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研究成果の概要（和文）：CDKN2A/2B遺伝子欠失を伴う難治性B細胞性リンパ腫に対する診断・治療開発として、
微小領域欠失検出用DNAプローブを用いた増幅FISH法を考案した。これは、通常のFISH法では解析困難であった
染色体微小欠失領域を検出可能とする新たな染色体解析技術であり、通常FISH法を作成する過程の中で蛍光標識
に対する抗蛍光色素抗体を加えることで、50kb以下の微小染色体領域にハイプリダイズされたDNAプローブを可
視化する技法である。増幅FISH法は、通常FISH法と比べ感度・特異度共にすぐれていることが明らかとなり、増
幅FISH法は腫瘍検体の特定の微小領域欠損の有無が診断可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Chromosomal microdeletions frequently cause the loss of prognostically 
relevant tumor suppressor genes in B cell lymphomas (BCLs). However, the detection of minute 
deletions has been mostly impossible by conventional methods due to their low resolution. We 
developed a novel method designated here as amplified-FISH (AM-FISH), which enables the detection of
 chromosomal microdeletion shorter than 50 kb in BCLs. In the AM-FISH, the 31 kb Fluorescein 
isothiocyanate (FITC)-conjugated DNA probe encoding only CDKN2A gene was first hybridized with 
chromosome, and then, was labeled with Alexa Fluor 488-conjugated anti-FITC secondary antibody to 
help increase sensitivity. CDKN2A signals were equally identifiable by AM-FISH and conventional 
FISH, and AM-FISH could detect tumor cells with CDKN2A deletion even in the clinical sample 
contaminated with normal cells to some extent. AM-FISH is a highly sensitive, specific and easy 
method for the diagnoses of various types of chromosomal microdeletions.

