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Thesis

各種Epstein -Barr virus 関連Bリンパ芽球様細胞株の比較解析

Molecular -Biological Analysis of Various Epstein -Barr Virus Related B Lymphoblastoid Cell 
Lines. A Comparative Study with Burkitt Lymphoma Cell Lines 
Tomoo Masuda (Department of Pediatrics, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 
350 -0495, Japan, National Defense Medical College, Department of Forensic Science, 3-2 Namiki, 
Tokorozawa, Saitama 359 -8513, Japan)

　To clarify the mechanism of malignant transformation associated with Epstein -Barr virus (EBV) 
infection, we established EBV related B lymphoblastoid cell lines that transformed spontaneously during 
long term culture of peripheral blood lymphocytes obtained from patients with infectious mononucleosis 
(spontaneous -BLCLs). The characteristics of spontaneous -BLCLs which were subcultured for more 
than ten years were compared with those of Burkitt lymphoma cell lines (BL -CLs). In this study, 
spontaneous -BLCLs and BL -CLs were examined by expression of p53 and sequence of p53 mRNA, 
determination of telomere length and telomerase activity, and comprehensive analysis of mRNA by 
the differential display method. The results showed that, (1) there were mixed cell population with or 
without p53 mRNA mutation in spontaneous -BLCLs, while there were only one type of cells with p53 
mRNA mutation in BL -CLs. (2) Immortalization of spontaneous -BLCLs and BL -CLs was not associated 
with telomere length and telomerase activity. However, there was correlation between telomerase 
activity and the logarithm of telomere length in spontaneous -BLCLs and BL -CLs ( r＝－0.85). (3) There 
were 45 genes related to the oncogenes and the cell cycle regulatory genes which were analyzed by 
differential display method. In the 45 genes, genes expressed only in BL -Cls were Ras, Raf, RCK/p54 
etc, and the genes expressed only in spontaneous -BLCLs were MM-1, XP -G, p58/HHR23B etc, and 
the genes expressed in both BL -CLs and spontaneous -BLCLs were HDM-2, activators of RB pathway, 
etc. Mutant -p53 was only detected in part in immortalized spontaneous -BLCLs, while it was detected in 
all cell population of BL -CLs with immortalization and malignant transformation. Different oncogenes 
were expressed between insufficiently tumorigenic spontaneous -BLCLs and sufficiently tumorigenic 
BL -CLs. With above mentioned finding, we concluded that the expression of mutant -p53 has no role 
in immortalization of spontaneous -BLCLs, on the other hands, the activation of Rb pathway has major 
role in immortalization of spontaneous -BLCLs. Suppression of  MM-1 and Xp gene and/or activation of 
mutant -p53 and Ras/Raf were probably required in malignant transformation of spontaneous -BLCLs.
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第1章　緒　言

　Epstein -Barr virus（EBV）1) が関与する疾患は，
infectious mononucleosis（IM）等の良性疾患から，
Burkitt lymphoma（BL），nasopharyngeal carcinoma

等の悪性疾患まで多彩な臨床像を呈することが知
られている．しかしEBVがこれら多彩な臨床像を
惹き起こす機序については，不明な点が多く未だ
解明されていない．そこで我々はEBV関連疾患の
癌化機構を解明するために，その in vitroモデルと
して，良性疾患であるIM患児の末梢血リンパ球
より spontaneousに transformしたEBV関連Bリンパ

医学博士　乙第947号　平成16年6月25日 （埼玉医科大学）
現　防衛医科大学校法医学講座

埼玉医科大学小児科学教室
（指導：佐々木　望教授）

益田　倫夫



T2 益田　倫夫益田　倫夫

芽球様細胞株（IM由来 spontaneous -BLCL）を樹立
した後 10年間以上継代して，その性状をBurkittリ
ンパ腫由来細胞株（BL -CL）と比較検討してきた2)．
その結果，spontaneous -BLCLは，t（1；16）や t（2；
12）等の染色体構造異常や数的異常を持ち 2, 3) ，p53
蛋白 4)やc -myc遺伝子 5)を発現し，EBV-DNAの染色
体内への組み込みを認め 6)，ヌードマウスへの腫瘍
復元実験において腫瘍形成能を確認した 2)．しかし
IM由来 spontaneous -BLCLにおけるこれら性状は
BL-CLの性状に近いものであるにもかかわらず，BL
及びBL-CL特有の（8q24）を含む染色体異常を認
めなかった 2）．また IM由来 spontaneous -BLCLは，
EBNA1～ 6及びLMP1等のEBV関連蛋白，及びbcl - 2
蛋白の発現から immunoblastic sarcoma型のpost 
transplant lymphoproliferative disorder（PT -LPD）
に近い性状を示した 3）．これらの結果よりIM由来
spontaneous -BLCLは不死化を獲得したが癌化を完全
には獲得するには至っていない前癌状態の性状を持つ
細胞株であると考え，IM由来spontaneous -BLCLが，
不死化を獲得しながらも癌化獲得能においてBL及び
BL-CLの性状と差異を認めている機序についてmRNA
レベルでの解析を行うことを計画した．すなわち
1） 細胞周期制御に関与するp53遺伝子のmRNAレベル
での解析．

