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研究成果の概要（和文）：中枢神経系悪性リンパ腫に多発するPIM1遺伝子変異のうち、臨床的に予後不良との関
連が認められたK115N変異を中心に機能解析を行い、K115N変異体はPim-1分子の細胞質局在の上昇によって、BAD
リン酸化の亢進を介して細胞死の抑制に寄与する可能性が示唆された。PCNSLの腫瘍形成にはNF-kB経路関連遺伝
子異常などによるNF-kB経路の活性化が大きく関わること、また同時にNF-kB経路を標的とした治療はPCNSLの非
常に有力な治療法となり得ることを独自に樹立した腫瘍細胞株を通じて見出した。中枢神経系と他臓器病巣間に
共通して高頻度で検出される変異遺伝子候補が同定された。

研究成果の概要（英文）：We performed in vitro analysis of the PIM1 mutation, especially the K115N 
mutation which was associated with poor prognosis in primary central nervous system lymphoma 
PCNSL). The K115N mutation was revealed to drive Bcl-2 associated death promotor (BAD) 
phosphorylation through augmented cytosolic localization of Pim-1, and its role in the inhibition of
 cell death was suggested. It was also revealed that activation of the NF-kB pathway is a promising 
therapeutic target in PCNSL, using originally established cell lines. Genetic analysis with paired 
samples from CNS and systemic lesions in individual patients revealed potential common genetic 
alterations favorable for CNS involvement.

研究分野： 脳腫瘍学

キーワード： 中枢神経系悪性リンパ腫　PIM1　BAD　NF-kB　二次性中枢神経系悪性リンパ腫　遺伝子変異解析　分子
標的治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果から、PCNSLにほぼ必発するにもかかわらず、その意義が明らかではなかったPIM1 変異の少なくと
も一部は、PCNSLの発生に関与する可能性が示唆された。またNF-kB標的治療のproof-of-conceptが示され、今後
Pim-1 やNF-kBを治療標的とした新規の治療開発が期待され、難治疾患であるPCNSLの予後改善に貢献しうる成果
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 中枢神経系原発悪性リンパ腫（primary central nervous system lymphoma, PCNSL）は中枢神経

系に限局した節外性リンパ腫で、そのほとんどがびまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（diffuse 
large B-cell lymphoma, DLBCL）が占め、全原発性脳腫瘍中第 5 位を占める致死的悪性腫瘍
である（脳腫瘍全国集計報告第 14 版、Neurol Med Chir 2017）。血液脳関門（blood-brain barrier、
BBB）の存在のため、BBB 透過性がよい大量 methotrexate（MTX）療法＋全脳照射が標準治
療として広く行われるが、5 年生存割合は 20-35％、全生存期間中央値は 40 ヶ月程度と依然
予後は不良であり、新規治療の開発が課題である。近年、多剤併用療法により奏効割合が改
善してきているが（永根基雄、脳神経外科速報 2014）、依然予後は不良であり、新規治療法
の開発が待たれる。近年、我々の先行研究を含む次世代シークエンサーを用いた複数の研究
報告によって、全身性（体幹部）の DLBCL と比較して PCNSL に特徴的な遺伝子異常が明
らかにされた（Fukumura K, Acta Neuropathol 2016; Nakamura T, Neuropathol Appl Neurobiol  
2016）。その中でも特筆すべきことに、我々の前述の先行研究では、PCNSL に高度に認めら
れた特徴的遺伝子異常の中でも、異常な体細胞超変異（aberrant somatic hypermutation; aSHM）
の標的遺伝子のうち、PIM1 遺伝子の点突然変異が 100%の頻度で PCNSL 症例に認められた
（Fukumura K, Acta Neuropathol 2016）。 

(2) PIM1 遺伝子はモロニーマウス白血病ウイルスで最初に発見された遺伝子であり、セリン/ス
レオニンキナーゼである Pim-1 分子をコードする。正常条件下では、この Pim-1 分子は JAK-
STAT 経路の下流に位置し、細胞増殖や細胞死抑制を正に制御することが明らかとなってい
る。Pim-1 の過剰発現が複数の癌腫で報告されており、そのうち急性骨髄性白血病、食道癌、
膵癌では高発現と予後不良との関連が報告されていることから、悪性腫瘍における腫瘍原
性への寄与が示唆されている。しかし PCNSL における PIM1 遺伝子変異の意義は明らかと
はなっていない。 

(3) また、PCNSL における遺伝子変異が全身性 DLBCL と異なる点として、B 細胞受容体（B-
cell receptor, BCＲ）および Toll-like receptor（TLR）から細胞内で NF-kB の活性化につなが
るシグナル伝達経路上の重要な分子である、CD79B、MYD88 をコードする遺伝子に極めて
高い頻度で活性化変異（oncogenenic mutations）をきたしていること、またそのために、PCNSL
ではほとんどの腫瘍細胞で NF-B シグナルが恒常的に活性化している点が挙げられる
（Fukumura K, Acta Neuropathol 2016; Nakamura T, Neuropathol Appl Neurobiol  2016）。 

