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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術を用いて、in vivoでリンパ腫発症に寄与するエピジェネティック関
連遺伝子異常について網羅的スクリーニングを行った。リンパ腫臨床検体で異常が認められるエピジェネティッ
ク関連遺伝子を対象としたライブラリーを用いた骨髄移植実験によって、欠失することによってリンパ腫を発症
する新規エピジェネティック関連遺伝子が複数同定された。さらに腫瘍免疫関連遺伝子の異常とライブラリース
クリーニングを組み合わせることで、リンパ腫発症率が上昇することが明らかとなった。本研究により、網羅的
腫瘍発症スクリーニング法の開発とエピジェネティック関連遺伝子異常によるリンパ腫発症機構の理解を進める
ことができた。

研究成果の概要（英文）：I performed CRISPR library screening to elucidate the contribution of 
epigenetics-related genetic abnormalities to the development of malignant lymphoma in vivo. Bone 
marrow transplantation assay using lymphoma-related library identified novel epigenetics-related 
genes whose deletion cause malignant lymphoma. Furthermore, by combining with immune-checkpoint 
abnormality, the incidence of malignant lymphoma caused by epigenetics-related gene alteration was 
increased. This study developed novel screening method and clarified the actual driver 
epigenetics-related gene alterations for lymphoma development in vivo.

研究分野： 造血器腫瘍

キーワード： 悪性リンパ腫　スクリーニング　遺伝子編集　マウスモデル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のがんゲノム解析技術の進歩によって、さまざまながん種における遺伝子異常プロファイルが明らかにされ
てきたが、実際にどの遺伝子異常が腫瘍の発症や維持に生体内で寄与しているかはほとんど明らかになっていな
い。そこで、遺伝子編集技術を用いた腫瘍発症スクリーニング法を開発し、悪性リンパ腫で認められている遺伝
子異常について網羅的に検証を行った。その結果、欠失することによって悪性リンパ腫を発症する新規の遺伝子
を同定することができた。この手法は他のさまざまな疾患に応用することが可能であり、きわめて学術的意義お
よび社会的意義が高いと思われる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性リンパ腫は遺伝子異常やウイルス感染を原因とする腫瘍であり、本邦では新規年間罹患者

が 1 万 5000 人を超えており、高齢化に伴い増加傾向にある疾患である。悪性リンパ腫は B 細
胞性、T 細胞性、NK 細胞性の分類をはじめとして、それぞれの細胞系統についても、さまざま
な分化段階の細胞を起源として発症する疾患であり、臨床的も病理学的にも極めて多彩な疾患
群である。予後についても化学療法のみでは治癒が得られない病型も多く含まれており、それぞ
れの悪性リンパ腫の病態に応じた副作用の少ない薬剤の開発に向け、新規治療標的の同定が渇
望されている。 
近年、次世代シークエンスやマイクロアレイ技術の発達により、数多くの悪性腫瘍の遺伝子異

常の全体像が解明されてきた（B Vogelstein, Science, 2013）。造血器腫瘍領域においても、数多
くの遺伝子異常の存在が報告されているが、その中でも近年非常に注目を集めているのが、DNA
メチル化やヒストン修飾を介して遺伝子の発現を制御しているエピジェネティック関連遺伝子
の異常である（P Ntziachristos, Nat Immunol, 2016）。急性骨髄性白血病などの骨髄系腫瘍に
ついては、後述する申請者の研究をはじめとして、腫瘍の進展におけるエピジェネテッィク異常
の役割は徐々に解明されてきている（J Koya, Nat commun, 2016）。一方で、悪性リンパ腫をは
じめとするリンパ系腫瘍については、より多様なエピジェネティック関連遺伝子の異常が認め
られているにも関わらず（R Rosenquist, J Intern Med, 2017、RF Sandell, Curr Oncol Rep, 
2017、K Kataoka, Nat Genet, 2015）、多様であるがゆえに変異遺伝子やコピー数異常領域に含
まれる遺伝子の悪性リンパ腫発症や進展における機能的役割はほとんど明らかではない。しか
し、同定された新規遺伝子異常のひとつひとつについて生物学的な役割や機能を検証すること
は非常に労力を要するものであり、腫瘍化における役割をハイスループットに解析する方法を
悪性リンパ腫領域で確立することは、さまざまながん種の研究においても極めて有用である。 
近年、遺伝子の機能異常を調べる方法として、ゲノム編集技術である CRISPR-Cas9 sgRNA

ライブラリーが注目されている。この方法は従来の shRNA の場合と比較して、ゲノム自体に挿
入・欠失を導入して、遺伝子機能を永久的にノックアウトできる点や、発現カセットに内在され
ているバーコードのみでなく、ゲノム自体をシークエンスすることにより対象の遺伝子が実際
にノックアウトされているかを検証可能な点で非常に優れている。そこで本研究ではこの技術
を応用し、網羅的かつ短期間に in vivo で腫瘍の形成能を評価できる系を確立することを試みる
こととした。 
 
２．研究の目的 
上述の通り、リンパ系腫瘍では、極めて多様なエピジェネティック関連遺伝子の異常が認めら

れているにも関わらず、それらが悪性リンパ腫発症や進展に果たしている機能的役割はほとん
ど明らかではない。そこで本研究はリンパ腫臨床検体で認められる多様な遺伝子異常について、
特にエピジェネテッィク異常に焦点を当てて、網羅的かつ短期間に in vivo で腫瘍の形成能を評
価できる系を確立し、リンパ腫の病態における機能的役割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) エピジェネティック関連遺伝子をターゲットとした CRISPR/Cas9 ライブラリーの作製 
これまでの sgRNA ライブ

