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研究成果の概要（和文）：濾胞性リンパ腫の形質転換に関連する遺伝子変異をリキッドバイオプシーを用いて検
討した。
形質転換FLは腫瘍量で補正しても、抽出されるcfDNA量が有意に多かった。今回の検討では、cfDNA:82.8ngが形
質転換を層別化する値として決定された。cfDNAを用いた次世代シークエンサーの解析では、TP53を除いた遺伝
子変異割合は既報のFLの病変から抽出される遺伝子と同等であると判断した。一方で、TP53の変異は既報より明
らかに多かった。興味深いことに、TP53の変異割合は、形質転換の有無で有意差は認められなかったが、VAFが
形質転換FLで有意に多かった。

研究成果の概要（英文）：We examined gene mutations associated with the transformation of follicular 
lymphoma (FL) using liquid biopsy. In transformed FL, the amount of cfDNA extracted was 
significantly higher even after adjusting for tumor burden. In this study, cfDNA at 82.8 ng was 
determined to be the value that stratified the transformation. Next-generation sequencing analysis 
using cfDNA revealed that the ratio of gene mutations, excluding TP53, was comparable to the genes 
extracted from previously reported FL lesions. On the other hand, TP53 mutations were significantly 
more frequent than previously reported. Interestingly, although there was no significant difference 
in the ratio of TP53 mutations between transformed and non-transformed cases, the VAF was 
significantly higher in transformed FL. This fact suggests that TP53 mutation-positive subclones 
exist in non-biopsied sites of FL from the time of diagnosis and that these subclones may increase 
as significant clones as transformation occurs.

研究分野： 造血器腫瘍学

キーワード： 濾胞性リンパ腫　形質転換　リキッドバイオプシー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血液検査を行うことで、濾胞性リンパ腫に関連する遺伝子変異が検討できる可能性が示唆された。また、TP53変
異の変異割合と、抽出されるcfDNA量を検討することで潜在的に存在する予後不良な形質転換濾胞性リンパ腫の
存在を確認できる可能性があることも判明した。また、遺伝子の解析によりTP53の変異割合の拡大が濾胞性リン
パ腫の形質転換と重要な関連がある可能性が判明したことから、今後はより検討する症例数を増やしてTP53の変
異と形質転換の関係性について検討していきたいと考えている。

※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 
濾胞性リンパ腫は最も多い低悪性度リンパ腫である。腫瘍自体の自然史と新規薬剤の開発にと
もないその予後は 20 年にせまり延長している。しかし、一部の患者の予後は不良である。特に、
診断後（または治療開始後）24 ヶ月以内に再発した濾胞性リンパ腫の患者の予後は著しく不良
である。濾胞性リンパ腫の診断には、生検による病理診断・悪性度評価が必須である。一方で濾
胞性リンパ腫は診断時に半数以上の症例で診断時に進行期ある。従って、濾胞性リンパ腫の全病
変を生検することが困難である事が多い。ベンダムスチンで治療され、早期に再発した患者の過
半数は再発時に組織学的形質転換をきたしていたことが報告されていることから、我々は、濾胞
性リンパ腫の早期再発には、組織学的生検では診断できない潜在的形質転換が関わっている可
能性を考えた。この潜在的形質転換を解明するため、本研究ではリキッドバイオプシーを用いる
ことを試みた。リキッドバイオプシーは、末梢血中に遊離する cell-free DNA(以下 cfDNA)中に
存在する腫瘍由来の DNA を次世代シークエンサーを用いて検出する技術である。固形腫瘍領域
で、幅広く検討されているが造血器腫瘍では今だ、十分な検討が行われていないことから、今回
リキッドバイオプシーを用いて濾胞性リンパ腫の形質転換に関連する遺伝子変異を検出するこ
とを試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、リキッドバイオプシーを用いて潜在的に存在する形質転換濾胞性リンパ腫に
関連する遺伝子を検出することである。すなわち、濾胞性リンパ腫の末梢血中から濾胞性リンパ
腫の形質転換に関わる遺伝子変異を検出することを試みた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、同意が得られた患者検体から 
(1) cfDNA を抽出する 
(2) 抽出した cfDNA の濃度を測定する 
(3) cfDNA から次世代シークエンサーを用いて、遺伝子変異を抽出する 
(4) 抽出可能な検体に関して、FFPE から次世代シークエンサーを用いて遺伝子変異を検出する 
(5) 患者情報、cfDNA 情報、FFPE から抽出された遺伝子情報を統合することで cfDNA から検

