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研究成果の概要（和文）：非ホジキンリンパ腫はがん遺伝子MYCが転座などの異常があると悪性度が高く、特に
BCL2と同時に高発現であると高い難治性を示し、非常に予後が悪くなるため、MYC異常リンパ腫に対する治療法
の開発は重要な課題である。本研究ではMYCによって発症する3種類のリンパ腫マウスモデルを用いて遺伝発現プ
ロファイリング、阻害剤スクリーニング、全ゲノムシーケンス解析を実施した。その結果、MYCによって制御さ
れる未報告の遺伝子やリンパ腫形成に関与する遺伝子を統合的に同定できた。また、これらの遺伝子はリンパ腫
患者の予後に影響を及ぼすことを明らかにした。さらにAIDはリンパ腫の細胞死抑制の変異を導入する可能性を
示した。

研究成果の概要（英文）：The aggressive types of non-Hodgkin's lymphoma, including Burkitt lymphoma 
and diffuse large B cell lymphoma, is a hematopoietic tumor with a high frequency, and the prognosis
 is poor if the oncogene MYC is highly expressed due to abnormalities such as translocation and 
mutation. High expression at the same time as BCL2 shows high refractory and extremely poor 
prognosis, so the development of a treatment method for MYC abnormal lymphoma is a critical issue. 
In this study, we conducted comprehensive gene expression profiling, inhibitor screening and 
whole-genome sequencing using three types of lymphoma mouse models driven by MYC. We identified 
unreported genes regulated by MYC and involved in lymphoma formation. Database-based analysis 
revealed that these genes affect the prognosis of lymphoma patients, suggesting functional 
involvement in lymphoma development. Furthermore, under certain conditions, we showed the 
possibility of AID introducing mutations that suppress cell death.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでMYCを直接的または間接的に阻害する薬剤の開発が進められてきたが、未だ臨床試験に成功した薬剤は
ない。本研究成果により新たに同定したMYCが制御する遺伝子やMYCによるリンパ腫形成に関与する遺伝子はMYC
異常の難治性リンパ腫に対する阻害剤開発の標的分子になる可能性が高い。またMYCは他の臓器のがんの発症・
進展にも関わることが報告されているため、今後、本研究成果が他のがん種へ展開することで波及効果も得られ
ると大いに期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍で最も頻度が高い非ホジキンリンパ腫は胚中心B細胞を起源とする成熟B細胞型のリン
パ腫であり、特にがん遺伝子MYCが高発現であると高い増悪性を示すことが報告されている(Ott, 
Hematology, 2013)。その中でバーキットリンパ腫においてはMYCと免疫グロブリン重鎖遺伝子の相
互転座が90%以上と非常に高頻度での異常が報告され、MYCががんを引き起こす原因遺伝子となって
いる。2016年のWHO分類改訂にて新たに「High grade B-cell lymphoma, with MYC and BCL2 and/or 
BCL6 rearrangements」というdouble-hit lymphoma（DHL）と呼ばれるリンパ腫が追加された。DHL
は主にMYCとBCL2遺伝子の転座が主要であり、また両者の高発現が見られるDouble-expressor 
lymphomaと呼ばれるDHLに類似したリンパ腫も報告され、合わせるとNHLの一つである「びまん性大
細胞型B細胞リンパ腫」において約30％もの割合になる（Sesques, Blood, 2017）。また、前駆B細
胞型のリンパ腫においてもMYCの免疫グロブリン遺伝子との転座が報告されている。これらのリンパ
腫はリツキサンを始めとした近年の治療法改善にもかかわらず、高い治療抵抗性・再発性を示し、
きわめて予後不良であるため、DHLを含むMYC異常のリンパ腫に特化した治療法の創出は非常に重要
な課題であった。 
研究代表者はこれまでex vivoを基盤とした急性リンパ芽球性白血病、皮膚リンパ腫マウスモデル
などの造血器腫瘍モデルを構築し研究を推進してきた(Blood, 2017, Nat Med 2015など7報)。すで
に構築している前駆B細胞リンパ腫に加えて、胚中心B細胞をex vivoで培養しMYCあるいはMYC-BCL2
を導入・移植することでMYC高発現リンパ腫、DHL様の新規成熟B細胞リンパ腫モデルを構築した。 
 
