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研究成果の概要（和文）：ABCタイプのびまん性大細胞型B細胞リンパ腫 (ABC-DLBCL) を対象に、NF-κB シグナ
ル経路を含むBCRシグナル経路の遺伝子について、ターゲットシーケンス解析を行った。その結果、ABC-DLBCL 
は、BTK阻害剤が作用するBTKより下流のCARD11および、さらに下流のTNFAIP3/A20をはじめとするNF-κB シグナ
ル経路の遺伝子にも変異が認められたことから、BTKより下流に遺伝子変異がある場合、BTK阻害剤による治療が
有用でない例が存在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed target sequence analysis of ABC-type diffuse large-cell B-cell 
lymphoma (ABC-DLBCL). The genes of BCR signaling pathway downstream of BTK including NF-κB 
signaling pathway were analyzed. We found genes downstream from BTK, such as CARD11, and more 
downstream genes of NF-κB signaling pathway including TNFAIP3/A20 were mutated. These result 
suggested that the treatment of ABC-DLBCL by BTK inhibitor is not universally effective, especially 
in cases with mutated genes downstream of BTK.

研究分野： 遺伝子検査学、ゲノム医学、造血器腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ABC-DLBCL の治療効果に関与する因子が同定され、それらが診断・治療選択・予後予測に有用であることを明ら
かにすることは、ABC-DLBCL のみならず、B 細胞性リンパ腫の新たな治療標的や治療法の開発、および診断や病
型分類といった個別化医療の基盤となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
NF-κB は炎症反応や免疫反応において中心的な役割を果たしており、悪性リンパ腫では恒常
的な活性化が起きている。近年、B 細胞リンパ腫では、B 細胞の生存に重要な BCR シグナル
経路の活性化とそれに続く NF-κB シグナル経路の活性化が腫瘍の発症、増殖に重要なことが
明らかとなってきた。BCR および NF-κB シグナル経路の活性化の原因としてこれまでに複
数の遺伝子変異が報告されている。 
悪性リンパ腫では、化学療法により治癒が望める疾患が多いことから、rituximab をはじめ

とする分子標的薬の開発が進んでおり、近年、BCR シグナル経路を標的とした阻害剤の開発
が進められている。その一つであるブルトン型チロシンキナ-ゼ（Burton’s Tyrosine Kinase; 
BTK）阻害剤 ibrutinib は多くの B 細胞リンパ腫での治療効果が認められている。しかし、
BTK よりも下流に位置する MYD88 や CARD11 遺伝子に異常がある Activated B-cell-like 
(ABC)–type びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（Diffuse large B-cell lymphoma; DLBCL）
（ABC-DLBCL）では治療効果がみられないことがわかってきた（Wilson et al. Blood, 2012, 
120;686）。また、in vitro の実験からも CARD11 に変異があった場合に治療効果がみられな
いという報告がなされた（Mark et al. Nature, 2014, 11;p12-23）。このことは BCR シグナル
経路を抑制してもより下流の因子に遺伝子の変異があると NF-κB の活性が維持され細胞生存
につながることを示唆しており、A20 を含む他の BCR および NF-κB シグナル経路の因子に
遺伝子変異がある場合にも同様に BTK 阻害剤の治療効果に影響を及ぼすことが考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ABC-DLBCL において A20 変異を含む BCR および NF-κB シグナル経路にお
ける遺伝子変異の種類、頻度を明らかとし、それらの遺伝子変異が BTK 阻害剤の有効性に与
える影響を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ABC-DLBCL 検体の収集と、核酸抽出 
2003 年から 2017年までに国立がん研究センター中央病院でABC-DLBCL と診断された患者
を対象とした。 
① 臨床検体の収集：検体は、ホルマリン固定パラフィン包埋標本（Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded; FFPE）、凍結組織、および血液・骨髄を用いた。臨床情報は診療録
より匿名化した上で収集した。 

