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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)によるＢリンパ腫発症機序を解明するため、Ｂ細胞でHCV全長を発現
するトランスジェニック(Tg)マウスを用いて解析した。本マウスの約25％でＢリンパ腫が発症する。マイクロアレイを
用いた網羅的な解析を行った結果、Ｂリンパ腫発症群では、Fos, C3, Lymphotoxin βR、A20、NF-κBの発現が強く修
飾されていた。Ｂリンパ腫組織ではNF-κBが核に移行して活性化されている事が明らかとなった。さらに、肝がんや肺
がんなどでの発現低下も報告され、腫瘍抑制効果があるとされるmiR-26bの発現がＢリンパ腫組織では低下している事
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) infection leads to the development of hepatic diseases, as
 well as extra hepatic disorders such as B-cell non-Hodikin's lymphoma (B-NHL). To reveal the molecular si
gnaling pathways responsible for HCV-associated B-NHL development, we utilized transgenic (Tg) mice that e
xpress the full-length HCV genome specifically in B cells and develop non-Hodgkin type B-cell lymphomas (B
CLs). The gene expression profiles in B cells from BCL-developing HCV-Tg mice, from BCL-non-deceloping HCV
-Tg mice, and from BCL-non-developing HCV-negative mice were analyzed by genome-wide microarray. 
 Markedly modified genes such as Fos, C3, LTbR, A20, NF-kB and miR-26b in BCLs were further characterized 
using specific assays. We propose that activation of both canonical and alternative NF-kB signaling pathwa
ys and down-regulation of miR-26b contribute to the development of HCV-associated B-NHL.
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1. 研究開始当初の背景 

(1) C 型肝炎ウイルス（HCV）は、RNA ウイ

ルスであり、宿主ゲノム遺伝子に組み込ま

れる事なく高率に持続感染を成立させる。

これまでに、HCV が積極的に細胞性免疫等

の免疫監視系に異常を引き起こし、ウイル

スが持続感染を成立して慢性炎症を引き起

こす可能性が示唆されてきた。一方でHCV 

感染者の多くでは、ウイルスに対する抗体

を産生しているにも関わらずウイルスが持

続感染しており、液性免疫系における異常

がウイルスの排除効率を低下させている可

能性も考えられる。 

(2)HCV の主要感染標的組織は肝臓である

がB 細胞にも感染し、クリオグロブリン血

症やB リンパ腫等肝外病変と総称される疾

病を引き起こす。HCV によるB リンパ腫発

症機序は不明であったため、申請者らは

Cre/loxPシステムを用いてB リンパ球で

HCV 全長遺伝子を発現するマウス

(RzCD19Cre マウス)を樹立して解析した。

その結果、生後600 日のマウスの約25％で

びまん性大細胞B リンパ腫が発生する事を

明らかにした(Blood 2010)。 

(3) Cre/loxPシステムを用いて生後任意の

時期にHCV遺伝子を発現させる事もできる

が、このマウスではHCVに免疫寛容になって

おらず肝炎を起こす。MxCre-HCVマウスでは、

肝炎•肝硬変•肝癌を発症すると同時にBリ

ンパ腫の発症も生後12ヶ月で30％の♀マウ

スで見られる。炎症反応とBリンパ腫発症と

の関連をRzCD19Creマウスとの比較から解

析可能となった。 

(4)肝癌発生に関連する微小環境の整備に

関して、B細胞が分泌するLymphotoxin等が

関与する事が明らかとなってきていた。 

 

2. 研究の目的 

(1)HCV全長遺伝子をB細胞で発現する事に

より、HCV遺伝子の直接作用を解明する。①

B細胞の増殖形質（増殖速度•アポトーシス

反応•腫瘍原性）、②B細胞の免疫監視能の

撹乱、③サイトカイン産生 がどのように

修飾されるかを明らかにする。 

(2)①Bリンパ腫発症に関与する宿主因子を

網羅的解析により解明する。②Bリンパ腫発

症マウスで見られたsoluble IL-2 receptor 

の上昇と免疫抑制との関連を明らかにす

る。 

(3)MxCreマウスとの比較により、慢性炎症

とBリンパ腫発症との関連を明らかにする。

また、MxCreマウスでは♀でBリンパ腫が多

いがRzCD19Creマウスでは有意差がない。性

別による発症率の違いを担うものに関し考

察する。 

 

