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論文内容の要旨

[目的]

悪性リンパ腫は他の悪性腫虜と同様に多段階の遺伝的変異の蓄積の結果生じる o B リンパ球で bcl- 2 を過剰発現

するトランスジェニックマウス(line6 )は， po1yclona1 な B リンパ球の蓄積を伴う 1ymphadenopathy を呈し，長

期の潜伏期の後悪性リンパ腫を発症する o この潜伏期間を短縮し，かっ悪性リンパ腫発症に関わる遺伝子に分子 Tag

(目印)をつけるため， B 又は T リンパ球でで‘ bcl 一 2 を過剰発現するトランスジエニツクマウス由来の新生児に

Mo叫10∞ney 白血病ウイルス (MMuLV) を感染させたo これらのマウスは約 3 カ月後，牌臓，胸腺， リンパ節の腫大

を伴う悪性リンパ腫を発症した。この系を用いリンパ腫形成のプロセスを遺伝子レベルで解析することが本実験の目

的であるo

[方法と成績]

(ωlυ)MMuLV 感染による bcl 一 2 トランスジエニツクマウス (bcl 一 2 TGM) におけるリンノバf腫発症の促進 :B 細胞

またはT細胞において bcl 一 2 を過剰発現するトランスジエニツクマウス (B 一 bcl 一 2 T G M, T -bcl-2 T G M) 

及び， bcl -2 transgene を持たない littermate の新生児に MMuLV を生後12 一 24時間以内に腹腔内投与し，悪性リ

ンパ腫発症までの期間を比較した。 B ， T -bcl-2 T G M は19週までに全てのマウスがリンパ腫を発症しているが，

1ittermate では約50%が発症しているにすぎなし、。さらに50%のマウスが悪性リンパ腫を発症するまでの期間を比較

すると， 1i t terma te では約130 日あるが， B , T -bcl-2 T G Mでは約100 日になっており，発症までの期間が有意

に短くなっていることが判明した。このことは B ， T -bcl-2 T G M に MMuLV 感染後生じる悪性リンパ腫はウイ

ルスゲノム挿入による細胞内の癌遺伝子の活性化と， bcl-2 遺伝子の相乗作用の結果であることを示唆している。

(2)MMuLV 感染した B ， T -bcl -2 T G Mに発症したリンパ腫の病理学的解析:肉眼的には全身のリンパ節の腫脹

が見られ，特に頚部，版寓，鼠径，腸間膜リンパ節で著明であった。大きさにして正常の 10倍以上の牌，胸腺腫及び，

中等度の肝腫大が認められた。顕微鏡的観察では，各リンパ節，胸腺とも正常構造は存在せず全て腫療性リンパ球に

置換されていた。組織型では， 1ymphob1astic 1ymphoma の組織像を示しており脊髄，肺，肝への浸潤も認められ，

悪性度の高いリンパ腫としての potentia1 を示した。

(3) リンパ腫細胞の表面抗原の解析:発症したリンパ腫細胞の 1ineage を知るためその細胞表面抗原を FACS にて解

析した。使用した抗体は， B 220, IgM , Sca -1 , Thy -1 , C D 3 , C D 4 , C D 8 である。 B -bcl-2 T GM  



では， 8/17例は B cell lineage であり，その内 3 例は R220 (+), IgM (-), Sca-1 (+or-or low) , Thy-1 

Clowor-) , CD3 (-), CD4 (+or-orlow) , CD8 (-)であり， pre-B リンパ腫と考えられた。また，

残りの 5 例は B220 (+), IgM (+)で mature B リンパ腫であったo 9/17例は T cell lineage であり， その内 5

例が， C D 4 (+), C D 8 (-) or C D 4 (-), C D 8 (十)の mature T リンパ腫， 4 例が CD 4 (+), CD 

8 (-)の immature T リンパ腫であった。 T-bcl-2 TGMでは， 7/8 例がT cell lineage であり，その内 6 例

が immature T cell リンパ腫， 1 例が mature T リンパ腫であった。残りの 1 例は pre-B phenotype を示した。ま

とめると， MMuLV 感染した littermate では， B 220 (一)， Thy1 (+), CD4 (+), CD8 (一)と mature T 

cell の phenotype を示すが， T -bcl-2 T G Mでは主に immature T cell phenotype, B -bcl-2 T G Mでは主に

immature T cell, pre-B , B cell phenotype を示すリンパ腫であった。したがって， B , T -bcl -2 T G M の間