ラリーを用いたがん研究の
多くは、数千から数万の遺伝
子を標的とする網羅的なラ
イブラリーを用いて、in vitro
における細胞株の増殖など
を評価して行われてきたが、
この方法では遺伝子あたり
の sgRNA 数の少なさに起因
する実験精度の低さや、in 
vivo における重要性を評価
不能という問題点があった。 
そこで本研究では、これま

でにリンパ腫臨床検体にお
いて同定されたエピジェネ
ティック関連遺伝子の異常
に限定して、１遺伝子あたり
の sgRNA 数を増やしたカス
タムライブラリーを作製し、
Cas9 を恒常的に発現するマ
ウスの造血幹前駆細胞に導
入して骨髄移植実験を行っ
た。（図 1） 



(2) 野生型マウスを用いたリンパ腫発症に寄与するエピジェネティック異常の同定 
このエピジェネティック関連遺伝子 sgRNA ライブラリーを Cas9 発現マウスの造血幹前駆細

胞に導入し、同系マウスに移植することでリンパ腫が発症した場合には、表面マーカーや病理組
織などを調べることによって表現型を明らかにするとともに、sgRNA 毎に挿入されたバーコー
ドのアンプリコンシーケンスや、sgRNA ライブラリーの標的である遺伝子自体の標的シーケン
スを実施して、発症したリンパ腫で濃縮されている sgRNA を同定することでエピジェネティッ
ク異常を持つマウスリンパ腫モデルを構築した。 
 
(3) 低～中頻度にリンパ腫を発症することが期待される遺伝子改変マウスにおける解析 
通常リンパ腫は 1 つの遺伝子異常で発症するわけではないため、免疫チェックポイント分子

異常マウスなどの低～中頻度にリンパ腫を発症することが期待される遺伝子改変マウスを用い
て、腫瘍化を促進するエピジェネテッィク関連遺伝子異常の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) リンパ腫関連 CRISPR-Cas9 sgRNA ライブラリーの作成 
まずリンパ腫臨床検体で異常が認められるエピジェネティック関連遺伝子である BCOR, 

DNMT3A, EP300, TET2 などを含む 80遺伝子について、マウスにおける相同遺伝子に対して 12個
ずつの sgRNA を含んだ sgRNA ライブラリーを Gibson Assembly 法を用いてレンチウイルスベク
ターにクローニングを行った。作成した sgRNA ライブラリーについて、sgRNA 配列部位を PCR 増
幅し、次世代シークエンサーを用いて各 sgRNA の含まれている割合を解析したところ、90/10 パ
ーセンタイル比が 2.12 という結果であり、それぞれの sgRNA が偏りなく含まれていることが確
認できた。 
 

(2) リンパ腫関連 sgRNA ライブラリーによる造血器腫瘍の発症 
このsgRNAライブラリーをtagRFP蛍光タンパクでラベルしたレンチウイルスによりCas9-GFP

を恒常的に発現しているマウスから純化した造血幹前駆細胞に導入し、5,000 個の感染細胞を 1
×105 個の正常骨髄細胞とともに致死量放射線を照射した同系マウスに骨髄移植を行い、造血細
胞のみに遺伝子異常を導
入する系を確立した。1 カ
月後の末梢血解析により
感染細胞の生着を確認し、
以後は末梢血のキメリズ
ム解析および超音波検査
による脾腫の評価にて経
過観察を行った。その結
果、骨髄移植後 3カ月後頃
よりsgRNAライブラリーを
導入したマウスにさまざ
まな種類の造血器腫瘍を
発症しはじめ、1 年半の経
過によって8割程度のマウ
スが何らかの造血器腫瘍
を発症することを明らか
にした。(図 2)  
 
一方でコントロールとしての sgRNA を含まない空のウイルスベクターを導入したマウスでは

同時期における死亡は全く認められなかったことから、sgRNA ライブラリー由来の遺伝子異常が
マウス個体に何らかの疾患を引き起こしているものと考えられた。さらに、この腫瘍細胞を用い
て濃縮された sgRNA の同定を行ったところ、Kmt2d や Tet2 といった既に遺伝子欠失によるマウ
ス造血器腫瘍モデルが作製されている遺伝子に加え、欠失によって複数のマウスで造血器腫瘍
を発症する新規のエピジェネティック関連遺伝子が見出された。 
 

(3) 免疫チェックポイント分子異常マウスを用いた sgRNA ライブラリースクリーニング 
さらにリンパ腫臨床検体で異常を高頻度に認めるものの、その異常単体ではマウス個体にリ

ンパ系腫瘍を発症しない免疫チェックポイント分子遺伝子改変マウスの造血幹前駆細胞を用い
て同様の実験を行うと、全体の造血器腫瘍の発症率や潜時期間、濃縮されていた sgRNA の種類は
ほとんど変わらないにも関わらず、リンパ系腫瘍の発症頻度が高くなるという結果が得られた。
実際にこの疾患表現型の変化は、複数のエピジェネティック関連遺伝子について見られており、
リンパ腫関連遺伝子異常とエピジェネティック関連遺伝子異常の相互作用によるリンパ腫発症
機構を明らかにした。 
 



以上の研究成果は、今回開発した本研究手法が造血器腫瘍の発症に重要な遺伝子異常を in 
vivo でハイスループットに解析するための強力なツールであることを示しているものであり、
他疾患への応用が期待されるものである。 
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