(4) PCNSL が経過中に CNS 外に転移再発すること、あるいは全身性 DLBCL が CNS へ再発・
転移することも比較的稀ではあるが認められる。その際に、腫瘍細胞がもつ遺伝子変異のプ
ロファイルに変動があるか、言い換えると、CNS に親和性が高くなる因子の獲得、あるい
は喪失が伴うか否か未だ報告は乏しく（Hattori K. Cancer Sci 2019）、リンパ系組織を欠く CNS
に DLBCL が発生する機序の解明は重要な課題である。 

 
２．研究の目的 
(1) PIM1 遺伝子の点突然変異の腫瘍の発がん、悪性化における意義について検討を行うべく、

PIM1 遺伝子の点突然変異で特に高頻度に認められたものについて、腫瘍原性への寄与につ
いて検討するため機能解析を行う。 

(2) これまで研究遂行のための再現性の高いモデルが世にほとんど存在しないことが大きな課
題として挙げられてきたため、これらの問題を解決すべく、ヒト PCNSL 摘出腫瘍から樹立
した patient-derived xenograft（PDX）を用いた疾患モデルの構築を目指し、かつ PCNSL に特
徴的な NF-B シグナルを標的とする治療の妥当性を検証する。 

(3) DLBCL の CNS への親和性因子の解明を目的に、CNS と全身他臓器 DLBCL の同一症例で
の腫瘍間の遺伝子変異の相違性、類似性を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) PIM1 遺伝子変異と臨床的予後との関連についての解析 

我々の先行研究（Fukumura K, Acta Neuropathol 2016）で解析が行われた PCNSL 41 症例に
おける PIM1 点突然変異の種類、箇所、ならびに頻度、臨床的予後（progression-free survival: 
PFS、overall survival: OS）との関連について Log-rank 検定を用いて解析した。  

(2) PIM1 K115N 変異の機能解析 
PIM1 変異のうち、臨床サンプルで高頻度に認められた PIM1 変異体を作製し HeLa 細胞

株に導入、シグナル下流の評価として Pim-1 の既知の基質である BAD（Bcl-2 associated death 
promoter）の Pim-1 によるリン酸化をウエスタンブロットで評価した。更に、臨床的に予後
不良との関連が認められた K115N 変異が細胞死誘導にもたらす影響を検討するため、死細
胞染色による検討を行った。Pim-1 の細胞内局在を評価するため、PIM1 野生型ならびに
K115N 変異体を導入した HeLa 細胞で免疫染色法ならびに細胞分画法による検討を行った。 



(3) PCNSL 疾患モデルの構築 
 共同研究者である立石らとともに細胞株および動物モデルの樹立を行った. 

(4) 全身性 DLBCL、PCNSL 体幹部再発におけるペア検体の遺伝子解析 
PCNSL の体幹部再発、および体幹部の悪性リンパ腫の中枢神経再発（secondary central 
nervous system lymphoma; SCNSL）で初発時、再発時のペア検体が得られた症例で腫瘍由来
の DNA につき変異解析パネルを用いた遺伝子変異解析およびメチル化アレイを用いたコ
ピー数異常の比較を行った。 

 
４．研究成果 
(1) PCNSL において PIM1 K115N 変異は予後不良と関連が認められた. 

Fukumura K ら（Acta Neuropathol 2016）が解析した PCNSL 41 症例における PIM1 点突然
変異の種類、箇所、ならびに頻度を検討したところ、転写開始点から 2 kb 以内の領域に多
発する複数箇所の点変異を認めた（図 1）。多くの変異は単一症例のみで認められたが、い
くつかの変異は複数症例で認められた。複数症例で認められた PIM1 変異のうち特に高頻度
であったものは L275F（6 症例）、K115N（5 症例）、S77N、P216S（ともに 4 症例）であっ
た。これらの変異のうち、K115N 変異を有する症例は、これを有しない症例と比較して OS
が有意に短縮していた。 