2） 不死化獲得に必要と考えられている telomerase 
activity及びtelomere lengthの解析．

3） 異なる細胞間のmRNAの発現量の差異を検出する
Differential Display（DD）法7)を用いた各種Bリンパ
芽球様細胞株（BLCL）の解析．

以上3項目について検討し，その結果よりEBV関連
疾患の不死化・癌化機構におけるkey geneを推定し，
不死化および癌化を獲得した機序を明らかにしようと
試みた．

第2章　対象及び方法

第1節　IM由来spontaneous-BLCLの樹立と継代方法
　IM患児の末梢血にFicoll -Hypaque（Pharmacia Fine 
Chemicals）液を等量重層し1500回転，30分間遠心分離
し単核細胞を採取した．採取した単核細胞を0.5～1.0
×107cell /mlに調整し，20％馬血清（GIBCO），10-4 M 
2 -mercaptoethanol（GIBCO），50μg/ml penicillin，
50μg/ml streptomycin，10-4～10-7 M hydrocortisoneを
含んだ10ml RPMI1640培地で37℃ 5％ CO2 /95％ air
下にて培養を開始した．培地は週に1回培養液の50％
を交換し継代している（2004年現在で13年間継代中）．
またBL-CLもIM由来spontaneous -BLCLと同様の培養
法にて継代している．
第2節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLか
らのcDNA作成方法
　IM由来 spontaneous -BLCL及びBL -CLを pH7.4 

Phosphate buffer saline（PBS）溶液で3回洗浄した後，
細胞数を1×106 cell /mlに調整した．調整した細胞
からacid guanidinium thiocyanate -phenol - chloroform
（AGPC）法を利用したISOGEN（ニッポンジーン）にて

total RNAを抽出した後，RQ1 DNase（Promega） にて
混入したDNAを除去し精製した．精製した total RNA
に対して，Ready -To -Go RT -PCR Beads（Amersham 
Biosciences）を用いたオリゴ（dT）プライマーによる逆
転写反応にて，各細胞株細胞からのcDNAを作成した．
第3節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CL を
対象としたp53タンパク質の検出方法
　IM由来 spontaneous -BLCL 5株（Table 1）及び
BL-CL 1株（Raji cell line）を免疫組織化学染色（labeled 
streptavidin -biotin）法によりp53タンパク質を検出
した．抗p53抗体（DAKO，DO-7抗体）を1次抗体とし，
ビオチン化2次抗体，ペルオキシダーゼ標識ストレ
プトアビジンと反応させDAB（3, 3’ - diaminobenzidine 
tetrahydrochloride）で発色した．なお核染色はヘマト
キシリンで行った．

第4節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLを対
象としたp53遺伝子のmRNA塩基置換・欠失の解析方法
　抗 p53抗体陽性IM由来 spontaneous -BLCL 5株
（Table 1）及びBL -CL 1株（Raji cell line）の cDNA
を templateとし，For ward primer 5’ -TTTCCACG- 
ACGGTGACACGC-3’，reverse primer 5’ -GACGCACA- 
CCTATTGCA AGCA-3’を用いてp53 mRNA領域をPCR
法（denature 95℃ 15s, annealing 60℃ 1min, extension 
72℃ 1min, 40 cycles） にて増幅した．増幅したPCR
産物をdye - terminator法を用いたBigDye Terminator 
v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit（Applied 
Biosystems）にてdirect sequencingを行い，ABI PRISM 
377XL シーケンサーの自動解析にて塩基の欠失，置換
部位を検索した．
第5節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLを対
象としたtelomerase activity，telomere lengthの解析
方法8)

　IM由来 spontaneous -BLCL 5株（Table 1）及び
BL -CL 1株（Raji cell line）の telomerase activityを
telomeric repeat amplification protocol（TRAP）法 9)に

