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研究成果の概要（和文）：B細胞性リンパ腫（B cell lymphoma; BCL）、多発性骨髄腫（Multiple myeloma; 
MM）は、高頻度造血器腫瘍であるが、難治症例の克服が、いまだ重要課題として残されている。本研究ではヒト
正常B細胞由来不死化細胞株にPDPK1-RSK2シグナル恒常的活性化を誘導した「BCL疾患横断的・普遍的モデル細
胞」を作成し、これに対してヒト全ゲノムCRISPR/Cas9遺伝子ノックアウト網羅的スクリーニングを行い、高度
造腫瘍性、細胞死刺激抵抗性獲得、染色体・遺伝子不安定性、抗腫瘍細胞免疫回避機構を誘導する分子異常の同
定中である。

研究成果の概要（英文）：B cell lymphoma (BCL) and multiple myeloma (MM) are highly prevalent 
hematopoietic tumors, and overcoming refractory cases remains an important challenge. In this study,
 we generated "BCL disease-cross-sectional and universal model cells" by inducing PDPK1-RSK2 
signaling homeostatic activation in an immortalized human normal B cell-derived cell line, and 
performed a comprehensive screening of human whole genome CRISPR/Cas9 gene knockout against these 
cells to identify cells with high tumorigenicity, resistance to cell death stimulation, chromosomal 
and genetic instability We are in the process of identifying molecular abnormalities that induce 
high tumorigenicity, resistance to cell death stimulation, chromosomal and genetic instability, and 
anti-tumor cell immune evasion mechanisms.

研究分野：血液内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でBCL、MMにおけるPDPK1-RSK2シグナルの恒常的活性化の病型横断的・普遍的な病態形成する「がん抑制
遺伝子、がん遺伝子」が同定できれば、染色体・遺伝子不安定性獲得によるクローン性進化、骨髄由来抑制系細
胞誘導機序等の解明に繋がり、一部の症例に認める高度治療抵抗性獲得病態を司る付加的分子異常の解明と克服
に大きな一歩となるだけでなく、他のがん種に関する応用研究も期待できる。

※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 

B 細胞性リンパ腫（B cell lymphoma; BCL）、多発性骨髄腫（Multiple myeloma; MM）は、高頻

度造血器腫瘍であるが、難治症例の克服が、いまだ重要課題として残されている。BCL、MM の疾

患克服には、①症例間の分子生物学的異常の多様性・不均一性、②染色体・遺伝子不安定性に基

づくクローン性進化に伴う治療抵抗性獲得、③腫瘍免疫監視機構の破綻、の 3因子の克服戦略の

開発が求められる。研究代表者らは BCL、MM における①PDPK1-RSK2 シグナルの恒常的活性化の

病型横断的・普遍的な病態形成への関与、② activation-induced cytidine deaminase (AID)、

BUB1 過剰発現などによる染色体・遺伝子不安定性獲得によるクローン性進化、③骨髄由来抑制

系細胞誘導機序、等を明らかにしてきた。しかし、一部の症例に認める高度治療抵抗性獲得病態

を司る付加的分子異常の解明と克服には、上記①-③を基盤とした更なる研究が必要である。 
 
 
 
２．研究の目的 

本研究ではヒト正常 B 細胞由来不死化細胞株に PDPK1-RSK2 シグナル恒常的活性化を誘導した

「BCL 疾患横断的・普遍的モデル細胞」を作成し、これに対してヒト全ゲノム CRISPR/Cas9 遺伝

子ノックアウト・ヒト全ゲノム CRISPR/dCas9 遺伝子発現活性化による網羅的スクリーニングを

行い、高度造腫瘍性、細胞死刺激抵抗性獲得、染色体・遺伝子不安定性、抗腫瘍細胞免疫回避機

構を誘導する分子異常の同定を目指す。さらに患者細胞の解析によって、その臨床的意義につい

て明らかにする。これら基礎・臨床両面からのアプローチにより、高度難治 BCL、MM の克服戦略

開発のための基盤知見を確立することが本研究の目的である。 
 
 
 
