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研究成果の概要（和文）：様々なタイプのリンパ腫で、MYD88とCD79BというB細胞のシグナル伝達分子の変異を
発見されている。これら２つの変異は、発症例が多く中高悪性度のびまん性大細胞型B細胞リンパ腫で多く見つ
かり、多くの症例で両者の変異が同時に認められる。本研究では、これらMYD88とCD79B変異がB細胞にどのよう
な機能異常を引き起こしB細胞を悪性化させるのか、その機序をCD79B変異マウス由来の細胞を用いて解析した。
シグナル伝達や遺伝子発現の解析により、MYD88変異がNFkB経路を、CD79B変異がPI3K経路を活性化し、これら両
経路の異常な活性化がリンパ腫の発生・維持に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MYD88 and CD79B play critical roles in normal B cell signalling. Mutations 
in these genes have been found in various types of lymphomas, particularly in high-incidence, 
intermediate- to high-grade diffuse large B-cell lymphoma. Interestingly, many cases show both 
mutations simultaneously. In this study, we investigated how these MYD88 and CD79B mutations 
cooperatively induce B cell dysfunction and B cell malignancy using CD79B mutant mice. CD79B mutants
 showed higher surface IgM and CD44 in B cells, and biochemical analyses found exaggerated and 
sustained PI3K activation after B cell antigen receptor stimulation. Gene expression analysis from B
 cells expressing MYD88 and CD79B mutations upon antigen stimulation identified genes uniquely 
regulated by these mutations and antigen stimulation. The findings obtained in this study may help 
discover the mechanisms of lymphoma development and maintenance, as well as novel therapeutic 
strategies.

研究分野：免疫学、血液学、分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ腫を含むがんのゲノム解析により、多くの遺伝子変異が同定されてきている。その一方、個々の遺伝子変
異の機能解析、また複数の遺伝子変異の相互作用の研究はあまり行われていない。本研究で、様々なタイプのリ
ンパ腫で同定され、多くの症例で同時に認められるMYD88とCD79B変異の機能解析を行った。これら２つの変異
は、発症例が多く中高悪性度のびまん性大細胞型B細胞リンパ腫で多く見つかり、多くの症例で両者の変異が同
時に認められる。本研究で得られた知見は、これらの変異をもつリンパ腫の発生・維持のメカニズム、さらに新
規治療法の発見に有用であると考えられる。 

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

悪性リンパ腫は年間約 3万 7000 人の患者が新規発生しており近年増加傾向にある。悪性リンパ
腫は、本来は外来物の認識・排除を司るリンパ球が無制限に増殖することによって生じる。特に
びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫は遺伝学的に非常に不均一 (同じタイプのリンパ腫の中でも
個々の症例で変異遺伝子の種類と組み合わせが異なる)である。現在リンパ腫のゲノム解析が精
力的に行われているが、個々の遺伝子変異の機能解析、特に複数の遺伝子変異の相互作用の研究
はあまり行われていない。また、リンパ腫の発生・維持には自己反応性の抗原受容体が関与して
いると考えられているが、ヒト細胞株を用いた実験では抗原を同定することが難しい。申請者の
グループは、確立された抗原特異的な免疫グロブリントランスジェニックマウスモデルを使用
してリンパ腫の発生・維持のメカニズムを解明しようとしており、また現在までに報告した研究
で世界をリードしている。B 細胞の自然免疫と獲得免疫に必須のシグナル伝達分子である MYD88
と CD79B のアミノ酸置換変異は、様々なリンパ腫で認められ、特にリンパ節外リンパ腫（そのほ
とんどは、病理学的にはびまん性大細胞型 B細胞リンパ腫）に高頻度で共存する。本研究では申
請者のこれまでの研究成果を推し進め、新規作製した CD79B 変異マウスを利用して、MYD88L265P
変異と CD79BY196H 変異がどのように協調的に作用し、B 細胞を癌化させるようなシグナルを伝
達するのかを解明する。 
 
２．研究の目的 

我々は、レトロウィルスを用いた遺伝子導入によってリンパ腫由来の MYD88L265P変異と CD79BY196H

変異を同時に発現させると、通常排除される自己反応性 B細胞が増殖すること、また抗体産生細
胞に分化することを報告した (Wang, Horikawa et al., J Exp Med 2017) 。しかし上記の実験
系では、MYD88L265P変異と野生型 CD79B の共発現においても B 細胞の過剰反応が観察され、レト
ロウィルスによる CD79B の過剰発現による影響であると考えられた。さらに、レトロウィルスを
用いた遺伝子導入では、遺伝子変異が定常状態の B 細胞にどのような影響を与えるかを調べる
ことができない。以上のことから、ヒトリンパ腫で最も頻回に起こるアミノ酸置換をもつ新規
CD79B 遺伝子改変マウスを作製することを考え、CRISPR 法によって樹立を試みた。本研究では、
リンパ腫由来の CD79B 変異をもつ新規遺伝子改変マウスを利用し、その変異が B 細胞の機能に
どのような影響を与えるか、また MYD88 変異と協調してどのようにリンパ腫を発生させるのか
を細胞・分子レベルで解明し、新規あるいは既存の分子・経路特異的な阻害剤によるリンパ腫の
新規治療法を探索することである。 
 