Table 1. Characteristics of spontaneous -BLCLs 
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よるTeloTAGGG telomerase PCR ELISAPLUS（Roche 
Diagnostics）を用いて測定した．すなわち，各細胞株
細胞を300 cell に調整したチューブ内でTRAP反応を
行い，ビオチン化PCR産物を生成した．生成したPCR
産物をdigoxigenin（DIG）標識 telomere repeat probeと
hybridizationした後，ストレプトアビジンコートマイ
クロタイタープレートに固相化した．検出はperoxidase
標識抗DIG抗体で行い，発色後マイクロプレートリー
ダーで測定した．解析方法はキット内control template 
により検出されたtelomerase activity を基準値とした半
定量法（relative telomerase activities: RTA）で行った．ま
た上記株のtelomere lengthは，Non RI assayを用いた
TeloTAGGG telomere length assay（Roche Diagnostics）
を用いて測定した．すなわち，各細胞株細胞からDNA
を抽出し1μgに調整した後，制限酵素Hinf I，Rsa Iで断
片化し（terminal restriction fragment ：TRF），southern 
blotを行った．blotした断片化DNAをDIG標識telomere 
repeat probeとhybridizationした後，alkaline phosphatase
（AP）標識抗DIG抗体と結合させ，AP高感度発光基質で
あるCDP-Star（Tropix Inc.）で可視化しフィルムに感光
し検出した．解析方法は感光したフィルムをデンシト
メーターでスキャンした後，発光部位（TRF）サイズと
発光量の積算から発光部位の平均サイズを計算しその
値をtelomere lengthとした．
第6節　DD法を用いたIM由来spontaneous-BLCL，
BL-CL及び末梢血CD20陽性細胞mRNAの種類・量
的差異の検出方法
　DD法は異なる細胞間のmRNAの発現量の差異を検
出する方法で，mRNAを下流プライマーとなるオリ
ゴ（dT）プライマーで逆転写反応後，種々のランダム
な配列からなる上流プライマーと組み合わせてPCR
法にて増幅し，ポリアクリルアミドゲル電気泳動に
よりバンドを検出し，そのバンドパターンの差異か
ら比較解析を行うものである．今回は，第2節に従
いspontaneous -BLCL，BL-CL及びコントロールとし
て末梢血CD20陽性細胞の total RNAを抽出・精製し，
Fluorescence Differential Display Kit（TaKaRa）を用い
てDD法を行った．すなわち，各試料の total RNA量を
300ngに調整した後，9種類の蛍光Downstream primer
（Table 2）を用いて逆転写反応を行った．生成した9
種類のcDNAを templateとして，24種類のUpstream 
primer（Table 2）と逆転写反応で使用した9種類の蛍光
Downstream primerを組み合わせてPCR法（denature 
94℃ 30s, annealing 38℃ 2 min, extension 72℃ 1 min, 
34 cycles）にて増幅し，合計で216種類のPCR産物
を生成した．その後PCR産物に熱変性を加え一本鎖
とし，7M尿素含有4.5％ポリアクリルアミドゲルにて
40W 90分間電気泳動を行い，FluorImager（Amersham 
Biosciences）を用いて検出し，各試料間の泳動パター
ンの差異について比較検討した（Fig. 1）．

Table 2. Sequences of primers used by differential display 
method

Fig. 1. The differential display method.
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第7節　DD法においてIM由来spontaneous-BLCL，
BL-CL及び末梢血CD20陽性細胞に差異が認められ
たmRNAの同定
　第 5節において差異が認められた各試料の
バンドをポリアクリルアミドより切り出し，熱抽
出を行った．抽出した溶液を templateとして再度
同じprimerでPCR法（denature 94℃ 30 s, annealing 
38℃ 2 min, extension 72℃ 1 min, 15 cycles）による
増幅を行い，1 U/ml H.A. -Yellow（TaKaRA）添加 3％ 
NuSieve 3：1（TaKaRa）アガロースゲルにて電気泳動
した．泳動後，FluorImager（Amersham Biosciences）
にて検出し，再度差異が認められたバンド部分を切
り出し，Freeze’N Squeezeスピンカラム（BIO -RAD）
でPCR産物を回収した．回収したPCR産物を上記の
Upstream primer・Downstream primer（Table 2）に
アンカーを付した新しいprimer（Cloning -Sequencing 
Primer Set for FDD：TaKaRa）で再度PCR法（denature 
94℃ 30 s, annealing 60℃ 30 s, extension 72℃ 30 s, 40 
cycles）による増幅を行い，1 U/ml H.A. -Red （TaKaRA）
添加 3％ NuSieve 3：1（TaKaRa）アガロースゲルにて
電気泳動した．泳動後エチジウムブロマイド染色を
行い，バンド部分を切り出しFreeze’ N Squeeze ス
ピンカラム（BIO-RAD）でPCR産物を回収した．回
収したPCR産物をアンカー部位に相当するprimer 
（Cloning -Sequencing Primer Set for FDD：TaKaRa） 
を用いたBigDye Terminator v3.0 Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit（Applied Biosystems）によるdirect 
sequencingを行い，ABI PRISM 377XL シーケンサー
の自動解析にて塩基配列を決定した．塩基配列が決
定したPCR産物を遺伝子データーベースBasic Local 
Alignment Search Tool（BLAST）から検索し，各試料間
で差異が認められたmRNAの同定を行った．

第3章　結　果

第1節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLの
p53検出とp53 mRNA塩基配列結果
　IM由来spontaneous-BLCLは5株とも抗p53抗体陽性
細胞を含んでいたが（Fig. 2），mRNAにおいて塩基置換
を認めたのが2株のみで，他の3株にはmRNA塩基配列
に異常を認めなかった．この2株の変異部位は，1株が
codon 134 TTTがTAA，codon140ACCがACGに（Fig. 3），
もう1株がcodon 278 CCTがCTTに変異していた．また
この2株について，更に3年継代した後，再度抗p53抗
体による免疫組織化学染色とmRNA塩基配列を解析
したところ，2株とも抗p53抗体陽性細胞を認めたが，
mRNA塩基配列には異常を認めず（Fig. 3），上記変異
部位は正常塩基配列に復していた．またBL-CLでは，
codon 213 CGAがCAAに変異しており（Fig. 4）10)，更に3
年継代した後も同様の塩基置換を認めた．

