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研究成果の概要（和文）：正常Bリンパ球からiPS細胞を作製 (BiPSC) し、Tet-offシステムでAIDを発現誘導可
能な細胞株(BiPSCs-AID)を樹立した。この細胞は元のBリンパ球と同様のIgH再構成を持つiPS細胞であり、CD34+
/CD38-の骨髄前駆細胞 (HPC) に分化可能である。次にゲノム編集を用いて、BiPSCs-AIDに染色体転座t(11;14)
とp53の欠失を誘導し、さらにMM発症の初期から認められるKras及びNrasの変異を持つBiPSCsを作製した(Sci 
Rep, 2021)。これらを単独またはHPCに分化後NRGマウスに移植し、MMまたはBリンパ系腫瘍の発生を試みてい
る。

研究成果の概要（英文）：The onset of MM is often caused by a reciprocal chromosomal translocation 
(cTr) between chr 14 with IgH and chr 11 with CCND1. We propose that mature B cells gain potential 
to transform by reprograming, and then chromosomal aberrations cause the development of abnormal B 
cells as a myeloma-initiating cell during B cell redifferentiation. To study myeloma-initiating 
cells, we have already established normal B cell-derived induced pluripotent stem cells (BiPSCs). 
Here we established two BiPSCs with reciprocal cTr t(11;14) using the CRISPR/Cas9 system. 
Furthermore, p53 was deleted using the CRISPR/Cas9 system in BiPSC13 with t(11;14). These BiPSCs 
differentiated into hematopoietic progenitor cells (HPCs). However, unlike cord blood, those HPCs 
did not differentiated into B lymphocytes by co-culture with BM stromal cell. Therefore, further 
ingenuity is required to differentiate those BiPSCs-derived HPCs into B lymphocytes.

研究分野：血液および腫瘍内科学

キーワード： 成熟Bリンパ球　多発性骨髄腫　iPS細胞　再プログラミング　形質転換
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、多発性骨髄腫 (MM) の腫瘍起源となる異常Bリンパ球は、成熟Bリンパ球が再プログラミングによっ
てポテンシャルを獲得し染色体異常を生じた細胞であることの検証を行う。確認できれば、生体内で加齢や慢性
炎症による正常細胞のエピジェネティックな変化が細胞のがん化に繋がる機序の１つであることを支持する腫瘍
化のモデルであり、がん発生の予防方法の開発に繋がる。

※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 
多発性骨髄腫（MM）の腫瘍起源は、主に免疫グロブリン H鎖 (IgH) のクラススイッチ時に

IgH 遺伝子のある染色体 14 番長腕と他の染色体が相互転座した成熟 B リンパ球由来と考えら
れている。これは骨髄の幼若な B リンパ球が腫瘍起源である急性リンパ性白血病 (ALL) や濾
胞性リンパ腫 (FL) など、IgH遺伝子可変領域 (VDJ) の再構成に伴う他の染色体との相互転座
が腫瘍化の原因である Bリンパ系腫瘍とは異なる (Lieber MR, Nat Rev Cancer, 2016)。MMで
は 14 番染色体とサイクリン D1 遺伝子のある染色体 11 番長腕  (11q13) との相互転座
t(11;14)(q13;q32)の頻度が最も高い。また p53遺伝子のある染色体 17pの欠失はMMの病勢の
進行に関係する。またMMでは他の B細胞リンパ腫とは異なり、Bリンパ球に特異的な細胞表
面抗原である CD19 およびその転写調節因子である PAX5 が欠失する。さらに顆粒球系の細胞
表面抗原である CD33の発現やアミラーゼ、アンモニアを産生する骨髄腫細胞もあり成熟 Bリ
ンパ球からのエピジェネティックな変化（再プログラミング）の関与が示唆される。 
 我々はMMの腫瘍起源となる細胞を見出すため、ヒトの末梢血およびリンパ節の正常 Bリン
パ球から iPS細胞 (BiPSCs)を樹立した(Kawamura F、Sci Rep, 2017)。これらBiPSCsはDNA2
本鎖切断に関与する活性化誘導シチジンデアミナーゼ (AID) の発現誘導が可能である。さらに
ゲノム編集（CRISPR/Cas9システム）による染色体転座 t(11;14)の誘導方法(Tsuyama N, Oncol 
Let, 2019)を用いて t(11;14)を持つ BiPSCs を作製し、p53 遺伝子を欠失する BiPSC も作製し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が正常 Bリンパ球から樹立した iPS細胞 (BiPSCs) を用いて、多発性骨髄
腫 (MM) の腫瘍化の起源となる異常 B リンパ球は、成熟 B リンパ球または形質細胞が再プロ
グラミングによって形質変化し、ポテンシャルを獲得した後に染色体異常（転座）した細胞であ
ることを証明することを目的とする。 
 具体的な研究項目は、① BiPSCs に AID を発現させ DNA２本鎖切断の誘導による染色体転
座の誘発、② 染色体転座 t(11;14)および p53欠失または AIDを発現させた BiPSCの in vitro
でのBリンパ球への分化方法の検討 ③ 上記②の BiPSCsを造血前駆細胞 (HPC)への分化後、
免疫不全 (NOG) マウスの骨髄へ移植しMMまたは Bリンパ球系腫瘍形成能の検証である。 
 
