
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 5月 10 日現在 

 
研究成果の概要（和文）：正常扁桃や脾臓に Ig/BCL6 転座 B細胞が存在することが示された。ま

た、Ig/BCL6 転座 B細胞は、胚中心の B細胞に存在することが示された。Ig/BCL6 転座によって

形成される融合遺伝子からできる転写産物（Ig/BCL6 転座キメラ転写産物）を RT-PCR によって

定量的に測定し、この Ig/BCL6 転座キメラ転写産物の発現量とリンパ腫の悪性度との関係を検

討したところ悪性度が高いほど転写産物の発現量が多いことが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：The chimeric Ig-BCL6 transcripts found in normal human tonsil and 
spleen cells. The appearance of Ig/BCL6 chromosomal translocations was associated with 
the cells expressing germinal center B cell. This study showed higher grade of malignant 
lymphoma express much quantity of Ig/BCL6 transcripts. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）3q27 転座（BCL6 転座）は、びまん性大
細胞型 B 細胞リンパ腫（DLBCL）の 30〜40%、
濾胞リンパ腫（FL）の 5〜15％に認められる
最も頻度の高い染色体転座の１つであり、そ
の約 50%が免疫グロブリン遺伝子(Ig)との転
座である。 
 
（2）Ig/BCL6 転座の切断点は、BCL6 遺伝子
の第一エクソン近傍の major translocation 

cluster(MTC)領域に集中する。したがってこ
の転座は、染色体分析だけでなく、MTC プロ
ーブを用いたサザンブロットや切断点近傍
の DNA クローンを組み合わせた FISH で検出
できるが、どれも定量的に Ig/BCL6 転座 B細
胞の存在を検出できるものではない。 
 
（3）この Ig/BCL6 転座キメラ転写産物は、
通常、切断点が遺伝子のイントロンに存在す
るため、症例ごとに切断点が異なっても転写
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産物であるmRNAは同一であり、これをRT-PCR
で同定することで Ig/BCL6 転座 B細胞を定量
的に測定する。 
 
（4）ナイーブ B 細胞が抗原と出会ってから
おこる体細胞突然変異とクラススイッチの
制御に関しては、はっきりわかっていない。
また、ヒト activation-induced cytidine 
deaminase (AID)には isoformが存在するこ
とが知られているがこれについてもはっき
りわかっていない。 
 
２．研究の目的 
（1）悪性リンパ腫が疑われて生検された症
例のリンパ節を用いて、BCL6 転座によって形
成される Ig/BCL6転座キメラ転写産物を定量
し、その発現量と病理組織診断との関係を検
討する。 
 
（2）Ig/BCL6 転座キメラ転写産物の発現量と
国際予後指標(International Prognostic 
Index:IPI)との関係を検討する。また、BCL6
関連リンパ腫の正確な診断に対する有用性
を検討する。 
 
（3）予後因子としての評価、骨髄進展症例
の腫瘍残存あるいは再発の有無を検討する。 
 
（4）Ig/BCL6 転座は、Ig 遺伝子のクラスス
イッチに伴って生じると考えられており、こ
れから AIDと染色体転座との間に深い関連が
あることが示唆される。これに関しても検討
をする。 
 
（5）ナイーヴ B 細胞が抗原と出会ってから
起こるクラススイッチと体細胞突然変の制
御や AID の発現に膜型 IgM レセプターと膜型
IgD レセプターが関与しているかどうかを調
べる。 
 
３．研究の方法 
（1）手術により摘出された口蓋扁桃を用い
てこれより total RNA を抽出し、この RNA の
1μgを用いて cDNA 20μL を合成し、この 2
μL を用いて nested RT-PCR を施行し、
Ig/BCL6 キメラ転写産物を定量的に測定した。
Primer sequence と PCR 条件は表.1と表.2に
示した。 
 
表.1 Primer sequence 

 Primer sequence 

1st 

PCR 

5’-CGACTGGCTGCTCAGGCCCCAGC-3’ 

5’-GATACAGCTGTCAGCCGGCGAGGCCA-3’ 

2nd 

PCR 

5’-TAATGGACTTGGAGGAATGATT-3’ 

5’-GATACAGCTGTCAGCCGGCGAGGCCA-3’ 

 

