成法を応用することにより、臨床検体解析

で見出された複数の遺伝子異常につき、どの

組み合わせで腫瘍が発生するかを調べるこ

とで、腫瘍の「成立」と「維持」に必要な遺

伝子異常の組み合わせを明らかにする。さら

に本法を改変することにより、ハイ・スルー

プットに多発性骨髄腫モデルを作成するシ

ステムを確立する。

３．研究の方法

マウス脾臓から採取したＢ細胞を、CD40 リ

ガンドとサイトカイン BAFF を発現する

NIH3T3 細胞上で培養し、IL4, IL21 を順次

に加えて誘導した胚中心Ｂ細胞に、レトロウ

イルスで特定の遺伝子・変異遺伝子を感染発

現させ、マウスに移植する（図１参照）（胚

中心 B 細胞誘導の原法は東京理科大学・免疫

学 北村博士らの論文による）。胚中心 B 細

胞を誘導した後、そのまま培養を続けると形

質細胞にまで分化するので、同様の手法で多

発性骨髄腫モデルを作成できる可能性があ

り、その手法を確立する。

【図１】

４．研究成果

胚中心Ｂ細胞に由来する悪性リンパ腫の中

で、臨床的に悪性度が高いリンパ腫の一部に

CARD11 遺伝子の活性型変異が存在すること

知られている。そこで上記方法に従って悪性

リンパ腫モデルを作成したが、腫瘍は発生し

なかった。このことは CARD11 単独では腫瘍

化に不十分であることを意味する。そこで、

ヒト悪性リンパ腫に於いて CARD11 変異と共

存する遺伝子を文献的に検索し、BCL6 が

CARD11 と協調的に作用する可能性を考えた。

BCL6 は染色体転座・プロモーター変異・MEF2B

変異などにより高発現する遺伝子である。実

際、我々の方法でマウスモデルを作成すると、

CARD11 あるいは BCL6 単独に発現させた場合

に比べて、両者を同時に発現させると早期に

100%の確率で悪性リンパ腫が発生すること



が判明した（図２）。

【図２】

CARD11 と BCL6 によるリンパ腫の発生速度と

発生確率は、BCL2 発現を追加しても変化がな

かった（図３）ことから、CARD11 と BCL6 に

よって BCL2 などの抗アポトーシス遺伝子の

発現が誘導されている可能性が考えられ、実

際に CARD11 と BCL6 の協調作用により、BCL2

の蛋白レベルが上昇することを観察した。

【図３】

本実験系では、CARD11・BCL6・BCL2 は各々異

なる代替マーカー(GFP・human CD4 細胞外ド

メイン・human CD8 細胞外ドメイン)を同時

発現させているため、１個１個の細胞に、３

種の遺伝子のどれがどの組み合わせで発現

しているかをフローサイトンメトリ―で容

易に判別することが可能である。その結果を

図４に示す。

【図４】

移植前の細胞は、CARD11・BCL6・BCL2 の 3 者

を各々１種類だけ、あるいはいずれか２種類、

あるいは３種類すべてを発現する細胞が

種々の割合で存在していたが、マウス体内で

発生したリンパ腫の大半は CARD11・BCL6 の

２種発現細胞に由来すること、一部はさらに

BCL2 が発現していることが判明した。このこ

とから、CARD11 と BCL6 が協調的に作用する

ことが悪性リンパ腫の発生に重要かつ十分

であることが確認された。

このように、本系を用いることにより、ヒ

トの悪性リンパ腫臨床検体で見いだされる

遺伝子異常のうち、どの遺伝子のどの組み合

わせがリンパ腫の発生に必須であるかを迅

速に解析することが可能となる点で有用性

が高いと考える。

なお、図１に示した方法では、培養時間を

延長することで形質細胞を誘導することも

可能であるため、多発性骨髄腫モデルの作成

も可能であると考えて実験を行ってきたが、

遺伝子導入後は形質細胞への分化効率が大

幅に低下することが判明したため、実現でき

なかった。代替法としてレトロウイルスベク

ターに LoxP 配列を搭載し使用したところ、

B 細胞特異的に、主にその分化段階の後期に

遺伝子を発現させることが可能となったの

で、この実験システムを用いれば骨髄腫モデ

ルの作成も可能になると考えており、今後も

研究を継続する予定である。
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