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研究成果の概要（和文）：リンパ球の増殖限界を制御する分子についてトランスクリプトームとプロテオームの
組み合わせによる解析からCdkn2a遺伝子を特定した。さらにB細胞増殖限界とArfの発現誘導に相関があることを
見出し、Arfを欠損するマウスを新規に作製した。B細胞特異的にEBウイルス癌遺伝子を発現するリンパ腫モデル
との掛け合わせを行った結果、B細胞リンパ腫の進展に重要であることがわかった。Arf以外にもB細胞増殖限界
をエピジェネティックに制御する新たな因子を本研究課題で同定することに成功し、胚中心B細胞の反応持続時
間や免疫応答などへの影響について解析を開始した。

研究成果の概要（英文）：The cell division of immune cells not only amplify antigen-specific clones 
but also determine the direction of differentiation, that is critical for determining how immunity 
work. Immune cells that respond to the antigen must be arrested at the appropriate time after the 
onset of division, but the regulatory mechanism is unclear. The Cdkn2a gene was identified by the 
combination of transcriptome and proteome for the molecular basis that controls the growth limit of 
lymphocytes. Among the proteins encoded by the Cdkn2a gene, we found that there was a correlation 
between the B cell proliferation limit and the Arf expression. In addition to Arf, we were able to 
identify new factors that epigenetically controling B cell proliferation limit. B cell-specific 
knockout mouse of candidate gene was generated, and analysis of the effects on germinal center B 
cell response duration and immune response has been performed.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ球は病原体など異物を認識すると増殖を開始し、それらが抗体産生細胞、細胞傷害性細胞、長期記憶細胞
など多岐に役割の異なる細胞に分化し、即時あるいは生涯に渡る感染防御に寄与する。免疫細胞の分裂増殖は抗
原特異的なクローンを増幅するだけでなく分化方向の決定とも連動することが知られており、免疫特性を決定す
る重要なファクターである。リンパ球の増殖が適切に制御されない状態、つまり増殖不応答状態では免疫不全に
つながり、逆に増殖が過度に亢進した状態では自己免疫疾患、リンパ増殖性疾患、リンパ腫発症などにつながる
ため、本研究の推進によりそれら疾患の克服に貢献する。

※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 

 本研究課題では、免疫系の正常と病理に直結するリンパ球分裂増殖の制御メカニズムに関し

て、相互に関連する以下２つの問題について特に B リンパ球生物学の観点から提起し明らかに

する。(１) リンパ球の中でも特に外来蛋白抗原に応答した B細胞は、脾臓やリンパ節といった

二次リンパ組織における特徴的構造である胚中心領域において活発な細胞分裂を行う。これら

細胞は胚中心 (GC) B 細胞と呼ばれ、分裂増殖により特定の抗体を産生するクローンを増幅させ

るだけでなく、抗原認識部位への変異導入、抗体のクラス変換、抗体産生細胞や記憶細胞への分

化を細胞分裂と連動して行う。従って、GC B 細胞の分裂回数は細胞個々の状況にも応じて制御

されることで外来（あるいは自己）蛋白抗原に対する免疫特性に直接影響するものと考えられる。

しかしながら一旦分裂を開始した細胞がどのような制御メカニズムで分裂停止に至るのか実態

が不明である。(２) GC B 細胞は抗体遺伝子座に二本鎖切断や体細胞遺伝子変異を導入する特性

上、抗体遺伝子座(IgH, IgL)での染色体転座を引き起こしやすい。そのため大多数のリンパ腫は

GC B 細胞由来であり、Bcl2, Bcl6, Myc などの遺伝子座と抗体遺伝子座間での染色体転座が引

き起こされた場合にそれら遺伝子が恒常的に過剰発現することで癌化のドライバーとして働く。

しかしながら癌ドライバー変異を生じた B 細胞がどのようにして無限増殖能を獲得し、リンパ

腫へと進展するのか明らかでない。 

 

２．研究の目的 

 染色体転座などにより癌遺伝子として働く遺伝子の多くは GC B 細胞など単に活性化した B細

胞でも高発現しており、なおかつ癌遺伝子の恒常的発現のみでは細胞が不死化されないことが

実験的に示されている。そこで申請者は「分裂回数が有限な活性化 B細胞と無限である Bリンパ

腫細胞との間の本質的な差異は癌遺伝子を発現するかどうかではなく、細胞分裂を停止させる

機能が破綻しているかどうかであるのではないか」という考えに至った。本申請課題では B細胞

の分裂停止を誘導する分子メカニズムについて明らかにすることで、問題の本質的理解を目指

す。 

 

