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研究成果の概要（和文）：エピジェネティクスの異常による遺伝子発現の制御破綻はがん化に密接に関与すると考えら
れてきた。本研究では成熟型悪性リンパ腫で変異が報告されたヒストン修飾を制御する因子Ezh2及びMEF2Bを解析した
。変異型Ezh2はヒストンH3K27のトリメチル化を亢進したが、胚性中心B細胞へ発現してもリンパ腫の傾向を示さなかっ
た。MEF2Bにおいてもリンパ腫の傾向を示さなかった。一方、リンパ腫で高発現が見られるc-Mycはリンパ腫を直接誘導
できることを見出した。これらの結果から変異型エピジェネィクス因子はリンパ腫の直接的なドライバー因子ではなく
、リンパ腫形成に間接的に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that deregulation of gene transcription by epigenetic 
abnormality contributes to tumorigenesis. In this study, we focused on the histone modification-regulated 
factors Ezh2 and MEF2B whose gene mutations have been often reported, and studied their roles in mature B 
cell lymphomagenesis. Although mutated Ezh2 enhanced the tri-methylation of histone H3K27, exogenously 
expression of mutated Ezh2 in germinal center B cells did not induce lymphoma in transplanted mice. MEF2B 
also showed similar results. On the other hands, c-Myc, frequently overexpressed in lymphoma, could 
directly induce mature B cell lymphoma. Therefore, mutated histone modification-regulated factors are not 
direct drivers in lymphomagenesis but probably contribute to the promotion of lymphoma.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
非ホジキンリンパ腫である濾胞性リンパ

腫及び、びまん性大細胞 B リンパ腫はリンパ
節内における胚中心に存在するBリンパ球が
起源細胞である高分化型（成熟）B 細胞性の
悪性リンパ腫であり、リンパ腫の中で最も頻
度が高い。昨今の治療法の開発により、両リ
ンパ腫はある程度の治療成績の改善が見ら
れるものの、未だ多くの患者の再発が報告さ
れている。加えて、既存の抗癌剤治療ではほ
とんど効果のない症例の報告もあり、更なる
治療の改善には新規薬剤の開発が強く望ま
れている。 
近年、エピジェネティクスの異常が癌の発

生や進行に強い関連性があることが報告さ
れている。特に DNA の CpG アイランドにお
けるシトシン残基のメチル化、ヒストンのメ
チル化の異常やアセチル化の異常が多くの
悪性腫瘍で報告されており、エピジェネティ
クスの異常によって遺伝子発現の制御に破
綻が生じることが癌化や悪性化に大きく影
響を与えると考えられている。 
濾胞性リンパ腫及び、びまん性大細胞 B リ

ンパ腫におけるエクソームシーケンス解析
によって、ヒストン修飾に関わる Ezh2 や
MEF2B などの遺伝子に高頻度に変異が見出
さ れ た （ Morin RD et al, Nature 2011; 
Pasqualucci L et al, Nat Genet, 2011; Lohr JG et 
al, PNAS, 2012）。Ezh2 はポリコーム群複合体
2（PRC2）の構成因子であり、ヒストン H3
の 27 番目のリジン残基（H3K27）のメチル化
を促進し、遺伝子発現を負に制御する。
MEF2B はヒストン脱アセチル化酵素複合体
（HDAC）と N 末端部位で結合し、ヒストン
の脱アセチル化を制御すると考えられてい
る。しかしながら、変異型分子によって生じ
たヒストン修飾の異常、ひいては遺伝子発現
の異常が両リンパ腫の発症や悪性化のプロ
セスにどのように影響するのかはこれまで
全く不明であった。 

 
２．研究の目的 
本研究ではエピジェネティクス制御分子に
注目し、遺伝子変異によって生じた機能異常
によるヒストン修飾の異常が高分化型リン
パ腫の発生や悪性化にいかに関わるのかを
明らかにするため、これまでに構築した ex 
vivoシステムやリンパ腫マウスモデルを用い
て、変異分子のリンパ球やリンパ腫前駆細胞
の発癌・悪性化における役割を解析すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異型 Ezh2 及び MEF2B 発現ベクターの
構築及び解析 
Ezh2及びMEF2B 遺伝子の cDNAをクローニ