第2節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLの
telomerase activity，telomere lengthの測定結果
　IM由来spontaneous -BLCL 5株とBL-CL1株のRTA
及び telomere lengthの測定結果をTable 3及びFig. 5
に示した．また各細胞株のRTAと telomere lengthと
の相関関係を検討するために，RTAと log（telomere 
length）の散布図をFig. 6に示した．上記結果からRTA
と log（telomere length）の相関係数はr ＝－0.85で負の
相関を認めた（有意水準5％）．
第3節　IM由来spontaneous-BLCL，BL-CL及び末
梢血CD20陽性細胞において差異を認めたmRNAの
同定
　Fig. 7にUpstream primer 24種類，Downstream 
primer 9種類より生成された216種類のPCR産物ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動像の一部（3種類の
PCR産物の電気泳動像）を示した．BL-CL，IM由来
spontaneous -BLCL，末梢血CD20陽性細胞間で肉眼的
に差異を認めたバンド（Fig. 7 Arrow）は1263部位認
めた．その部位をポリアクリルアミドゲルより切り
出し精製分離することにより1407種のフラグメント
を検出した．この1407フラグメントのうち，ダイレ
クト・シークエンス法で塩基配列解析できなかった
フラグメントが492種，塩基配列解析後，遺伝子デー
ターベース（BLAST）検索で同一遺伝子もしくは同
一遺伝子の一部であることを確認したフラグメント
が511種，BLAST検索で遺伝子同定できなかったフ
ラグメントが57種あり，最終的に遺伝子同定ができ
たフラグメントは347種であった．この347種のフラ
グメントのうち，発現は確認されているが機能的に
未知な遺伝子が84種あり，機能が解明されている遺
伝子が263種であった．またこの347種のフラグメン
トを関連する遺伝子群ごとに分類すると，癌化・細

Fig. 2. Immunohistochemical stains of spontaneous -BLCL 
with anti -p53 antibody. （a) This immunohistochemical stain was 
carried out in 1997/8. （b) This figure is an immunohistochemical 
stains car ried out in 2000/10 after subculturing the 
spontaneous -BLCL for three years. There are almost no 
differences between both immunohistochemical stains.
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Fig. 3. Sequence analysis of p53 mRNA in spontaneous -BLCL 
determined by immunohistochemical method. （a) This 
sequence data was carried out in 1997/8. Underlines indicate 
p53 mRNA point mutation （codon134 TTT→TAA, codon140 
ACC→ACG). （b) This figure is a sequence data carried out in 
2000/10 after subculturing the spontaneous -BLCL for three 
years. Underlines indicate p53 mRNA mutation replaced into 
wild - type （codon134 TAA→TTT, codon140 ACG→ACC).

Fig. 4. Sequence analysis 
of p53 mRNA in BL -CL. 
Underline indicates p53 
mRNA  point mutation 
（codon213 CGA→CAA). 
This mutation is the same 
as the mutation reported 
by Edward RH.

Table 3. RTA and telomere length of various BLCLs. RTA ; 
relative telomerase activities

F i g .  5. T h e  c h e m i - 
luminescent detections 
of terminal restriction 
f r a g m e n t  （T R F )  i n 
s p o n t a n e o u s - B L C L s . 
Lane 0; positive control, 
lane 1-5; spontaneous- 
BLCLs. The mean TRF 
length is defined as the 
telomere length. Each 
spontaneous-BLCLs had 
different telomere length.

Fig. 6. Correlation between relative the telomerase activity 
（RTA) and the logarithm of telomere length in various BLCLs. 
Square indicates spontaneous -BLCLs data. Circle indicates 
BL -CL data. The correlation coefficient was r ＝－0.85.

Fig. 7. A polyacr ylamide gel  e lectropherogram of 
spontaneous -BLCL products by the dif ferential display 
（DD) method. This figure is a part of results that analyzed 
various BLCLs by DD method. Lane 1: BL -CL, lane 2: 
spontaneous -BLCL, lane 3: CD20 positive mononuclear 
leukocyte. The arrows indicate bands that had differential 
bands between various BLCLs and that were separated by 
polyacrylamide gel.
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胞周期関連遺伝子が97種，蛋白転写合成関連遺伝子
が86種，各種酵素関連遺伝子が41種，リボゾーム関
連遺伝子が13種，ミトコンドリア関連遺伝子（DNA
を含む）が47種，EBV 関連遺伝子が8種類，Bリン
パ球以外のリンパ球関連遺伝子が18種，DNAの一
部と考えられる遺伝子が7種，その他の遺伝子が30
種であった（Table 4）．次に発現を認めた細胞株と機
能が解明されている遺伝子263種との関連をTable 5
に示した．このうち癌化・細胞周期関連遺伝子は，
BL-CLのみに発現している遺伝子が14種，IM由来
spontaneous -BLCLのみに発現している遺伝子が7種，
BL-CLとIM由来spontaneous -BLCLのみが発現してい
る遺伝子が18種，IM由来spontaneous -BLCLとCD20
陽性リンパ球のみが発現している遺伝子が6種で
あった（Table 6）．