３．研究の方法 

(１) 申請者は EBV 癌遺伝子による増殖期 B細胞で顕著に発現誘導され、不死化リンパ腫で発現

が消失する蛋白質の一つとして Arf を同定している。Arf はある一定の分裂回数を経た細胞で発

現し細胞増殖を停止させる細胞老化関連蛋白質であるが、リンパ球の増殖制御や不死化におけ

る役割は詳しく調べられていない。そこで抗原に応答した B細胞の分裂回数や癌遺伝子発現 B細

胞の不死化と Arf の発現レベルとの関係性を調べることで、B細胞の分裂限界制御における Arf

の役割を明らかにする。I-a) 癌遺伝子による Arf の誘導と不死化抑制能 EBV 癌遺伝子以外に

も Bcl6 などの B リンパ腫ドライバーを GC B 細胞で発現させた時に Arf が発現誘導されるか、

また細胞分裂限界と発現が相関するか確認するとともに、それらリンパ腫ドライバーマウスに

おいて Arf 遺伝子を破壊した場合に不死化及びリンパ腫発症が促進されるか検証する。I-b) 正

常 GC B 細胞の分裂回数や増殖限界、免疫特性における Arf の役割 Arf の発現変化を１細胞レ

ベルで検出する Arf レポーターマウスを作製し、抗原に増殖応答した GC B 細胞での Arf 発現変

化を分裂回数や分化指標(胚中心 B 細胞/記憶 B 細胞/抗体産生細胞)と合わせて調べる。また生



体内における Arf 発現 B 細胞で増殖阻害が引き起こされるのか明らかにするとともに、外来抗

原に対する二次応答や B 細胞分化、加齢に伴う免疫応答性の変化との関係についても作製した

Arf レポーターマウスと Arf 欠損マウスを用いて調査する。I-c) リンパ腫細胞において Arf の

発現が負に制御されるメカニズム リンパ腫での Arf 発現抑制が転写レベルで生じていること

を確認している。しかしそれがプロモーター領域の体細胞変異によるのか、制御転写因子の変化

によるのか、あるいはエピジェネティックな要因によるのか不明である。そこで不死化前後の B

細胞における Arf ゲノム配列、エピジェネティクス、制御転写因子について比較解析することで

Arf 発現抑制のメカニズムを明らかにする。 

 

(２) 分裂限界制御因子の同定 Arf レポーターを発現する GC B 細胞と発現しない GC B 細胞間

で発現の異なる遺伝子を RNAseq 法で調べることで分裂限界を迎えた細胞で特異的に変化する遺

伝子を網羅的に同定する。分裂限界制御因子として新規に同定された遺伝子および同定済みの B

細胞不死化前後で変動する遺伝子群は In vitro での B 細胞 Crispr ノックアウトスクリーニン

グにより分裂限界や不死化への影響を調べる。 

 

(３) ヒトリンパ腫細胞における分裂制御因子の機能 Arf を含め上記で同定された遺伝子およ

び制御メカニズムについてヒトリンパ腫細胞株においても同様の機能を示すか過剰発現や

Crispr 遺伝子破壊/遺伝子置換によって確認する。 

 

(４) 任意誘導型染色体転座モデルマウスの作製 代表的な Bリンパ腫の染色体転座遺伝子であ

る Bcl6 や Bcl2 について、タモキシフェン誘導型 Cre-loxP 組換えシステムを用いた IgH 遺伝子

座へのヒト型転座モデルマウスを開発する。これらマウスにおいて GC B 細胞由来のリンパ腫が

発症するか確認するとともに、癌ドライバーに加えて Arf など細胞分裂抑制因子がリンパ腫発

症に重要かどうか調べる。 

 

４．研究成果 

免疫細胞の分裂増殖は抗原特異的なクローンを増幅するだけでなく分化方向の決定とも連動す

ることが知られており、免疫特性を決定する重要なファクターである。抗原に反応した免疫細胞

は分裂開始後に適切なタイミングで分裂停止されなければならないが、その制御メカニズムに

ついては明らかでない。本研究課題では癌遺伝子により活性化した B細胞において、不死化前後

で発現が顕著に制御される因子として新規に見出した細胞老化制御遺伝子群や癌抑制遺伝子群

の機能解析を足がかりに、リンパ球の増殖限界を制御する分子基盤と免疫特性やリンパ腫発症

におけるその役割の解明を目指した。リンパ球の増殖限界を制御する分子メカニズムについて

トランスクリプトームとプロテオームの組み合わせによる解析から Cdkn2a 遺伝子を特定した。

Cdkn2a 遺伝子によってコードされる蛋白質のうち、B 細胞増殖限界時期と Arf の発現誘導時期

に相関があることを見出し、Arf を欠損するマウスを新規に作製した。B細胞特異的に EBウイル

ス癌遺伝子を発現するリンパ腫モデルとの掛け合わせを行った結果、B細胞リンパ腫の進展に重

要であることを明らかにすることができた。また Arf 以外にも B 細胞増殖限界をエピジェネテ

ィックに制御する新たな因子を本研究課題で同定することができた。またこの新しい因子につ

いて B 細胞特異的なノックアウトマウスを作成し、胚中心 B 細胞の反応持続時間や免疫応答な

どへの影響について解析を開始することができた。 
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