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研究成果の概要（和文）：我々はB細胞に発現しているPU.1が発現低下しているB細胞の腫瘍であるHodgkinリンパ腫に
おいてPU.1がHodgkin Lymphomaにおいて癌抑制遺伝子であることを証明した。
我々はこれまで骨髄腫細胞においてもPU.1が癌抑制因子であることを示してきた。実際にin vivoでPU.1が成熟B細胞に
おいて癌抑制因子証明するためにpost germinal centerから形質細胞においてPU.1をknockoutしたconditional knocko
utマウスを作製した。これらのマウスでは形質細胞の増殖を認めるマウスを認めた。現在更なる解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We conditionally expressed PU.1 in classical Hodgkin lymphoma cell lines, L-428 an
d KM-H2, and identified that PU.1 induced growth arrest and apoptosis in these cells. Lentiviral transduce
d PU.1 expression also induced apoptosis in primary Hodgkin lymphoma cells from patients. Therefore, we co
ncluded that PU.1 is a potent tumor suppressor in classical Hodgkin lymphoma cells. 
We previously conditional expressed PU.1 also induces growth arrest and apoptosis in myeloma cell lines, U
266 and KMS12PE. To test whether PU.1 is a tumor suppressor in mature B cells, including plasma cells, in 
vivo, we generated conditional PU.1 knockout mice in post germinal center B cells and plasma cells. At the
 age of 18-24 months, some of these mice shows a proliferation plasma cells in spleen and/or bone marrow. 
Therefore, PU.1 might be a tumor suppressor in plasma cells in vivo. We are still analyzing these mice. 
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１．研究開始当初の背景 
①多発性骨髄腫は本邦では高齢化に伴い
近年増加傾向にある。骨髄腫に対しては
新規治療薬が開発されその平均余命を 3
年から 6 年へと延長したと言われるが、
完全治癒を得るには至っていない。現在
においても骨髄腫の発症機構は不明であ
り、その解明が現在様々な血液疾患で用
いられている分子標的療法等を含めた新
たな治療法の確立に必須であると考えら
れる。 
２．研究の目的 
多発性骨髄腫細胞株では PU.1 の発現が低
下していること、多発性骨髄腫患者由来の
骨髄腫細胞において一部の症例において
PU.1 の発現が低下しており、その予後が
他の患者に比べ不良であること、さらに
PU.1 非発現骨髄腫細胞株 U266 と
KMS12PEに tet-offの系を用いて PU.1を
conditional に発現させると細胞増殖停止
と細胞死が誘導されることを報告した
(Tatetsu H et al. Cancer Res. 
2007;67:5328-5336)。このことは骨髄腫細
胞において PU.1 の発現低下がその発症な
いしは細胞増殖維持に関わっていることを
示しており、PU.1 が形質細胞においては
癌抑制遺伝子としての側面を持っている可
能性を示唆している。脱メチル化剤である
5-aza-2'-deoxycytidineでこれらのPU.1非
発現骨髄腫細胞株を処理すると PU.1 の発
現と同時に細胞増殖停止と細胞死が誘導さ
れることより脱メチル化剤を初めとする
PU.1 を発現誘導する薬剤が多発性骨髄腫
で PU.1 が発現低下している症例に有効で
ある可能性があり、そのような薬剤をスク
リーニングし開発を進める。さらに我々は、
PU.1 が骨髄腫細胞の癌抑制因子であるか
を in vivoで検証することを目的とする。 
３．研究の方法 
我々は、PU.1により引き起こされる骨髄腫

細胞株の細胞増殖停止と細胞死のメカニズ

ムを解明している。PU.1の発現前後で発現

の変化する遺伝子群をDNA microarray等

を用いて明らかにし、それを基にしてこの

細胞増殖停止と細胞死のメカニズムを解明

中であり、これを今後も推進していく。我々

はさらにPU.1発現誘導するような脱メチ

ル化剤を含めた新規な分子標的療法薬の開

発を目指す。同時にPU.1発現誘導により誘

導ないしは抑制され細胞増殖と細胞死に直

接関わる遺伝子を標的とした分子標的療法

薬の開発も目指す。一方、実際PU.1の発現

低下が多発性骨髄腫の発症に直接つながる

かどうか、 PU.1を形質細胞のみで

conditional knockoutしたマウスを作製し、

そのphenotypeを解析する。 
４．研究成果 
我々は B細胞に発現している PU.1が発現低
下している B 細胞の腫瘍である classical 
Hodgkinリンパ腫において PU.1が癌抑制遺
伝子として働いているかどうか調べた。実際
には classical Hodgkin リンパ腫細胞株
L-428 と KM-H2 に tet-off の系を用いて
PU.1 を発現させるとその増殖が完全に停止
し細胞死も起こることがわかった。患者由来
の primary classical Hodgkin lymphoma 
cell を純化してこれに lentivirus を用いて
PU.1 を発現させても細胞死が誘導されるこ
とを証明した。以上から classical Hodgkin 
lymphoma cellにおいても PU.1は癌抑制遺
伝子として働くことを証明した。以上のよう
に PU.1 を発現させると多発性骨髄腫とホジ
キンリンパ腫に細胞増殖停止と細胞死を引
き起こす。このメカニズムを解明しこれらの
疾患の新たな治療法の確立につなげたい。そ
のためには PU.1 によって引き起こされる細
胞増殖停止と細胞死のメカニズムを解明す
る必要がある。まず我々は PU.1 に結合して
いる転写因子群の同定するために PU.1 を発
現させたホジキンリンパ腫細胞株と骨髄腫
細胞株を用いて免疫沈降を行った。まずホジ
キンリンパ腫細胞株L-428細胞を大量に培養
して蛋白をそこから抽出し抗 PU.1 抗体にて
免疫沈降を行った。免疫沈降してきた蛋白を
shotgun sequenceを行ってPU.1に結合して
いる蛋白の候補を 100前後みつけてきた。こ
の中には Geminin や MCM7 などの
epigenetic な遺伝子発現量生や DNA 複製に
関わる遺伝子群が含まれていた。現在これら
の蛋白の中で実際に PU.1 と結合しているも
のの同定を進めているところである。一方、
我々は in vivoでPU.1が形質細胞で癌抑制遺
伝子であることを直接調べるために形質細
胞で PU.1 をノックアウトしたマウスを作成
し、その表現型を解析した。このうち 18-24
ヶ月の高齢のマウスの 50%以上に M 蛋白血
症を認めた。形質細胞への分化を促進するた
めにさらに NP-CGG でマウスを刺激すると
M 蛋白を認めるマウスが 70%前後に増加し
た。これらのマウスを調べると脾腫を認める
ものが認められた。従って、これらのマウス
には成熟 B 細胞リンパ腫ないしは一部は骨
髄腫様の病態が起こっていることがわかっ
た。以上から PU.1が成熟 B細胞及び形質細
胞の腫瘍抑制遺伝子である可能性が示され
た。 
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