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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫の節性病変を構成するがん関連線維芽細胞（CAF）がエクソソームに含
まれるmiRNAを介して、細胞膜上のピリミジン誘導体輸送タンパクの発現低下をもたらし、ピリミジン拮抗薬の
耐性化に関与していることを明らかにした。さらにエクソソームが腫瘍細胞のHDAC阻害薬の耐性化を誘導する一
方で、CAFより分泌されるサイトカインが抗CD20抗体医薬の抗体依存性細胞傷害活性を増強することを明らかに
した。さらにPD-L1構造異常を持ち、PD-L1高発現する難治性血管内リンパ腫患者由来異種移植マウスモデルにお
いて、抗PD-1抗体医薬の薬効が確認出来ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated that exosomes from cancer associated 
fibroblasts (CAFs) derived from nodal lesion of malignant lymphoma elicited anti-pyrimidine drugs 
resistance such as cytarabine and gemcitabine through modulation of it transporter. In addition, we 
also elucidated that cytokines secreted from CAFs enhanced antibody dependent cytotoxicity of 
anti-CD20 monoclonal antibody, while exosomes induced the resistance to HDAC inhibitor. Moreover, we
 demonstrated the efficacy of anti-PD-1 monoclonal antibody in PD-L1 positive tumor in patient 
xenograft mouse model established from an intractable intravascular large B-cell lymphoma patient.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 悪性リンパ腫　微小環境　がん関連線維芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性リンパ腫の節性病変を構成するCAFより分泌されるサイトカインやエクソソームが免疫担当細胞の抗体依存
性細胞傷害活性の増強、腫瘍細胞の抗がん薬耐性化の獲得など様々な生理作用に関与する可能性を示したこと
は、悪性リンパ腫の多様性のある病態を理解する一助となり学術的意義があると考えられる。また、難治性悪性
リンパ腫患者由来異種移植マウスモデルにおいても抗PD-1抗体医薬の薬効が確認出来たことは、難治性病態に対
するPD-L1を標的とする治療応用への可能性に繋がる点で意義深いと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
悪性リンパ腫の治療成績は、細胞表面抗原を標的とした抗体薬物複合体を含む抗体医薬、生

存・増殖シグナルを標的とした分子標的薬、CAR-T 細胞療法をはじめとする免疫細胞療法の応
用により、治療モダリティの変化が急速に進んでいる。しかし、依然として患者のおよそ 4 割は
難治性で死に至り、患者の高齢化が著しい本邦においては、難治例を予測・層別化した有効かつ
効率化された治療法の開発が急務である。次世代シーケンスによる大規模なゲノム解析により、
悪性リンパ腫の様々な病型におけるドライバー遺伝子変異を含む遺伝子異常が明らかとなり、B
細胞リンパ腫、T 細胞リンパ腫ともに細胞表面受容体からの生存・増殖に関連するシグナル伝達
関連分子群が重要な治療標的となる可能性が示された。一方で、急性白血病で示されたような遺
伝子異常が必ずしも予後予測に有用であることは示されず、遺伝子異常に基づく層別化は未確
立である。これらの原因は、（1）全ゲノム解析に基づく遺伝子異常の理解や多様性を以て存在す
る腫瘍細胞のシングルセルレベルでの理解が未だ不十分であること、（2）悪性リンパ腫の病態は
腫瘍細胞のみならず多様な細胞から構成される微小環境にも依存すること、に起因すると考え
られ、病態に対する更なる理解および治療開発への応用のためには、悪性リンパ腫病変における
多様性の理解が必須であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、節性病変における腫瘍微小環境を構成するがん関連線維芽細胞（CAF）より分泌

