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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫で二番目に頻度が高い濾胞性リンパ腫の90%以上にみられるIgH-BCL2の染色体
転座の原因を明らかにするため次世代シークエンサーを用いた解析を行った。これまでの研究から染色体転座の発生が
おきると考えられているPro-B細胞ではこれらの遺伝子座同士は近接しておらず、DNAダメージの寄与がより多いことが
示唆された。どのようなDNAダメージがこの転座の原因となっているのかを調べることは今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：Follicular lymphomas are second frequent occurring malignant lymphoma in the 
world. More than ninety percent of cases have the same recurrent chromosomal translocation between IgH 
and BCL2 loci. To elucidate mechanism of generation of IgH-BCL2 translocation, we used Next generation 
sequencing technologies to observe interaction of genome-wide loci and DNA damage throughout the genome.
IgH locus and BCL2 locus were not most frequent interacting loci in the mouse Pro-B cells in which the 
translocation is believed to occur. The result suggests the contribution of DNA damage is most important 
factor. The cause of DNA damage is remain to be elucidated in future studies.
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１．研究開始当初の背景 

 染色体転座はリンパ腫などのがんにおける主

要な遺伝子異常の一つの形態であり、その病態

と強く関連するため、その発生機序を解明する

ことはがんの発生原因を特定することや予防に

繋がる可能性があり、重要である。筆者はこれ

までに、近年の革新的な技術の一つである次世

代シークエンシングを用いて、これまでの手法

では観察することが困難であった核内構造の検

討、DNA ダメージ発生部位の検出、網羅的な染

色体転座の解析などに携わってきた(Nature 

2012, Cell Report 2013, Science 2013, Nature 

Immunology 2011, Cell 2011)。特に筆者が注目

していたのは悪性リンパ腫の中でもゲノム編集

酵 素 で あ る AID (activated cytidine 

deaminase)が正常の B リンパ球の成熟過程にお

いてゲノム編集を行う過程が、その染色体転座

の発生に関与する可能性が強く示唆されていた

バーキットリンパ腫でみられる IgH-Myc 転座で

ある。その IgH-Myc 転座には、これまで染色体

転座の発生に重要な要素であると指摘されてい

るものとして(1)遺伝子座同士の核内での物理

的距離と(2)AID による特異的な DNA ダメージ、

(3)生存のアドバンテージによるクローン選択、

が上げられるが、どの要素がより重要なのかに

ついては明らかとなっていなかった。我々の次

世代型シークエンサーを利用したゲノムワイド

な検討の結果、(2)の特異的なDNAダメージがよ

り重要であるとの結論を得た(Nature 2012)。  

 今回の研究課題として取り上げた濾胞性リン

パ腫 (Follicular Lymphoma) は悪性リンパ腫の