３．研究の方法 

本研究では本研究課題を以下の 4フェーズに分割し、研究を進める。 

1. ヒト正常 B 細胞由来の不死化細胞株に恒常的 PDPK1-RSK2 情報的活性化を誘導した「BCL の
病型横断的・普遍的モデル細胞」の樹立 

複数の不死化ヒト正常 B 細胞株に野生型 PDPK1 遺伝子、もしくは N 末端キナーゼ恒常的活性化

RSK2 遺伝子をレンチウイルスシステムを用いて遺伝子導入し、PDPK1/RSK2 シグナルが恒常的に

活性化した BCL の病型横断的・普遍的モデル細胞を樹立する。 

2. 新規がん抑制遺伝子並びに新規がん遺伝子候補の同定 
2-① Cas9、dCas9-Synergistic Activation Mediator (SAM)複合体恒常的発現細胞株の樹立 Cas9、

dCas9-SAM 複合体プラスミド、パッケージングプラスミドを 293T 細胞に導入・非増殖性レンチ

ウイルスを得て、BCL 普遍的モデル細胞株に感染させ、恒常的発現細胞株を樹立。 

2-② ヒト全ゲノム CRISPR/Cas9 遺伝子ノックアウトスクリーニング、ヒト全ゲノム

CRISPR/dCas9 遺伝子発現活性化スクリーニングによる高度病態悪化責任分子の同定 

2-①で樹立した細胞株を用い、約 19,000 個のヒト遺伝子あるいは転写開始点近接領域を標的と

する gRNA ライブラリーを同様に導入。DNA 障害性抗がん剤、NK 細胞共存、T 細胞共存による選

択圧を与えた後、生存細胞を回収し、次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子解析により、そ

れぞれの形質獲得における責任遺伝子を同定する。 

3. BCL 病型横断的・普遍的モデル細胞を用いた獲得分子の Validation 
2.で同定した有力な病態悪化促進遺伝子候補を選択し、個別の gRNA ベクターを作成し導入し、

細胞周期や細胞増殖、治療薬抵抗性、免疫学的攻撃への効果を評価する。さらに申請者所属研究



室で、その過剰活性や欠失が腫瘍化形成に寄与することがこれまでに明らかにされた前述の遺

伝子（AID, BUB1, RSK2, PDPK1, CDKN2A/2B）と、申請者が先行研究にて明らかにした Gene A

（未発表）との相互機能関与を in silico、ならびに細胞ベースで検討する。 

4. 疾患モデル動物の作成 
3.で樹立した遺伝子改変細胞株と親株を用い、免疫不全マウス移植モデル（経静脈的移植もしく

は皮下移植）を作成し、その形質変化を in vivo で明らかにする。形成された腫瘍細胞における

染色体、遺伝子不安定性についても当研究室で確立済みの手法で解析する。 

5. 臨床検体を用いた、個々の生存優位性獲得分子異常の臨床的意義の検討 
申請者所属施設における、患者由来 BCL、MM 臨床検体を用いた同定遺伝子変異の有無を検討し、

治療反応性や生存予後などの臨床プロファイルとの相関を検討する。 
 
 
 
 
４．研究成果 

ヒト正常B細胞由来の不死化細胞株に恒常的PDPK1-RSK2情報的活性化を誘導した「BCLの病型横

断的・普遍的モデル細胞」の樹立するために、複数の不死化ヒト正常B細胞株に野生型PDPK1遺

伝子、もしくはN末端キナーゼ恒常的活性化RSK2遺伝子を、まずは電気穿孔法を用いて遺伝子導

入し、PDPK1/RSK2シグナルが恒常的に活性化したBCLの病型横断的・普遍的モデル細胞を樹立す

ることを試み、複数の細胞を得ることができた。次に計画していたCRISPR/Cas9、もしくは

CRISPR/dCas9スクリーニングを行うためのCas9、dCas9の恒常的発現細胞株の樹立に関してはま

ずはCas9恒常的発現細胞株の樹立を行い、引き続きヒト全ゲノムCRISPR/Cas9遺伝子ノックアウ

トスクリーニングによる高度病態悪化責任分子の同定が現在進行中である。これにより同定さ

れた有力な病態悪化促進遺伝子候補を選択し、個別のgRNAベクターを作成し導入し、細胞周期

や細胞増殖、治療薬抵抗性、免疫学的攻撃への効果を評価する予定である。 
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