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研究成果の概要（和文）：原発性滲出性リンパ腫で抑制されていたPU.1、PAX5の発現を回復させたところ、試験
管内およびマウスモデルの系で、リンパ腫細胞の増殖抑制作用を有することが明らかとなった。網羅的な遺伝子
解析を行ったところ、PU.1は細胞死に関わる遺伝子を活性化し、PAX5は細胞周期に関わる遺伝子を抑制してい
た。以上より、B細胞転写因子のうち、PU.1、PAX5が、がん抑制遺伝子として機能しうるとともに、これらの遺
伝子を活性化させることが原発性滲出性リンパ腫の新たな治療戦略として考えられることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：PU.1 and PAX5 are suppressed in primary effusion lymphoma (PEL). When we 
restored PU.1 or PAX5 expression in PEL, PU.1 or PAX5 had anti-growth effects against lymphoma cells
 in vitro and in vivo. PU.1 induced genes related with cell death and PAX5 inhibited genes related 
with cell cycles. In conclusion, among B- cell transcription factors, PU.1 and PAX5 act as tumor 
suppressor genes and targeting these genes could be a novel therapeutic strategy.

研究分野：血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B細胞転写因子の低下が原発性滲出性リンパ腫の発がん及びウイルス潜伏につながることを明らかにできると考
える。本研究によって明らかにされたB細胞転写因子の標的遺伝子は今後の薬物療法の標的となりうる。さら
に、ウイルス潜伏による発がんメカニズムを解明することによって、血液内科学に留まらず、ウイルス学、薬理
学、予防医学等、基礎医学から臨床医学へと様々な研究分野への学術水準の向上、疾患発症機構の理解につなが
ることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんのうち約 15%はウイルスが原因とされ、なかでも、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(Kaposi 

sarcoma-associated herpes virus: KSHV)は B 細胞に感染し、原発性滲出性リンパ腫(primary 
effusion lymphoma: PEL)を引き起こすことが知られている。KSHV は B 細胞に潜伏感染しており、
リンパ腫細胞の増殖及び進展に深く関わっているとされる。PEL は細胞増殖速度が速く、胸水や腹
水といった体液貯留を引き起こすことを特徴とする。さらに、通常の化学療法に抵抗性であり、そ
の病態の全貌解明及び新たな分子標的療法の確立が急務となっている。これまでの報告では、KSHV
ウイルスタンパクやサイトカインにより NF-κB経路、Jak-Stat経路、PI3 キナーゼ経路等のシグナ
ルが活性化され、腫瘍の増悪に関わること等が報告されてきた。PEL では上記の活性化シグナルが
存在する一方で、B 細胞分化に重要な機能を有する転写因子の発現が低下しているとされるが、そ
のメカニズムや発現低下の意義については不明であった。 
これまで申請者らは、高度免疫不全マウス(NOD/Rag-2/Jak3 欠損マウス: NRJマウス)を用いた in 

vivoモデルマウスを解析し、PELにおける治療抵抗性のメカニズムを研究してきた。NRJマウスは B
細胞、T 細胞、NK 細胞といった免疫細胞が完全に欠損しており、PEL 細胞を同所移植することで、
PELの特徴である腹水形成を 1ヶ月以内に認め、in vivo解析に最適なモデルとなっている。PELで
は、NF-κB 経路、Jak-Stat 経路等の経路が活性化しているとされ、治療標的と考えらえているが、
その発症・進展機序の全貌はいまだに解明されていない。KSHV陽性悪性リンパ腫である PELの過去
の網羅的解析から、いくつかの細胞分化に関わる転写因子の発現が低下していることが報告されて
いる。PEL において、特に CD19 や CD20 といった B 細胞の表面マーカーの発現が低下していること
から、我々はその中でも腫瘍化形成には B 細胞の分化に必須である転写因子の発現変化が重要であ
ると仮説を立て、B 細胞転写因子の発現や機能の解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 

KSHV を原因とする原発性滲出性リンパ腫(PEL)では、従来の化学療法に抵抗性で予後が不良であ
り、治療開発のための病態解明が望まれている。我々はこれまで in vitro 及びモデルマウスの系を
解析することにより、PEL における治療抵抗性シグナルの解析及び治療開発の基礎研究を行ってき
た。これらの成果及び過去の報告から、種々の標的遺伝子を制御しうる転写因子の発現低下にその
発がん原因がある可能性に着目した。 
本研究では、in vitro 及び in vivo で B 細胞転写因子の発現を薬剤誘導性に回復させることで、