されるエクソソームの役割の解明と治療開発への応用、予後不良となる中枢神経病変形成機序
の解明に焦点を置き、様々な CAF より分泌されるエクソソームの既存治療に対する治療効果へ
の影響を明らかにすることを通じて、微小環境構成細胞の役割について理解することを目指し
た。また、中枢神経病変において高発現する遺伝子の役割を明らかにし、中枢神経病変を形成す
る腫瘍細胞の動態をシングルセルレベルで明らかにすることにより、生物学的理解に基づく合
理的な予防・治療法の確立の可能性について検討した。さらに、中枢神経に高頻度に病変を形成
する血管内大細胞型 B 細胞リンパ腫（IVLBCL）に高率に認められる PD-L1 構造異常の治療への
応用の可能性を探ることを目的として種々の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）CAF より分泌されるエクソソームの役割の解明と標的治療の開発 
これまでの検討より、CAF より分泌されるエクソソーム存在下において、ピリミジン拮抗薬

であるシタラビンやゲムシタビンの細胞膜輸送体タンパクの発現変化が誘導されることを明ら
かにしてきた。同薬の耐性化機序を解明するために、エクソソームより抽出された miRNA のラ
イブラリを作成し、RNA シーケンス法にて解析した。また、CAF より分泌されるエクソソーム
により腫瘍細胞の耐性化が誘導される薬剤を薬剤ライブラリから抽出し、抽出された薬剤とエ
クソソーム存在下における腫瘍細胞の発現変化を RNA シーケンス法にて確認した。さらに、CAF
およびエクソソームの抗体医薬の治療効果への影響を明らかにするために、CAF およびエクソ
ソーム存在下・非存在下における抗体医薬の直接細胞死作用、補体依存性細胞傷害活性、抗体依
存性細胞傷害活性について検討した。 
 
（2）中枢神経病変形成機序の解明 

Patient derived xenograft（PDX）モデルにおいて中枢神経病変を形成する細胞株に対して、中枢
神経病変に高発現する遺伝子の強制発現株を作成し、野生株との病変形成の相違を比較検討し
た。また、中枢神経の微小環境を構成するアストロサイトより分泌されるサイトカイン存在下に
おける当該遺伝子の発現変化について検討した。中枢神経病変を形成する腫瘍細胞のクローン
性を明らかにするために、セルバーコーディングを可能とする系を構築し、中枢神経病変のクロ
ーン性を検討した。 
 
（3）IVLBCL における PD-L1 構造異常の治療応用への可能性の探索 

IVLBCL において高頻度に認められる PD-L1 構造異常に対して、抗 PD-1 抗体を用いた治療応
用の可能性を検討するために、免疫系ヒト化マウスモデルを作成した。既存の治療に抵抗性を示
し、PD-L1 構造異常により PD-L1 高発現を来した患者より樹立した PDX 細胞を移植した免疫系
ヒト化マウスモデルにおいて、抗 PD-1 抗体の有効性を検討した。 



 
４．研究成果 
（1）CAF より分泌されるエクソソームの役割の解明と標的治療の開発 
分泌されるエクソソームによりピリミジン拮抗薬の耐性化が誘導され、その細胞膜輸送体タ

ンパクである hENT2 発現が低下する 2 株の CAF に対して、分泌されるエクソソームの miRNA
を抽出し、ライブラリを作成した。RNAシーケンスを行い、マッピングされた 2588 種類のmiRNA
についてリードカウントを確認した。リードカウントが確認され hENT2 をコードする SLC29A2
を標的とすると予測される miR-1915-3p および miR-4717-3p、最もリードカウントが確認された
miR-4717-5p について、精製された 3 種の miRNA 存在下における SLC29A2 と hENT2 の発現を
確認した。その結果、miR-4717-5p 存在下において SLC29A2 発現は変化しないものの、hENT2 発
現が低下し、ピリミジン拮抗薬であるゲムシタビンおよびシタラビンの耐性が誘導されること
を確認した。さらに、in vivo での検討において、腫瘍細胞と CAF を同時に播種した組織におい
ては、腫瘍細胞単独で播種した組織と比較して hENT2 発現が低下し、さらにゲムシタビンに対
する感受性が低下することを確認した。これらの事より、CAF より分泌されるエクソソーム中
に含まれる miR-4717-5p がゲムシタビンおよびシタラビンの細胞膜輸送体タンパクの発現低下
を誘導し、その耐性化に関与している可能性が示唆された。 
また、エクソソーム存在下において腫瘍細胞に対する耐性化が誘導される薬剤について検討

