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研究成果の概要（和文）：高齢者に対して低侵襲かつ簡便にCNSLの診断を行うために、脳脊髄液を用いたCNSLの
診断法を開発した。CNSLで90%以上に認められるMYD88遺伝子またはCD79B遺伝子の変異をマルチプレックスqPCR
により髄液から同時に検出できるBNA Clamp-quantitative PCR(BNA-qPCR)法を用いた検査法を開発した。段階希
釈実験では、変異アリル頻度 ( variant allele frequency : VAF ) 0.5%以上でMYD88変異、CD79B変異が検出可
能であることを確認した。同一症例の腫瘍と髄液で遺伝子解析結果を比較したところ、一致率は73.3%であっ
た。

研究成果の概要（英文）：Central nervous system lymphoma (CNSL) is the second most common primary 
malignant brain tumors in elderly. In order to avoid risk of operation in elderly patients, we 
developed a simple and robust liquid biopsy method utilizing a BNA Clamp-quantitative PCR(BNA-qPCR) 
method using cell-free DNA (cfDNA) extracted from the cerebrospinal fluid (CSF). More than 90% of 
CNSL harbor mutations in either MYD88 or CD79B. This method enables detection of mutations in either
 MYD88 or CD79B in a single multiplex qPCR assay. In a dilution experiment, our assay detected 
mutations of the variant allele frequency of as low as 0.5%. The consistency of the mutations 
between the matched tumor and cfDNA from CSF was 73.3%. We will investigate the nature of 
inconsistencies and further improve the sensitivity and specificity of the assay with the aim to 
establish a clinically applicable test.

研究分野： 悪性脳腫瘍の診断・治療

キーワード： 中枢神経系悪性リンパ腫　リキッドバイオプシー　マルチプレックスqPCR　MYD88　CD79B

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢者のCNSL疑いの症例に、手術による生検を行うことなく本検査によって診断を確定することができれば、高
齢者の手術による合併症を減らし、ADLの向上も期待できる。

※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 
中枢神経系悪性リンパ腫(central nervous system lymphoma, CNSL)は、本邦の高齢者原発性悪
性脳腫瘍において第二位の発症頻度の疾患である。高齢化に伴い症例数は増加し、脳腫瘍全国集
計調査報告における脳腫瘍全数に対する CNSL の割合は増加の一途を辿っている。PCNSL の
予後規定因子として、治療開始前の performance status (PS)が良好であること(PS≧2、
Karnofsky PS (KPS)≧70)が指摘されており、身体的活動度を低下させずに確定診断を得ること
は、原病の治療において重要な意味を持つ。しかし、CNSL は他の脳腫瘍と比べ、脳室周囲や基
底核など脳の深部に発生することが多いため、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。本疾患の好発年齢である高齢者は耐術能が低
く、術後せん妄・廃用による ADL 低下も懸念されることから、現在の診断法は診療上の重要な
課題となっている。 
近年、低侵襲かつ簡便に CNSL の診断を行うべく、簡便に採取できる脳脊髄液(髄液)を用いた診
断法(liquid biopsy)に注目が集まっている。CNSLに特徴的な遺伝子変異は複数報告されており、
中でも B-cell receptor / Toll-like receptor / NF-κB シグナル経路に関与する MYD88 遺伝子と
CD79B 遺伝子の変異は、特に高頻度に認められる。71 症例の PCNSL に対して遺伝子変異を調
べた中村らの報告によると、MYD88 は 76%(54/71)、CD79B は 83%(59/71)に遺伝子変異が認
められ、いずれかの変異を認める症例は全体の 92%(65/71)に上った。これらの遺伝子変異は、
CNSL の鑑別疾患である膠芽腫や転移性脳腫瘍では極めて稀で、疾患特異性にも優れることか
ら、診断のターゲットとして非常に有望である。CNSL の髄液中 DNA を対象にした digital PCR
法による MYD88 遺伝子変異検出は、腫瘍由来 DNA 含有率が 0.1%以下のサンプルであっても
高感度に遺伝子変異が検出できることが国内外から報告されている。しかし、検査条件や遺伝子
変異陽性の検査基準値が各文献で異なり、検査の再現、検査精度の検証が困難であった。そこで、
我々は先行研究において CNSL digital PCR 法の条件を定め、検査精度を検証した。36 サンプ
ルの脳腫瘍-髄液検体の検証の結果、至適 DNA 量、基準値を遵守した場合、感度 92.2%、特異
度 100%、Area Under the Curve (AUC) 0.95 と非常に高い検査精度が得られ、liquid biopsy は
手術に代替しうる診断法となる可能性が示唆された(Yamagishi Y. Cancer Science 2020)。 
CNSL の liquid biopsy における検査精度の向上のためには MYD88 と併せて CD79B 変異検出
が望まれる。しかし、CD79B 遺伝子変異は hot spot 内に限っても 10 種類以上の遺伝子変異が
存在し、digital PCRで遺伝子変異を解析するには髄液DNA量が不足するという問題があった。
この問題を克服するために、野生型遺伝子と強固に結合し PCR による増幅を抑制することによ
り、変異型のみを増幅検出する手法である BNA Clamp-quantitative PCR(BNA-qPCR)法を用
いることで、CD79B 遺伝子変異の検出を試みることにした。本研究は、髄液 DNA を用いた
MYD88, CD79B 遺伝子変異を digital PCR 法、BNA-qPCR 法により検出する CNSL 液性診断
法を開発することを目的とし研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
CNSL の特異的遺伝子変異である MYD88 遺伝子変異、CD79B 遺伝子変異を、digital PCR
法、BNA Clamp-quantitative PCR(BNA-qPCR)法により検出するCNSL 診断法を開発し、
臨床応用へつなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
先行研究で用いた髄液、脳腫瘍ペア検体を用い、BNA-qPCR 法による MYD88、CD79B 遺伝子
変異の検出法を開発し、検査条件の設定、検査精度の検証を行う。 
また、杏林大学脳神経外科および協力施設における CNSL および CNSL 疑い患者の髄液、脳腫
瘍ペアを前方視的に収集する。可能な症例は血液サンプルもあわせて収集する。 
腫瘍 DNA は Sanger sequencing、Pyro sequencing により MYD88、CD79B 遺伝子変異の解析
を行い、余剰 DNA が生じた場合は Ion Torrent multiplex PCR 法(ThermoFisher)を用いて他
遺伝子変異解析も追加する。髄液 DNA は digital PCR 法で MYD88 遺伝子変異の解析を行い、
BNA-qPCR 法で MYD88、CD79B 遺伝子変異の解析を行い、脳腫瘍解析結果との一致率を評価
する。余剰 DNA が生じた場合は、腫瘍 DNA と同様に他遺伝子の解析も行う。 
 
