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研究成果の概要（和文）： NK/T 細胞性リンパ腫に対してアレイ CGH を行い、染色体 6q21

領域に高頻度のゲノム欠失を認めた。その領域に存在していた遺伝子の中から、発現にお

いても減少が認められた 7遺伝子について遺伝子導入による機能解析を行った。その結果、

FOXO3 および PRDM1 のみが NK細胞株の増殖を抑制した。さらに、臨床検体において、FOXO3

および PRDM1 の遺伝子変異も認められた。これらのことは、両遺伝子が 6q21 のゲノム欠失

の責任遺伝子である可能性を示唆するものである。 

 

研究成果の概要（英文）：Oligo-array CGH and gene expression profiling of NK cell 

neoplasms were employed in an effort to delineate the molecular pathogenesis involved. 

Oligo-array CGH identified two 6q21 regions that were most frequently deleted (36%; 

14/39). One of these regions included POPDC3, PREP, PRDM1, ATG5 and AIM1, while the 

other included LACE1 and FOXO3. Re-expression of FOXO3 and PRDM1 suppressed NKL 

proliferation, unlike the case following re-expression of the other genes. 

Furthermore, genomic analyses detected nonsense mutations of PRDM1, leading to 

functional inactivation, in one cell line and one clinical sample. PRDM1 and FOXO3 

are considered to play an important role in the pathogenesis of NK cell neoplasms. 
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１１１１．．．．研究開始当初研究開始当初研究開始当初研究開始当初のののの背景背景背景背景    

 

悪性リンパ腫はホジキンリンパ腫、B細胞

性リンパ腫およびT/NK細胞リンパ腫の大き

く3つに大別されている。ホジキンリンパ腫

およびB細胞性リンパ腫は比較的頻度が高

く、臨床病理学的特徴についても比較的よ

く解析されており、また病因についても

様々な遺伝子異常が発がんに重要な働きを

していることが分かってきている。一方

T/NK細胞リンパ腫は研究が比較的進んでい

ない分野であったが、近年注目が高まって

きている分野である。節外性NK/T細胞リン

パ腫、鼻型(以下ENKTL)はT/NK細胞リンパ腫

の1亜型である。鼻周辺に好発し、高率なEB

ウイルスの感染を示す、臨床病理学的に非

常に特徴的な疾患概念である。また、本邦

を含めたアジア地域での発生率が、欧米の

発生率に比べ有意に高いこともあり、臨床

研究の面においては、本邦が世界をリード

している分野でもある(Yamaguchi M. J 

Clin Oncol 2009)。しかし、その病態に関

しては依然として不明な点が多く、遺伝子

異常や発がん機序はほとんどわかっていな

い。また、本疾患のほぼ100%に認められる

EBウイルスと発がんの関係も詳細に検討さ

れた研究は少ない。 

申請者が所属する研究室では、ゲノム異

常を網羅的、かつ高精度に解析できるアレ

イCGH法に関して300例近くに及ぶ解析結果

を論文発表してきた。(Tagawa H. et al. 

Cancer Res. 2004, Oncogene 2005, Blood 

2005)。ENKTLに関しても、アレイCGHによる

解析を行い、それまで報告されていなかっ

た1qの増幅や 7p15.1-p22.3および17p13の

欠失などの特徴的な遺伝子異常を見出した。

次のステップとして、それらの異常の本質

である病因遺伝子の同定が重要と考えられ

た。 

 
２２２２．．．．研究研究研究研究のののの目的目的目的目的    
 

１）NK/T細胞性腫瘍に特徴的なゲノム異常

および遺伝子発現異常を同定する。 

NK/T細胞性腫瘍におけるゲノム異常、遺伝

子発現異常を把握するために、マイクロア

レイを用いた網羅的解析を行う。このステ

ップを経て、NK/T細胞性腫瘍のがん化に関

連していると思われるがん遺伝子あるいは

がん抑制遺伝子候補を抽出する。 

 

２）候補遺伝子の同定と機能的解析 

１）で抽出された候補遺伝子について、確

定するために、RT-PCRならびにReal 

Time-PCR法で発現との相関を確認し、責任

遺伝子を同定する。責任遺伝子が確定した

ら、レトロウイルスベクターを用いて、種々

の細胞株に遺伝子導入し、細胞増殖能やコ

ロニー形成能、サイトカイン依存性、アポ

トーシス抵抗性を調べ、腫瘍化への各遺伝

子の役割を調べる。 

 

３）同定されたがん関連遺伝子の詳細な解

析 

 以上のステップで見いだされた遺伝子は、

実際の検体においてはゲノムの量的異常の

他の異常が認められる可能性がある。遺伝

子変異解析、FISH法を用いてさらに詳細に

検討する。 

    
３３３３．．．．研究研究研究研究のののの方法方法方法方法    

 

(1):NK/T 細胞リンパ腫の網羅的な発現解

析およびゲノム異常解析 

A):症例の収集 



 

 

NK/T 細胞リンパ腫の細胞株 7個、臨床検体

35 例を収集した。細胞株は全例アレイ CGH

および発現解析を施行し、臨床検体におい

ては充分量のDNAが採取できた32例につい

てアレイ CGH、充分量の RNA が採取できた

11 例についてマイクロアレイを用いた網

羅的発現解析を行った。対照の正常 NK 細胞

については、健常人のボランティアから採

集した。 

B):網羅的発現解析 

遺伝子発現解析は Agilent 社の 44K オリゴ

DNA マイクロアレイを使用した。発現解析

の結果の信頼性について、ランダムに選ん

だ数個の遺伝子で RT-PCR を行い、図 2のよ

うに高度な相関を確認した。 

 