ングし、Site directed mutagenesis 法により実
際の患者で頻繁にみられる変異型 Ezh2Y641F, 

Y641H及び MEF2BK4E、MEF2BD83Vを作製した。
これらcDNAをGFPが同時に発現するレトロ
ウイルスベクター（pMXs-IRES-GFP）へサブ
クローニングし、NIH3T3 細胞へ感染・発現
させた。ヒストン修飾へ与える影響をヒスト
ンン H3 メチル化抗体、アセチル化抗体を用
いてウエスタンブロットを行った。また、野
生型、変異型 MEF2B と c-Myc 発現ベクター
及び Tert promoter-luciferase ベクターを 293T
細胞へコトランスフェクションを行い、その
後のルシフェラーゼの活性を測定した。 
 
(2) 成熟 B 細胞リンパ腫モデルの構築及び解
析 
マウス脾臓細胞からナイーブB細胞を採取し、
IL-4 及び抗 CD40 抗体にて刺激することで胚
中心 B 細胞を ex vivo で作製した。胚中心 B
細胞へリンパ腫で発現異常が多く見られる
c-Myc, Bcl2, Bcl6及び変異型Ezh2及びMEF2B 
遺伝子をレトロウイルスベクターにて導入
し、同種マウスへ移植を行った。その後の経
過観察を行うため、末梢血や脾臓、リンパ節
を採取し、フローサイトメーターにてリンパ
腫マーカーなどを評価した。また、リンパ腫
を発症したマウスからリンパ節を採取し、初
代培養を行った。 
 
４．研究成果 
まず、変異型 Ezh2 及び MEF2B がヒストン

修飾に与える影響を解析するため、NIH3T3
細胞へ野生型 Ezh2 及び変異型 Ezh2Y641F、
Ezh2Y641H、MEF2BK4E、MEF2BD83Vをレトロウ
イルスベクターにて導入した。導入細胞にお
けるヒストン H3K27 のメチル化、ヒストン
H3 のアセチル化をそれぞれウエスタンブロ
ットにて検討した。その結果、変異型
Ezh2Y641F、Ezh2Y641Hを発現した細胞では野生
型 Ezh2 と比較して、H3K27 のトリメチル化
が顕著に増加し、逆にジメチル化が減少する
ことが分かった（図 1A）。一方、変異型 MEF2B
を発現した細胞においてはヒストンH3のK9、
K14、K18、K27、K56 のアセチル化に変化が
ないか、ほとんど見られないことが分かった
（図 1B）。 



これらの結果より変異型の Ezh2 はヒスト
ン H3K27 のトリメチル化を亢進することで
グローバルに転写を負に制御する機能獲得
型の変異である可能性が示唆された。しかし、
変異型MEF2BにおいてはヒストンH3のグロ
ーバルなアセチル化の増減に影響を与えず、
ローカルなアセチル化に影響あるいは他の
機能に影響を与える可能性が示唆された。 

MEF2B は過去に c-Myc と結合し、c-Myc
の転写を促進することが報告されている
（Wang K et al., Nat Biotechnol. 2009）。そこで
変異型 MEF2B が c-Myc の転写に直接的に影
響を与えるのか、c-Myc のターゲットである
Tert プロモータールシフェラーゼベクター
を用いて c-Myc の転写活性を測定した。その
結果、野生型及び変異型 MEF2B は c-Myc に
よる転写活性化を促進せず、むしろ転写抑制
の傾向にあることが分かった（図 2）。 

 
一方、他の研究グループより変異型 MEF2B

はリンパ腫で高発現が見られる Bcl6 を増加
させる機能があると報告された（Carol YY et 
al., Nat Immunol. 2013）。これらの結果から変
異型 MEF2B は c-Myc の機能を促進せず、単
独で Bcl6 の直接的な転写活性化に寄与して
いる可能性が示唆された。しかし、変異型
MEF2B がローカルなヒストンのアセチル化
に影響するのかどうか未解明であり、今後更
なる解析が必要である。 
 次にリンパ腫発症において変異型 Ezh2 及
び MEF2B が及ぼす影響に関して検討を行っ
た。マウス脾臓より採取したナイーブ B 細胞
を培養し、胚性中心 B 細胞へと分化誘導した
後、レトロウイルスベクターによる遺伝子導
入を行った。その結果、Ezh2 及び MEF2B の
野生型、変異型ともに同等の割合の発現（GFP
発現）細胞が確認された。そこで導入細胞を
同種マウスへ移植し、経過観察を行ったが、
リンパ節や脾臓など、どのリンパ器官におい
ても GFP 陽性細胞が確認されず、リンパ腫の
発症の傾向を認めることができなかった。さ