４．研究成果 
利権ジェネシス株式会社 遺伝子解析部開発課とともに、MYD88 L265P 遺伝子変異、CD79B 遺
伝子変異の hot spot ( c. 586 – 591 ) をターゲットとした野生型 BNAclamp、PCR probe を作成
し、MYD88、CD79B 遺伝子変異を 1 つの反応系で検出できるマルチプレックス qPCR 系を開
発した。検出目標とする各種遺伝子変異を導入としたプラスミドを用いた検証実験では開発し
た実験系で MYD88 変異、CD79B 変異を検出することができた。また、段階希釈実験では、変
異アリル頻度 ( variant allele frequency : VAF ) 0.5%以上で MYD88 変異、CD79B 変異が検出
可能であり、臨床上実現可能な実験条件で遺伝子変異が検出可能であることを確認した。 



先行研究で用いた髄液-脳腫瘍ペア残余検体 15 例を用いた検証実験を行ったところ、腫瘍・髄
液の遺伝子解析結果の一致率は 73.3% ( 11 例 / 15 例 ) であった。 
現在は、中間解析の結果を踏まえ、髄液-脳腫瘍の遺伝子解析結果が不一致であった原因の調査、
カットオフ値の再検討を行うことで、検査精度の向上や検査条件の確立、検査限界について探索
する。また、計画中の前方視的研究を開始し、数百例程度を目標に髄液-脳腫瘍検体を収集し、
杏林大学病理学教室 市村研究室で cfDNAの抽出、digital PCR法、BNA-qPCR法によるMYD88、
CD79B 遺伝子変異検出の検査精度を検証する。残余 DNA が生じた場合は、Pyrosequencing や
Ion S5 システムを用いた CNSL パネルで標的シークエンスを行い、他の遺伝子変異の解析も試
みる予定である。また、臨床情報と遺伝子解析データをあわせて検証し、統計学的解析により、
liquid biopsy に適する症例の特徴や疾患予後に関する遺伝子学的特徴の検索、バイオマーカー
の探索も予定している。これらの結果は、各種学会や英文原著論文で発表する予定である。 
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