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研究成果の概要（和文）：本研究では、PCNSLで高頻度に変異がみられるMYD88、CD79B遺伝子変異を髄液中DNAよ
り検出する診断法の確立を目指した。PCNSL 42例の髄液よりDNAを抽出し、digital PCR法を用いたMYD88遺伝子
変異検出法の最適な検査条件を確立し、検査精度の検証を行った。至適量の髄液中DNAを用い、Target/Total 
value 0.25%をカットオフに定めたところ、感度 92.2%、特異度 100%と極めて高い検査精度が示された。CD79B
遺伝子変異はqPCR法による診断法の開発を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish a diagnostic method for detecting MYD88
 and CD79B mutations, which are frequently mutated in PCNSL, from DNA in CSF. DNA was extracted from
 the CSF of 42 PCNSL cases, the optimal test conditions for the MYD88 mutation detection using 
digital PCR were established, and the test accuracy was verified. When the Target/Total value of 0.
25% was set as the cutoff using the optimum amount of DNA yield in CSF, the sensitivity was 92.2% 
and the specificity was 100%, showing extremely high test accuracy. For the CD79B mutation, we are 
developing a diagnostic method by the qPCR. 

研究分野： 脳神経外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で定めた検査条件では、髄液中DNAに対するdigital PCR法を用いたMYD88 L265P変異検出法は非常に高い
検査精度であった。MYD88変異またはCD79B変異を有する症例はPCNSL全体の約9割に上り(Nakamura T, 
Neuropathol Appl Neurobiol 42(3): 279-90, 2016)、本検査法の確立によりPCNSL患者の大半で生検術を回避で
きる可能性がある。迅速かつ低侵襲な確定診断の達成により、生検術困難な患者への適切な治療介入、身体的活
動度の維持、QOL向上、ひいては現病の予後改善にも寄与することが期待される。

※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 (Primary Central Nervous System Lymphoma: PCNSL) は、高齢者の
原発性悪性脳腫瘍において、神経膠芽腫に次ぐ頻度の疾患である。現在の標準治療は、生検術に
よる診断確定後の大量メトトレキサート基盤療法の薬物療法であるが、リンパ腫は他の脳腫瘍
と比べ脳の深部に好発することが多く、時に手術難度が高く、診断不可 10%、出血や痙攣など
の合併症率 8%、手術死亡率 1%と目的に比して高いリスクを伴う。こういった背景から、より
低侵襲に PCNSL の診断を行うべく、髄液中 DNA を用いた液性診断（liquid biopsy）の開発が強
く求められている。PCNSL の特徴的な遺伝子変異のうち、MYD88 L265P 変異（76-85%）、CD79B
変異（83%）は特に高頻度であり、これらはいずれも NF-κB の恒常的活性化をもたらす PCNSL
におけるドライバー遺伝子変異である。PCNSL ではこれら MYD88、CD79B 変異のいずれかを
有する症例は 92%に及び、さらにこれらの遺伝子変異は他の頭蓋内腫瘍病変では極めて稀であ
るため、これらの遺伝子変異を髄液中 cell-free DNA から検出することは PCNSL 診断の一助とな
る。本研究では、髄液 cell-free DNA を用いた特に MYD88、CD79B 変異を標的とする変異解析
による PCNSL 診断のための非侵襲的検査開発を目標として研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
髄液中 DNA を用いて、MYD88 変異、CD79B 変異検出による PCNSL liquid biopsy の検査条件を
確立し、検査精度を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
杏林大学医学部付属病院脳神経外科で生検術を行なった PCNSL 及び PCNSL 疑い患者の脳腫瘍、
髄液のペア検体を前後方視的に収集した。可能な症例は血液サンプルも合わせて採取した。 
髄液 DNA は digital PCR 法で MYD88 遺伝子変異の解析を行い、残余 DNA が生じた場合にはパ
イロシーケンス法、Ion torrent multiplex PCR 法（ThermoFisher）を用いて CD79B 変異や他の遺伝
子変異解析も追加した。脳腫瘍 DNA はサンガーシーケンス解析またはパイロシーケンス法で
MYD88 変異、CD79B 変異の解析を行い、髄液 DNA の解析結果との一致率を評価した。また、
残余 DNA が生じた場合には Ion torrent multiplex 法で他の遺伝子変異解析を行った。本研究課題
については杏林大学医学部倫理委員会で承認され、インフォームドコンセントの上文書による
同意を取得し実施した。 
 
