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研究成果の概要（和文）：リンパ造血器腫瘍ではゲノム異常、遺伝子変異が多数報告されてきたが、各病型について、
染色対転座以外のゲノム異常の頻度は低く多様である。本研究は、支持細胞、サイトカインの存在下にて、マウス正常
成熟B細胞に複数の遺伝子を導入し、腫瘍化に関与する遺伝子群について機能的に評価する系を確立した。今後は、本
実験系を用いて分子標的を見いだすためのスクリーニングに利用したい。

研究成果の概要（英文）：Various genetic alterations have been reported in lymphoid malignancies. 
Frequencies of such alterations in each disease entity are low except for translocation-juncture genes. 
It is not an easy task to provide evidences that such genes are directly involved in lymphomagenesis. 
Transgenic and know-out mouse technology is limited in analyzing several genes within a relatively short 
period of time. In this research project, we have established the cell culture system, using feeder cells 
and cytokines, which can analyze several genes by retroviral vector transduction. Indeed, we could 
transform normal mouse B-cells to lethally malignant lymphoma by three translocation juncture genes, MYC, 
BCL2 and CCND1. This system could be extended to examine oncogenic ability for several other genes 
reported by genomic or exome sequencing. This system will further provide a good system to screen 
molecular targets.

研究分野： 血液腫瘍学4
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１．研究開始当初の背景 
成熟 B細胞性腫瘍は、各々の疾患に特徴的

な染色体転座を持つ。たとえば、マントル細
胞リンパ腫であれば t(11;14)転座があり、
CCND1 により細胞周期が亢進している。濾胞
性リンパ腫であれば t(11;18)転座があり、
BCL2 の恒常的発現によりアポトーシスが抑
制されている。びまん性大細胞型 B細胞リン
パ腫であれば t(3;14)転座があり、BCL6 によ
って形質細胞への分化が抑制されている。以
上の例示のように、古典的には、疾患単位と
染色体転座およびその機能が 1対 1対応であ
ると考えられてきた。しかし、転座関連遺伝
子による遺伝子改変マウスモデルは、必ずし
も全例で腫瘍を形成するわけではなく、他の
付加的な遺伝子異常の存在が考えられてい
た。このような染色体転座の発見を契機に始
まった悪性リンパ腫の分子病態の解明にむ
けた研究は、分子生物学的な技術革新により、
今や全ゲノム領域の異常を評価できるまで
に至った。我々の研究室では独自に開発した
アレイ CGH 法を用いて、各種悪性リンパ腫の
全ゲノム領域に及ぶコピー数異常の詳細な
解析を行い、特徴的な染色体転座をもつ単一
疾患単位においても、患者毎に異なるゲノム
異常をもつことを見出してきた（総説：Seto 
M, Int J Hematol, 2010）。また、他の研究
グループは、ハイスループットシークエンス
法を用いた遺伝子変異解析を行い、同一疾患
の患者でも個々の持つ遺伝子変異は異なっ
ていることを報告している。これらの事実か
ら、染色体転座関連遺伝子のみならず、複数
の遺伝子が協調して腫瘍形成に至ると考え
られるようになった。しかし、in vivo の系
で複数遺伝子による協調的な腫瘍化能を証
明する場合、各々の遺伝子改変マウスを作出
し、交配させることで可能となるが、多数の
候補遺伝子およびその組み合わせを評価す
るのには煩雑であり、また年余に渡る時間が
必要である。そこで、複数の遺伝子による腫
瘍化能を簡便かつ包括的に評価する手法の
確立を試みた。これが可能となれば、リンパ
腫の発生にかかる分子学的基盤が解明でき
るだけでなく、将来に有効な分子標的治療薬
の併用を考えるうえでの基礎的実験事実を
提供できる。 
上記の着想のもと、我々は研究開始時点ま

でに、マウス正常pre-B細胞に遺伝子導入し、
複数の遺伝子異常による形質転換能を評価
する系を確立し報告していた(Nakagawa M, 
et al. Haematologica, 2011)。この系では
レトロウイルスベクターを用いてマウス正
常pre-B細胞に複数の候補遺伝子を同時に導
入し、自律的増殖能の獲得を in vitro で、
腫瘍形成能を in vivoで評価した。Myc、Bcl2、
Ccnd1というヒトの triple hit リンパ腫を模
した組み合わせで自律的増殖能・腫瘍形成能
の獲得を認めたことから、遺伝子異常の組み
合わせを評価できる有用な系が確立できた
と考え、今後、腫瘍化に寄与する遺伝子をさ

