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研究成果の概要（和文）： 

NK 細胞腫瘍検体をアレイ CGH 解析し、最も高頻度なゲノム異常を示した 6q21 欠失領

域（36%:39 例中 14 例）に存在するがん抑制候補遺伝子を遺伝子発現解析と相関させ、増

殖における機能検討することにより、PRDM1 と FOXO3 ががん抑制遺伝子であることを

明らかにした。また、末梢血単核球を放射線照射後凍結保存した K562-mb15-41BBL フィーダ

細胞を用いても正常 NK 細胞が 100 万倍程度増幅できた。本実験系は NK 腫瘍で腫瘍化能

を担う遺伝子の機能的解析のために有用である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In an attempt to clarify molecular mechanisms of NK cell tumor development, oligo-array 

CGH and expression profiling were applied.   Oligo-array CGH identified two distinct 

minimal common deleted regions at 6q21 where the most frequent deletion was observed at 

the percentage of 36% (14 of 39 cases).The genes identified were PRDM1 and FOXO3 which 

were functionally approved by inducing expression system.  Normal NK cells were know to 

be expanded by culturing peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with irradiated 

K562-mb15-41BBL cells to one million order of magnitude.   We could amplified normal NK 

cells to the same order of magnitude with feeder cells recovered from frozen status.   

This system will be useful for the functional analysis of genes involved in NK cell tumor 

development.   
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１．研究開始当初の背景 

リンパ造血器腫瘍に認められる染色体転

座やゲノムコピー数異常領域責任遺伝子単

独では腫瘍化しないことが明らかとなって

おり、これらのゲノム異常がリンパ造血器

細胞の分化増殖にどのような役割を果たす

のかという研究は急務となっている。昨年

度の挑戦的萌芽的研究で、フィーダ細胞と

IL7 を用いるマウス正常 B 細胞長期培養系

を利用して、悪性リンパ腫に高頻度に認め

られる転座関連遺伝子 CCND1,BCL2,MYC の 

3 つを同時に導入すると、フィーダ細胞と

IL7 に非依存性に増殖するようになり、マ

ウス個体を死に至らしめるという実験系を

確立できた（図 1）。さらに、この 3つの遺

伝子のうち 1 つを欠いた細胞に細胞株の発

現 cDNA ライブラリーを感染させ、増殖して

くる細胞の導入遺伝子を確認したところ、

CCND1 に代わりうる遺伝子として活性化

K-RAS と CCND3 を独立した実験で繰り返し

単離することができた。しかし、NK 細胞性

腫瘍については限られた細胞株が存在する

だけであり、腫瘍化機能を検討する実験系

が確立されていない。 

 

２．研究の目的 

 NK 腫瘍に関連する癌関連遺伝子を見い

だすとともに、正常 NK 細胞を用いて、遺

伝子導入し、機能を検討できる実験系を作

成することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)NK/T 細胞性リンパ腫検体を対象に、オ

リゴアレイ CGH(アジレント：44000 プロー

ブ)を行い、頻度の高いゲノム異常領域を検

討し、候補遺伝子を見いだす。また、遺伝

子発現様式も検討することで、責任遺伝子

を明らかにする。 

(2) 正常 NK 細胞に遺伝子導入を可能とす

るため、正常 NK 細胞をフィーダ細胞と IL2

存在下で増幅する系を確立する。 

 

４．研究成果 

(1) ゲノム異常領域の探索 

NK/T 細胞性リンパ腫の臨床検体 32 例と細

胞株 7例について、オリゴアレイ CGH を行

った。6q21は最もlossの頻度が高く（図1）、 

 

図 1：ゲノム異常の頻度 

 

 

図 2：6q21 領域の欠失領域 

 

