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研究成果の概要（和文）：硝子体網膜リンパ腫（VRL）は中枢神経系リンパ腫（CNSL）の一亜型で予後不良であ
る。VRLでは制御性T細胞（Treg）遊走に関与するインターロイキン（IL）-16のヒト眼内液中濃度が高く、IL-16
濃度が高いと全生存率（OS）が低いため, Tregによる腫瘍微小環境形成の予後不良への関与の可能性がある。マ
ウスCNSLモデルを用いてIL-16遺伝子欠損マウス（IL-16 KO）と対照マウス（C）のOS, 及びフローサイトメトリ
ーでTregの脳内浸潤を比較した。OSはIL-16 KOで有意に高く, Treg浸潤が低かった。IL-16によるTreg遊走がVRL
の予後不良に関与する可能性がある.

研究成果の概要（英文）：Vitreoretinal lymphoma (VRL) is a subtype of central nervous system lymphoma
 (CNSL) with a poor prognosis. High levels of interleukin (IL)-16, , which is involved in regulatory
 T cell (Treg) migration, in human intraocular fluid from patients with human VRL were observed, and
 high levels of IL-16 are associated with poor overall survival (OS), indicating that infiltration 
of Tregs into tumor microenvironment is involved in OS. Thus, we compared OS, and the brain 
infiltration of Tregs using flow cytometry between IL-16 gene-deficient mice (IL-16 KO) and control 
mice (C) in murine CNSL model. The OS was significantly higher in IL-16 KO than that in C, and 
frequency of Tregs was significantly lower in IL-16 KO than that in C. These results suggest that 
IL-16 promotes Treg migration, leading to poor prognosis of VRL.

研究分野：眼科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
眼科領域で最も予後不良な疾患の１つである硝子体網膜リンパ腫（VRL）の眼内液中ケモカインIL-16の測定が予
後予測に使用できる可能性がある。今後B細胞リンパ腫細胞株を用いたin vitroや中枢神経系リンパ腫モデルや
眼内リンパ腫モデルを用いたin vivoの機能解析の結果次第ではIL-16を標的としたVRLの治療法開発の可能性が
ある。また, macrophage migration inhibitory factor（MIF）がヒトVRLのOSとPFSに関連があることを見出し
ており, MIFのVRLにおける機能についても行う計画である。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
 硝子体網膜リンパ腫（vitreoretinal lymphoma: VRL）は中枢神経系原発悪性リンパ腫（PCNSL）の一亜
型で、その発症は眼原発、または中枢神経系（CNS）からの眼内浸潤が大部分を占めている。5 年生存
率は約 60%と予後不良で、VRL の組織型の大部分が非ホジキンリンパ腫かつ、びまん性大細胞型 B 細
胞リンパ腫（DLBCL）である。 
 DLBCL では MYD88、CD79B の遺伝子変異が報告され、この変異で腫瘍細胞が恒常的に活性化状
態となり、生存、増殖が亢進する。さらに DLBCL では腫瘍細胞周囲に間質細胞、線維芽細胞、血管、
炎症細胞などの集簇で腫瘍微小環境（tumor microenvironment: TME）が形成され、腫瘍細胞の栄養や
免疫抑制性の制御性 T 細胞（Treg）、骨髄由来免疫抑制細胞（myeloid-derived suppressor cells: 
MDSC）などの TME への集簇が細胞障害性 T 細胞（CTL）による抗腫瘍免疫を抑制し、腫瘍の生存、
増殖促進に関与することが知られている。 
 我々は VRL への Treg の関与について、VRL 患者由来硝子体液中の Treg の分化、増殖に関わるサ
イトカインを網羅的に解析し、VRLの臨床像との関連についても調べた。初発時に眼病変を有したVRL
において免疫抑制性サイトカイン interleukin（IL）-35 の高値群では低値群と比し全生存率（overall 
survival: OS）が有意に低いことがわかった（Takeda A, et al. Sci Rep., 2020）。IL-35 には Treg の分化
増殖を促進する作用があることから、VRL の予後不良例の病態に Treg などの免疫抑制細胞の関与が
示唆された。以上の結果を踏まえ、本研究では、Treg や MDSC が眼内へ集簇し、TME を形成するメカ
ニズムを解析し VRL における治療抵抗例のメカニズムを明らかにする。 
 
