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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫におけるエピゲノム異常を蛋白レベルで確認するため、腫瘍生検検体全細胞溶
解液を用いてメチル化ヒストン、ヒストンメチル化酵素の発現の状態を比較した。症例ごとに発現量が異なり、それぞ
れの背景となる遺伝子異常からエピゲノム異常が誘導されている可能性が示唆された。エピゲノム関連因子を含む因子
についての、より多くの症例を対象とした遺伝子変異解析の実現を目的として、末梢血無細胞遊離DNA（PB-cfDNA）を
用いた網羅的遺伝子変異解析法を確立した。びまん性大細胞型Bリンパ腫において、PB-cfNDA濃度は病勢を反映し、よ
り多くの患者における経時的遺伝子変異解析に応用可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To confirm the epigenetic abnormalities in malignant lymphoma cells, protein 
expression of methylated histone and histone metyltransferases were confirmed by using whole cell lysate 
of tumor biopsy cells. The expression level was differ in each sample, suggesting that some genetic 
abnormalities in genes encoding epigenetic factors may be lying. To perform genetic analyses including 
epigenetic factors related genes in the most of lymphoma patients, comprehensive genetic analyses 
strategies using peripheral blood cell-free DNA were established. PB-cfDNA concentration reflects the 
disease status in diffuse large B-cell lymphoma patients, and it is suggested that PB-cfDNA can be used 
for genetic analyses using samples harvested serially during disease progression.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 標的治療薬などの開発により悪性リンパ
腫の治療効果は向上してきているが、その効
果は未だ不十分であり、発症や薬剤感受性な
どに関わる分子生物学的背景についても未だ
明らかにされていない。 
 
(2) びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）
においては、エピゲノム関連因子およびNFκB
経路関連因子をコードする遺伝子に変異が集
積することが報告されている。 
 
(3) リンパ腫の発症や病勢進行にエピゲノム
異常が関与している可能性が推測されている
が、変異の有無と実際のエピゲノム異常の存
在との関連や、病勢への関与などについては
明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 
(1) 悪性リンパ腫患者から得られた腫瘍細
胞（リンパ腫新鮮組織、末梢血、保存検体）
を用いて、リンパ腫におけるエピジェネティ
クス異常の有無について分子生物学的手法
を用いて同定する。 
 
(2) リンパ腫細胞における遺伝子変異とエ
ピジェネティクス異常との関連性について
検討する。 
 
(3) エピジェネティクス異常と臨床症状、病
勢進行、治療抵抗性などとの関連性を検討し、
エピジェネティクス標的治療薬などを用い
た新たな治療戦略を考案する。 
 
(4) 悪性リンパ腫患者における経時的遺伝
子変異解析を容易にする方法論の確立を目
指す。 
 
３．研究の方法 
(1) リンパ腫生検新鮮検体、保存凍結検体よ
り全蛋白溶解液を抽出し、Western ブロット
法により、EZH2、MLL2、メチル化ヒストン H3
等の発現を確認し、症例ごとの差を確認する。 
 
(2) リンパ腫生検検体、凍結保存検体、骨髄
単核球、末梢血単核球、リンパ節生検検体パ
ラフィン切片よりゲノム DNA を抽出し、
Sanger sequence 法による既報の遺伝子変異
解析を行う。 
 
(3) 末梢血（血漿、血清）無細胞遊離 DNA
（PB-cfDNA）の経時的採取、濃度測定と、臨
床データとの関連性について解析する。 
 
(4) PB-cfDNA を用いた遺伝子変異解析。
Sanger 法、パイロシークエンス法、及び全エ
クソンシークエンス法を行う。 
 
(5) 経時的採血検体を用いた遺伝子変異解

析。 
 
４．研究成果 
(1) B細胞性リンパ腫細胞におけるエピジェ
ネティクス異常の有無を確認するため、B細胞
リンパ腫細胞株と、DLBCL、ろ胞性リンパ腫、
Burkittリンパ腫の患者から全細胞溶解液を
抽出し、ウエスタンブロット（WB）を施行し
た。ヒストンメチル化（H3K27me2, H3K27me3, 
H3K4me2, H3K4me3）、アセチル化(H3K27Ac)
などの翻訳後修飾の差異を検討したところ、
各細胞株及び症例ごとに、H3K27、H3K4トリメ
チル化の程度がそれぞれ異なることが確認さ
れた。これらの違いが、ヒストンメチル化酵
素EZH2及びMLL2の発現量の差異や、C端欠失異
常蛋白の発現などによる影響かどうか、同様
にWB法によって確認を行ったが、一定の相関
関係は確認されなかった。各症例において、
ヒストン修飾の状態に差が認められることか
ら、それぞれの背景としてエピゲノム関連因
子をコードする遺伝子に異常を持つ可能性が
示唆された。 
 