POPDC3、PREP、PRDM1、ATG5、AIM1 を含む

領域および LACE1、FOXO3 を含む領域が 39

例 中 14 例 (36%) に 認 め ら れ 、 most 

frequently deleted  minimal common 

region (MCR)と考えられた(図 2)。 

 上記 7遺伝子に加え、この領域近傍にある

6q21 



6q 上に存在する強力ながん抑制遺伝子で

ある A20 および HACE1 を加え、がん抑制遺

伝子としての候補遺伝子とした。次に、NK

細胞性腫瘍におけるそれらの遺伝子発現を

正常 NK 細胞をコントロールとして解析し

た。その結果、AIM1 および POPDC3 を除く 7

遺伝子は、正常 NK 細胞に比べ腫瘍組織で有

意に発現の低下を示したので、これら 7遺

伝子ががん抑制遺伝子の候補遺伝子である

ことが推測された(図 3)。 

 

図３：6q 上の各候補遺伝子の、NK 細胞性腫瘍における

発現。正常 NK 細胞に対する NK 細胞性腫瘍における各遺

伝子の発現レベルを示す。 

 

がん抑制遺伝子は導入することで増殖が停

止し、増殖に対する影響が調べられないこと

が多いので、Tet/off 発現誘導システムを用

いて各候補遺伝子を導入し、薬剤選択後、DOx

選択後、テトラサイクリンを取り除くことに

より、遺伝子発現を誘導した。 

 

 

 

その結果、PRDM1 と FOXO3 遺伝子が機能的に

もがん抑制遺伝子であることが確定した。今

後、どのような機構で増殖抑制するのかにつ

いて検討していく予定である。 

 

(2) 正常 NK 細胞の増幅と遺伝子導入の試み 

正常 NK 細胞を人工的に作成したフィーダ

細胞を使って一時的に増殖させ、そこに遺伝

子導入し、NK細胞性腫瘍に関わる遺伝子の機

能を検討するための実験系を作成すること

を目的とした。現在樹立されている NK 細胞

性腫瘍のほとんどは IL2依存性の増殖様式を

示し、その維持にはかなりの熟練を有する。

また、理由はよくわかっていないが、他の造

血器腫瘍に比べて、ウイルスベクター法、エ

レクトロポレーション法、リポフェクション

法のいずれの方法でも遺伝子導入効率がき

わめて悪く、機能的な検討を阻んでいる。 

近年、正常 NK 細胞の増幅に人工的なフィ

ーダ細胞を用いる方法が確立された(Imai et 

al., Blood, 2005)。その方法は K562 細胞に

膜結合型 IL-15 とヒト 4-1BBL を導入した細

胞(K562-mb15-41BBL)と低濃度 IL2(10U/ml)

を用いるものである。従来法では精製した NK

細胞をせいぜい 400倍に増幅するのが最大で

あったのに、本方法では NK 細胞を 100 万倍

以上増幅することが可能であったことが記

されている(Fujisaki et al., Br J Hematol, 

2009)。また、それらの細胞を用いて遺伝子

導入可能であり、特異的細胞傷害活性も遺伝

子導入により可能であったことが示されて

いる。 

 そこで、フィーダ細胞を入手し、コントロ

ールをおきながら、精製操作を加えない末梢

血単核球を K562-mb15-41BBL と共培養した。

必要に応じて、フィーダ細胞を放射線照射し

用いるのは、あまり実用的でないので、フィ

ーダ細胞については 50 グレイの放射線照射

したものを凍結保存し、必要なときに凍結融

解したものを用いても、100 万倍以上増幅可

能であることを確認した。また、少なくとも

3-4 週間程度は維持できることが明らかとな

ったので、複数の遺伝子を導入するには十分

な期間であることがわかった。そこで当初の



目的である、遺伝子導入実験を試みたが、樹

立された NK 細胞株と同様、レンチウイルス

ベクターやレトロウイルスベクターを用い

ても感染効率が低く、NK 細胞に関しては新し

い遺伝子導入法を考慮する必要が有ること

が判明した。 
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