(1)リンパ腫細胞の腫瘍制御機構、(2)ウイルス潜伏感染のメカニズム、(3)治療応用を目指した基礎
研究を行い、新たな治療薬開発の分子基盤につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1) B 細胞転写因子発現低下のメカニズム及び発現回復に伴う細胞増殖・ウイルス産生能の解析: 
KSHV陽性 PEL細胞株において、B細胞転写因子の mRNA及びタンパクの発現レベルを PCR、ウェスタ
ンブロットでヒト末梢血由来の正常(CD19陽性)B 細胞と比較する。B細胞転写因子のプロモーター・
エンハンサー領域にはメチル化修飾を受ける CpG アイランドが存在する。これらプロモーター・エ
ンハンサー領域のゲノム DNA に対してバイサルファイト処理した後にシークエンスを行い、メチル
化領域の同定を行う。また、脱メチル化剤であるアザシチジンを PEL 細胞に in vitroで添加し、メ
チル化修飾の変化を解析する。ドキシサイクリン誘導により B 細胞転写因子の発現が回復する PEL
細胞株を樹立し、MTT 法により細胞増殖の変化を確認するとともに、Annexin V/Propidium iodide
染色を行い、フローサイトメトリーを用いて細胞死を解析する。KSHV ウイルスの潜伏感染から溶解
感染に必須と報告される転写因子 RTA の発現変化について、B 細胞転写因子発現回復細胞で解析を
行う。 
(2) マウスモデルでの解析: B/T リンパ球・NK細胞が欠損した高度免疫不全マウス(NOD/Rag-2/Jak3
欠損マウス等)にドキシサイクリン依存的に B細胞転写因子を発現する PEL 細胞の移植を行う。ドキ
シサイクリン含有水を摂取させることで PEL 細胞において B 細胞転写因子の発現回復を行い、in 
vivoでの機能解析を行う。腹水量を定量することで、腫瘍量の評価を行い、肺、肝臓、脾臓におい
て、HE 染色やウイルスタンパクの LANA を免疫組織染色し、腫瘍細胞数をカウントすることで臓器
浸潤の差を定量化する。 
(3) B 細胞転写因子回復細胞における網羅的な標的遺伝子の解析: マイクロアレイで、B 細胞転写因
子の発現回復によって変化する下流標的遺伝子の探索を行う。また、これらの遺伝子変化について
定量 PCR 法等を用いて確認する。 
 
４．研究成果 



(1) PELにおいて、PU.1、PAX5の mRNA及びタンパク発現が、コントロールの正常 B 細胞に比べて有
意に減少していた。バイサルファイトシークエンスを行ったところ、これらのプロモーター領域で
は、有意に CpG アイランドのメチル化を認めていた。脱メチル化剤であるアザシチジンを PEL 細胞
に添加すると、有意にメチル化の減少を認めるとともに、PEL細胞の増殖を抑制した。PELで抑制さ
れていた PU.1、PAX5 の発現を回復
させたところ、リンパ腫細胞の増殖
抑制を in vitro で認めた (図 1 及
び 図  2) 。 Annexin V/Propidium 
iodide染色を行い、フローサイトメ
トリーを用いて、解析を行ったとこ
ろ、特に PU.1 発現回復細胞では有
意に細胞死を誘導していた。PU.1
は、ウイルスの潜伏感染から溶解感
染に関わる転写因子 RTA の mRNA を
上昇させていたが、PAX5による RTA 
mRNAの変化は軽微であった(図 3)。 
(2) PEL細胞を移植したマウスモデ
ルの系において、PU.1、PAX5 をそれ
ぞれ発現回復させると、腹水量の減
少を認めた(図 4)。また、肺、肝臓、
脾臓において、HE 染色やウイルスタ
ンパクの LANA を免疫組織染色し、
腫瘍細胞数をカウントしたところ、
有意な臓器浸潤の抑制を認めた。 
(3) マイクロアレイ解析を行った
ところ、PU.1はアポトーシスに関わ
る遺伝子を活性化することで細胞
死を誘導し、PAX5 は細胞周期に関わ
る遺伝子を抑制することで、それぞ
れ抗腫瘍作用を認めていた。これら
の発現変化を定量PCR法でも確認し
た。 
以上より、PEL において、B 細胞

転写因子のうち、PU.1、PAX5 が、が
ん抑制遺伝子として機能しうると
ともに、これらの遺伝子を活性化さ
せることが新たな治療戦略として
考えられることが明らかとなった。 

今後は、PU.1及び PAX5の詳細な
抗腫瘍メカニズムを明らかにする
とともに、治療応用が可能か、低分
子化合物や天然物等による新たな
治療薬剤の探索を行っていく。また、
KSHVウイルスタンパクである LANA、
vFLIP、vCyclinはウイルス潜伏感染
維持において重要な役割を果たす
とともに、腫瘍化への関与が示唆さ
れている。これらのウイルスタンパ
クをヒトB細胞の細胞株等に遺伝子
導入し、B 細胞転写因子及び標的遺
伝子がどのように変化するかにつ
いて、解析を行い、ウイルスタンパ
クが腫瘍化を引き起こすメカニズ
ムについて明らかにする。これらの
解析を行うことにより、PEL の発症
機序が解明されるとともに、同定さ
れた候補薬剤が治療に応用されう
ると考えられる。 
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