② DNA の抽出と精度管理：DNA 抽出には QIAGEN 社の QIAamp DNA FFPE Tissue 
Kit および QIAamp QIAamp DNA Mini Kit を用いた。DNA の質によるシークエンス
解析での誤差を回避するため、DNA の精度は、吸光度計・dsDNA の蛍光度測定・定量
PCR 法を用いて精密に検証し、一定純度以上のものを使用した。 

(2) 次世代シークエンス解析 
BCR および NF-κB シグナル経路に関係する因子から ABC-DLBCL の疾患特異的な変異遺
伝子を同定するため、次世代シークエンス解析を行った。 
① 次世代シークエンサーによるターゲットシークエンス：ターゲットシークエンス用には

NF-κB シグナル経路の遺伝子および B 細胞リンパ腫で変異の認められている遺伝子を  
個選択し作製した。シークエンシングには Life technology 社の Ion Torrent PGM シス
テムを使用した。 

② 変異遺伝子の抽出：QIAGEN 社の CLC Genomics Workbench および、Life technology 
社の Ion Torrent サーバーを用いてシークエンスデータ解析を行い、変異遺伝子を抽出し
た。 

(3) 治療関連変異遺伝子の同定 
シークエンスデータ解析により抽出された候補遺伝子が、ABC-DLBCL の臨床症状、予後な
どと関連した疾患特異的なものであるかを同定するため、遺伝統計学的解析を行った。 
① 変異遺伝子の統計解析：各患者の臨床背景因子を用いて疾患関連変異の同定と疾患関連解

析による頻度の算出を行い、ABC-DLBCL における疾患関連遺伝子変異としての有用性
を検討した。 

② A20 との連関の検討：A20 と候補遺伝子が単独で存在する場合と共存する場合で関連解
析を行い、両者の疾患特異的な連関を統計学的に算出した。 

 
４．研究成果 
ABC-DLBC 患者 68 例の FFPE 検体あるいは凍結組織検体から腫瘍細胞 DNA を抽出した。
これらのうち、包括同意によって末梢血検体を得られている 35 例については、正常細胞 DNA
を抽出した。また、再発性の ABC-DLBC 患者で、初発時腫瘍細胞、再発時腫瘍細胞、正常細
胞が得られた 15 例についても FFPE 検体および DNA 検体から各 DNA を抽出した。 
 全 83 症例 148 DNA サンプルについて、ターゲットシーケンスのためのアンプリコンライ
ブラリーを作製し、シーケンス解析を行った。シーケンスパネルは、A20, BTK, MYD88, 
CARD11 といった NF-κB シグナル経路を中心とした BCR シグナル経路に関連する遺伝子か
ら 64 遺伝子を選択し、これらの全エクソンについプライマー設計した。サーモフィッシャー



製 Ion Torrent Proton システムを用いたシーケンスでは、1ラン当りのリード数は約 106 Mで、
1 検体当りのリード数は平均 4.2 M だった。各サンプルについて、CLC Genomics Workbench
ソフトウェアおよび Ion Torrent サーバーを使用して体細胞変異を検出した。正常サンプルに
は、我々が保有する正常サンプルのプールデータを用いた。また、同一患者由来の腫瘍・正常
ペアがある検体については、個々にも解析を行った。再発性の検体では、経時的な遺伝子変異
の変化についても検討した。 
その結果、BTK 下流の CARD11 以外にも、さらに下流にある A20 を含む NF-κB シグナ

ル経路に関係する遺伝子に変異を検出し、複数の体細胞変異を持つ症例が多数認められた。ま
た、再発性の症例においては、特定の遺伝子変異を持つ集団が認められた。特定の遺伝子変異
は明らかではないが、体細胞変異の数や種類が、多くの症例で ABC-DLBC の病態を反映して
いたことから、BTK より下流の NF-κB シグナル経路に関連する複数の遺伝子変異の蓄積が
BTK 阻害剤の効果に影響し、ABC-DLBC において治療効果が認められない可能性が示唆され
た。 
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