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研究成果の概要（和文）： 
濾胞性リンパ腫の難治性治療戦略を考える上で、リンパ腫内のがん幹細胞 ( cancer ste m 

cell ) の存在を明らかにすることが求められる。我々は濾胞性リンパ腫における SP 細胞、
non­SP 細胞を分離、回収し、microRNA (miRNA) の発現プロファイルを作成した。cell  li ne 
( FL­218) を用いた検討では多能性幹細胞関連転写因子の発現抑制を示す miRNAの発現低下が
みられた。また BCL6などの BTB/POZ fa mily を標的とした miRNAの発現増加も確認された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We invest igat ed the dif fe rentia l express ion of miRNAs between SP cel ls  and non­SP cell s 

of human fo ll icu lar  l ymphomas (FLs).   T his  study demonst rate s that down expressi on of  
micr oRNA contrib ute to the down regulat ion of multip otent stem cell t ranscr ip tio n fa cto r 
i n SP c ell s, and th at over e xpress ion of  microRNA ta rgetin g BCL6. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
本邦における濾胞性リンパ腫の発生は年々、

増加傾向にある。濾胞性リンパ腫は、組織学

的には明瞭な濾胞様結節を形成し、結節内に

はCD10, CD20, bcl ­2陽性の異型リンパ球が浸

潤し、診断の確立された疾患である。およそ

80%の症例で、 t( 14;18) 転座を有する。経過

は緩やかで、初期には治療に良好な反応を示

すが、再発を繰り返すのが特徴である。難治

性の濾胞性リンパ腫の治療戦略を考える上で

、リンパ腫内のがん幹細胞 (ca ncer s tem 
cell ) の存在を明らかにする必要がある。 
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b.  SP細 胞 お よ び non­SP細 胞 に お け る       
micr oRNA arra yにより、変化するmiRNAを
網羅的に検討する。→STEP1­bに準ずる。 

２． 研究の目的 
 

近 年 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い
non­coding RNAである miRNAが注目されてい
る。miRNAは発生や細胞分化の研究分野で精
力的に解析が進んでおり、がん関連遺伝子の
発現制御関わる miRNAも次々に特定されてい
る。 

 
c.  SP細胞およびnon­SP細胞をそれぞれヌー

ドマウスの皮下へ移植し，腫瘍形成能をみ
る。→STEP1­cに準ずる。 

 
STEP３：細胞株および患者リンパ節に共通し
て発現変動する miRNAの生物学的意義の検証
する。 

我々は、濾胞性リンパ腫において SP 細胞
および non­SP 細胞における microRNA 
( miRNA) の発現プロファイルを作成し、リン
パ腫関連遺伝子および分化・成熟の発現制御
に関わる miRNAを特定する。さらに、個々の
miRNA の細胞生物学的意義を検証し、リンパ
腫の発生・進展に関する生物学的意義を明ら
かにすることが期待される。 

 
４．研究成果 
 
①cell lin e (FL­218) を用いた検討では
FACS解析の結果から SP細胞 (0 .05%, Fi gure 
1­A) および non­SP細胞を分取可能であった。
コントロールとして Verapamil を添加した場
合には SP細胞分画は消失した（Figur e 1­B）。 

 
３． 研究の方法 
 

 STEP1：濾胞性リンパ腫のcell  l ine（FL­218）
を用いた解析 
 
a. FACSAria を用いたSP細胞, non­SP細胞の

分取 
腫瘍細胞株をヘキスト色素33342で染色後、
FACSAri aに流し、色素を排出する細胞集団
であるSP細胞分画を分取する。同時に幹細
胞がいないと考えられ、ヘキスト色素を排
出しないnon­SP細胞分画を分取する。 
 

b. SP細胞およびnon­SP細胞における  
micr oRNA arra yの網羅的な検討 
①Total RNAをmirVenaTM mi RNA I sol atio n 
Kit  (Applied  Bios yst ems; ABI, Fost er 
City , C A, USA) を用いて抽出する。 
 
②DNA olig onucle oti de probes fr om the 
mirVenaTM miRNA Probe Set  (Ver.  1. 01,  
ABI)  を用いてmiRNA microarr ayを行う。
解析にはGenePIX 4000B Arra y Scanner 
( Molecular  Devic e, Sunnyvale , CA,  USA) 
お よ び Array­Pro Analyzer Ver. 4. 5 
( Media Cybernetic s, I nc. , Si lve r   
Spri ng, MD, USA) あるいは ABI pris m   
7500を用いる。 
 

c. SP細胞およびnon­SP細胞をそれぞれヌー
ドマウスの皮下へ移植し，腫瘍形成能の検
討 
 

STEP２：濾胞性リンパ腫の患者リンパ節を用
いた解析 
 
a. FACSAri aを用いて患者リンパ腫細胞中の 

SP細胞およびnon­SP細胞を分取→STEP1­a
に準ずる。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.  
 
② miRNA micr omarray の解析：SP 細胞と
non­SP細胞で異なる発現を示すmiRNAを解析
したところ、SP細胞では多能性幹細胞関連転
写因子の発現抑制を示す miRNAの発現低下が
みられた。また BCL6などの BTB/POZ fa mily
を標的とした miRNAの発現増加も確認された。 
 
③SP細胞および non­SP細胞のヌードマウス
への移植：いずれの細胞分画も腫瘍形成能は
見られなかった。 
 
④濾胞性リンパ腫の患者リンパ節では十分
な SP 細胞を採取することが出来ず、解析す
ることができなかったが、今後、他の検索手
段を用いて発展させるつもりである。 
 
以上より濾胞性リンパ腫の cel l line におい
て SP 細胞分画にがん幹細胞が濃縮されてい
る可能性がある。しかし SP 細胞には腫瘍形
成能がみられなかったことから、濾胞性リン
パ腫の場合、濾胞樹状細胞と考えられるニッ
チが腫瘍性増殖および組織構築に関与する
ことが推測される。 
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