第4章　考　察

第1節　IM由来spontaneous-BLCL及びBL-CLの
p53 mRNA塩基配列について
　p53は，cyclin -dependent kinase inhibitorで あ る

p21を誘導することによりRbのリン酸化を阻害し細
胞をG1期に停止させるとともに 11, 12)，セリン46の
リン酸化によりアポトーシス誘導遺伝子を活性化さ
せる 13)．このため，p53遺伝子の変異・欠失による
細胞制御機構の破綻は，細胞の癌化機構に重要と考
えられており，実際各種悪性疾患において最も多く
発現しているタンパク質である 14）．このp53遺伝子
異常はBL-CLについても報告されており 10, 15)，この
ことから我々はBL-CLに性状が近く，かつ抗p53抗
体陽性細胞であるIM由来spontaneous -BLCLにおい
ても同様のp53遺伝子異常が存在すると考え報告し
た 6)．この報告では，抗p53抗体免疫染色像において
抗p53抗体陽性細胞と抗p53抗体陰性細胞が混在する
polyclonalであること（Fig. 2 Left），p53遺伝子変異
がheterogeneousであることから（Fig. 3 Upper），IM
由来spontaneous -BLCLはp53遺伝子が正常から異常
へと変化している途中であり，不死化細胞から癌化
細胞への移行段階であると結論づけた 6)．しかしその
後，経時的にIM由来spontaneous -BLCLの抗p53抗体
免疫染色像を観察し続けたところ抗p53抗体陽性細胞
の割合が増加することもなく，またBL-CLの抗p53抗
体陽性細胞像（Fig. 8）のように核全体に均一な染色像
を呈する細胞も少数であった（Fig. 2 Right）．このこ
とから我々はIM由来spontaneous -BLCLが不死化細
胞のまま癌化細胞に移行せず継代を続けている可能
性を考え，報告したIM由来spontaneous -BLCLを更
に3年間継代した後p53遺伝子塩基配列を検索した．
その結果，報告した箇所の塩基配列変異は正常に復
しており（Fig. 3 Lower），また他の箇所で新たに塩基
配列変異をheterogeneousに認めたが，更に6ヶ月継

代した後では正常に復していた．p53は遺伝子の損傷
をトリガーとしてその修復とアポトーシスに関与し
ているが，p53が自らの遺伝子損傷に対してその修復
とアポトーシスを引き起こしたという報告例は我々
が調べた限り認めていない．一方，本検討のような
heterogeneousな遺伝子群の塩基配列変異の決定に蛍
光によるdirect sequencing法を用いた場合，全体の割
合に比して極めて少ない template量の遺伝子群の変
異を隠してしまうことが知られている．本検討にお
いて，変異を認めた塩基配列がすべてheterogeneous
であったこと，継代ごとに塩基配列の変化を認めた
こと，IM由来spontaneous -BLCLがpolyclonalな細胞
株であることから，我々はp53遺伝子異常を持つ細胞
株群とp53遺伝子異常を持ない細胞株群の割合が継
代ごとに変化し template量の差がp53塩基配列の変異
に影響をもたらしたと考えた．また通常免疫染色法
では検出されない野生型p53が，細胞ストレス時には
安定して存在し検出されることが知られている 16. 17)．
今回IM由来spontaneous -BLCLに複数の抗p53抗体
免疫染色像を認めたことは変異型p53と野生型p53
を同時に検出した可能性が考えられた．このことは
spontaneous -BLCLが p53遺伝子異常の有無にかかわ
らず継代し続けられるという可能性を示唆しており，
p53遺伝子異常以外にも他のcell cycle accelerators
の関与により不死化を獲得することが可能であると
考えた．さらにEBV関連悪性疾患やBL-CLにおいて
p53遺伝子異常が報告されていることは 14)，EBV関連
BLCLの癌化機構にはp53遺伝子異常の関与を必要と
すると考えた．
第2節　IM由来spontaneous -BLCL及びBL -CLの
telomerase activity，telomere lengthについて
　細胞の寿命は分裂回数が有限であることに起
因し18)，その回数を決定しているのがtelomere lengthの
短縮である 19)．よって無限増殖能を有する不死化・癌
化細胞において telomeraseの発現は必要であると言え
る 20）．実際，不死化した培養細胞（株化細胞）は十分な
telomerase activityを有しており，telomere lengthが安
定化している 21)．しかし多くの癌細胞と異なり 22)株化
細胞は，様々な長さの telomere lengthで安定化してお
り，それはM1期のtelomere lengthを無視しcrisisが起
こるといわれているM2期の2 kbp前後から，正常細
胞が有する telomere lengthをはるかに越えた20 kbp
以上まで存在している 21)．そこで我々は，10年以上継
代し続けたIM由来spontaneous -BLCL及びBL-CLの
telomere lengthと telomerase activityが如何なる状態
で安定化しているのかを検討した．その結果，IM由
来spontaneous -BLCLはおよそ2.3 kbpから8.5 kbpと
比較的に短く，また予想に反してrelative telomerase 
activity（RTA）は，telomere lengthが短い細胞株ほど
活性が高かった（Table 3）．また telomerase activity
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Table 4. 347 fragments which were able to analyze sequence