２．研究の目的 
本研究では研究代表者が上述のように構築してきた MYC をドライバーとした B 細胞リンパ腫マ
ウスモデル及びヒトリンパ腫細胞株を用いて、MYC 異常によって引き起こされるリンパ腫増悪化
の分子機構を様々な角度から統合的に解明することを目的とし、明確な分子基盤に立脚した MYC
異常の悪性リンパ腫の新規治療法を考案することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス前駆 B細胞リンパ腫（MYC-LBL）モデルの作製 
Cdkn2a欠損マウス骨髄より前駆B細胞を培養し、レトロウイルスベクターにてMYCを導入した。
その後 IL7 を添加した培地にて培養し、半致死量の X 線照射した同種レシピエントマウスへ尾
静脈から移植した。およそ 1～2 か月で前駆Ｂ細胞型のリンパ腫が形成されるため、リンパ節よ
りリンパ腫細胞を採取し、実験に使用した。 
 
(2) 成熟 B細胞型のリンパ腫モデルの作製 
Cdkn2a 欠損マウス脾臓より B細胞を磁気ビーズにて分離し、IL4 及び CD40 抗体を添加した培地
にて培養した。その後、レトロウイルスベクターにて MYC もしくは MYC と BCL2 を P2A（自己切
断ペプチド）で結合した遺伝子を導入した。その後、半致死量の X線照射を行った同種レシピエ
ントマウスへ腹腔内より移植した。MYC 単独発現の B細胞を移植したマウスからはおよそ 60%程
度で成熟 B細胞型のリンパ腫（MYC-L）がおよそ 2か月で形成された。一方、MYC と BCL2 を発現
した B細胞を移植したマウスからは 100%の割合で成熟 B細胞リンパ腫（DHL）をおよそ 1か月で
形成した。それぞれのマウスのリンパ節または脾臓からリンパ腫細胞を採取・培養し、本研究に
使用した。 
 
(3) 網羅的遺伝子発現解析、ゲノム解析 
前駆Ｂ細胞型のリンパ腫と正常Ｂ前駆細胞をマイクロアレイによる遺伝発現プロファイル解析
を実施し、発現差異解析及び GSEA（Gene Set Enrichment Analysis）を行った。また、マウス
成熟 B 細胞リンパ腫モデルを用いて次世代シーケンサーによる全エクソンシーケンス解析、全
ゲノムシーケンス解析を実施し変異検出を行った。 
 
(4) 薬剤スクリーニング、増殖・細胞死アッセイ 
分子プロファイリング支援活動より提供された分子阻害薬を用いてスクリーリングを行った。
効果測定には Cell Titer Glo 試薬を用いて実施した。また、抗がん剤処理による効果測定には
セルカウンター及び Annexin V assay によるアポトーシス検出によって実施した。 
 
４．研究成果 
(1) MYC 誘導性前駆 Bリンパ芽球性リンパ腫で高発現の遺伝子の同定 
MYC は主に転写因子としての働きがあり、標的遺伝子の転写量を調節することで機能を発揮する。
そこで前駆 Bリンパ芽球性リンパ腫モデル（MYC-LBL）において特徴的な遺伝子発現を解明する
ため、正常前駆 B 細胞と比較した網羅的遺伝子発現解析を実施した。GSEA 解析の結果、これま
で報告されている MYC の標的遺伝子群の発現が有意に MYC-LBL において確認された（図 1A）。ま



たミトコンドリア及びリボソーム RNA 合成に
関わる遺伝子群が高いことが分かった。さら
に発現差異解析で MYC-LBL で高発現の遺伝子
を絞り込むとこれまで MYC の標的として報告
されていない興味深い遺伝子がいくつか同定
され、リンパ腫の発症・悪性化に強く関与す
る可能性が示唆された（図 1B）。次にヒトリ
ンパ腫細胞株でこれらの遺伝子が発現してい
るのか定量的 PCR にて確認したところ、MYC 高発現株で高い発現が確認された一方、MYC 低発現
株でも高発現が見出された。これはマウスとヒトの分子病態の違いや腫瘍形成過程で MYC から
独立した発現制御を受けた可能性を示唆した。また MYC 標的の遺伝子発現は一部の造血系腫瘍
で予後不良との有意な相関がみられ、発がんや腫瘍増悪化に大きく寄与していることが考えら
れた。 
 