らに、リンパ腫で高発現が見られる c-Myc、
Bcl2、Bcl6 を導入した胚性中心 B 細胞を移植
してもリンパ腫形成が見られなかった。次に
リンパ腫における癌抑制遺伝子である
Ink4a/Arf ノックアウトマウス由来の胚性中
心B細胞を用いて前述同様に遺伝子を発現し
移植したところ、c-Myc 発現細胞を移植した
時のみ、リンパ節・脾臓の腫大化が観察され、
リンパ腫の形成が認められた。つまり c-Myc
は Ink4a/Arf 遺伝子の欠損とともにリンパ腫
を形成することが分かった。同様に野生型、
変異型 Ezh2 及び MEF2B を Ink4a/Arf を欠損
した胚性中心 B 細胞へ発現し移植したが、リ
ンパ腫の形成が見られなかった。これらの結
果から、c-Myc は成熟 B 細胞リンパ腫のドラ
イバー遺伝子であることが明らかになった
が、変異型 Ezh2 及び MEF2B はドライバー遺
伝子ではないことが示唆され、リンパ腫形成
に間接的に関与することが推察された。 
 c-Myc発現及び Ink4a/Arf欠損由来のリンパ
腫細胞は、細胞表面マーカーB220+IgM+と成
熟B細胞性を示したこと及びリンパ腫組織像
より、ヒトバーキットリンパ腫に類似した成
熟 B 細胞リンパ腫であることが分かった。興
味深いことに起源細胞である胚性中心B細胞
とリンパ腫細胞の表面マーカーを比較した
ところ、アポトーシス誘導因子である Fas の
発現がリンパ腫細胞において著しく低下し
ていることが分かった（図 3A 及び 3B）。 

 
そこで Fas の発現の低下が胚性中心 B 細胞か
らの腫瘍化に重要かどうか明らかにするた
め、shRNAにて Fasの発現を抑制したところ、
c-Myc によるリンパ腫形成の頻度及び発症速
度が有意に増加することが分かった。Fas は T
細胞やナチュラルキラー細胞に発現する Fas
リガンドによってアポトーシスを仲介する
役割があるため、Fas の発現低下は免疫細胞
によるアポトーシス誘導を回避しリンパ腫
を発症する鍵となるイベントであることが
示唆された。 
さらにヒトのリンパ腫の細胞株において

Fas の発現低下がどの程度で見られるのか調
べたところ、84%において Fas の発現レベル
が低いことが分かった。この低発現にエピジ



ェネティクスによる発現抑制が関与するの
か阻害剤を用いた検討を行ったところ、幾つ
かの細胞株においては DNA のメチル化及び
ヒストンの脱アセチル化の解除により Fas の
発現が回復することが分かった。しかしなが
ら Ezh2 の阻害剤 DZnep では Fas の発現低下
を回復できなかった。このことからリンパ腫
発症に伴う Fas 発現抑制の制御には少なくと
も Ezh2 によるヒストンのメチル化は関与し
ていない可能性が示唆された。 
本研究において c-Myc発現によりマウス成

熟B細胞リンパ腫誘導の新規手法を確立する
ことができた一方で、実際のリンパ腫の症例
で見られる変異型エピジェネティクス分子
Ezh2 や MEF2B 単独ではリンパ腫を誘導でき
ないことを明らかにした（日本癌学会学術総
会 2013、AACR2015）。他の研究グループに
おいても変異型 Ezh2 はヒストン H3K27 のト
リメチル化亢進により、癌抑制遺伝子である
Blimp1 の発現が抑制され、リンパ腫増大を促
進する一方で単独では腫瘍形成には不十分
であることを示唆しており、本研究結果と類
似する結果であると考えられる（Caganova et 
al., J Clin Invest. 2013）。今後 c-Myc だけでな
く、びまん性大細胞 B リンパ腫で異常が見ら
れる NFB のようなドライバー遺伝子群と変
異型エピジェネティクス制御分子がいかに
相互作用しリンパ腫を発症・促進させるのか、
また現実的に薬剤の標的となり得るのか明
確にすることで新規治療薬へと繋げていき
たい。 
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