Table 5. The classification of 263 fragments analyzed as known - function 
gene. （＋/－　＋/－　＋/－ ) ; （BL -CL　spontaneous -BLCL　CD20 -  
positive - leukocyte)

Table 6. The identifications of the oncogene and the cell cycle regulatory 
gene with different expression among various BLCLs
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と telomere lengthの関係をみるためにR TAと log
（telomere length） のグラフをプロットすると相関係数
がr ＝－0.85と負の相関を認めた（Fig. 6）．通常，株化
細胞の telomere lengthは transformした時点を反映し
ていると言われており，その制御は telomeric repeat 
binding factor（TRF） 1，2が行っている 23, 24)．また株化
細胞の telomeraseはこの telomere lengthを維持するた
めにだけ発現しており，telomerase activityの強弱が
telomere lengthのサイズに影響しないと考えられて
いる 24)．しかしこれら株化細胞，特にEBV関連BLCL
において，本検討に用いた IM由来spontaneous -BLCL
のように10年以上安定して継代してきた細胞での報
告は皆無であり 8)，crisisまでの期間が長い培養細胞を
検討した結果である可能性は否定できない．今回の
結果においてIM由来spontaneous -BLCLのRTAと log
（telomere length）に相関が認められたことは， 少なく
ともEBV関連BLCLにおいて，最も安定した telomere 
lengthを維持するために最も安定した telomerase 
activity値が存在し，その値は at randomではなく間
接的にでもtelomere lengthもしくはTRF1，2の影響下
にあると考えた．またRTAと telomere lengthが直接
ではなく対数を介することにより相関する機序につ
いては報告例もなく不明であるが，一つの仮説とし
て telomere lengthの計測に発光量の積算平均を使用
したことが関与するのではないかと考えた．次にIM
由来spontaneous -BLCLと telomerase activityとの関
係であるが，IM由来spontaneous -BLCL telomerase 
activityはRTAの最低値が0.39，最高値2.92とIM由来
spontaneous -BLCL間で約7.5倍の差があり，IM由来
spontaneous -BLCLごとに大きく異なるという結果を
得た．不死化細胞の telomere lengthは telomeraseが
発現した時点での telomere lengthを反映しており，
telomerase activityはその telomere lengthを維持する

のに必要な活性値のみを持つという報告 8)があるが，
この報告は各IM由来spontaneous -BLCLごとに異な
る telomere lengthと telomerase activityを持つという
本結果を支持するものであった．しかし一方，EBVに
より transformした細胞株の telomerase activityは不死
化前では低く不死化後は高い活性を維持するという
報告 25, 26)もあり，本結果とは異なっていた．我々はこ
の報告と本結果との異なりは2つの要素，すなわち in 
vivoで直接EBVに感染させて樹立したBLCLと in vitro
でマーモセット由来B95 -8細胞上清中EBVに感染させ
て樹立したBLCL27)（EBV- infected BLCL）の性状の違
いと，不死化の定義の違いにより生じたと考えた．実
際数年継代してもある日突然増殖が止まることが多
いEBV- infected BLCLの性状やEBV- infected BLCLを
数年間継代もしくは160 PDL以上から不死化細胞と定
義している点は，10年以上安定して継代してきたIM
由来spontaneous -BLCLの性状とは異なると考えられ，
その性状の違いの一つにtelomerase activityがあると推
察した．今後，現在継代しているEBV- infected BLCLが
IM由来spontaneous -BLCLと同様10年以上安定して継
代が可能になった時点で再度追試を行いたいと考えて
いる．上記結果より我々はIM由来spontaneous -BLCL
の telomere lengthと telomerase activityは， 互 い に
相関関係を持ちながら，そのBLCLが最も安定する
telomere lengthを維持していると考えた．
第3節　IM由来spontaneous-BLCL，BL-CL及び末
梢血CD20陽性細胞の発現遺伝子の差異について
　IM由来spontaneous -BLCLは，c -myc癌遺伝子やbcl -2
アポトーシス抑制タンパク質を発現しているが 3），第
1節で考察したようにp53癌抑制遺伝子はほぼ正常に
機能していた．通常p53遺伝子異常は不死化・癌化機
構のkey geneであり，IM由来spontaneous -BLCLが
不死化を獲得していることから，p53関連遺伝子もし
くは他のアポトーシス抑制機構・細胞増殖機構が発
現しているはずであると考えた．また最近の遺伝子
解析から癌関連遺伝子の多くが転写調節因子である
ことが判り，それぞれの因子がカスケードのように
コネクションを形成していることから癌化機構を解
明するためには包括的に発現遺伝子を解析する必要
があると考えた．そこで我々はDD法を用いてIM由
来spontaneous -BLCL，BL-CL，control（末梢血CD20
陽性細胞）の遺伝子発現の差異をすべて同定するこ
とを計画した．その結果1407種のフラグメントを
分離したが，解析可能なフラグメントは347種であ
り，残りの1060種は単離不能なフラグメント，同一
遺伝子，PCR error等であった．このうち単離不能な
フラグメントについてはサブクローニングによる解
析を計画中である．さて同定が可能だった347種の
フラグメントのうち癌化・細胞周期関連遺伝子は97
種で，このうち52種がnovel geneとして2004.1.31現