らに探索・評価していくことが必要であり、
同時にヒトのリンパ腫により近い条件での
検討ができるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、 
(1) リンパ腫を形成する上での複数遺伝子
による協調的な腫瘍化パスウェイを評価で
きる堅強な系を確立すること、 
(2) 染色体転座関連遺伝子を軸とした、腫瘍
化に寄与する新たな遺伝子異常の組み合わ
せを探索・評価すること 
である。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス正常成熟B細胞を用いた遺伝子導
入系および in vivo で腫瘍形成能を評価する
系の作出 
①系の作出：C57BL/6 マウスの脾臓から B220
陽性細胞を磁気細胞分離法により採取し、
NIH3T3/Cd40l/Baff 細胞をフィーダー細胞と
して IL4 存在下に 4 日間、さらに IL21 存在
下に 2 日間培養し、成熟胚中心 B(iGCB)細胞
を誘導した。その間にレトロウイルスベクタ
ーを用いて遺伝子導入した。培養後の細胞を
NSG マウスに移植し、腫瘍化能を評価した。
腫瘍が形成されたら、さらに C57BL/6 マウス
に二次移植した。 
②作成した系の解析：遺伝子導入効率、腫瘍
中の遺伝子導入効率を評価する目的で、各々
のレトロウイルスベクターに異なる蛍光色
素あるいは細胞表面抗原(GFP, hKO, hCD4, 
hCD8 等)を導入し、フローサイトメトリー法
により検出した。導入遺伝子の発現はウエス
タンブロット法により評価した。得られた腫
瘍のクローナリティーは免疫グロブリン遺
伝子可変領域の遺伝子再構成をシークエン
ス法により評価した。得られた腫瘍について
の組織学的な検討を行った。 
 
(2)染色体転座関連遺伝子 Myc と協調的に腫
瘍化に寄与する遺伝子異常の同定 
①候補遺伝子の抽出：染色体転座関連遺伝子
であるMycと協調しうる遺伝子異常を検索す
るために、NCBI に公開されている網羅的発現
解析データの解析を行った。統計学的処理に
は Rおよび JMP を使用した。 
②腫瘍形成能の評価：上記①にて抽出した候
補遺伝子を iGCB 細胞に導入し、移植マウス
モデルの系を用いて腫瘍化能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)成熟 B細胞への遺伝子導入系の作出 
研究の方法(1)に従い誘導したiGCB細胞は成
熟 B細胞の表現型を示した。次に、この細胞
にレトロウイルスベクターを用いて非常に
高効率に遺伝子導入できることを確認した。
さらに、複数のベクターを用いて遺伝子導入
した際にも同様に高い効率を示すことを確
認した。具体的には、4 つのベクターを用い



て9つの遺伝子(5つの候補遺伝子および4つ
の標識遺伝子)を導入した場合、個々のベク
ターの導入割合は 15-60%程度であり、すべて
のベクターが導入された細胞は 1-7%程度得
られた(図 1)。以上より、ヒトの悪性リンパ
腫と同等の分化段階の細胞を用いて複数の
候補遺伝子の導入が可能な実験系を作出で
きた。 

図 1. 4 ベクターによる iGCB 細胞への感染効
率 (Arita K, et al. Leukemia, 2014) 
 
(2)Myc、Bcl2 による協調的腫瘍化マウスモデ
ルの作出 
①転座関連遺伝子異常を 2つ持つ double hit
リンパ腫を模し、Myc および Bcl2 を導入した
iGCB 細胞を NSG マウスに移植したところ、1
ヶ月で Myc/Bcl2 共陽性細胞のみが選択的に
増殖した。一次移植マウスの脾臓細胞を
C57BL/6 マウスに移植したところ、すべての
マウスが腫瘍死した。解剖したマウスでは、
リンパ節腫脹、脾腫、胸腺腫大、骨髄内への
腫瘍浸潤といった表現型を示していた。同系
のC57BL/6マウスに一次移植した場合にも同
様の結果が得られた。腫瘍の表現型は成熟 B
細胞であった。免疫グロブリン鎖の遺伝子再
構成の検討では、可変領域に体細胞突然変異
を認めなかったことから、完全にヒトのリン
パ腫の系を模倣できたわけではなかった。し
かし、体細胞突然変異による遺伝子異常が加
わる頻度が低いことは、かえって導入遺伝子
のみによる腫瘍化能を検討する上では利点
であると考えられた。この系で付加的な遺伝
子異常がどの程度加わるのかは十分に検討
できておらず、今後の課題である。 
②Myc、Bcl2 を単独導入した iGCB 細胞を
C57BL/6 マウスに移植したところ、100 日を
超えてもマウスが 1 匹も腫瘍死しなかった。
一方、Myc/Bcl2 を同時に導入した iGCB 細胞
を移植したマウスは、100 日以内に全例が腫
瘍死した(図 2)。これら実験事実から、Myc、
Bcl2 といった染色体転座関連遺伝子が単独
では腫瘍化に十分ではないことが再確認さ
れたと同時に、Myc と Bcl2 が協調して正常細