C):オリゴアレイ CGH 

同じくAgilent社の44kCGHアレイを用いて

検討を行った。 

 

(2)候補遺伝子の機能解析 

(1)で抽出した候補遺伝子について、細胞株

への遺伝子導入法を用いて機能解析を行っ

た。遺伝子導入は、クロンテック社の

Retro-X Tet-Off Advanced Inducible 

Expression system を用いた。 その結果、

図 3 に示すように 95%以上の細胞で有効な

遺伝子発現誘導が確認できた。 

 

(3)その他の解析 

A)：RT-PCR: マイクアレイによる網羅的発

現解析の結果を確認するために、RT-PCR を

行った。 

B)：FISH 法：アレイ CGH の結果を確認する

ために、6q21 に位置する BAC probe を用い

て FISH(Fluorescencein situ 

hybridization)を行った。 

C)：遺伝子変異解析：候補遺伝子のエクソ

ン領域に関して、ゲノムシークエンス解析

を行った。 

4. 4. 4. 4. 研究研究研究研究のののの成果成果成果成果    

(1)NK/T 細胞性腫瘍のゲノム解析：アレイ

CGH を行った症例についての結果を下図に

示す。全 39例のうち 20%以上の症例で認め

ら れ た 異 常 と し て 1q31.2-44 、 

7q11.22-36.3、16p13.3、11p15.5 の増幅、

および 6q16.1-27、7p15.3-22.2 の欠失が 

挙げられた。特に、6q21 上の、POPDC3、 PREP、 

PRDM1、 ATG5、 AIM1、 LACE1、 FOXO3 を

含む狭い領域は 36%の症例で欠失しており

最もゲノム異常の頻度が高い領域であった。

また、6q21 上に存在し、近年有力ながん抑

制遺伝子として報告されている A20 および

HACE1 もそれぞれ 28%、31%という高い頻度

で欠失が認められた。これらの遺伝子は

NK/T 細胞性腫瘍で重要な働きをしている

可能性の高い候補遺伝子として、各遺伝子

の発現について検討を加えた。 

 



 

 

 

(2)各候補遺伝子の発現解析：(1)ゲノム解

析の結果抽出された各候補遺伝子の発現の

状況を調べるため、網羅的発現解析の結果

を検討した。正常 NK細胞に対する、腫瘍組

織および細胞株の発現比についての結果を

下 5にしめす。各候補遺伝子の腫瘍組織に

おける発現は、正常 NK 細胞に比べすべて低

下しており、同部位のゲノム異常を反映し

ていると思われた。しかし各遺伝子の発現

低下レベルは均一ではなく、A20、FOXO3 の

発現は高度に低下しているのに比べ、AIM1

は発現の差はほとんど認められなかった。 

 

(3)各候補遺伝子の機能解析：(1)ゲノム解

析の結果抽出された候補遺伝子のうち、発

現の低下を伴っていた A20、HACE1、FOXO3、

ATG5、PREP、LACE1、PRDM1、ATG5 について

機能解析を行った。NK/T 細胞性腫瘍の代表

的な細胞株、NKL を用いて Tet-OFF システ

ムを構築し、各遺伝子の発現を誘導した。

その結果、下図に示すように FOXO3 および

PRDM1 の発現誘導は NKL の細胞増殖を抑制

したが、A20 はじめ他の遺伝子の発現誘導

は細胞増殖に影響しなかった。この結果か

らFOXO3およびPRDM1は、6q21上における、

より重要ながん抑制遺伝子と考えられた。 

 

図：NKL において、各遺伝子の発現を誘導

した際の細胞増殖。誘導 6日目における、

誘導していない株(Dox(+))に対する誘導し

た株(Dox(-))の細胞数の比を示す。*は、コ

ントロール(GFP)に比べ有意差があること

を示す。 

 

(4)PRDM1 および FOXO3 の解析：(1)-(3)の

結果から PRDM1、FOXO3 に対し、より詳細な

検討を加えた。アレイ CGH で認められたゲ

ノム欠失は FISH 法にても確認された(下図

(a))。また、半定量的 RT-PCR にても、腫瘍

組織および細胞株における発現は正常 NK

細胞に比べ低下しており、マイクロアレイ

による網羅的発現解析の結果を反映してい

た(下図(b))。 

さらに、両遺伝子のエクソン領域における

遺伝子変異を検索したところ、PRDM1 につ

いては臨床検体1例、細胞株1例において、

FOXO3 は臨床検体 3 例において SNP データ

ベースにはない 1 塩基置換が認められた

(下図(c))。特に、PRDM1 の変異はともに

non-sense 変異で(174STOP、239STOP)、機

能的にも細胞増殖抑制効果を喪失しており、

非活性型変異と考えられた。 

以上の結果から、NK/T 細胞性腫瘍において

は、高頻度に 6q21 の欠失が認められ、その

中でも特に FOXO3 および PRDM1 はがん抑制

遺伝子として重要な機能を果たしている可

能性が考えられた。 
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