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研究成果の概要（和文）：本研究では、大量メソトレキセート/放射線併用療法をうけた中枢神経原発大細胞性B細胞性
リンパ腫を対象とし、MGMT、CDKN2A、DAPK1、LINE1のプロモーター領域のメチル化状態を検討し臨床病理学的検討を行
った。各遺伝子のメチル化割合はパイロシークエンス法により解析し、割合の中央値をカットオフとして2群化し、統
計解析を行い、以下の点が明らかとなった：１）LINE1およびDAPK1の低メチル化は、生存期間の延長と関連していた。
２）治療効果との関連性では、CDKN2A及びDAPK1の低メチル化群の治療奏効率が高かった一方、LINE1とMGMTのメチル化
状態では奏効率に差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the methylation status of MGMT, CDKN2A, DAPK1 and 
LINE1 promoters, and the association with clinicopathological features, response to treatment and 
clinical outcome in primary diffuse large B-cell lymphoma of the central nervous system (PCNS-DLBCL) 
treated with high-dose methotrexate plus radiation therapy (HD-MTX + RT). Pyrosequencing was used to 
determine methylation rate of these genes, and statistical analysis was performed in groups dichotomized 
by median of these rates. We demonstrated that 1) LINE1 and DAPK1 hypomethylation could be useful 
predictors of favorable survival in patients with PCNS-DLBCL treated with HD-MTX+RT. 2) CDKN2A and DAPK1 
hypomethylation may predict clinical response to HD-MTX treatment prior to RT, while there was no 
association between response to the treatment and methylation status of LINE1 and MGMT.

研究分野：臨床病理

キーワード： 中枢神経　悪性リンパ腫
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経原発悪性リンパ腫は中枢神経に

発生する悪性腫瘍の凡そ 6%を占め、その組織

亜型としてはびまん性大細胞性B細胞リンパ

腫が大半を占める。もともと脳はリンパ系組

織ではなく、中枢神経での悪性リンパ腫の発

生母地に関しても未だ確立した見解はない。

治療法の標準化は遅れているが、現在のとこ

ろ、化学療法が第一選択であり、その後放射

線療法を加えることも多い。この場合の生存

期間の中央値は 3年程度である。 

中枢神経以外のびまん性大細胞性B細胞リ

ンパ腫においては、臨床病期に加え、予後や

治療効果予測に関する様々な研究が進んで

いる。これらびまん性大細胞性 B細胞リンパ

腫は非ホジキンリンパ腫の 30～40%を占める。

急速に進行するリンパ腫ではあるが、化学療

法に対する反応性は良好で、早期に適切な治

療を行うことにより約半数は治癒可能とな

る。さらに近年、リツキマシブの登場により、

完全奏効率や全生存期間の向上が認められ

ている。 

一方、中枢神経原発びまん性大細胞性 B細

胞リンパ腫は、症例集積が困難なため、その

病態に関する研究はなかなか進まないのが

現状である。治療においても脳血液関門によ

る影響により、抗体治療薬であるリツキマシ

ブや脳血流関門を通過しない薬剤を含む化

学療法では有効性が認められないことが報

告されてきており、中枢神経以外のびまん性

大細胞性B細胞リンパ腫と全く異なる治療選

択が必要とされる。放射線単独療法では、初

期の治療効果はよいものの、長期的には再発

率が高く長期生存が期待できない状況とな

っていた。こうした中、現在では脳血流関門

を通過するメソトレキセートの大量化学療

法が行われ、その後に放射線療法による全脳

照射が比較的よい成績を上げている。しかし

全脳への放射線療法は認知症など治療関連

神経毒性の問題もあり、高齢者には放射線療

法は施行しにくく、生存期間向上や治療によ

る神経毒性の軽減が治療の課題となってい

る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では中枢神経という特殊な部位に

生じる悪性リンパ腫に着目し、(1)その生物

学的特性を探り、（2）臨床病理学的な検討を

加えて予後不良因子を見出し、（3）さらに既

存の他の中枢神経悪性腫瘍に用いられてい

る治療薬導入を病理学的な観点から検討し、

新規治療ターゲット因子を見出すことを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

中枢神経原発びまん性大細胞性B細胞リン

パ腫を対象に検討した。 

（１）免疫組織化学解析 

手術により得られた検体のホルマリン固定

パラフィン包埋検体を用いて、免疫組織化学

を行い、解析を行った。 

（２）DNA メチル化解析 

ホルマリン固定パラフィン包埋検体から DNA

抽出後、バイサルファイト処理を行い、パイ

ロシークエンス法にて LINE1, MGMT, CDKN2A, 

DAPK1 遺伝子のメチル化状態に関して解析を

行った。また、MGMT に関しては、メチル化特

異的PCR法と免疫組織化学にてもメチル化解

析を行った。 

（３）統計解析 

奏効率の群間比較については、χ2 検定を、

生存分析では Kaplan-Meier 法 お よび 

logrank 検定を用いた単変量解析を用いた。

p値は 0.05 未満をもって有意とした。 

 

