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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫(ML)の発症や進展、薬剤感受性などにおいて、遺伝子異常の蓄積が重要
である。本研究では、ML患者の血漿中に存在する末梢血無細胞遊離DNA（cfDNA）に着目し、cfDNAと病勢との関
連を経時的に検討し、また腫瘍特異的遺伝子異常の検出を行った。特に、腫瘍細胞の抽出が困難である血管内大
細胞型B細胞リンパ腫のcfDNAを用いて網羅的解析を行い、疾患特異的な遺伝子異常を同定した。cfDNAを用いた
遺伝子解析は、組織生検にて腫瘍組織を得ることが困難である症例においても腫瘍由来DNAの解析を可能とする
方法であり、疾患の診断や標的治療薬感受性などを経時的に検討する方法論として有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of genetic mutations is critical for lymphomatogenesis, disease
 progression and sensitivity to targeting therapeutics in malignant lymphoma (ML). In this analysis,
 peripheral blood cell-free DNA (cfDNA) was longitudinally analyzed to reveal correlation with 
clinical features and to detect tumor specific genetic alterations. Especially in intravascular 
large B-cell lymphoma, those tumor cells are hardly obtained from biopsy sample, cfDNA was an 
alternative tumor DNA source to detect specific genetic alterations in comprehensive genetic 
analyses. Genetic analyses using cfDNA may become an alternative powerful strategy to detect tumor 
specific genetic abnormalities not only for diagnosis but also longitudinal analyses to predict 
sensitivity to molecular targeting drugs, even in patients whose tumor cells cannot be obtained 
easily during their clinical courses.

研究分野：血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 網羅的遺伝子変異解析法の進歩により、悪
性リンパ腫（ML）に反復して蓄積する遺伝子
異常が同定されるようになった。それらを背
景とした分子標的薬の開発も進む一方で、変
異の蓄積による治療抵抗性の獲得について
も経験され、実臨床においても、個々の症例
の臨床経過で変化する遺伝子異常プロファ
イルを経時的に検出することの重要性が認
識されてきた。これまで ML における遺伝子
変解析は、診断時生検組織の残余検体を用い
て行われており、採取量の問題から解析でき
る症例は極めて限られた。また経時的な検体
採取は侵襲の問題から困難とされた。 
 本研究では、末梢血無細胞遊離 DNA（cfDNA）
に着目し、種々の ML 病型における遺伝子変
異の検出を行い、検体採取が困難な症例や経
時的解析における有用性を検討し、実臨床に
おける疾患診断や病勢進行の把握、臨床試験
への応用の可能性について検討した。 
 
２．研究の目的 
(1) ML における cfDNA の臨床的意義の検討 
(2) cfDNA を用いた網羅的遺伝子変異解析に
よる、ML 病型特異的な遺伝子異常の同定 

(3) cfDNA を用いた遺伝子異常の経時的解析 
(4) cfDNA を用いた変異解析の実臨床への応
用を目指した臨床試験の発案 

３．研究の方法 
(1) 初発ML患者の腫瘍DNA(tDNA)とcfDNAのペ
ア検体、および経時的末梢血検体の集積 

(2) cfDNA濃度、性状と臨床症状、検査デー
タとの関連性の検討 

(3) Whole exome sequencing (WES) による
cfDNA, tDNA を用いた変異遺伝子 
allele frequency (VAF)の解析 

(4) 腫瘍細胞の採取困難な症例における 
cfDNAを用いた特異的遺伝子変異の同定
と、その意義の検討 

(5) cfDNAを用いた症例特異的遺伝子変異の
経時的解析 

 
４．研究成果 
(1) cfDNA 濃度と病型、臨床検査値との相関 
 びまん性大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL)、
血管内大細胞型 B 細胞リンパ腫（IVLBCL）、
ろ胞性リンパ腫（FL）における cfDNA 濃度の
比較解析では、DLBCL, IVLBCL における濃度
は正常人コントロールおよび FL に比べ有意
に高く、特に IVLBCL では DLBCL に比べても
有意に高値であった（図１A）。また、DLBCL
における cfDNA 濃度は、血清 LDH 値、CRP に
有意に相関し、また、骨髄浸潤(-)の症例に
比べ(+)の症例において有意に高値であった
（Fig.１B-D）。臨床病期、白血球数、可溶性
IL-2 受容体等との有意な相関は確認されな
かった。 
(2) cfDNA 濃度の経時的解析 
 DLBCLおよびIVLBCLにおけるcfDNA濃度は、 