2. 研究の目的 
 本研究の目的は、VRL において Treg、MDSC が眼内へ集簇し TME を形成するメカニズムを明らかに
することである。申請者はこのメカニズムへのケモカイ
ンの関与に着目した。予備実験として VRL 患者の硝
子体手術時に採取した硝子体液中の 40 種類のケモ
カインの濃度を測定し、コントロール群（黄斑前膜）、
内因性ぶどう膜炎群を陰性対照として比較した。VRL
群ではケモカイン CXCL13 (BCA-1)、IL-16（図 1、未
発表）、macrophage migration inhibitory factor（MIF）
の濃度が対照群と比較し有意に高かった。 
次に初発時に眼病変を有した VRL 患者由来の硝
子体液中のケモカインの濃度と年齢、性別、OS、無
増悪生存期間（progression free survival: PFS）などの
VRL 臨床像と相関がないかを調べた。IL-16 （図 2、
未発表）またはMIFの濃度高値群では低値群と比しOS、
PFSとも有意に低かった。IL-16はCD4を受容体としCD4
陽性 T 細胞の遊走に関わり、Treg への分化促進や活性
化の報告がある。MIF は受容体 CD74、CXCR4、CXCR2
を介して MDSC の遊走を促進する。以上の結果から IL-
16 及び MIF が Treg や MDSC の眼内への遊走促進し、
抗腫瘍免疫を抑制する TME を構築し、VRL の病態増悪
に関与する可能性がある。 
IL-16 は過去の遺伝子発現解析で、PCNSL に多い
activated B cell（ABC）型DLBCLでの遺伝子発現上昇の
報告があり、VRL 細胞由来の可能性がある。一方、MIF
の由来は不明であるが、IL-16 または MIF の発現が腫瘍
細胞の悪性度の指標となる可能性がある。 
 

 

 



3. 研究の方法 
(1) マウス中枢神経系リンパ腫（CNSL）モデルにおけるTME形成機序、及び生存解析 
 Balb/c マウスの眼内または、マウス右
線条体に A20 細胞（balb/c マウス由来
B細胞リンパ腫株）を注射して、CNSL を
誘導するモデルである（図 3）。野生型
（WT）と IL-16 KO に A20 細胞または
MIF 遺伝子欠損させた A20 細胞にて
VRLまたはCNSLを誘導し、脳における
腫瘍形成を腫瘍細胞注射後 10 日目の
組織学的、フローサイトメトリーにて浸潤
細胞分画、併せてマウスの生存解析も
行った(図 3)。 
(2) ヒト血液細胞におけるIL-16、MIFに
よるTreg、MDSCの遊走能解析 
 Boyden chamber の上層にヒト末梢血単核球（PBMC）を入れ、下層に基剤または IL-16 を入れ刺激す
る。刺激 2 時間後に下層に遊走した細胞を回収し、遊走した Treg、MDSC 細胞分画についてフローサ
イトメトリー法を用いて比較した。 
(3) シングルセルRNAシーケンス解析 
PCNSL 細胞は activated B cell（ABC）タイプの DLBCL で、IL-16 遺伝子は ABC タイプの DLBCL と
の報告がある。ヒト VRL 患者由来硝子体標本のシングルセル RNA シーケンスにより同サンプル中の遺
伝子レベルでの細胞サブクラスターを検出し、MIF の遺伝子発現細胞を同定した。 
(４) MIF KO（C57BL/6 background）の生体化、5世代以上のBalb/Cとの交配によるbackcrossを行う。 
 

4. 研究成果 
(1) マウスCNSLモデルにおいてIL-16 KO
のOSがWTと比べ有意に高かった（図
4、未発表）。さらに脳内の腫瘍部位の
浸潤細胞についてフローサイトメトリー
を用いて比較したところ、CD4+CD25+

（Tregの細胞分画）の比率がIL-16 KO
で有意に低かった（図5A、未発表）。そ
れに対し、CD4+CD25-（effector T細胞
分画）やCD8+ T細胞などの比率に差
がなかった（図5B、未発表）。これらの
結果からIL-16がB細胞リンパ腫周囲の
Tregの浸潤に関与し、生命予後に関与す
ることが示唆された。 
 