胞を腫瘍細胞に形質転換することが示され
た。 
 
図 2. Bcl2、Myc 導入 iGCB 細胞移植マウスの
生存解析 
 
③ in vitroで遺伝子導入した iGCB細胞およ
び移植後に形成した腫瘍細胞を in vitro で
長期継代しようと試みたが、発育しなかった。
これは、腫瘍形成能を評価する上で in vivo
の環境が好ましいことを示している。簡便性
の面では in vitro での検討も行えることが
望ましく、今後引き続き努力が必要である。 
 
(3)5 遺伝子(Myc, CCND3T283A, E47V557E, 
Akt, TCL1A)による協調的な腫瘍化の解明 
①染色体転座関連遺伝子Mycを軸に協調する
遺伝子異常の探索を行った。当初は Myc 転座
をもつバーキットリンパ腫で高頻度に報告
された E47 V557E 変異、CCND3 T283A 変異を
用いて 3因子での腫瘍化能を検討したが、一
次移植マウスでの腫瘍化を確認できなかっ
た。そこで、網羅的発現解析で高発現遺伝子
として抽出された Akt、TCL1A を加えた 5 遺
伝子での腫瘍化能を検討した。5 遺伝子導入
iGCB 細胞をマウスに移植したところ、一次移
植した NSG マウス、二次移植した C57BL/6 マ
ウスが1か月未満という非常に短期間で腫瘍
死することが判明した(図 3、4)。得られた腫
瘍は成熟 B細胞の形質を示し、少なくともオ
リゴクローナルであったことから、導入した
5 遺伝子は腫瘍化を誘導するのに十分な異常
であると考えられた。 
②5 遺伝子未満の組み合わせで腫瘍化能を獲
得するかどうかを検討するために、4 遺伝子
以下の組み合わせを iGCB 細胞に導入し、NSG
マウスに一次移植した。しかし、4 因子以下
の遺伝子導入細胞を移植したマウスでは 100
日を超えても大部分が生存しており、衰弱・
死亡したマウスの中でも腫瘍化が確認でき
たのは 1 例のみであった(図 4)。このことか
ら、マウスの正常細胞を腫瘍細胞に形質転換
するためには、この 5遺伝子すべてが必要で
あることが明らかとなった。この結果は、こ
の5遺伝子が直接協調して腫瘍化に寄与する
ことを示した初めてのものである。また、実
際に正常細胞が腫瘍になるために、どれだけ
の遺伝子異常の蓄積が必要かを考える上で、
示唆に富むものである。 



図 3. 5 遺伝子導入細胞移植マウスにおける
腫 瘍 細 胞 の 選 択 的 増 殖 。 GFP は
Myc/CCND3T283A、 hKO は TCL1A、 hCD4 は
myr-Akt、hCD8 は E47V557E の代替マーカーと
して発現ベクターに組み込んである。各遺伝
子導入分画(右上)が優位に増えていること
がわかる。(Arita K, et al. Leukemia, 2014) 
 

図4. 遺伝子導入iGCB細胞移植マウスの生存
解析。M:Myc、C:CCND3T283A、E:E47V557E、
A:myr-Akt 、 T:TCL1A 。 (Arita K, et al. 
Leukemia, 2014) 
 
③転座関連遺伝子Mycを含まない組み合わせ
での腫瘍化能も検討しており、すでにいくつ
かの組み合わせの候補を見出している。今後
も詳細な検討を続けていく。 
 
(4)成熟 T 細胞への遺伝子導入系の作出およ
び腫瘍化マウスモデルの作出 
①B 細胞と同様の着想で、T 前駆細胞をフィ
ーダー細胞と共培養し、その間に複数の遺伝
子を導入することで成熟T細胞性腫瘍を形成
できるマウスモデルを作出し、報告した。こ
の系では Myc、Bcl2、Ccnd1 の 3 遺伝子の組
み合わせがマウスを腫瘍死させるのに必要
であった。我々はこれまでに末梢性 T細胞リ
ンパ腫と、九州以南で高頻度に認められる成
人 T 細胞白血病/リンパ腫におけるゲノム異
常の類似性を見出している（Nakagawa et al., 
Clin Cancer Res. 2009）。作出したマウスモ
デルの系を用いて、ヒト検体から見出した候
補遺伝子の機能を検討していくことが必要
であり、現在、検討を進めつつある。 
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