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研究成果の概要（和文）： 

p57KIP2 遺伝子メチル化の有無を指標とした悪性リンパ腫の予後予測モデルの開発を目的とし
た。リンパ腫症例では病変のみではなく末梢血の血清検体からも DNAの p57KIP2 遺伝子メチル
化が検出可能でありバイオマーカーとして汎用性が高いと考えられた。臨床試験での検証が重
要である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Biomarkers are critical in the diagnosis and monitoring of diseases. This research was 
conducted to establish the molecular biomarker for malignant lymphoma. p57KIP2 gene was 
highly methylated in malignant lymphoma. This methylation was detected in lesions but 
also in peripheral blood serum DNAs of lymphoma patients. It would be an efficient and 
convenient marker for lymphoma. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性リンパ腫は多段階の分子異常を経て発

症するといわれている。p57KIP2 は各種癌腫

で染色体欠失が認められる 11p15.5に位置し、

また一部の Beckwith-Wiedemann 症候群（高

率に悪性腫瘍を合併）の原因遺伝子とされて

おり、癌抑制遺伝子の候補の一つとして多く

の解析がなされてきた。これまでに造血器系

腫瘍において p57KIP2遺伝子の発現が消失し

ており、その発現消失が p57KIP2 遺伝子のプ

ロモーター領域の異常な DNAメチル化による

ことを明らかにした。またこの DNA メチル化

は細胞株のみならず実際の臨床検体特に B細

胞性リンパ腫で高率に起こっている事もわ
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かり、p57KIP2 遺伝子が造血器系腫瘍におけ

る癌抑制遺伝子の候補となりうる可能性を

示した。びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫

(DLBCL)においては約 85%の症例で p57KIP2遺

伝子の異常メチル化が認められた。この頻度

は DLBCLにおいて認められる遺伝子異常とし

て単独では最も高頻度であり、バイオマーカ

ーとして汎用性があることが示唆された。

Methylation specific real time 

quantitative PCR(MS-RQ-PCR)を用 いる と

10-4感度で検出できることがわかった。DLBCL

患者の血清 DNAにおける p57KIP2 遺伝子メチ

ル化を指標とすることが病態解析・予後予測

において検討の価値が高いと考えられた。 

 
２．研究の目的 

p57KIP2 遺伝子メチル化を指標に悪性リン

パ腫の微小残存病変などの疾患モニタリ

ングシステムを構築する。 

悪性リンパ腫の病態に重要な他のがん関連

遺伝子の解析を進め、新規バイオマーカーと

なりうるかを検証する。 

 
３．研究の方法 

DLBCL 患者の末梢血から血清を分離し DNA を

抽出する。10ml採血から得られる 5mlの血清

を対象とした。DNA の bisulfite 処理後、メ

チル化特異的プライマーを用いて、p57KIP2

遺伝子のメチル化の検出を MS-RQ-PCRにて行

った。対象として健常人の血清を用いた。 

p57KIP2遺伝子が 100%メチル化している細

胞株 SU-DHL-6 の DNA をとメチル化が認め

られない細胞株 K562 の DNA にて段階希釈

することにより検出感度の検討を行った。 

また、DLBCL 患者で高頻度にメチル化してい

ることが特徴的である PROX1遺伝子の発癌に

関わるメカニズムを解析することにより新

たなバイオマーカーの同定を試みた。PROX1

遺伝子を導入することにより遺伝子発現が

変動する遺伝子群を cDNA アレイ解析

(Sentrix™ Human-6 V2 Expression BeadChip 

(Illumina), 48000 遺伝子)をした。また同定

された遺伝子ががん関連遺伝子候補である

かを検討した。 

 

４．研究成果 

MS-RQ-PCR での p57KIP2 遺伝子メチル化検

出感度を検討した。検出感度は 10-4であっ

た。他の遺伝子での希釈倍率を用いた検討

から同方法にて、1.5 genome を検出でき

る感度と同等であることが検証された。 

DLBCL 患者(末梢血には腫瘍細胞が混在し

ていない症例)血清 5ml から DNA を用いて

p57KIP2 遺伝子メチル化を定性にて検討し

たところ、陽性所見を得た。健常人では同

方法ではメチル化 DNAは検出できなかった。

MS-RQ-PCR での解析は若干安定性が不良

であり、未だ条件検討の余地がある。末梢

血を用いた p57KIP2遺伝子メチル化検出は

汎用性が高い検査方法であると考えられ

た。 

 

p57KIP2 遺伝子と同様に DLBCL にて高頻度に

メチル化されておりがん抑制遺伝子候補で

ある PROX1遺伝子についても同様にバイオマ

ーカーとして有効であるかを検討した。同遺

伝子では MS-RQ-PCRでの解析が困難であった

ため、同遺伝子の下流にある遺伝子群を cDNA

アレイにて検討しがん関連遺伝子およびバ

イオマーカー候補とした。以下に PROX1にて

遺伝子発現が低下する遺伝子群、上昇する遺

伝子群を示す。 

 
 
 
 

Symbol Genbank 

Prox1-downregulated genes 



PRKCB1 NM_002738 

EPB41L3 NM_012307 

EVA1 NM_005797 

COL4A3 NM_000091 

LXN NM_020169 

CXCR4 NM_003467 

EGFLAM NM_152403 

UTS2D NM_198152 

PCDHA4 NM_018907 

CSS3 NM_175856 

Prox1-upregulated genes 

ABCB1 NM_000927 

LZTFL1 NM_020347 

KIAA1914 NM_001001936 

ABCG2 NM_004827 

CCRL1 NM_178445 

ROR1 NM_005012 

SPANXB1 NM_032461 

ICAM1 NM_000201 

FAM20A NM_017565 

ZNF230 NM_006300 

 
 

これら遺伝子群でがん遺伝子候補である

PRKCB1(PKC II)と PROX1 の関連を追加解

析した。 

PROX1 遺伝子導入にて明らかに PKC II の

発現が抑制されることが分かった。以下が

RT-PCRとえ Western blot の結果である。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PKC II 遺伝子のプロモータ―領域の解析

から PROX1遺伝子が PKC II遺伝子プロモ

ータ―のメチル化を促進し遺伝子発現を

調節していることが明らかとなった。以下

の図は PKC II 遺伝子プロモーターの

bisulfite mapping であり、PROX1 導入に

てメチル化が高頻度になっていることを

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

現在 PKC II遺伝子のメチル化の有無を悪性

リンパ腫のバイオマーカーとして使用可能

であるかの検討を行っている。 
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