研究分野：血液学

キーワード： FISH法　CDKN2A/B欠失　B細胞性リンパ腫　染色体微小領域欠損
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、B細胞リンパ腫（BCL）の高度悪性化の誘因となるCDKN2A/2B遺伝子欠失症例が、簡便、迅速、
安価にスクリーニング可能であることが示され、CDKN2A/2B遺伝子欠損をもつBCL患者群の予後予測や治療層別化
など新たな治療戦略の構築に寄与するものと考えられた。また、診断・治療に染色体微小欠失の有無の鑑別が必
要となるその他の疾患についても応用可能であり、血液悪性腫瘍以外の領域にも応用可能であることが示唆され
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、分子遺伝学的・細胞生物学的解析技術の進歩により診断・予後予測精度が向上し、分子標
的治療薬の臨床応用により造血器悪性腫瘍の治療予後は飛躍的に改善した。しかし、こうした治
療戦略の発達によっても病初期から高度の治療抵抗性を示し生存予後が極めて不良な症例は依
然存在する。したがってそれら予後不良症例の治療成績向上は残された重要課題である。造血器
悪性腫瘍のなかで最も高頻度である B 細胞リンパ腫（BCL）は、治療強度の層別化や分子標的
薬の使用により治療成績が劇的に改善した疾患群であるが、初発時より既存のあらゆる治療戦
略に対して抵抗性を呈する予後不良症例が存在する。しかし、このような症例における問題点の
ひとつは、これまでに BCLの日常診療において汎用されてきた国際予後指数などではしばしば
予後予測困難なことであり、これらサブグループを診断時に抽出しうるバイオマーカーの同定
と、迅速・簡便で高精度な診断技術の開発は、早急に日常診療への応用が求められる喫緊の研究
課題である。近年、これらの予後不良群では、染色体 9p21 領域に存在する CDKN2A/2B 遺伝
子の欠失、あるいはプロモーター領域の高メチル化による不活化を高頻度に認めることが明ら
かとなった。CDKN2A/2B 遺伝子欠失の存在と予後不良の関連は他の癌腫でも既報告があるほ
か、CDKN2A/2Bは TP53経路や Rb経路など強力な癌抑制経路の制御に関与することから、そ
の異常は BCLの治療抵抗性においても機能的関与が強く推測される。しかしながら、BCLにお
いて CDKN2A/2B異常がいかなるメカニズムで治療抵抗性を惹起するのかについては依然不明
確であり、その克服戦略の開発については全く進捗がないのが実情である。したがって、
CDKN2A/2B遺伝子を標的とした診断・治療開発は BCLの治療成績の向上を目指す上で解決す
べき課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究を遂行するにあたって、CDKN2A/2B 遺伝子特有の 3 つの解決すべき重要課題が考えら
れた。第一に CDKN2A/2B 遺伝子欠失を同定するにあたり、同遺伝子が 9 番染色体短腕領域
（9p21）において従来の核型検査では検出できないようなわずか 42kb の範囲に位置している
ため、従来の検査法では微小欠失症例を抽出するのに十分でない点である。既存の次世代シーク
エンサーや SNP アレイを用いた解析により CDKN2A/2B 遺伝子微小欠失の検出は可能である
が、これらはいずれも時間・費用ともに膨大であり、日常臨床への応用には不適である。したが
って本研究では、CDKN2A/2Bの遺伝子欠損を迅速、簡便、安価に同定可能とする新規の検査手
法を開発することを第一の目的とした。第二に CDKN2A/2B遺伝子はスプライスバリアントに
より一遺伝子から二種の転写産物である p14ARFと p16INK4aを産生するバイプロダクト遺伝
子であり、各々の遺伝子の作用するシグナル経路が異なる点である。CDKN2A/2B 欠損が予後
不良であることはこれまでにも報告されているが、CDKN2A/2B 遺伝子の欠損の大きさと予後
との関係についての考察は少なく、CDKN2A/2B の欠損の程度による予後予測は検討すべき課
題であると考えた。すなわち、これまでにBCLに対して治療を行った症例を後方視的に解析し、
新たな予後因子を見出すことを第二の研究目的とした。さらに第三の課題として、従前よりがん
抑制遺伝子の欠失に対する有効な治療的アプローチが乏しい点である。生理的条件下では
CDKN2Aから転写される p16INK4aはサイクリン依存性キナーゼ（Cdk）の活性化を抑制し Rb
経路を阻害する一方、p14ARF は MDM2 の活性化抑制を介して TP53 活性化に寄与すること
で、いずれもがん抑制性分子として機能する。しかし、腫瘍細胞内においてp14ARFやp16INK4a
らの欠失分子を薬理学的に標的化することは不可能であるため、これらがん抑制遺伝子欠損症
例においてもなお有効である治療標的分子を同定できれば、難治性造血器悪性腫瘍の治療成績
を向上させるために不可欠な検討課題である。したがって、既知・未知の分子制御を含め、これ
らの分子が存在した場合に本来制御するリンパ腫細胞特有の分子・シグナル経路を特定し、その
制御を可能とする代替的な戦略の確立を第三の研究目的とした。本研究では CDKN2A/2B遺伝
子異常の簡易スクリーニング法の開発、CDKN2A/2B異常を含めた難治性 BCLの新たな予後予
測法の開発、ならびに克服戦略の開発によって、CDKN2A/2B異常を有する高悪性度 BCLの治
療成績改善を目指した。 
 
３．研究の方法 
以下のように段階的に研究を進めた。 
(1) BAC クローンを用いた CDKN2A/2B 特異的 FISH プローブ作成 
CDKN2A/2B 領域を含む BAC クローンを独自に作成し、申請者らが従前より実施している手法によ
り DNA 大量複製・抽出・蛍光色素標識を行い CDKN2A/2B 特異的 FISH プローブを複数作成した。
作成したプローブは CDKN2A/2B のゲノムコピー数が判明している細胞株にて CDKN2A/2B 欠失の
感度、陽性的中率を検証し、最も検出力の優れたプローブを選択した。 
(2)CDKN2A/2B 特異的 FISH プローブを用いた新しい検査技術の開発 
上記で開発したプローブに、抗蛍光色素抗体を加えることによって、従来よりも小さな DNA プロ
ーブからの蛍光シグナルを増強する新たな検査技術（増幅 FISH 法）を開発した。 
(3) 増幅 FISH 法を用いた CDKN2A/2B 遺伝子欠失の有無による予後予測モデルの開発 
作成した CDKN2A/2B 特異的プローブを用いて当研究室に保管している BCL 症例サンプルを対象
に増幅 FISH 法を行い、予後予測モデルの構築を行った。 
(4) CDKN2A/2B 遺伝子欠失を有する BCL 細胞に対する新規治療戦略の開発 