４．研究成果 

（１）結果 

28 症例に関して解析を行った。解析症例の

年齢中央値は 62 歳であり、男女比は 13:15

であった。免疫組織化学にて、DLBCL の細分

類を行ったところ、胚中心型は 5例、活性型

（非胚中心型）が 23 例であった。全例 EB ウ

イルスの感染は認めなかった。増殖能を示す

Ki-67標識率は高く、中央値は95%であった。 

治療効果との関連性に関する解析では、

LINE1, CDKN2A, DAPK1, MGMT のメチル化の程

度をパイロシークエンス法にて解析後、中央

値にて 2群に分け、予後や治療効果との関連

性に関して解析を行った。CDKN2A 及び DAPK1

の低メチル化群では、大量メソトレキセート

と放射線治療の奏効率が共に 100%であった

のに対し、高メチル化群の奏効率は共に 45%

と、高メチル化群で優位に低下した（共に

p=0.006）。生存期間解析では、DAPK1 の低メ

チル化群で有意な無増悪生存期間の延長が

みられ (logrank, p=0.027：図 1)、また LINE1



の低メチル化群で有意な全生存期間の延長

が認められた（logrank, p=0.017：図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 DAPK1 プロモーター高および低メチル化群

における無増悪生存期間の Kaplan-Meier 曲線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 LINE1 プロモーター高および低メチル化群

における全生存期間の Kaplan-Meier 曲線 

 

MGMT に関しては、パイロシークエンス法では

有意差がみられなかったものの、低メチル化

群で全生存期間の延長が見られる傾向が認

められた。メチル化特異的 PCR による解析で

は、低メチル化群で無増悪生存期間と全生存

期間の延長が認められ（logrank, p=0.011, 

p=0.031）、免疫組織化学でも、MGMT 陽性群で

全生存期間の延長が認められた（logrank, 

p=0.035） 

以上、本結果からは、大量メソトレキセー

トと放射線治療における効果予測には

DAPK1,CDKN2A, LINE1 などの遺伝子プロモー

ターのメチル化状態の把握が有用である可

能性が示唆された。 

（２）考察 

LINE1 はレトロポゾンの一種であり、通常、

LINE1 は高メチル化状態にあるが、複数の腫

瘍でがん化に伴いLINE1のメチル化が低下す

ることが報告されている。これはメチル化が

低くなることで、LINE1 の発現が活性化し、

ゲノムの不安定化につながると考えられて

いる。ただし、悪性リンパ腫における LINE1

の検討報告は未だない。今回の結果である、

治療後の中枢神経原発びまん性大細胞性B細

胞リンパ腫において、低メチル化群での有意

な全生存期間の延長が認められた点に関し

ては、その原因の解明までには至らなかった

が、全メチル化状態を反映すると考えられて

いる LINE1 のメチル化が低下することで、ゲ

ノムが不安定化し、結果として治療に奏効し

たとも考えられる。 

 DAPK1 はアポトーシスの促進に関与すると

考えられ、また CDKN2A はがん抑制遺伝子の

一つとして知られている。DAPK1 や CDKN2A は

高メチル化が予後不良因子となることが報

告されているが、CDKN2A に関しては必ずしも

予後不良因子ではないとの報告もある。今回

の結果は治療後の症例において予後不良因

子となる可能性が示唆された。治療後の症例

において得られた結果であり、これらのメチ

ル化状態は治療後の予後予測と関連する可

能性が考えられる。 

 MGMT は脳神経膠腫におけるテモゾロマイ

ドの治療効果予測因子として、近年脚光を浴

びている。今回の結果では、びまん性大細胞

性 B 細胞リンパ腫における MGMT の低メチル

化群は予後の延長に寄与する可能性が見出

された。LINE1 のメチル化と相関関係が見ら

れており、MGMT のメチル化は、全メチル化状

態を反映するLINE1のメチル化状態の一部を

反映している可能性が考えられた。MGMT のメ

チル化解析において、メチル化特異的 PCR や

免疫組織化学では、全生存期間もしくは無増

悪生存期間で有意差が認められたものの、パ

イロシークエンス法による検討では、有意差

は認められなかったが、これは既報告にもあ

るように検討方法による違いが反映してい

るものと考えられた。 

 以上、本検討は、現在の標準治療をうけた

中枢神経原発びまん性大細胞性B細胞性リン

パ腫において、これらの遺伝子のプロモータ

ー領域のメチル化を検討することにより、治

療効果予測因子となりうる可能性を示した。 
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