(2) 当院発生の初診、再発リンパ腫患者の生
検検体をRPMI+10%FCS培養液中で単細胞に分
離し、FCM、染色体分析等の検査に用いた残検
体より、DNA, RNA, 蛋白の抽出を行ったが、
十分量の検体を採取できた症例は、全体の1/4
に満たなかった。 
 
(3) 初診、再発ML症例、及び治療の経過中に
血漿、血清を採取し、末梢血無細胞遊離DNA 
(PB-cfDNA)の採取を試みた（ML患者; n=37, 
健常人コントロール; n=14）。アガロースゲ
ル電気泳動、Agilent Bioanalyzerを用いた検
討では、DNAは断片化して存在し、クロマチン
構造を反映し、約170bpの倍数のサイズで存在
した。 
 
(4) 血清由来および血漿由来PB-cfDNA濃度の
比較では、両者は有意な相関を示し
（p<0.0001）、血清に比べて血漿由来で濃度
が高い傾向であった。 
 
(5) 病型別の濃度比較ではろ胞性リンパ腫に
比べてDLBCLにおいて高値の症例が多い傾向
であった（図1）。 



(6) また臨床症状、検査値との関連に関する
解析では、血清LDH値、CRP値と有意な相関を
認めた（いずれもp<0.0001）。B症状有りの症
例において有意に濃度が高値であったが
（p=0.0116）、臨床病期、節外病変の有無、
骨髄浸潤の有無との有意な相関は確認できな
かった（p=0.3661, 0.03992, 0.0951）。 
 
(7) 同一症例から経時的に採取された検体を
用いた初回化学療法における濃度変化の検討
（n=5）では、治療直後に一時的に濃度の上を
認め、その後day 8までに濃度が急速に低下す
ることが確認された。 
 
(8) 化学療法のコースごと濃度変化の解析で
は、治療奏効例においては、治療を重ねるご
とに濃度が減少することが確認され、寛解時
には10ng/mL(plasma)以下であることが確認
された（図２）。 

治療抵抗症例においては、腫瘍の再増大にと
もなってDNA濃度が再上昇し、腫瘍死直前では、
濃度が著増していることが確認された（図３）。
PB-cfDNA濃度の変化はLDHの変動と類似する
ことが確認された。 

 
(9) PB-cfDNAを用いて、全エクソームシーク
エンス（WES）を施行した（京都大学小川誠司
教授との共同研究）。まず、DLBCL 1症例
(non-GCB, CS; IVB)の腫瘍生検によって得ら
れた腫瘍DNA(tDNA)と同時期に採取された
PB-cfDNAを用いてWESを施行し、変異遺伝子を
比較したところ、100以上の共通した遺伝子変
異が同定された。（相同性確認; n=5, PB-cfDNA
のみでの解析; n=5）。同定された遺伝子異常
には、DLBCLにおいて反復して認められる既知
の遺伝子異常（A20, BCL10, MYD88, MLL2, 
CXCR4 他）が含まれることを確認した。 
 

(10) 上記アレル頻度解析では、変異出現頻度
は概して同等である傾向が確認された。また、
tDNAもしくはPB-cfDNAに特異的な変異も一部
同定され、DNA採取部位による変異保有の多様
性が示唆された（図４）。 

(11) 骨髄細胞由来ゲノムとPB-cfDNAを用い
て、標的遺伝子変異部分の増幅を行い、増幅
効率の比較をおこなったところ、PCR産物を
160bp程度にすることで両者同等の増幅効率
が得られることを確認した（図５）。 

 
(12) WESで確認された変異をSanger法にて
validationを行った。まず、PB-cfDNA 1ng/mL 
(plasma)以上の量を用いて標的遺伝子部位を
増幅した上で、Sanger法にて遺伝子配列確認
を行ったところ、WESで同定されたと同様の変
異が確認された。末梢血単核球（germ line
コントロール）においては、変異は確認され
たなかった（図６）。 

 
(13) これらの解析の結果、PB-cfDNAは主に腫
瘍由来で有ることが強く示唆された。腫瘍由
来遺伝子をより簡便に、安全に、経時的に採



取できる方法として、今後応用可能であるこ
とが示された。 
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