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研究成果の概要（和文）：　限局期DLBCLで診断後5年以降に再発した21例でターゲットシークエンスを行なっ
た。解析できた計18例のうち、9対ではMYD88, CD79B, RHOA, TNFRSF14, PIM,MLL2, CREBBP, PRDM1, MEF2Bが共
通で、初発時のみ、再発時のみに遺伝子変異が加わっていた。他の９対では、免疫グロブリンの共通の再構成に
もかかわらず、共通の遺伝子変異がなく、パネルに含まれていなかった「ドライバー」遺伝子の変異を検出出来
なかったことが考えられた。CD79bとMYD88のいずれかあるいは、両方の変異がありMCDに合致した。晩期再発限
局期DLBCLの特徴と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed target sequences of 18 pairs of primary and relapsed DLBCL 
cases. Among them, 9 pairs had common mutations in MYD88, CD79B, RHOA, TNFRSF14, PIM,MLL2, CREBBP, 
PRDM1, MEF2B genes.Some common characteristics might be shared in a subgroup of pts with 
limited-stage DLBCL who developed LR; they had non-GCB type, mutation in both or either of CD79B and
 MYD88 and specific extranodal diseases. Especially, at least four pts were considered to have MCD 
type with co-mutation of CD79B and MYD88.
The mechanisms of localized relapse(LR) were considered heterogeneous. In addition to the well-known
 mechanism of relapse with indolent BCL components, acquiring functions associated with immune 
evasion were speculated in limited pts. Immunodeficiency by aging might also be associated with LR 
because median age at LR was 71 years, relatively old. Other mechanisms of LR, such as gene 
alteration involving other than PD-L1 must exist although not revealed in our study.

研究分野： 血液腫瘍学
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  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性リンパ腫の検体で実用上、問題なく遺伝子検査ができる系を確立した。悪性リンパ腫では、個々の遺伝子変
異に応じた治療薬が１：１で見つかるわけではない。しかし、悪性リンパ腫の発症に関する遺伝子群（パスウェ
イ）がわかってきており、そのパスウェイごとには、阻害剤が発見されてきている。
この研究は、将来的には、個別化治療の元になり、より副作用がない、より効果のある治療薬が選択できる元と
なると考えられる。事実、限局性の病変で、長年の後に再発している例では、将来はそのパスウェイに応じた治
療薬で維持療法を行うようになるかもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)  A20, CARD11, MyD88, CD79a/b, Blimp1 などの NFκB 関連遺伝子とエピジェネティク
ス関連遺伝子の MLL2, E2HA, CEREBBP, EP300 変異を解析するターゲットシークエンスのパ
ネルを作成する。 
 MLL2, EZH2, JMDJC2 遺伝子の機能異常を有する例では、その異常有無がメチルトランス
フェラーゼの阻害剤のバイオマーカーとなり得る。CEREBBP, EP300 遺伝子異常は HDAC 阻
害剤の有効性の効果予測因子となるかどうかも in vitro で検討する。 
 
(2) あらたな疾患単位を確立する。MALT リンパ腫、ホジキンリンパ腫、縦隔原発びまん性大細
胞型 B 細胞リンパ腫では、第 9 番染色体短腕の増幅（JMJD2C）と第 6 番染色体長腕の欠失
（A20）が多いが、これらの 3 者の共通の分子病態基盤がもしあれば、病型分類の洗練、再編成
へとつながる。 
 
 
２．研究の目的 
 大細胞型 B 細胞リンパ腫で NFκB 遺伝子異常がエピジェネティクス関連遺伝子のコントロ
ール下にあるかどうかを調べるのが当初の目的であったが、研究開始時に想定していた NFkB
が活性化していることがわかっている MALT リンパ腫、ホジキンリンパ腫、縦隔原発リンパ腫
は、症例数は少なく、大きな残余検体も少なかった。そこで、対象を変更し、DLBCL の中で、 
NFkB シグナルが関係しているタイプを対象とした。リンパ腫で NFKB 関連の遺伝子を含む
100 程度の遺伝子のターゲットシークエンスの系を立ち上げ、DLBCL で検討した。 
 
３．研究の方法 
 悪性リンパ腫で、ターゲットシークエンスを行った。既知の変異が知られている約 100 の遺
伝子で次世代シークエンサーMiniSeq （イルミナ社製）を使用して全ゲノムシークエンスを行
う。データ解析は国際医療福祉大学ゲノム医学研究所の独自の解析パイプラインを用いて、1塩
基変異、挿入・欠失、コピー数変化、大規模な構造変異など網羅的に解析する。また、CLC Genomics 
Workbench（キアゲン）を用いて、前段階で行ったターゲットシークエンスとの比較を行い、6個
の同定済み遺伝子変異以外のバイオマーカー候補となりうる遺伝子変異を抽出した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 限局期 DLBCL の再発機序の検討 
ターゲットシークエンスの系を確立した。凍結および、FFPE 蒐集検体から DNA を抽出して、標
的遺伝子を濃縮した後に、MiniSeq でエキソン配列を調べ、変異有無を判読した。当初、NFkB 
pathway の効率に活性化している MALT リンパ腫、縦隔大細胞型 B 細胞リンパ腫、ホジキンリン
パ腫を中心的に検討する予定であったが、これらの検体は少量かつ少数しか保管されておらず、
DLBCL に広げて検討した。 
 限局期de novo DLBCLと診断された 339人のうち、診断後 5年以降に再発した (late relapse) 