でも TGM ， non-TGMの間でも発症するリンパ腫は明らかに異なる細胞リニエジ及び異なる分化度の細胞より構

成されていることを示し， この系における bcl- 2 の影響を示唆している O

(4)MMuLV 感染した B ， T -bcl-2 T G Mに発症したリンパ腫形成に関与する遺伝子の同定:ウイルスゲノムが染

色体DNA内に挿入されると，その近傍の癌遺伝子の活性化が起こる。そこで， MMuLV の挿入により活性化され

ることが知られている遺伝子 (c -myc, N -myc, pim -1 , tic-1 , bmi -1 , p53 , myb) のプロープを用い

て proviral in tegra tion を検索すると C -myc (26% , 9/35) , pim -1 (6 %, 2/35) , tic-1 (23% , 8/35) 

遺伝子の領域にウイルスゲノムの挿入が認められた。約46%のリンパ腫にはこれらの領域への proviral integration 

は認められず，未知の遺伝子の関与が示唆された。

[総括]

本実験の結果， MMuLV の感染が B ， T -bcl-2 T G Mにおける悪性リンパ腫の発症を促進することが示された。

bcl-2 の活性化だけでは発癌には至らないので，本実験におけるリンパ腫の形成は bcl- 2 と他の癌遺伝子の共同作

用の結果である。 MMuLV のゲノムが細胞性癌遺伝子近傍に挿入されることによりその癌遺伝子が活性化され， bcl-

2 の作用と相まって早期に悪性リンパ腫が発症したものと考えられる o Flow cytometry による表面抗原の解析から，

MMuLV 感染 bcl- 2 T GMに発症した悪性リンパ腫は主に pre- B , mature B 又は immature T cell の phenotype

をもつことが示された。 B ， T -bcl -2 T G M に MMuLV が感染し発症した悪性リンパ腫における既知の癌遺伝子

の活性化としては C -myc, pim -1 , tic-1 を認めた。一方， c -myc/bcl-2 , pim -1 /bcl - 2 の 2 種類の

dou ble transgenic mouse において monoclonal な malignant pre-B lymphoma が発症することが示されており，

リンパ腫発症にはさらに他の癌遺伝子の活性化が必要であると考えられる。本実験において MMuLV の一部をプロー

プとしたサザンプロットでは 5 -10種類の proviral insertion が認められており， bcl-2 に加え相当数の癌遺伝子の

活性化が悪性リンパ腫の発症には必要であると思われる。さらに，約46%のケースではこれら既知の癌遺伝子の活性

化が認められないことより，未知の癌遺伝子の存在が示唆される。他の癌と同様， ヒトのリンパ腫の発生及び高度悪

性化は多段階の遺伝的変化，特に癌遺伝子の変化の蓄積の結果として起こる D ここで示した実験系は bcl- 2 遺伝子

の活性化を伴うヒト漉胞性リンパ腫のモデルである。このリンパ腫は浸潤性リンパ腫などへの高度悪性化が比較的高

頻度で起こり臨床においても大きな問題となっているが，その機構の詳細は全く不明である。この悪性度の高いリン

パ腫の一部で C -myc 癌遺伝子の活性化が報告されており， ここで示したモデ、ル系の結果とよく一致している。我々

が開発した bcl- 2 T GM/MMuLV 実験系による癌遺伝子を単離，同定するシステムはヒト鴻胞性リンパ腫の発生

及び悪性化に関わる遺伝子群の単離解析のための有効なシステムであると考えられる。

論文審査の結果の要旨

bcl-2 遺伝子の活性化を伴うヒト濡胞性リンパ腫は浸潤性リンパ腫などへの高度悪性化が比較的高頻度で起こり

臨床において大きな問題となっているが，その機構の詳細は全く不明である O しかしながら，現在これらの機構を系

統的に解析する有効なシステムは存在せず研究の進行に支障をきたしていた。本研究において確立された， bcl-2 

トランスジェニックマウス /Moloney 白血病ウイルス実験系は，低悪性度のリンパ腫を短期間で高度悪性化させ，



また高悪性度のリンパ腫形成時に必要とされる遺伝子群に分子 Tag をつけ，単離解析を可能にした点で， ヒト漉胞

性リンパ腫の発生及び悪性化に関わる遺伝子群の単離解析のための有効なシステムであると考えられ，学位授与に値

するものと考える。
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