４．研究成果 
杏林大学医学部付属病院脳神経外科で生剣術を行なった PCNSL 及び PCNSL 疑い症例に対し、
2017 年度から開始した髄液サンプルの収集に加え、過去に収集した髄液サンプルを使用した。 
 2017 年度は我々の先行研究での本邦における PCNSL 症例の網羅的解析の報告（Fukumura K, 
Acta Neuropathol 131:865–875, 2016; Nakamura T, Neuropathol Appl Neurobiol 42(3):279-90, 2016）で
特に高頻度に認められた変異、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（Diffuse Large B cell lymphoma, 
DLBCL）における近年の網羅的解析の報告（Reddy, Cell 171(2):481-494, 2017）において、予後と
の関連が認められ臨床的に重要と考えられた遺伝子変異を含めた PCNSL 遺伝子パネルを作成し
た。 
 2018 年度は、前年度に作成した PCNSL遺伝子パネルを用い、複数のリンパ腫細胞株由来DNA、
ならびに PCNSL 臨床検体および同一症例の末梢血由来 DNA を用いて Ion torrent multiplex PCR
法 (ThermoFisher) による変異解析の条件検討を行い、本研究で特に重視する MYD88, CD79B 変
異をはじめとして、変異検出が問題なく可能である事を確認した。 
 2019〜2020 年度は、収集した脳腫瘍-髄液ペア検体を用いて PCNSL liquid biopsy の条件検討、
検査精度の検証を行なった。2020 年 5 月までに脳腫瘍-髄液ペア検体 42 例を対象とした。髄液
採取量の中央値は 3 ml であり、保存髄液を 1,000 x g、4℃、10 min の条件で遠心分離し、沈殿分
画より cellular DNA、上清より cell-free DNA(cfDNA)を抽出した。それぞれの抽出量中央値は 19.1 
ng、29.0 ng であり、cfDNA の抽出量が有意に多く（p=0.02）、腫瘍由来 DNA 含有率も cellular 
DNA 5.1%、cfDNA 22.0%と cfDNA の方が有意に高く（p=0.03）、cfDNA の方が liquid biopsy の材
料として適していると考えられた。 
 続いて髄液より抽出した DNA を用いて、digital PCR 法による MYD88 L265P 変異検出法の条
件検討、検査精度の検証を行なった。 



 まず、パイロシーケンス法で MYD88 L265P 変
異陽性と確認済の腫瘍 DNA を用いて、digital 
PCR法でMYD88 L265P変異の検出を行ったとこ
ろ、全例（5/5 例）で明らかな変異シグナルの
cluster を確認でき、その Target/Total 中央値は
49.2%であった。また、MYD88 L265P 変異陽性の
腫瘍 DNA と非 CNSL 患者の血液 DNA を混合し
た段階希釈実験では、希釈濃度と Target/Total 値
に非常に強い線形相関（R2=0.999）が認められる
こと、digital PCR 法は MYD88 L265P 変異を定性
的かつ定量的に判定できる検査法であることを
確認した（Figure 1）。Negative control では非 CNSL
患者（high grade glioma ないし転移性脳腫瘍）の
血液 DNA 20 サンプルを使用し digital PCR 法で
解析を行ったところ、Target/Total の中央値は 0.04%、range は 0.0〜0.21%であり、最大で 5 つの
noise signal を認めた。この結果から、digital PCR 法による MYD88 L265P 変異判定の基準を(1) 
Target/Total 値≧0.25%、かつ、(2) mutation signal 6 つ以上確認できた場合に、MYD88 L265P 変
異陽性と判定すると定めた。 
 この条件で、cellular DNA、cfDNA を対象に digital PCR 法による MYD88 L265P 変異の判定を
行ったところ、cellular DNA では感度 92.2%、特異度 100%、ROC 曲線の Area Under the Curve
（AUC）は 0.95、cfDNA では感度、特異度ともに 100%、AUC 1.00 と極めて高い検査精度であ
った（Figure 2）。 

 
 2020 年度には、日本脳神経外科学会 第 79 回学術総会、第 38 回 日本脳腫瘍学会学術集会で
研究成績を報告した。また、原著論文を執筆し、現在、Cancer Science 誌に投稿中である。 
 CD79B 遺伝子変異は、hot spot 内に複数の遺伝子変異が大きな偏りない頻度で存在するため、
digital PCR 法に加え、quantitative PCR 法を用いた手法を検討している。株式会社 理研ジェネシ
ス 遺伝子解析部開発課と共同で、CD79B 遺伝子変異の検査法を開発しており、今後、前方視的
に収集した脳腫瘍-髄液ペア検体を用いて検証を行い、結果は国内外の学会および原著論文とし
て報告予定である。 
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