中でも 2 番目に頻度の高い疾患であり、低悪性

度であるため進行はゆっくりであるが、治癒す

る可能性は低く、長い期間でみると難治性の命

にかかわる疾患であると言える。将来的には治

療や予防の介入が必要であるが、現時点ではこ

の疾患に特異的な染色体転座であることが 30

年前から知られている IgH-BCL2 転座について

も、発生要因やタイミングは明らかになってお

らず、病因を特定するに至っていない。濾胞性

リンパ腫の表面抗原解析からは、この腫瘍細胞

は末梢性の濾胞中心 B 細胞の性質を持つことが

明らかとなっているにも関わらず、この染色体

転座の発生のタイミングとしては過去の研究か

ら、骨髄での未熟な B 細胞の発生段階である

ProB細胞の段階と考えられており、その段階で

B リンパ球の正常発生の一環として抗体の可変

領域から多様な抗体遺伝子を形成するために行

われる VDJ recombination の中心的な働きを担

うゲノム編集酵素 RAG 蛋白質が関わっている可

能性が示唆されている。これは、主に染色体転

座のブレークポイントの解析からIgH領域のDJ

ジャンクションの周辺での転座発生が多いとい

う解析結果によるものであるが、BCL2の転座の

ブレークポイントについては、そこに RAG 蛋白

質がダメージを与えるのか、また他の要因が関

連しているのか、については議論のあるところ

である。また筆者は本研究に関わる RAG 蛋白の

ゲノムワイドな網羅的な結合についても同蛋白

の発見者であるDavid Schatz博士のグループと

の共同研究により検討を行った（Cell 2010, 

Cell 2015) 経験がある。 

 
２．研究の目的 

 次世代シークエンスを用いた、濾胞性リンパ

腫でみられるt(14;18)転座の発生機序の解明 

 筆者はこれまでゲノム全体での B リンパ球に

おける特異的な DNA ダメージ (Cell Report 

2013)やBリンパ腫の染色体転座、特にIgH/Myc

転座の発生機構についての検討(Nature 2012)

を行ってきた。この技術を応用して、濾胞性リ

ンパ腫で認められる t(14:18) IgH/BCL2 転座の

発生機構を(1) 核内 DNA 構造の解析、(2) RAG

蛋白やその他の要素による DNA ダメージのゲノ

ムマッピング、(3)B細胞分化過程でのヒストン

修飾の変化の検討、により明らかにし、将来の

発生予防などに繋がる基礎知識とすることが本

研究の目的である。特に DNA ダメージの検出に

ついてはゲノムワイドに検出する方法は世界的

にはまだ少なく、53BP1-/-細胞を用いた RPA 

ChIP-seqによる検出方法は筆者らが開発した方



法であり、それをこの解析にも応用することで

これまでに未解決であるこの染色体転座の発生

原因の解明につなげることも目的の一つである。 

 
３．研究の方法 

 本研究計画では、平成 25 年度に (1)マウス

ProB 細胞培養系の確立、(2)ヒストン修飾の

ChIPアッセイによるマッピング (3)4C-seqによ

る核内構造の検討、を行い、ProB細胞内での核

内のエピジェネティックな情報を収集する。平

成26年度には(1)RPA ChIP-seqによるDNAダメ

ー ジ の マ ッ ピ ン グ 、 (2) デ ー タ の

Bioinformatics解析および総括を行い、これら

の情報の重要性の検討と原因の考察をした。こ

れらの手法の大部分はいずれも申請者が以前の

研究にて用いてきた方法であり、IgH-BCL2転座

が優先的に起きる理由についての考察を行った。 

 
４．研究成果 

概要：  

 悪性リンパ腫で二番目に頻度が高い濾胞性リ

ンパ腫の90%以上にみられるIgH-BCL2の染色体

転座の原因を明らかにするため次世代シークエ

ンサーを用いた解析を行った。これまでの研究

から染色体転座の発生がおきると考えられてい

る Pro-B 細胞ではこれらの遺伝子座同士は近接

しておらず、DNA ダメージの寄与がより多いこ

とが示唆された。どのような DNA ダメージがこ

の転座の原因となっているのかを調べることは

今後の課題である。 

  

