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研究成果の概要（和文）： 
Skp2蛋白発現を確認した凍結組織を用いて、マイクロアレイ解析を行ない、クラスタリング行っ

た。Lymphochip limma解析で有意差を認める遺伝子を抽出。さらに、IPA(Ingenuity pathway 

analysis)より、正の相関を認めた候補遺伝子群として細胞周期、MAPK、JAK/Stat、Myc経路が関

与していた。Skp2遺伝子とMTA3遺伝子が正相関をしめしB細胞分化にも重要である事を初めて明

らかにした。さらに候補遺伝子からさらに20遺伝子を抽出し、Real time PCR法にて解析した結

果、Skp2高発現群は、Skp2低発現群に比してMyc,MTA3,PRDM1が有意に高い事が明らかとなった。

Skp2過剰発現は主にp27などの細胞周期抑制分子を分解するだけでなく、細胞分化、増殖に関与

している事が明らかとなった。Myc遺伝子FISH解析を行うと増幅所見をSkp2高発現に多く認め、

Skp2によるMyc遺伝子への関与が明らかとなった。その他のMyc関連遺伝子増強も確認できた。In 

vitroでリンパ腫細胞株を用いたSkp2遺伝子導入実験を行い、この系で得られた細胞株において

は、阻害剤効果を確認し、同様のコンストラクトを用いてマウスでリンパ腫細胞の悪性化獲得及

び阻害剤を用いた治療効果を明らかにし、治療への応用への検討を行う。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Using the frozen tissues which confirmed Skp2 protein expression, I performed microarray 

analysis and went to the cluster ring. Skp2 identified that it was an independent 

prognostic factor as (GC, ABC type) by the cell origin by array analysis than Lymphochip 

information. Furthermore, I extract a gene in acknowledgment of significant difference 

by limma analysis. Furthermore, IPA(Ingenuity pathway analysis) showed clearly the 

network composed of cell cycle regulators. Several genes related to cyclins and cell cycle 

regulation and to the MAPK, WNT, and Myc mediated apoptosis signaling pathways were 

altered in DLBCLs when compared with Skp2 levels. Skp2 gene and MTA3 gene showed a positive 

correlation and made clear that it was important to B-cell differentiation for the first 

time. Furthermore, as a result of extracting 20 genes from a candidate gene more, and 

having analyzed it by the Real time PCR method, it became clear that both Myc and MTA3 

were significantly higher than Skp2 low expression group in the Skp2 high expression group. 

It was revealed that not only I broke down restraint molecules mainly in cell cycles such 

as p27, but also the Skp2 high expression participated in cell differentiation, and 

proliferation. I was able to confirm other Myc-related gene reinforcement, too. 
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Additional biochemical and functional in vitro studies are needed to determine whether 

several genes regulate the expression of the Skp2 oncogene .  
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１．研究開始当初の背景 

1)びまん性大細胞型 B細胞性リンパ腫

(DLBCL)は、日本で最も多いリンパ腫で、全

リンパ腫の 33%を占める。また、DLBCLは、

非常に heterogenousな疾患であり、腫瘍細

胞の生物学的特性に基づく、様々な予後因子

が多数報告されている。 

2) 私ともは、癌を含めたさまざまな疾患

が細胞増殖制御因子の蛋白分解システムの

異常により引き起こされていることに注目

し研究を進めてきた。DLBCLにおいて、Skp2 

強発現群は、Skp2 弱発現群に比較し、有意

に予後不良であるという知見を示し、DLBCL

のIPIとは独立した予後予測因子の一つにな

ることを明らかにした。DLBCLの約30%がSkp2

強発現であり、治療の標的となりうる事が十

分に予想される。 

3) DNA microarrayによるgene expression

の検討により、胚中心 B細胞型(GC type)、

活性化B細胞型(ABC type)に亜分類され、GC 

typeの方が有意に予後良好であることが報

告された。また、CARD11,などいくつかの

target gene発現群と予後相関がDLBCLで報

告されたが、Skp2発現有無別での検討はされ

ていない。さらに、Skp2発現有無別に検討し

た DNAマイクロアレイのデータの中から、

Skp2遺伝子と相関する候補遺伝子を抽出し、

治療抵抗機構を解明したい。 

２．研究の目的 

私ともは、多くの癌において過剰発現が認め

られている細胞周期関連蛋白 Skp2について

着目し、DLBCLにおいて、Skp2 強発現群は、

有意に予後不良であるという知見を示し、さ

らに、その有用性は、リツキサン導入後も予

後不良因子となることを報告している。本研

究では、Skp2発現有無別での検討はなされて

い な い DNA microarray に よ る gene 

expressionの検討によりtarget geneを解明

し、基礎的検討を行い、治療への可能性を総

括していく。 

３．研究の方法 

1) DNAマイクロアレイ法を用いて、Skp2発

現の治療抵抗機構解明を目的とする。 

中央診断されたDLBCL症例におけるCD10、

MUM1、Bcl-6などの蛋白の発現によるCell 

Originとマイクロアレイを用いた層別化

との相関を検討する。 

Skp2遺伝子と相関する標的遺伝子を抽出



する。 

2) Skp2・ならびに標的遺伝子の B細胞性腫

瘍での役割の検討。細胞周期、ならびに

アポトーシスの関与をヒト B細胞腫瘍細

胞株系で検討する。 

3) 転写制御されている標的遺伝子に対して

阻害剤の効果を検討し、治療薬としての

可能性を検討する。 

４．研究成果 

1) Skp2蛋白発現を確認した凍結組織から

totalRNAを抽出し、これを基に cRNAを増幅

し、Human WG-6 Beadarray (Illumina)を用

いてマイクロアレイ解析を行なった。Skp2発

現別にクラスタリング可能であった。さらに

Lymphochipによるクラスタリング図に含ま

れる100遺伝子のうち、アノテーション情報

かIlluminaと対応の取れる77遺伝子のプロ

ーブについてクラスタリング図を作成。Skp2

は細胞起源による（GC,ABC type）とは独立

した予後因子である事をアレイ解析で確認

した。 

2) limma プログラムを用いてアレイ解析を

行い、P<0.01で有意差が認められた遺伝子を

抽出し、得られた遺伝子リストを IPA 

(Ingenuity pathway analysis) で解析した。

正の相関を認めた候補遺伝子群として細胞

周期、MAPK、WNT、Myc関連のアポトーシス等

が含まれていた。 

3)候補遺伝子からさらに20遺伝子を抽出し、

Real time PCR法にて解析した。Skp2高発現

群は、Skp2低発現群に比してMTA3, Mycが有

意に高い事が明らかとなった。Skp2過剰発現

は主にp27などの細胞周期抑制分子を分解す

るだけでなく、細胞分化、増殖に関与してい

る事が明らかとなった。臨床検体において蛋

白発現を免疫組織化学染色で確認した。 

4) Myc染色体転座については、Myc dual color 

breakpoint probe(Dako No.Y5410)を用いた

FISH法を行った。Myc遺伝子FISH解析を行うと

増幅所見をSkp2高発現に多く認め、Skp2によ

るMyc遺伝子への関与が明らかとなった。その

他のMyc関連遺伝子増強も確認している。 

5) In vitroでリンパ腫細胞株を用いた各種の

人為的シグナル導入実験を行い確認した。ま

たこの系で得られた細胞株においては、阻害

剤効果も確認し既存の抗腫瘍薬との併用効果

をさらに検討中である。 

6)同様のコンストラクトを用いてマウスでリ

ンパ腫細胞の悪性化獲得及び阻害剤を用いた

治療効果を明らかにし、治療への応用への検

討を行う。 
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