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研究成果の概要（和文）：B細胞リンパ腫における抗CD20抗体治療後のCD20陰転化の機序としてCD20 （MS4A1）
遺伝子自体の欠落という新しい現象を示すことができた。
また、CD20陰性高悪性度B細胞性リンパ腫に対する効果的な治療法として、HDAC阻害薬が有効である可能性が示
唆された。さらにHDAC阻害薬にBETブロモドメイン阻害薬あるいはpolo様キナーゼ1（PLK1）阻害薬を併用するこ
とで、相乗的な抗腫瘍効果が示された。

研究成果の概要（英文）：CD20-negative conversion after immuno-chemotherapy of anti-CD20 antibody 
such as rituximab is clinically significant in patients with B-cell lymphoma because it is often 
associated with chemo-refractory and loss of the therapeutic target. Therefore, it is necessary to 
clarify the molecular mechanisms underlying the development of CD20-negative conversion in B-cell 
lymphoma. Using paired CD20-positive and -negative B-cell lymphoma cell lines derived from the same 
clones before and after rituximab use, respectively, we have found homozygous deletion of the CD20 
(MS4A1) gene as a newly identified molecular mechanism of CD20-negative conversion.
Moreover, we have found approaches to the effective therapeutic strategy against aggressive 
CD20-negative B-cell lymphoma using a histone deacetylase (HDAC) inhibitor and in combination with 
BET or PLK1 inhibitors.

研究分野： 血液腫瘍学

キーワード： 悪性リンパ腫　治療抵抗性　遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B細胞腫瘍患者におけるCD20発現の陰性化はリツキシマブなどの抗CD20抗体治療の効果が十分に得られないこと
を意味し、患者予後不良に直結する重要な問題である。本研究において、これまで十分に認識されていなかった
CD20遺伝子の脱落という新しい現象を示されたことは、CD20遺伝子が完全欠落する前の段階での治療強度の選択
へと還元できる可能性がある。
さらに、CD20陰性高悪性度B細胞性リンパ腫に対する治療上の標的分子を提示できたことにより、本リンパ腫に
対峙できる効果的な新規治療法の開発につながることが期待できる。

※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 

B 細胞リンパ腫において CD20 の発現が認められない場合には下記の 2通りがある。 
・抗 CD20 抗体治療後に CD20 陰性化する B細胞リンパ腫 
・初診時から CD20 発現が認められない B細胞リンパ腫 

 
これらの学術的背景として、以下があげられる。 

（１）抗 CD20 抗体治療後に CD20 陰性化する B細胞リンパ腫 
これまでは CD20 陽性 B細胞リンパ腫に対する抗 CD20 抗体治療後に CD20 が陰性化する機序につ
いてはメチル化などのエピジェネティックな機序が提唱されている。しかしながら、それ以外
の CD20 陰性化機序については明らかにされていなかった。そのため、CD20 陰転化機序の全容
解明が望まれていた。 
 
（２）初診時から CD20 発現が認められない B細胞リンパ腫 
B 細胞リンパ腫患者における CD20 発現の陰性化は、リツキシマブなどの抗 CD20 抗体治療の効
果が得られないことを意味し、患者予後不良に直結する重要な問題である。したがって、CD20
陰性 B細胞リンパ腫に対する効果的な新規治療法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 

以上の背景を基に、本研究では以下の項目を目的とした。 
（１）CD20 陽性 B細胞リンパ腫において、リツキシマブ投与後に CD20 の陰性化をきたす新し
い機序を見出し、解明することを目的にした。 
 
（２）de novo CD20 低発現 B細胞リンパ腫における効果的な新規治療法開発に向けての基盤研
究を行うことを目的にした。 
 
３．研究の方法 
（１）我々の研究グループは、CD20 陽性 B細胞リンパ腫患者から、リツキシマブ投与前および
投与後に耐性になった 2つのリンパ腫細胞株（P20 と N20）の樹立に成功した。P20 細胞株は
CD20 陽性であるが、N20 細胞株の CD20 は陰転していた。両細胞株は同一患者より樹立された同
一クローン細胞由来であることが証明されており、このペア細胞株を比較することにより、
CD20 陽性からの CD20 陰転化機序の検討を行った。 

CD20（MS4A1）遺伝子をはじめ、その近傍に位置する MS4A クラスター遺伝子（11 番染色体
長腕 11q12）に特異的なプライマーを設定し、それら遺伝子 DNA 量を定量的リアルタイム PCR
法で測定した。 
 