(2) Boyden chamberの孔の大きさを5mm、8mm
で検討し、5mmの方がTregの遊走がより検
出できることから5mmで行った。基剤投与
群、IL-16刺激群、MIF刺激群ともTreg、
MDSCの浸潤がみられたが、有意差はみら
れなかった。また、 
 

(3) 2例の硝子体網膜リンパ腫（VRL）のシング
ルセルRNAシーケンスを行った。そのうち、
1例は腫瘍細胞が検出できず、1例のみの
解析となった。また、細胞数が少ないため、HTLV-1関連ぶどう膜炎 1例をバーコーデイング後に混



合し行った。UMAP解析により腫瘍細胞（PIOL）、CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B細胞、NK細胞など
の13個のクラスターに分けることができた（図6、未発表）。また、MIF遺伝子の由来もPIOL由来とい
うことがわかった。 
 

(4) 今後はMIF KOを生体化した。Balb/cとのbackcrossを進め、backcross完了後にCNSLモデルを用
いてMDSCについても解析を進めていく予定である。 
 
本研究と同時に急性網膜壊死の臨床研究も行った。 
1. 研究開始当初の背景 
 急性網膜壊死（acute retinal necrosis: ARN）はヒトヘルペスウイルス属 human simplex virus（HSV）-1, HSV-2, 
varicella zoster virus（VZV）の網膜感染による疾患である。発症後 6 か月で 48%が視力（0.1）以下と視力予後不
良である。ARN では滲出斑の浸潤具合を Zone 分類で表すことがあり、これはサイトメガロウイルス網膜炎で
Holland らが用いた分類で、後極から Zone1、Zone2、Zone3 と周辺にむかって分けていく。ARN は視力予後が不
良であるにもかかわらず標準治療が未確定である。一般的にはアシクロビルなどの抗ウイルス薬、全身ステロイド
療法, 抗血小板薬投与の薬物治療を開始する。 

2. 研究の目的 
 初診時の視力予後不良因子が同定されてないと ARN 患者の初診時の治療方針決定時に治療を強化するの
か、それとも現行の治療を施行するのか、治療方針を決定するのに指標となるものがなければ決定することがで
きない。そのため、本研究は ARN 患者の初診時の臨床所見を用いてロジスティック回帰分析により解析し、ARN
の初診時の視力予後不良因子を同定することである。 

3. 研究の方法 
 九州大学病院での症例のデータを元に ARN
における視力予後に関連する因子について後
ろ向きに初診時所見から検討した。対象は 2015
年から 2021 年までに九州大学病院を受診し、6
か月以上フォローした ARN 患者 34 例 34 眼で
ある。壊死性病変の範囲を 180°未満と 180°
以上で 2 群に分け、視力について比較した。さ
らに最終視力予後不良を（0.1）以下と規定し、
視力予後不良に関連する因子について、既報
で報告されている「網膜剥離」、「Zone1 病変」、



「初診時視力（0.1）以下」に加え、「壊死性病変の範囲」の 4 項目をそれぞれ単変量解析、さらにこの 4 項目を交
絡因子として多変量解析を行った。壊死性病変の範囲については超広角眼底撮影装置であるオプトス®撮像し
た画像を用いて測定し、壊死性病変の範囲の角度をオプトスに内蔵されているソフトウエア Optos advance®で測
定した。 

4. 研究成果 
 壊死性病変の範囲を 180°未満と 180°以上で 2 群に分け、視力について比較したところ、180°以上の症例
で初診後 6 か月、12 か月後で有意に低いことがわかった（図 7）。単変量解析において壊死性病変の範囲が有
意に視力予後不良に関連することが示唆された。さらに多変量解析においても他の 3 つの因子と独立して有意
に壊死性病変の範囲が視力予後不良
に関連していた（表 1）。また、壊死性病
変と最終視力の関係は壊死性病変の範
囲が拡大するほど、視力予後が悪くなる
ことがわかった。以上の結果から、初診
時に壊死性病変の範囲が広い程、視力
予後が悪くなる可能性が高いこと、初診
時に超広角眼底撮影をすることは ARN
症例において視力予後予測の観点から
も有用であることがわかった 
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