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研究成果の概要（和文）：脳リンパ腫の腫瘍組織を用いて、次世代シーケンサーを用いた全エクソンシーケンス
/トランスクリプトームによるゲノム解析を行った。ゲノム解析の結果から患者の予後を予測するバイオマーカ
ー研究を進めている。また、脳リンパ腫細胞株HKBML,TKを用いてメソトレキセート耐性株を樹立し、メタボロー
ム解析から代謝経路の異常を明らかにし、その阻害剤を用いた分子標的療法の開発を行っている。

研究成果の概要（英文）：We conducted whole exome and RNA-sequencing on tumor samples from patients 
with primary central nervous system lymphomas (PCNSLs) using next-generation sequencing and 
performed multivariate analysis to investigate the correlations with patients survival. On the other
 hand, High-dose MTX treatment with deferred radiotherapy is a standard protocol in PCNSL 
treatments. However, most cases come to relapse-acquired resistance, Metabolome analysis in 
MTX-resistant PCNSL-derived cells was performed to detect alternative metabolites and pathways. We 
specifically found  cell type-specific MTX-resistant metabolic pathways. These study provides 
insights for development of molecular target therapies and identification of diagnosis/prognosis 
markers in patients with PCNSL.

研究分野： 臨床腫瘍学、脳神経外科学

キーワード： 脳リンパ腫　ゲノム解析　バイオマーカー　分子標的療法　メソトレキセート耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳リンパ腫のゲノム・メタボローム解析からバイオマーカー、標的分子を明らかにするための研究を継続してい
る。また、メソトレキセート耐性脳リンパ腫の解析から薬剤耐性克服のための分子標的療法の開発に向けた研究
を継続している。治療困難な脳リンパ腫の病態の解明と新規治療法の開発に向けた研究を進めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系原発悪性リンパ腫（PCNSL）は中枢神経系に原発する節外性非ホジキン型リンパ腫で、
多くは B 細胞リンパ腫である。PCNSL はあらゆる年齢層に発生するが、50-60 歳代に好発し、
その頻度は最近増加している。本邦では現在、High dose Methotrexate（HD—MTX）3.5 g/m 2 化
学療法 3 コース後、全脳放射線治療（30-40 Gy）が広く行われている。その 5 年生存率は約
30％、生存期間中央値は 33-39.5 か月とされている。 本治療法の問題点として整理してみると、  
（１）生存率の向上が見られたが、全身性非ホジキン病と比べ治療成績は不良である。  
（２）治療効果を予測するバイオマーカーがないため、画一的な治療が行われている。 
（３）多くは再発し治療抵抗性となり、新たな治療スケジュールの開発が待たれている。 
より有効で、副作用の少ない治療法を開発するためには、PCNSL に関する分子遺伝学的研究の

進展が不可欠である。しかしながら、PCNSL は頻度の高い腫瘍ではなく、また生検術が行われる
ため十分量の臨床サンプルが得られないこともあり、臨床サンプルを用いたゲノム解析研究は
国際的にも著しく遅れているのが現状である。我々はゲノム解析に必要なサンプル量を収集し
てきた。その結果、凍結臨床サンプル 90 例から精製した DNA/RNA を用いたゲノム解析を進め
ることができた。本研究はこの成果を基盤とした研究を発展させるものである。 
 
２．研究の目的 
（１）腫瘍組織と末梢血リンパ球を用い、遺伝子変異・再構成の異常を次世代シーケンサー を
用いて全エクソンシーケンス・トランスクリプトーム解析を行い検討し、PCNSL のゲノム異常を
系統的に明らかにする。  
（２）MTX に対する耐性細胞株を樹立し、薬剤耐性の分子機構について検討する。耐性克服によ
る治療法の確立に向けた基盤的研究を展開する。 
（３）以上から治療標的となりうる遺伝子を選択し、分子標的薬剤・抗体・microRNA などの創
薬に向けた研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
PCNSL 患者の腫瘍組織と末梢血リンパ球を用いて、遺伝子変異・再構成の異常について、全エク
ソンシーケンス・トランスクリプトームを illumina HiSeq2000 次世代シーケンサー を用いて
検討した。得られたデータと患者の生存期間との関係を統計学的に解析し、遺伝子発現パターン
から PCNSL 患者の予後を予測するための方法を検討した。また、脳リンパ腫細胞株 HKBML と TK 
細胞を MTX 共存下で長期培養することにより、MTX 耐性細胞株を樹立した。それらの細胞のメ
タボローム解析から耐性細胞で特徴的な代謝経路を明らかにし、その阻害剤を用いて in 
vitro/in vivo で検討を行った。また、HKBML 細胞と TK 細胞とその MTX 耐性株の N結合型糖タ
ンパク糖鎖の発現を HPCL を用いて検討した。さらに、1982 年から 2006 年の間に診断され治療
された脳リンパ腫 112 例の長期転帰を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）PCNSL は１症例あたり平均 172 個の non-synononymous 遺伝子変異を有し、全身性 ABC-
type DLBCL に似たパターンであるが、より均質的な遺伝子異常を示した。  
（２）ほとんどの PCNSL は NF-kB/Toll-like receptor(TLR)/BCR activity に関連する遺伝子
変異、コピー数異常を有していた。  
（３）多くの PCNSL に免疫系の遺伝子異常が認められた。全身性の ABC-type DLBCL と比し、
HLA class I 遺伝子 (HLA-B, HLA-A) に高頻度の変異が認められた。PCNSL の発症に免疫監視
機構からの逃避の重要性を示唆する所見である。 
（４）histone/chromatin 制御に関連する遺伝子変異、B 
細胞分化に関連する遺伝子変異、 G protein/RHO 
signaling に関連する遺伝子変異を認めた。  
（５）細胞増殖・細胞死・B 細胞分化に関与する遺伝子に 
non-immunoglobulin gene somatic hypermutations 
(SHMs)を認めた。  
（６）PCNSL 細胞株である HKBML 細胞,TK 細胞 を用いて,
メソトレキセート(MTX)耐性株を樹立し検討した。 それ
らの 細胞のメタボローム解析を行ったところ,糖代謝経
路の亢進を認め,TK-MTX 耐性細胞ではその上流の
PI3K/AKT/mTOR, RAS/MAPK 経路の亢進が認められたのに
対し,HKBML-MTX 耐性細胞では酸化ストレス経路の亢進が
認められ,cell-type-specific なメタボローム変化が示
唆された(図 1,2）。 以上の結果をふまえ,腫瘍移植免疫不