３．研究の方法 

野生型と CD79BY196H変異マウスにおける B細胞の発達・分化を、フローサイトメトリーを用い
た表面抗原染色で解析した。また増殖・活性化への影響を調べるために、抗 IgM 抗体や TLR9 リ
ガンド存在下で培養後、細胞分裂を測定する試薬や表面抗原染色を用いて解析した。B細胞抗原
受容体刺激後の細胞を固定し、細胞内・表面染色後のフローサイトメトリー解析により単細胞レ
ベルでの細胞内シグナル伝達解析を行った。また、B細胞を脾臓細胞より精製し、抗原受容体刺
激後のタンパク質サンプルを調整し、ウェスタンブロットによりシグナル伝達経路の解析を行
った。 

CD79B-Y196H変異の自己反応性 B細胞への影響を調べるために、トリ卵白リゾチーム (hen egg 
lysozyme, HEL) を特異的に認識する免疫グロブリントランスジェニックマウスと可溶性 HELト
ランスジェニックマウスの実験系を使用する。HEL免疫グロブリンおよび可溶性 HELを発現する
マウス個体内では、全ての B細胞が恒常的に抗原で刺激され、アナジーと呼ばれる不応答状態に
なる。このトランスジェニックマウスの実験系をモデルとして用いた。 

CD79BY196H変異によってMYD88L265P変異による遺伝子誘導がどのように変化するかを調べるた
めに網羅的な遺伝子解析を行った。野生型および CD79B 変異をもつマウス活性化 B 細胞に、レト
ロウィルスを用い野生型 MYD88、MYD88-L265P変異を発現させ、抗原刺激ありなしの条件の下で
GFP 陽性細胞から RNAを単離した。独立した 2 回の実験からサンプルを作製し、RNAシークエン
スによる遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 

1. CD79BY196H変異の B細胞の機能に与える影響 

フローサイトメトリー解析による脾臓や骨髄細胞の解析の結果、リンパ腫由来の CD79B-Y196H変
異によって B細胞の数が増加する、あるいは異常な細胞集団が現れるようなことはなく、マウス
の免疫系細胞の分化はほぼ影響を受けなかった。しかし、CD79B-Y196H変異マウスの B細胞では
野生型マウスと比べて細胞表面に発現する IgM 型抗原受容体(図 1AB)や CD44が増加していた。



 

 

また、細胞内染色をしたフローサイトメトリー解析で、抗原受容体刺激後の B細胞内のリボソー
ムタンパク質 S6のリン酸化が増加・遷延していることが分かった (図 3C)。CD44は PI3K-ATK 経
路の活性化で上昇することがあり、S6のリン酸化と併せて CD79BY196H変異により PI3K-ATK-mTOR
経路の活性化が起こることが示唆された。ウェスタンブロット法により、ERK、NFkB、AKT など
主要なシグナル経路の変化を解析した。野生型 B細胞に比し、CD79B 変異 B細胞では抗原受容体
刺激後のリボソームタンパク S6 や AKTのリン酸化が亢進していたが、ERK、NFkB経路への影響
はほとんど認められなかった。したがって、CD79BY-196H 変異は主に PI3K-AKT 経路の異常を引
き起こすと考えられた。 
 

 
2. CD79BY196H変異の自己反応性 B細胞に与える影響 

CD79B-Y196H変異マウスを免疫グロブリントランスジェニックマウスと可溶性 HELトランスジェ
ニックマウスと交配し、ダブルトランスジェニックマウスのアナジーB細胞を解析した。CD79B-
Y196H変異 B細胞では抗原受容体刺激後に PI3K 経路がより活性化されることから、アナジーB細
胞の不応答状態を回復のではないかと考えられた。予想とは違い、CD79B-Y196H変異マウスには、
野生型マウスと同程度のアナジーB細胞が存在し、野生型と同様の細胞表面 IgM の発現低下が認
められた。したがって、CD79B-Y196H変異によっても B細胞のアナジーのメカニズムは保たれて
いることがわかった。 
 
3. MYD88L265Pと CD79BY196H変異を標的とする候補遺伝子の絞り込みと検証 

MYD88-L265Pと CD79B-Y196H変異による遺伝子発現変化を調べるために、両変異を発現する活性

化 B 細胞を抗原刺激し RNAシークエンスによる遺伝子発現解析を行った。主成分分析により、遺

伝子発現の変化は、抗原受容体刺激と MYD88-L265P変異の発現により大きく変化し、CD79B-Y196H

変異による遺伝子発現の変化は少なかった(図2A）。この結果と一致して、抗原受容体刺激, MYD88

変異, CD79B 変異によって制御される遺伝子として、各々922、458、89 個の遺伝子群を同定した

(図 2B、調整済み p 値<0.1で、遺伝子発現が２倍あるいは半分に変化した遺伝子群)。この遺伝

子群の中から、がん細胞が依存する遺伝子データベース(DepMap)や B 細胞リンパ腫細胞株特異

的な依存遺伝子の公開データ(Reddy et al., Cell 2017; Phelan et al., Nature 2018)を利用

し、リンパ腫の増殖・生存に重要だ と想定される候補遺伝子の絞り込みを行った。これらの遺

伝子の機能解析を行うための遺伝子発現ベクター、および CRISPR-CAS9 によるゲノム編集ベク

ターを作製 し、細胞株をもちいて候補遺伝子の強制発現と機能欠損による影響を調べるための

条件検討を行った。 
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