初回化学療法施行直後より低下し、寛解症例 
 
においては低値が維持された（Fig. 2AB）。
一方、病勢進行を来した症例においては、濃
度の再上昇が確認され、その傾向は LDH 値と
概して相関することが確認された（Fig. 2C）。 

 
(3) cfDNA を用いた WES 解析 
 DLBCL および IVLBCL において、tDNA と
cfDNA を用いて WES を施行した。IVLBCL の組
織生検検体においては、腫瘍細胞の抽出が一
般に困難であるため、骨髄浸潤をみとめ、フ
ローサイト解析で腫瘍細胞の混入を 5%以上
に認める症例の骨髄単核球を用いて解析を
行った。また、骨髄浸潤(+)骨髄単核球を免
疫不全マウスに移植した Xenograft モデル
（PDX モデル）から抽出した腫瘍細胞も用い
て、比較解析を行った。DLBCL, IVLBCL とも
に tDNA、cfDNA にて腫瘍特異的変異の同定が
可能であった。それぞれの VAF は共に正の相
関を示したが、cfDNA における VAF は tDNA に
比べ概して高い傾向であり、特に IVLBCL に
おける検出感度は、cfDNA において良好であ
った(Fig. 3AB)。WES で検出された主な変異
について、Sanger 法にて validation を行っ
た。 
(4)IVLBCL における特異的遺伝子異常の同定 
 IVLBCL(N=21)より抽出されたcfDNAを用い
て WES を施行し、反復して認められる遺伝子



異常を同定した。活性型 B細胞様 DLBCL にお
いて変異が集積するNFκB経路関連因子にお

ける変異が IVLBCL においても集積すること
が確認され、特に MYD88, CD79B 変異(それぞ
れ 57%, 67%)およびそれらの重複（43%）が特
徴的であった。また、PIM1, IGLL5 の somatic 
hypermutation、CDKN2A 欠失、エピゲノム・
転写調節関連因子の変異に加え、免疫回避
に関連する因子における変異が蓄積するこ
とが確認された。また、免疫回避関連因子の
遺伝子座における構造異常(SV)についても
検出された。 
(5) IVLBCLにおいて検出された遺伝子異常の
意義の検討 
 特定の免疫回避関連因子に対する3種類の
抗体を用いた免疫組織染色では、異常に見
合うパターンでの蛋白発現が確認され、実際
の症例において免疫回避関連因子変異や SV
が蛋白発現異常に強く関与していることが
示唆された。本異常は DLBCL における頻度に
比べ高いことから IVLBCL の病態に関わる可
能性が推測された。 
(6)cfDNA を用いた特定遺伝子変異の経時的
解析 
 IVLBCL患者の初発時に採取されたcfDNAの
うち、MYD88、CD79B に変異を保有する症例 3
症例より経時的に採取された検体を用いて
Sanger sequence を行い、微少残存病変の検
出を試みた。初発時に認められた変異は、寛
解到達時には検出されず、MRD 検出への応用
が可能と考えられた。リアルタイム PCR、デ
ジタルPCRによる検出感度の向上および実臨
床における意義について、引き続き検討中で
ある。 
(7) cfDNA を用いた遺伝子変異解析の実臨床
への応用 
 IVLBCL の腫瘍細胞は血管内にとどまり腫
瘤を形成しないことから、発症初期における
疾患の診断が極めて困難である。今回の検討
で、IVLBCL から採取された cfDNA は全症例に
おいてWESで腫瘍特異的変異を検出可能であ
った。この結果を踏まえ、不明熱などを示し
MLも鑑別にあがる症例から前向きにcfDNAを
採取し、B 細胞のクロナリティーや DLBCL, 
IVLBCL に反復する遺伝子異常を検出する臨
床試験について、現在検討中である。 
 これまでに、IVLBCL における特異的な遺伝
子異常の同定は報告されておらず、本研究で

cfDNA を用いて WES を行うことにより、初め
て実現された。本方法を用いた IVLBCL の早
期診断は、現在の臓器生検やランダム皮膚生
検による診断法に変わる、安全でかつ鋭敏な
方法として、今後の実臨床に役立つものと考
えられる。 
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