(2) MYC 誘導性成熟 B細胞型リンパ腫における分子標的剤スクリーニング 
まず、構築した MYC 単独発現リンパ腫細胞（MYC-L）と MYC と BCL を同時発現のリンパ腫（DHL）
の生物学的特性を比較したところ、DHL 細胞は MYC-L と比較して長期生存能を持ち、非ホジキン
リンパ腫の標準治療薬である doxorubicin に対して非常に高い耐性を持つことが確認された。
そこで DHL 細胞に対して効果的な阻害剤を同定するため、分子プロファイリング支援活動より
提供された小規模な分子阻害剤のスクリーニングを実施したところ、BCL2 阻害剤や MYC の標的
分子の阻害剤に加え、これまで報告のない分子の阻害剤に高い感受性を示した。その中でヒスト
ンメチルトランスフェラーゼである G9a に対する阻害剤は非常に高い感受性を示した。G9a は
MYC が誘導する転写抑制機構で重要な役割を持つ分子であり、本実験と同時期に論文が発表され
た（Tu WB et al Cancer Cell 2018）。この結果から DHL 細胞は MYC による発がん機構の解明や
難治性リンパ腫に対する薬剤スクリーニングに優れたモデル細胞となり得ることが示された。 
  
(3) MYC 誘導性リンパ腫の全ゲノム解析 
過去の解析で MYC-L は単クローン性での増殖が確認されたため、MYC が誘導する発がん過程に寄
与する遺伝子の同定を目的とし、全ゲノムシーケンス解析を実施した。その結果、9匹由来のリ
ンパ腫クローンにおいて 9匹全てのクローンで機能喪失型変異を持つ遺伝子を 2個、8匹のクロ
ーンで機能喪失型変異を持つ遺伝子を 1個、その他 7匹、6匹、5匹と共通の機能喪失型の変異
を持つ遺伝子を同定した（図 2A）。そこで公共データベースの発現プロファイルを用いてリンパ
腫患者の生存期間と同定した遺伝子
の発現について相関解析を行ったと
ころ、3 個の遺伝子において低発現
ほど有意と予後不良と相関すること
を見出した（図 2B）。この結果から
MYC によるリンパ腫誘導には本研究
で同定した遺伝子に変異が生じ、機
能が喪失することが重要であり、再
度活性化することができれば悪性リ
ンパ腫に対する新たな治療法となる
可能性が考えられた。 
 
(4) シチジンデアミナーゼ AID による MYC 誘導性リンパ腫悪性化への関与 
成熟 B リンパ腫において発症・悪性化機序の一つとして考えられるシチジンデアミナーゼに関
する検討を実施した。シチジンデアミナーゼファミリーの一つである AID は Fas によるアポト
ーシス誘導に対して抵抗性を持つ細胞で高発現であることを明らかにしているが、その原因を
調べるため全エクソンシーケンス解析を実施した。その結果、Fas のアポトーシスシグナルに重
要な death ドメインをコードする領域の塩基 C が T へと置換していることを見出した。興味深
いことに全てのクローンにおいてこの death ドメイン領域に変異が収束することが分かり、こ
れらの変異の結果アポトーシス抵抗性を示すことが分かった。つまり、AID による積極的な変異
導入がアポトーシス抵抗性を誘導する機構が存在することが示唆された。AID による遺伝子変異
導入が薬剤耐性の獲得に繋がるのかどうか、AID 高発現のマウスリンパ腫細胞に対して
doxorubicin を用いて検討を実施した。その結果、長期に処理しても薬剤耐性を獲得した細胞を
得ることができなかった。これはつまり、AID が限られた条件下でのみ変異を誘導することが示
唆された。さらに AID の発現増加がリンパ腫の進展に影響を及ぼすのかどうか、リンパ腫細胞に
AID を発現させたところ、細胞死が強く誘導されることが分かった。この結果から AID の発現量
は一定に制御されることがリンパ腫にとって非常に重要で過剰な発現は重度の DNA 損傷を引き
起こし、アポトーシスが誘導されることが示唆された。従って AID の過剰な活性化は変異誘導よ
り先にアポトーシスを誘導することから逆に新たな治療法となる可能性も考えられた。 
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