全マウスの解析から,TK-MTX 耐性細胞移植腫瘍は Rapamycin (mTOR inhibitor)で増殖抑制され
たのに対し,HKBML-MTX 耐性細胞移植腫瘍は PD0325901 (MEK inhibitor),Chrysin (HIF1A 
inhibitor) で増殖抑制された。以
上から,MTX 耐性細胞に対する個別
化分子標的療法の有効性が明らか
になった。 
（７）PCNSL 腫瘍組織の miRNA 発現
データを Random Survival Forest
法で検討したところ, miR-181b, 
miR-30d, miR-93, miR-101, miR-
548b, miR-554, miR-1202 の発現と
生存期間に相関があることが示唆
された。 
（８）Th1 および Th2 ヘルパーT 細
胞と免疫チェックポイントに関連
する遺伝子の発現量と患者の予後との相関を考慮し，21 個の遺伝子転写産物の発現値によって
予後予測式を構築した。予後予測式から
導き出されたスコア値で患者を二群に
分けたところ，Th1lowTh2highの患者群は予
後不良を示し、逆に，Th1highTh2lowの患者
群は予後良好を示した。また，CD40high, 
CD70high（いずれも免疫刺激型チェックポ
イント遺伝子）、LAG3high、PD-1high、PD-
L2low（いずれも免疫抑制型チェックポイ
ント遺伝子）の患者群は予後不良を示し
た。また、これらの免疫抑制型チェック
ポイント遺伝子群の発現量には密接な
相関があることがわかった（図３）。興味
深いことにTh1highTh2lowはCD70low と相関
し、Th1lowTh2highは TIM-3low（免疫抑制型
チェックポイント），およびPD-L2lowと相
関していた。これはヘルパーT 細胞のバ
ランスが Th1 よりも Th2 に傾き、さらに
免疫抑制型チェックポイント遺伝子の
発現が低いとき，PCNSL 患者は予後不良
を示すことを示唆している。 
（９）糖タンパク糖鎖の解析では MTX 耐性 HKBML,TK 細胞では high-mannose type N-glycans が
増加しており、alpha2,6-シアル酸化 A2G2F、A2G2FB が検出された。  
（１０）免疫組織化学と RNA-PCR による検討では PD-L1 は脳リンパ腫 64 例中、腫瘍細胞 2 例
(4.1%)で、微小環境中の免疫系細胞 25 例 (52%)で発現が認められた。PD-L1 mRNA の発現と IFN
γ (p=0.0024)、CD4 (p=0.0005)の mRNA の発現の相関が認められた。IFN-γ mRNA の発現と CD8 
mRNA (p=0.0001)の発現の相関が認められた。さらに腫瘍細胞の PD-L1 の発現と患者の生存期間
に相関が認められた(p=0.0177)。 
（１１）1982年から2006年の間に診断された脳リンパ腫112例の長期転帰を検討した。33例 
(29.4%)が5年以上の長期生存例で、それらの生存期間中央値は105.7か月であった。8例 (7.1%)
が現在も生存中であり、その生存期間中央値は170.2 か月(121.8-286.4か月)であった。重篤な
晩期高次脳機能障害を14 例(42.4%)に認め、晩期高次脳機能障害は年齢と全脳照射量に相関し
た。38例 (63.3%)が初発から2年以内に、7 例(11.6%)が5-10年に、2例 (3.3%)が10年以上経っ
てから再発した。10例で全身性の再発を認めた。 
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削除：2017年11月7日京都府立医科大学・医学（系）研究科（研究院）・研究員

(24303)

研
究
分
担
者

吉田　健一

(Yoshida Kenichi)

(50738226)

削除：2018年7月4日京都大学・医学研究科・助教

(14301)

(17201)

研
究
分
担
者

池中　一裕

(Ikenaka Kazuhiro)

(00144527)

削除：2018年7月4日生理学研究所・生体機能調節研究領域・特別協力研究員

(63905)

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

備考

研
究
分
担
者

川口　淳

(Kawaguchi Atushi)

(60389319)

佐賀大学・医学部・教授