Fig. 8. Immunohistochemical stains of BL -CL with anti - p53 
antibody. Unlike spontaneous -BLCL, most cells of BL -CL had 
a core of homogeneous positive stain.
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在報告されているものであった．これらnovel gene
の報告例のうち，24種がneuroblastomaより解析さ
れた遺伝子であり，続いてovarian carcinoma，Wilms 
tumor，lymphomaの順であった．またnovel gene以外
の機能的に既知な45種の遺伝子は，BL-CLに発現を
認めIM由来spontaneous -BLCL・controlに発現を認め
なかった群が14種，IM由来spontaneous -BLCLに発
現を認めBL-CL・controlに発現を認めなかった群が
7種，BL-CL・IM由来spontaneous -BLCLに発現を認
めcontrolに発現を認めなかった群が17種，IM由来
spontaneous -BLCL・controlに発現を認めBL-CLに発
現を認めなかった群が6種であった（Table 6）．それぞ
れの群について以下のように検討した．
1）BL-CLに発現を認めIM由来spontaneous-BLCL・
controlに発現を認めなかった群
　BL-CLにのみ発現を認めた遺伝子群のうち非常に
特徴的なのは，c -myc 関連acceleratorが多かったこと
である．RCK/P54はc -mycの転写開始因子であり 28)，
Ras，Raf，MLTK-α29)の発現は古典的MAPKカスケー
ドの活性状態が高いことを意味し，そしてhistone 
acetyltrasferase1は転写のコアクチベーターを介した
ヒストンのアセチル化を促進し転写オン状態を恒常
化させることにより，c -mycの転写活性・増殖を助長
していた．また抗アポトーシス関連遺伝子では，TNF
で誘導されるアポトーシスを抑制する lipocortin 130)，
EBV LMP1によって活性化を受けるNF-Kb31)の発現
を認めた．その他にも，変位型p53に関連して過剰発
現を認めるribosomal protein S2 32)，tumor antigenとし
てのparaneoplastic antigen，造血系調節因子HEM-1 33)，
リンパ系細胞株調節因子Jaw134)，EBV関連細胞表面抗
原CD74 35, 36)が発現していた．しかし転写抑制因子であ
るPRMT5 37)，脱リン酸酵素であるPP1も発現しており，
細胞増殖の負の制御も関与していると考えられた．
2） IM由来spontaneous-BLCLに発現を認めBL-CL・
controlに発現を認めなかった群
　IM由来spontaneous -BLCLにのみ発現を認めた遺伝
子群のうち非常に興味深いのは，c -myc抑制タンパク
質であるMM-1 38)が発現していたことである．このこ
とはc -mycの転写活性・増殖を助長させる遺伝子を多
く発現していたBL-CLとは大きく異なる点で，EBV
関連BLCLの癌化機構にc -mycの発現が重要である
という我々の仮説 3)を支持するものとなった．また
ERCC5 39)とp58/hHR23B 40)という除去修復遺伝子が発
現していることも特徴的で，BL-CLと異なりIM由来
spontaneous -BLCLはDNA損傷の自己修復機構により
癌化を防いでいる可能性が考えられた．その他にも，
Ewing sarcoma由来の癌抑制遺伝子と考えられている
FLI -1 41)，Rb転写活性調整因子RBP142, 43)，PI3Kリン脂
質によるタンパク質活性制御因子と考えられている
syntaxin binding protein 2 44) が発現し，自己修復機構に