21 人とし、免疫染色を行った。PD-L1 と PAX5 の 2 重染色、MYC、PD-1、CD163、cell of origin
の決定を行った。初発時の免疫染色による cell of origin は non-GCB type が 70%であった。進
行期かつ複数の節外病変を有するパターンでの late relapse が特徴的であった。21 人中 2人は
low-grade B-cell lymphoma (濾胞性リンパ腫、MALT リンパ腫) として、1人は DLBCL と low-
grade B-cell lymphoma (濾胞性リンパ腫) との composite の組織型で再発していた（表１）。
興味深い点は late relapse 時に 2人が腫瘍に PD-L1 陽性 (初発時は陰性) を示し、そのうち 1
人は FISH で 9p24 の gain を認めたことである。また、5人が late relapse 時に MYC の陽性化を
認め、全員が stage IV 期で再発していた。ターゲットシークエンスは、計 18 の対検体で解析可
能であった。そのうち、9対では MYD88,CD79B,RHOA,TNFRSF14,PIM,MLL2,CREBBP,PRDM1,MEF2B が

表 1 



共通で、初発時のみ、再発時のみに遺伝子変異が加わっていた。他の９対では、免疫グロブリン
の共通再構成を見つけられたにもかかわらず、共通の遺伝子変異がなく、パネルに含まれていな
かった「ドライバー」遺伝子の変異を検出出来なかったことが考えられた。late relapse は不
均一であり、多くは non-GCB タイプで、サブクローンによる。CD79b と MYD88 のいずれかあるい
は、両方の変異があり、Schmitz らが提唱する MCD に合致した。晩期再発限局期 DLBCL の特徴と
考えられた。PDL1 の発現高値が再発時に認められた例１例があり、免疫機序の破綻が再発に関
係している可能性が示唆された（文献 2）。 
 
(2) Grey lymphoma の腫瘍細胞の免疫系細胞表面マーカーと周囲環境および、末梢血免疫細胞と
の予後に関する報告 
 Class IITA 遺伝子あるいは，PDL1, L2 遺伝子の発現及び，転座 data の有無をホジキンリン
パ腫、縦隔 B細胞リンパ腫，その中間型灰色リンパ腫で検討した｡既報と異なり日本人では Class 
IIITA 遺伝子の転座による失活は少なく、ホジキンリンパ腫では，PDL1 の発現が高く、縦隔 B細
胞リンパ腫では PDL2 が高く，PDL1, L2 の発現は相互排他的であった。灰色リンパ腫では，縦隔
B 細胞リンパ腫のパターンであった。ホジキンリンパ腫ではその半数が陰性調節遺伝子である 
TNFAIP3 遺伝子が変異あるいは，欠失を生じている。周囲の浸潤細胞との関係では CD25 陽性細
胞でみた Treg 細胞，CD68 陽性細胞，PD1 陽性細胞はそれぞれ，半数のホジキンリンパ腫で認め
たがこれらの関係ははっきりしなかった（文献 3）。 
  
 
(3) ALK 陽性未分化大細胞型リンパ腫での ALK 遺伝子の部分欠失 
 この一連の悪性リンパ腫のゲノム解析の過程で、ALK 遺伝子部分欠失変異のある DLBCL が１例
みつかった。1例の ALK 陽性未分化大細胞リンパ腫で
エクソン2から 18までのスキッピングがあることが
判明した。検体で、ALK遺伝子の両端を認識するprobe
を用いて FISH 法を行うと 5’のみの欠失を生じてい
ることが判明した（図１）。Western blot 解析で ALK
産物は、正常の 220kD より、小さい 100kD であった。
Taqman 法でゲノムの定量化を行い、エクソン 2 から
17 あたりの欠失を想定し、エクソン 1 と 19 とで PCR を行うと欠失していることが確認された。 
欠失した ALK 遺伝子を NIH3T3 細胞に導入することにより造腫瘍性を確認し、さらに恒常的に下
流の ALK, STAT3 のリン酸化を認めたため、あらたな、ALK 遺伝子の活性化であると結論した（文
献 4）。 
 
(4) t(11;18)translocation 型 MALT リンパ腫では、alternative pathway のため、CD40 を介し
た IgM 高値が出現する？ 
 106 例の MALT リンパ腫中 t(11;18)translocation を 26 例が有していた。その臨床的特徴を転
座を有しないものと比較した。IgM 高値が高く(p=0.008)一部ではさらに class switch を起こし
ていた。このような現象は t(11;18)に固有のものであり、t(11;18)の API-MAT 遺伝子産物が下
流の CD40 遺伝子を活性化していることを想定した。CD40 は NFkB pathway では、alternative 
pathway だけを使用しているので、API-1/MLT 遺伝子産物は alternative pathway を活性化して
いるとすると説明しやすい（文献 1）。 
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