遺伝子発現ベクターを用いて CDKN2A/2B の遺伝子導入・遺伝子抑制を行い、p14ARF または
p16INK4a の発現レベルが変化した細胞株を作成し、既存抗悪性腫瘍薬に対する薬剤感受性の変
化を比較検討した。  
 
４．研究成果 
(1)CDKN2A 欠失を検出可能とする新規 FISH 法（増幅 FISH 法）の開発 
本研究では、左上図のように 10-15kb の DNA プローブ
を PCR で作成し、複数のプローブで標的遺伝子の全長
と同じ範囲をカバーできるようにした（左上図）。加
えて、従来の FISH 法の作業工程中に抗蛍光色素抗体
を二次抗体反応として用いることで、従来の蛍光色素
量では不十分であった微小領域の DNA プローブを蛍
光顕微鏡で認識可能とするレベルまで増幅すること
に成功した。CDKN2A 微小領域欠失をもつリンパ腫細
胞株および正常細胞に対して、増幅 FISH 法、通常の
FISH法を用いて細胞内のCDKN2A遺伝子検出の正確性
を比較した結果、増幅 FISH 法は通常 FISH 法と比べ
正常細胞のみならず、染色体微小欠失を有する細胞に
おいても感度・特異度が共にすぐれていることが明ら
かとなった（左中図）。さらに、SNP アレイで CDKN2A
遺伝子の微小領域欠失を認めた患者検体に対して増
幅 FISH 法を行った結果、通常 FISH 法では偽陽性とな
った CDKN2A シグナルが増幅 FISH 法では検出されず、
偽陽性となる可能性が極めて少ないことを確認した。
以上から、微小領域欠失検出用 DNA プローブを用いた
増幅 FISH 法は臨床検体に対しても応用可能であるこ
とが示された。 
(2)BCL における新規の予後予測因子の同定 
上記(1)で得た結果をもとに、当研究室で保存してい
る臨床検体を用いて CKDN2A 欠失の有無と予後予測に
ついて検討を行った。我々の研究室では 200 例あまり
の BCL 検体を保管していたが、治療開始前の病変を有
するカルノア検体は 82 例しか残っておらず、細胞数
や検体の保存状態の関係で増幅 FISH 法を行えた症例
は 26 例にとどまり、CDKN2A/2B の欠失の有無と予後
についての関係性は明らかにできなかった。しかし、
同時に DLBCL の新たな予後予測因子の同定を目的と
して、当院および 関連施設の臨床データを後方視的
に解析し、DLBCL に罹患した患者群には過去に癌の既
往をもつ者が一定数存在し、予後に影響を与えている
可能性を見出した（左下図）。 
(3) CDKN2A 以外の微小領域欠損への臨床応用 
TNFAIP3(A20)は BCL において CDKN2A/2B と同様に微
小欠失を生じる遺伝子であり、欠失症例は予後不良で
あることが知られている。A20 を標的とした DNA プロ
ーブをによる増幅 FISH 法は CDKN2A と同様に検出可
能であることが示された。 
(4) CDKN2A/2B 遺伝子欠失を有する BCL 細胞に対する
新規治療戦略の開発 
CKNN2A、CDKN2B を BCL 細胞株に遺伝子導入を試みた
が、親株と比べて遺伝子発現が十分に変化した細胞株
は作成できておらず、引き続き研究を継続する予定で
ある。 
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