 
図 1: PCNSL41 症例における PIM1 変異の分布 

 
(2) Pim-1 K115N 変異体では野生型と比較して BAD リン酸化の亢進、ならびに抗腫瘍薬投与下

の細胞死抑制を認める. 
PIM1 変異のうち、特に臨床的予後不良との関連が認められた K115N 変異についてヒト

癌細胞株を用いた in vitro の機能解析を行った。臨床サンプルで高頻度に認められた PIM1
変異体を作製し HeLa 細胞株に導入、シグナル下流の評価として Pim-1 の既知の基質である
BAD（Bcl-2 associated death promoter）の Pim-1 によるリン酸化をウエスタンブロットで評
価した。その結果、特にK115N変異体を導入した細胞で野生型と比較して血清除去下でBAD
のリン酸化の亢進を認めた。更に K115N 変異が細胞死誘導にもたらす影響を検討するため、
GFP-タグ付き野生型 PIM1 および K115N 変異体をそれぞれ BAD を内在性に発現するヒト
神経芽細胞腫細胞株である Nagai 細胞に導入し、血清除去下での抗腫瘍薬カンプトテシン
処理による細胞死誘導を GFP 陽性細胞の死細胞染色で評価を行ったところ、PIM-1 野生型
と比較して K115N 変異体発現細胞において細胞死誘導の抑制を認めた。これらの結果から、
K115N 変異体は野生型と比較して BAD リン酸化が亢進しており、抗腫瘍薬による細胞死誘
導に対する細胞死抑制活性を持つ可能性が示唆された（投稿準備中）。 

 
(3) Pim-1 K115N 変異体は野生型 Pim-1 と比較して、細胞質に多く局在する 

Pim-1 野生型および K115N 変異体における Pim-1 の細胞内局在を評価するため、PIM1 野
生型ならびに K115N 変異体を導入した HeLa 細胞で免疫染色法ならびに細胞分画法による
検討を行ったところ、K115N 変異体で野生型と比較して Pim-1 の細胞質分画の上昇を認め
た。更に K115N 変異体では Pim-1 のウエスタンブロットにおけるバンドの上方偏位が認め
られたため、バンドの上方偏移に関与する翻訳後修飾について検討した結果、K115N 変異
体では糖鎖阻害薬の投与によってバンドの上方偏移の解除ならびに細胞質局在の低下を認
めた。以上の結果から K115N 変異体において糖鎖付加の亢進が Pim-1 の細胞質局在制御に
関わっているのに加え、このために野生型と比較し K115N 変異体は細胞質中に存在する
BAD をより効率よくリン酸化する可能性が示唆された（投稿準備中）。 

 
(4) PCNSL 疾患モデルの構築 

共同研究者である立石らとともにこれまでに世界最多コホートとなる 14 種の PCNSL 細
胞株を樹立した。これらの細胞株が網羅的遺伝子解析、組織学的検討、代謝解析などを通じ
て患者検体を詳細に再現するモデルであることを証明し、更には NF-B 古典的経路の活性
化が腫瘍形成に大きく関わるとともに、NF-B 経路の阻害が PCNSL を動物・細胞レベルで
著明な抗腫瘍効果を発揮することを見出してきた（投稿中）。また drug screening を行うこと



で、樹立したすべての細胞及び動物モデルに対して強力な抗腫瘍効果を発揮する NF-B 経
路を標的とした化合物を同定しており、現在 PDX マウスモデルを用いて検証を図っている 
（投稿準備中）。 

 
(5) SCNSL の中枢神経再発時に特徴的な遺伝子異常の特定 

 4 症例の SCNSL、2 症例の PCNSL 全身再発で解析を行った。PCNSL に特徴的な遺伝子変
異を網羅的に解析するために開発した変異解析パネルを使用して、Ion torrent multiplex PCR
法によるターゲットシーケンスを行った。その結果、中枢神経系再発の検体のみで認められ
た private mutation として、3/4 症例で遺伝子 A 変異、2/4 症例で遺伝子 B 変異、2/4 症例で
遺伝子 C 変異が認められた。PCNSL 体幹部再発では、体幹部再発の検体でのみ認められた
private mutation として、2/2 症例で遺伝子 D 変異が認められた。続いて同検体 を用いてメ
チ ル 化 ア レ イ を 施 行 し 、 そ の 結 果 か ら Methylation profiling classifier  (DKFZ) 
www.molecularneuropathology.org を用いてコピー数解析を行ったところ、SCNSL 2 例、PCNSL
体幹部再発 1 例で初発・再発検体の比較データが得られた。中枢神経系再発でのみ A 番染
色体および B 番染色体の gain がみられ、PCNSL 体幹部再発の 1 例では逆に、初発中枢神経
系病変でみられた A 番染色体および B 番染色体の gain が再発の体幹部病変では認められな
かった。以上の結果より、複数の遺伝子変異が中枢神経系病変に特徴的な遺伝子異常である
可能性が示唆された（投稿準備中）。 
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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 １．発表者名
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Highly reproducible xenograft models identifying therapeutic vulnerability in Primary Central Nervous System Lymphoma

Standard of care and novel therapeutic insights for primary central nervous system lymphoma

ト由来中枢神経原発悪性リンパ腫細胞株を用いた腫瘍発生進展機構の解明、治療法探求のためのトランスレーショナル研究
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