表.2 PCR 設定条件 

 条件 
1st 

PCR

（95℃15 秒→65℃30 秒→72℃30 秒） 

×40 サイクル 

2nd 

PCR

（95℃15 秒→68℃40 秒） 

×40 サイクル 

 
（2）平成 20 年から平成 21 年の間に頸部リ
ンパ節生検を施行した悪性リンパ腫症例 36
例を対象とした。性別は男性 12 例、女性 24
例であった。年齢は30才から90才（平均64.8
才）であった。穿刺吸引細胞診で悪性リンパ
腫疑いと診断された症例に対し切開生検で
得られたリンパ節組織から取り出した細胞
を材料として用いて、Ig/BCL6 キメラ転写産
物を定量的に測定した。 
 
（3）この結果と治療反応性との関連、予後
因子との関係を検討した。 
 
（4）正常口蓋扁桃から Ig/BCL6 転座 B 細胞
が存在しない CD38 陰性の B 細胞を取り出し
これに AID isoform を遺伝子導入し 3日培養
し、この細胞から total RNA を抽出して
nested RT-PCR を施行し、Iμ/BCL6 キメラ転
写産物を検出し、Ig/BCL6 転座 B 細胞が存在
するかどうか調べる。 
 
（5）ヒト PBMC を医局員のボランティアから
の採血から作成し実験に用いた。この PBMC
を IL-4、CD40 存在下に抗ヒト IgM 抗体、抗
ヒト IgD抗体などを加えて様々な条件下で培
養し、3日後に細胞を採取し、これより total 
RNA を抽出する。また、磁気ビーズを用いる
ことで IgMによる架橋を成立させることがで
きる。このRNAを用いてcDNAを作成しRT-PCR
を施行し、各々の条件下におけるfull length 
AID や AID isoform の発現を調べる。 
 
（6）PBMC を IL-4、CD40 存在下に抗ヒト IgM
抗体、抗ヒト IgD 抗体などを加えて様々な条
件下で培養し、3 日後に細胞を採取しこれよ
りタンパク質を抽出しウエスタンブロッテ
ィングにより各々の条件下における full 
length AID や AID isoform の発現を調べる。
培養条件を下記の表 3のように設定する。抗
体の濃度もいろいろ変えて実験を行う。 
 
表.3 培養条件 
medium のみ 

IL-4+CD40 

IL-4+CD40+抗 IgM 抗体 

IL-4+CD40+抗 IgM 抗体+磁気ビーズ 

IL-4+CD40+抗 IgD 抗体 

IL-4+CD40+抗 IgD 抗体+磁気ビーズ 

IL-4+CD40+抗 IgM 抗体+抗 IgD 抗体 



 

 

４．研究成果 
（1）正常扁桃や脾臓の細胞から抽出した RNA
より nested RT-PCR で 相補の Ig/BCL6 キメ
ラ転写産物が検出できたことから正常扁桃
や脾臓に Ig/BCL6 転座 B細胞が存在すること
が示された（図.1） 
 
図.1正常扁桃や脾臓にIg/BCL6転座B細胞が
存在する 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
（2）Ig/BCL6 キメラ転写産物の Iμ-BCL6E2
の検出率は、これに相補的なキメラ転写産物
である BCL6E1-Cμ1の検出率の 9倍の検出率
であった。つまり Ig/BCL6 転座 B細胞の存在
を nested RT-PCR で検出するには Iμ-BCL6E2
を測定するのがよいと考えられた（図.2）。 
 
図.2 相補的な Ig/BCL6 キメラ転写産物 
 
 
 

 
 

 
（3）CD38 陽性の胚中心の B 細胞に Ig/BCL6
転座 B細胞が存在することが示された。また、
存在しない症例もあることが示された。IgD
陽性のナイーヴ B細胞には Ig/BCL6 転座 B細
胞は存在しないことが示された（図.3）。 
 
 
 
 

図.3 CD38 陽性の胚中心の B細胞に Ig/BCL6
転座 B細胞が存在する 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
（4）正常口蓋扁桃の B 細胞には 1／1×106

の頻度で Ig/BCL6 転座 B細胞が存在すること
が示された（図.4）。 
 
図.4 正常口蓋扁桃の B 細胞には 1／1×106

の頻度で Ig/BCL6 転座 B細胞が存在する 
 
 

 
 
 

 
 