３．研究の方法 
我々が樹立した正常 B リンパ球由来の iPS 細胞（BiPSCs）は、DNA２本鎖切断に関与する AID
を発現誘導可能である。さらにゲノム編集により染色体転座 t(11;14)を持ち p53 遺伝子を欠失
するがストローマ細胞 (AGM-S3) との共培養で造血前駆細胞 (HPC) に分化する。これらの細胞
を用いて以下の研究を行う。 
1. AID の発現誘導が可能な BiPSC t(11;14)p53KD を作製する (BiPSC t(11;14)p53KD-AID)。 
2. そ れ ぞ れ の BiPSCs (BiPSC, BiPSC t(11;14), BiPSC t(11;14)p53KD, BiPSC 
t(11;14)p53KD-AID)を HPC に分化させた後さらに B リンパ球への分化用ストローマ細胞
(MS-5)との共培養で Bリンパ球への分化が可能か検討する。 

3. B リンパ球への分化の確認は、細胞表面抗原 CD10, CD19, CD27 の発現の有無の解析で行
う。また染色体転座 t(11;14)を持つ BiPSCs では、Bリンパ球への分化に伴うサイクリン D1
の発現誘導の有無を確認する。 

4. それぞれの BiPSCs を HPC に分化させ免疫不全(NRG)マウスの骨髄に移植し、多発性骨髄腫
(MM)またはリンパ系腫瘍が形成できるか検討する。（阿部、柳、坂井が担当） 

5. 移植マウスで腫瘍が形成された場合は、腫瘍細胞の HE 染色、免疫組織染色、細胞表面抗原
染色法で腫瘍細胞の特性を解析し、G-band 法とマルチカラーFISH 法で染色体異常の解析を
行う。 

6. MS-5 との共培養だけでは Bリンパ球への分化が難しい場合は、CD34 遺伝子プロモーターを
PU.1, E2A, EBF 遺伝子の上流に組込んだベクターを作製し、BiPSCs に移入後 BiPSCs が
AGM-S3 との共培養により CD34 陽性 HPC に分化した時点で B リンパ球系へ分化誘導システ
ムを構築する。 

7. AID を誘導可能な HPC では、AID を発現させ染色体異常が誘導可能か検討する。染色体異常
の有無は、G-band 法とマルチカラーFISH 法で解析する。 

8. BiPSCにゲノム編集によりCre/LoxPシステムが誘導可能な 14番染色体と11番染色体を構
築し、BiPSCs が CD27 陽性の成熟 B リンパ球へ分化時に染色体転座 t(11;14)が起こる系を
作製する。この方法は、293T 細胞を用いて確立している。 

 
４．研究成果 
 我々は多発性骨髄腫 (MM) の腫瘍起源となる細胞を見出すため、ヒトの末梢血およびリンパ
節の正常 B リンパ球から iPS 細胞(BiPSCs)を樹立した(Kawamura F、Sci Rep, 2017)。これら



BiPSCs は DNA2 本鎖切断に関与する活性化誘導シチジンデアミナーゼ (AID) の発現誘導が可能
である。さらにゲノム編集（CRISPR/Cas9 システム）による染色体転座 t(11;14)の誘導方法
(Tsuyama N, Oncol Let, 2019)を用いて t(11;14)を持つ BiPSCs を作製し、p53 遺伝子を欠失す
る BiPSC を作製した (Azami Y, Sci Rep, 2021)。しかしながら、本研究ではマウスストローマ
細胞との共培養において、臍帯血由来の造血前駆細胞 (HPC) とは異なり、BiPSCs 由来の HPC か
らは Bリンパ球への分化は認められずさらに工夫が必要と考えられた。 
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