した。難治性 B 細胞リンパ腫患者由来 PDX 細胞に対して、361 種類の小分子阻害薬より増殖阻
害効果を示す 46 種類の薬剤を抽出し、さらにエクソソーム存在下において感受性が低下する 6
種類の薬剤を抽出した。6 種類の薬剤のうち、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害薬に焦
点を当て、エクソソームにより影響を受ける HDAC class を同定した。エクソソーム存在下・同
薬剤治療下における腫瘍細胞の遺伝子発現を RNA シーケンスにより検討した。 

CAF およびエクソソーム存在下における抗体医薬の作用変化について検討した。SU-DHL4 細
胞株に対して、CAF 共培養下・単独培養下およびエクソソーム存在下・非存在下における抗 CD20
抗体医薬の直接細胞死作用、補体依存性細胞傷害活性、抗体依存性細胞傷害活性について確認し
た。直接細胞死作用、補体依存性細胞傷害活性については、CAF 共培養下、エクソソーム存在下
においても変化は認められなかった一方で、抗体依存性細胞傷害活性については、CAF 共培養
下、エクソソーム存在下において細胞傷害活性が亢進し、NK 細胞のグランザイム B の分泌が亢
進していることが確認された。液性因子の関与が推測されたため、CAF より分泌されるサイト
カインをサイトカインアレイにて同定した。分泌されるサイトカイン存在下において NK 細胞
の抗体依存性細胞傷害活性が亢進することを確認した。 
 
（2）中枢神経病変形成機序の解明 

PDX モデルにおいて中枢神経病変を形成する RRBL1 細胞株を用いて、中枢神経病変に高発現
する遺伝子のノックアウト株の作成を試みたが、安定したノックアウト株が得られなかった。当
該遺伝子の発現が必ずしも高くないため、RRBL1 細胞株を用いて強制発現株を作成し、NOG マ
ウスの尾静脈から移植した後の腫瘍形成について比較したが、野生株と強制発現株との間で中
枢神経病変形成の差異は認められなかった。中枢神経病変形成後に発現変化が生じている可能
性を検討するために、中枢神経の微小環境を構成するアストロサイトより分泌されるサイトカ
イン存在下において、当該遺伝子の発現変化について検討したところ、サイトカイン存在下にお
いて当該遺伝子発現が亢進することが確認された。 
さらに、中枢神経病変について、シングルセルレベルでのクローン性を確認するために、セル

バーコーディングの系を構築した。中枢神経病変を形成する PDX 細胞に対してバーコード配列
をレンチウイルスベクターにて形質導入し、NOG マウスに再移植する検討を行った。体内の各
臓器における腫瘍細胞のクローン性を、当該バーコード配列を指標として検討し、各臓器病変を
形成するクローン分布を明らかにした。 
 
（3）IVLBCL における PD-L1 構造異常の治療応用への可能性の探索 
PD-L1 構造異常をもち免疫染色により PD-L1 高発現を来す IVLBCL 患者の PDX モデルを用いた
検討を行った。PDX モデルにおいて抗 PD-1 抗体を用いた治療モデルの検討を可能とするため
に、NOG-MHC I/II dKO マウス（NOG-ΔMHC）マウスに対して、患者と同じ HLA-A 抗原を持つ
末梢血単核球を移植し、CD4 陽性細胞および CD8 陽性細胞の生着を確認した。抗 PD-1 抗体
（nivolumab）を用いた治療を行い、腫瘍の縮小効果が確認され、治療応用への可能性が示唆さ
れた。 
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