 当初の計画ではChIP-seq法を用いて、ゲノム

全体でのヒストン修飾の評価を行う予定であっ

たが、当初使用した次世代シークエンサーIon 

Protonはデータを得るために必要なクオリティ

に欠け、大幅な技術的労力と時間を費やした後

に最終的にこれまでに実績のある Illumina 社

の機器へと移行する必要があった。日本国内の

研究施設にはおそらく導入時の予算やプロモー

ションの関係、またほとんど経験のない人が導

入機器を決定することが多いという事情から

Ion Protonが数多く導入されているが、研究期

間中にもIon Protonを使用した論文はほとんど

見かけることはない状態であった。世界的には

事実上の業界標準として Illumina 社の機器を

使用する必要があったが、他施設においても使

用できるところ数多くあたったが、共同利用で

きるようになっている施設はほぼなく、研究期

間の二年目に当施設にも NextSeq500 が導入さ

れたことでこの解析に値するレベルでの検討を

行うことが可能となった。 

 初年度に行ったマウス ProB 細胞の単離およ

び培養系の確立ではマウス E17.5 胎児肝より、

抗 c-kit-PE, 抗 B220-APC 抗体を用い、AriaII 

cell sorter (群馬大学学内共同利用施設が保

有)にて ProB 細胞を純化し、骨髄ストローマ細

胞株であるOP9細胞との共培養をIL-7存在下で

行うことにより、細胞を増殖させ、実験に充分

な細胞数を得ることができるようになった。ま

たIL-7 を培養液から除去することでPreB 細胞

への分化誘導および、RAG 蛋白質の発現誘導が

行える実験系が動くことが確認できた。 

 次に行ったヒストン修飾の評価のための

ChIP-seqアッセイではBcl-2の転座ホットスポ

ット領域の観察では、これまでに考えられてき

たようなヒストンH3K4me3 や H3K27Ac などのア

クティブなヒストン修飾は認められなかった。

RAG蛋白質コンプレックス、特にRAG2はH3K4me3

修飾をアンカーとして結合するということが過

去の研究から明らかとなっているが、今回の

BCL2の染色体転座についてはこの、H3K4me3 -> 

RAG 結合を介した染色体転座の誘発は考えにく

いということが明らかとなった。CTCFはゲノム

内の構造を支える因子であり、一般的には染色

体転座の発生と関与している可能性も示唆され

ている。ProB 細胞におけるこの CTCF について

は BCL2 領域に関して転座のホットスポットに

CTCF結合領域は認められず、関与が少ない可能

性が示唆された。 

 また、4C-seq法を用いた核内での染色体の相

互間の物理的近接の評価では、図 1 に示すよう



に IgH 領域からみた接触頻度において、Bcl-2

領域は特に頻度の高い領域とは言えず、この物

理的近接状態よりもBcl-2 領域におきるDNA ダ

メージの発生が転座により重要な要素であるこ

とが強く示唆された。 

 またこれらの次世代シークエンス解析のデー

タ解析手法としては業務用コンピューターの導

入およびセットアップ、コマンドラインソフト

ウェアの入手、インストールなどを行った。

4C-seqの実験と並行して、新たに他の研究機関

より 4C-seq 解析用のソフトウェアが発表され

たため、その導入を行った。 

 当初予定した DNA ダメージの評価については

RPA ChIP-seq法の解析のための53BP1-/-マウス

の骨髄中 ProB 細胞を前述のセルソーターを用

いた方法にて純化し、培養を行うことで細胞数

を増加させることに成功した。しかし

RPA-ChIP-seq法によるDNAダメージの検出には

細胞周期が回転しており、S 期にいるものの頻

度が高い必要があった。且つ、RAG 蛋白質が誘

導されるためには、培養しているProB細胞の培

養液からIL-7を除去することにより、分化誘導

する必要があった。IL-7を除去することにより

RAG 蛋白質を誘導したときには、53BP1-/-細胞

ではアポトーシスに陥ってしまう細胞の割合が

高く、RAG 蛋白質を誘導した後に細胞周期を再

び回す手法を開発する必要性があり、この条件

設定を行うことに時間がかかったため、現時点

ではデータを取得するに至らなかった。 研究遂

行中に他のグループよりBLESS法というG1期の

細胞の DNA ダメージも検出できるような手法が

発表され、今後はこの方法での検討も考慮した

いと考えている。 

 また、この研究課題からの派生として、BCL2

領域の遺伝子の 3 次元構造を元にした制御領域、

特に新規エンハンサーの同定をこれまでに得た

データを利用して行うことができると考えられ

るため、検討中である。この新規エンハンサー

領域とプロモーター領域に存在するヒストン

H3K4me3 修飾が三次元構造をもち、結合するこ

とにより RAG 蛋白質がセントロメア側に大きく

離れた転座のホットスポット領域に作用するこ

とができる可能性があるため、このBCL2の3次

元構造および新規エンハンサー領域の解析は

IgH-BCL2染色体転座の要因を解析するという本

研究の目的にも深く関わるものであるため、今

後の検討課題として重要であると考えている。 
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