対応して転写を制御していると考えた．一方アポトー
シスに対しては，bcl - 2を介した抗アポトーシス作用
を持つBAG-1 45)の発現を認め，野生型p53を持つ IM
由来spontaneous -BLCLのアポトーシスへの移行を阻
止していると考えた．
3）BL-CL・IM由来spontaneous-BLCLに発現を認め
controlに発現を認めなかった群
　BL-CLとIM由来spontaneous -BLCLに発現を認め
controlに発現を認めなかった遺伝子群の特徴は，Rb
経路のS期転写因子であるE2F，Dp-2の過剰発現を認
めたことからRb増殖抑制機構の破綻が想定できるこ
と，p53経路のHDM2 46)の過剰発現を認めたことから
G1期チェックポイント機構・アポトーシス誘導機構の
破綻が想定できること，c -mycの過剰発現を認めたこ
とから転写活性が亢進し自律的増殖が可能であること
であった．また癌関連遺伝子では，proto -oncoprotein
であるMLL3 47)，ribosomal protein S6 48)，v - fos 
transformation effector geneであるFTE1 49)，lymphoma
関連表面抗原であるCD71 50)，tumor antigenではある
が lymphomaとの関係性が薄いMAGE 51) ，MUC4 52) の
発現を認め，抗アポトーシス関連遺伝子ではNF-κB活
性タンパク質であるIκ -BK，TAB3 53) の発現を認めた．
しかし細胞増殖を負に制御する因子も発現しており，
E2Fの転写活性を不活化しアポトーシスへ誘導する
prohibitin 54)，BAP37（prohibitone）55)，ユビキチン関連タン
パク質であるUBA2 56)，リン脂質によるタンパク質活性
制御因子であるEEA1 57)，ITPA 58)を認めた．
4）IM由来spontaneous-BLCL・controlに発現を認め
BL-CLに発現を認めなかった群
　IM由来spontaneous -BLCLとcontrolに発現を認め
BL-CLに発現を認めなかった遺伝子群で非常に興味
深いことは，S期に活性を持ちDNA損傷により急速
に活性を失うTLK159, 60)がIM由来spontaneous -BLCL
とcontrolで発現していることである．つまりTLK1
を発現していないBL-CLはDNA損傷を有しており，
またIM由来spontaneous -BLCLにTLK1が発現してお
りその発現がcontrolの発現と差異がなかったことは，
DNA損傷がBL-CLに比べて軽微もしくは皆無である
ことを示しており，IM由来spontaneous -BLCLがDNA
自己修復機構を有することを支持するものであっ
た．またその他の遺伝子群はすべて細胞増殖を負に
制御する因子であり，癌抑制遺伝子のWT1，INT-6 61)，
アポトーシス誘導因子ataxin -2 62)，receptor - interacting 
protein63)，ヒストンシャペロンであるNAP2 64)が発現し
ていた．
　田矢らによるとヒト細胞の癌化はRb経路とp53経路
の変化により起こると報告している 65)．RB経路のう
ちRB，p16はそれぞれ約25％，約50％のヒト癌で失活
しており，いずれの失活も認めないヒト癌ではサイク
リンＤが過剰発現してE2F発現による転写活性を促進
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している．またp53経路のうち変異型p53がヒト癌の
約50％に認められ，変異型p53を認めないヒト癌では
MDM2の過剰発現やATMの失活を認め，抗アポトー
シスとして作用している．本結果において，BL-CLと
同様IM由来spontaneous -BLCLにE2FとMDM2の過剰
発現を認めたことは，IM由来spontaneous -BLCLが癌
化に十分な条件を持っていることが示唆できた．しか
し不死化細胞を癌化させるのに必要であると報告され
ているRas66 -68)がIM由来spontaneous -BLCLに認めな
かったことは，IM由来spontaneous -BLCLが癌化しな
い原因の一端を担っていると考えた．またEBV関連の
癌化機構に必要とされるc -myc 69)がBL-CLとIM由来
spontaneous -BLCLに発現を認めたが，それと同時に
BL-CLではc -myc転写開始因子RCK/P54を認め，IM
由来spontaneous -BLCLではc -myc binding proteinで
あるMM1の発現を認めた．この結果は，BLとEBV関
連細胞株とにおいてc -mycの発現量が異なるという
報告 70)を支持するものであり，少なくともMM1の発
現量が少ないBL-CLよりIM由来spontaneous -BLCLの
方がc -mycの作用は弱く癌化へ移行し難いと考えた．
次にIM由来spontaneous -BLCLにのみ認めたユニー
クな遺伝子としてDNA修復機能を呈するXP関連遺
伝子が発現していた結果であるが，EBV関連細胞株
においてXP関連遺伝子との関係を報告した例はな
かった．しかしIM由来spontaneous -BLCLとBL-CLの
発現量に差を認めたことは自己修復による癌化抑制の
関与が考えられ，今後XP関連遺伝子についてIM由来
spontaneous -BLCLとBL-CLを中心に検討をする予定
である．
　以上の結果から我々はBLCLの不死化・癌化につい
て以下のように考えた（Fig. 9, 10）．
1） IM由来spontaneous -BLCLの不死化にはRb経路の
転写活性の亢進が必要である．

2） IM由来spontaneous -BLCLには自己修復遺伝子が
発現しており癌化抑制に関与している．

3） IM由来spontaneous -BLCLの癌化には，MM1の発
現抑制，変異型p53の発現，Ras，Rafの発現を同時
に（いずれかが）認めることが必要である．

第5章　結　論

1） IM由来spontaneous -BLCL  p53遺伝子の欠失・ 変
異はIM由来spontaneous -BLCLの不死化に影響を
及ぼさない．

2） IM由来 spontaneous - BLCLのtelomere lengthと 
telomerase activityは，互いに相関関係を持ちな
がら，そのBLCLが最も安定するtelomere lengthを
維持している．

3） IM由来spontaneous -BLCLの不死化にはRb経路の
転写活性の亢進が必要であり，また癌化にはMM1
の発現抑制，Xp geneの発現抑制，変異型p53の発現，

Ras and/or Rafの発現を同時もしくはいずれかを認
めることが必要である．
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Fig. 9. A presumptive model  of  transfor mation of 
spontaneous-BLCL. We suppose that expression of trans- 
criptional activation of the Rb pathway and telomerase activity 
were associated with the immortalization of spontaneous- 
BLCL, and that expression of MM-1 （c-myc suppressor 
gene), P58/hHR23B and XP-G （nucleotide excision repair 
gene), wild type p53 are associated with the suppression of 
oncogenicity of spontaneous-BLCL.

Fig. 10. A presumptive model of malignant transformation 
of BL -CL. We suppose that expressions of mutant type p53, 
c -myc and MAPK family （transcriptional activator gene) are 
associated with the malignant transformation of BL -CL.
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