3. 研究の方法 

(1) 細胞培養 

マウスのB細胞あるいはB細胞株(A20)は

10%FCS添加RPMI培地(Invitrogen)で培

養した。 

(2) 動物実験 

HCV全長遺伝子をCre/loxP制御下で発現

するマウス(Rz)をCD19Creマウスと交配

してB細胞でHCV遺伝子を発現する

RzCD19Creマウスを樹立している



(Blood2010)。動物実験計画は熊本大学

(A22-136)ならびに鹿児島大学

(H24-008)において承認されている。 

(3) マウスのB細胞はMACSビーズで精製

（Milteny社）し、95%以上をB細胞にし

た。また、FACS解析は常法に基づいて行

った(Beckton Dickinson社)。RNAはグア

ニジン塩酸塩を用いて精製し、

Bioabalyzer(Agilent)でRNA integrity 

numberが8.0以上のものをマイクロアレ

イ解析に用いた。 

(4) マイクロアレイ解析はWhole Mouse 

Genome Microarray(アジレント社)を用

いて解析を行った。またデータ解析には

MetaCoreソフトウェアを使用した。定量

PCRはCFX96(BioRad)を用いて測定し、ウ

ェスタンブロット解析は定法に従った。 

(5) マウス組織の解析はパラフィン切片を

特異抗体で免疫染色して行った。２次抗

体はAlexa Fluor488やCy3でラベルした

ものを用いた。組織の観察は共焦点顕微

鏡(Olympus FV100)で行った。 

(6) miR-26bは、パラフィンで固定された組

織からRNAをRNeasy FFPEキット（ライフ

テクノロジー社）で抽出後、定量PCR法

によって測定した。 

 

4. 研究成果 

(1) HCVのB細胞への効果 

HCV全長遺伝子を発現するB細胞(A20細

胞株)株を樹立した。 

(2) 全長HCV発現マウスの解析 

① HCV遺伝子発現(RzCD19Cre)マウス

においてIgG産生量や抗体親和性

を解析したが、HCV陰性コントロー

ル群に比べ顕著な上昇は認められ

なかった。また、CD19+, CD27+の

メモリーB細胞をFACSで解析した

が、RzCD19Creマウスでの有意な変

化はなかった。また、Bリンパ腫発

症前のRzCD19Creマウスにおいて

sIL-2Rの血中濃度を測定したが、

顕著な上昇は見られなかった。 

② Bリンパ腫発症に関連する宿主因

子を解析するため、HCV発現マウス

と非発現マウスの腫瘍発症、非発

症群を♂と♀に分け、Bリンパ腫あ

るいはB細胞からRNAを精製し

(RIN>8.0)マイクロアレイ解析を

行った後定量PCRで確認した。その

結果、♂♀共にBリンパ腫組織にお

いてFos, IL-2R, Lymphotoxin R

の発現低下や、腫瘍抑制因子A20, C

３の発現上昇が顕著に見られた

（図１）。 



③ マイクロアレイの解析から、NF-B

経路の活性化が予測されたため、

国立感染症研究所の水落博士らと

の共同研究で腫瘍組織の免疫染色

を行った。その結果、B 

リンパ腫組織ではNF-Bが顕著に

多く核内で検出され、活性化され

ていると考えられた。 

d) ドイツのGoethe-University 

HospitalのPeveling-Oberhag博士

はHCV陽性患者の脾臓周辺帯リン

パ腫(SMZL)におけるmiR-26bの発

現低下を見いだしていた。共同研

究によって解析した結果、

RzCD19CreマウスのBリンパ腫にお

いてmiR-26bの発現低下が明らか

となった（図２）。 
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