（２）我々の研究グループは、高悪性度 B細胞リンパ腫（High-grade B-cell lymphoma with 
MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements）、いわゆるダブルヒットリンパ腫の細胞株を樹立
した。これは、MYC–IgH 融合遺伝子と BCL6–IgH 融合遺伝子の双方を有する de novo 発生のダ
ブルヒットリンパ腫症例から樹立された細胞株であり、CD20 の発現は認められなかった。ダブ
ルヒットリンパ腫では CD20 の発現が弱い症例が少なからず存在する。今回の研究では、この
CD20 低発現のダブルヒットリンパ腫細胞株を用いて、新規治療標的分子の探索を行った。 

各種薬剤による細胞増殖抑制効果については、アポトーシスをアネキシン V結合アッセイで
測定した。 
 
４．研究成果 
（１）B細胞リンパ腫における新しい CD20 陰性化機序 

まず、P20 と N20 細胞株の元になった患者オリジナルリンパ腫細胞において、CD20 遺伝子の
7つのエクソン領域にそれぞれプライマーを設定し、定量的リアルタイム PCR で各々のゲノム
量を測定した。解析の結果、再発時 CD20 陰性リンパ腫細胞(N20 のオリジナル細胞)では、初診
時 CD20 陽性リンパ腫細胞(P20 のオリジナル細胞)に比べて CD20 ゲノム量に著しい低下がみら
れたものの、各々のエクソンゲノム量には
違いがあった。例えば、エクソン 3では約
30 倍、エクソン 6では約 150 倍低下してい
た。細胞株の解析で、15代継代培養の N20
細胞では、同じ 15 代継代培養の P20 細胞と
比べて、エクソン 3では約 1000 倍、エクソ
ン 6では約 5000 倍低下していた。これらの
結果から CD20 遺伝子領域でも欠損しやすい
領域があることが示唆された。 
 

次に、樹立安定した P20 と N20 細胞株を
比較することにより、CD20（MS4A1）遺伝子



近傍に位置する MS4A クラスター遺伝
子群のゲノム欠落の有無について解析
した（図１）。その結果、P20 細胞の
MS4A クラスター遺伝子の全てについ
ては、失われた部分のない完全なまま
の状態であった。しかし N20 細胞では
MS4A13 遺伝子から上流に位置する
MS4A3 遺伝子（MS4A13、MS4A12、
MS4A1、MS4A7、MS4A4A、MS4A6A、
MS4A3）までが欠落していた。一方、
MS4A8 から下流の MS4A15、MS410 遺伝
子は欠落していなかった。これらの結
果は、抗 CD20 抗体治療後に起きる
CD20（MS4A1）遺伝子の欠落は、CD20
遺伝子のみで起きる現象でなく、
MS4A1 遺伝子近傍に位置する一部の
MS4A クラスター遺伝子群も巻き込ん
で起きることが示された（図２）。 
 
（２）CD20 陰性 B細胞リンパ腫に対する新規治療法開発に向けての基盤研究 

CD20 低発現ダブルヒットＢ細胞リンパ腫症例から樹立された細胞株を用いて、ヒストン脱
アセチル化酵素（histone deacetylase, HDAC）阻害薬によるリンパ腫細胞増殖抑制効果を調
べた。 

HDAC 阻害薬であるボリノスタット(250 nM,500 nM, 1000 nM)をこの細胞株に加えると、濃
度依存的にアポトーシスが誘導された。1000 nM のボリノスタットは統計学的有意差をもって
アポトーシスの誘導が確認された。 

ボリノスタット(500 nM)に BET ブロモドメイン阻害薬で MYC 活性を抑制する JQ1(500 nM)を
併用すると、ボリノスタット単独より相乗的にアポトーシスが誘導された。 

さらに、ボリノスタット(500 nM)に細胞分裂に関わる Polo-like kinase 1 (PLK1) の阻害
薬であるボラセルチブ(2.5 nM)を併用すると、ボリノスタット単独より相乗的にアポトーシス
が誘導された。 
 

以上の結果から、次の結論を導いた。 
（１）抗 CD20 抗体治療後に起きる CD20（MS4A1）発現の陰転化機序の一つとして、CD20 遺伝子
自体の欠落という新しい現象を示すことができた。その場合、CD20 遺伝子のみで起きる現象で
はなく、MS4A1 遺伝子近傍に位置する一部の MS4A クラスター遺伝子群の欠落ももたらすことが
明らかにされた。 
 
（２）ダブルヒットリンパ腫など高悪性度 B細胞リンパ腫では、抗 CD20 抗体の使用に関係な
く、CD20 の低発現がみられることが報告されている。本研究で、CD20 陰性高悪性度 B細胞リン
パ腫に対する治療として、HDAC 阻害薬が有効である可能性が示唆された。さらに HDAC 阻害薬
に BET ブロモドメイン阻害薬あるいは PLK1 阻害薬を併用することで、相乗的な抗腫瘍効果が示
された。これらの成果を基に、研究をさらに発展させることで CD20 陰性高悪性度 B細胞性リン
パ腫に対峙できる新規治療法の開発につながることが期待される。 
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