 
（5）組織型は、リンパ節炎が 3 例、びまん
性大細胞型 B 細胞リンパ腫が 30 例、濾胞リ
ンパ腫が 3例であった。 
リンパ節炎では 10/106〜10２/106 個の Iμ
/BCL6 転座 B細胞が検出できた。 
びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫では 1.5×
104/106〜106/106個のIg/BCL6転座B細胞が検
出できた。 
濾胞リンパ腫がでは 3例と症例数波少ないが
1.2×103/106〜104/106個 Ig/BCL6転座B細胞
が検出できた。 
Ig/BCL6 転座 B 細胞が検出の検出量は、炎症
性＜濾胞リンパ腫＜びまん性大細胞型 B細胞
リンパ腫という傾向が見られ、悪性度が高い
ほど Ig/BCL6 転座 B細胞が検出の検出量が多
いことが推察された。 
症例数が十分でなく治療反応性との関連、予
後因子との関係は検討できなかった。 
 
（6）CD38 陰性の B 細胞に AID isoform を遺
伝子導入し、Iμ/BCL6 キメラ転写産物の検出
を調べたが、AID isoform の強発現が Ig/BCL6
染色体転座を生じさせるという予想された
結果はでなかった。 
 
 
 
 



 

 

（7）PBMCからセレクトしたCD27陰性細胞（ナ
イーヴ B細胞）を T細胞存在下に培養した細
胞より RNA と抽出し AID isoform の発現を
RT-PCRで見たところ、IgM架橋刺激によりAID 
isoform は誘導された。 
 
図.5 T 細胞存在下ナイーヴ B 細胞は IgM 架
橋刺激により AID isoform を誘導する。 
（RT-PCR） 
 1  ２ ３ ４ ５  ６ ７ ８ 
AID 

 
Iμ-Cμ 
 
 
 
1. marker 
2. medium のみ I 
3. 2.IL4+CD40  
4. 3.IL4+CD40+IgM0.25μL 
5. IL4+CD40+IgM0.5μL、 
6. IL4+CD40+IgM0.1.0μL、 
7. IL4+CD40+IgM0.1.0μL 
8. CD38 陽性 B細胞 
 
（8）PBMCからセレクトしたCD27陰性細胞（ナ
イーヴ B細胞）を T細胞存在下に培養した細
胞より RNA と抽出し AID isoform の発現を
RT-PCRで見たところ、IgM架橋刺激によりAID 
isoform は誘導され、IgD で抑制された。 
 
図.7 T 細胞存在下ナイーヴ B 細胞は IgM 架
橋刺激により AID isoform を誘導され IgD で
抑制される。 
（RT-PCR） 
1 ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ 

AID 
 
 
 
 
Iμ-Cμ 
 
 
 
 
1.medium のみ I 
2.IL4+CD40+IgM  
3.IL4+CD40+IgM+IgD2.5μL 
4.IL4+CD40+IgM+IgD5μL 
5.IL4+CD40+IgM+IgD10μL、 
6. IL4+CD40 
7. IL4+CD40+IgD5μL 
8. IL4+CD40+IgD10μL 

（9）PBMCからセレクトしたCD27陰性細胞（ナ
イーヴ B細胞）を T細胞存在下に培養した細
胞より AID isoformの発現をウエスタンブロ
ッティングで見たところ、IgM 架橋刺激によ
り AID isoform は誘導され、IgD で抑制され
た。 
 
図.7 T 細胞存在下ナイーヴ B 細胞は IgM 架
橋刺激により AID isoform を誘導され IgD で
抑制される。 
（ウエスタンブロッティング） 
 
 1  ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ 
AID 
 
 
 
βactin 
 
 
1.medium のみ I 
2.IL4+CD40  
3.IL4+CD40+IgD2.5μL 
4.IL4+CD40+IgD5μL 
5.IL4+CD40+IgD10μL、 
6. IL4+CD40+IgM1μL 
7. IL4+CD40+IgM2μL 
8. IL4+CD40+IgM4μL 
 
以上の結果より 1.ナイーブ B 細胞が活性化
するとき膜型、IgM レセプターと膜型 IgD
レセプターは AID 発現に関与している。2.
クラススイッチと体細胞突然変異の制御に
は AID isoform と full length AID のいず
れかが関与している。3.膜型 IgM レセプタ
ーと膜型 IgD レセプターのどちらかがクラ
ススイッチと体細胞突然変異のアップレギ
ュレーションやダウンレギュレーションに
関与していて、これにより AID の発現が制
御されていることが示唆された。 
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