出された遺伝子変異が形質転換を説明可能か検討する 
 
４．研究成果 
(1) 患者検体採取と cfDNA の抽出 
同意の得られた 33 人の患者から cfDNA を抽
出した。8人が組織学的に形質転換 FLで 5人
が臨床的形質転換 FL であり、13 人を形質転
換 FL、20 人を非形質転換 FL として解析を行
った。cfDNA の抽出量の中央値は形質転換
FL:120.8ng、非形質転換 FL:21.1ng であり、
有意に形質転換 FL で抽出される cfDNA 量が
有意に多かった（右図 a）。ROC 曲線を用いて
形質転換 FL と非形質転換 FL を層別化する
cfDNA 量を検討した結果、82.8ng が特異度
1.0、感度 0.692 で決定された（右図 b）。cfDNA 
は腫瘍の増殖速度が早い場合、末梢血中に遊離する腫瘍由来の DNA が多いからと考えられたが、
形質転換濾胞性リンパ腫の方が腫瘍量が多いことが影響している可能性も考慮されたため、
cfDNA の検体採取時の+/-3 ヶ月に PET/CT を撮影されていた 22 症例に関して Metabolic Tumor 
Volume(MTV)で cfDNA 量の補正を行った。MTV による腫瘍量を考慮しても、形質転換 FL で有意に
cfDNA 量が多かった（右図 c）。そのため、形質転換 FL は有意に非形質転換 FL よりも抽出される
cfDNA 量が多いことが判明した。 
 
(2) 次世代シークエンサーによる解析 
cfDNA でターゲットシークエンスが可能であった 30 例と、16 例の FFPE の遺伝子変異結果を比
較した。（下図）。cfDNA では、CREBBP:60%, KMT2D:60%, CARD11:43%, CIITA:26%, ARIDA1:23%, 
MEF2B:23%, STAT6:23%, ITPKB:20%, CDKN2A:20%,BCL2:20%で検出され、この結果は FL の FFPE で
検討されている遺伝子変異割合と違いはなく、FL の cfDNA からも十分な遺伝子変異の検討が可
能であることが示唆された。興味深いことに、TP53 の変異が cfDNA 中の 76%の症例で検出されて
おり、こちらは既報の FFPE の検討と比較して非常に変異割合が高いことが判明した(下図)。 
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FFPE から検出された遺伝子変異割合は、既報との差異は認めら
れなかった。興味深いことに、FFPE から検出された遺伝子変異
数より cfDNA から検出された遺伝子変異数が多く、cfDNA の検
討により一つの生検病変からでは検討できないサブクローン
の病変由来の遺伝子変異を検出できる可能性が示唆された。 
次に、非形質転換 FL と形質転換 FL とで cfDNA から検出された
遺伝子変異割合を比較した。その結果、各遺伝子変異割合に関
して、形質転換と非形質転換 FL の比較で有意差は認められな
かった(右図)。次に既報と比較して cfDNA によって最も変異が
認められた TP53 に関して検討した。 
 
 
(3) cfDNA による TP53 の変異割合の検討 
TP53 のアミノ酸置換位置を検討したところ、cfDNA における 
アミノ酸置換位置には hot spot があることが示唆された。(右図) 
また、TP53 の Variant Allele Frequency(VAF)を組織学的形質転換 FL
と FL の 2 郡に分けて検討したところ、組織学的形質転換 FL で有意に
TP53 の VAF が増加していることが判明した。FL、臨床的形質転換 FL、
組織学的 FL の 3 群に分けて、TP53 の VAF を検討した場合は、VAF の中
央値が FL<臨床的形質転換 FL<組織学的 FL で増加しているものの統計
学的有意差は認められなかった。 
 
(4) 考察 
濾胞性リンパ腫の形質転換に関連する遺伝子変異を cfDNA を用いて 
我々が知る限り世界で初めて検討した。 
形質転換 FL は腫瘍量で補正しても、抽出される cfDNA 量が有意に多か
った。今回の検討では、cfDNA:82.8ng が形質転換を層別化する値とし
て決定された。cfDNA を用いた次世代シークエンサーの解析では、TP53 
を除いた遺伝子変異割合は既報の FL の病変から抽出される遺伝子と同等 
であると判断した。一方で、TP53 の変異は既報より明らかに多かった。 
興味深いことに、TP53 の変異割合は、形質転換の有無で有意差は認められ 
なかったが、VAF が形質転換 FL で有意に多かった。この事実は、濾胞性リン
パ腫は診断直後から TP53 変異陽性のサブクローンが非生検部位に存在し、 
そのサブクローンが形質転換を来すにつれ、有意クローンとして増加してく
る可能性が示唆された。近年、FL の病変の検討においても次世代シークエ
ンサーを用いて DEEP sequence を行った場合、FFPE 病変からも既報より多
くの TP53 変異が検出されており、TP53 変異陽性の群の治療成績は不良で
あったことが明らかになっている。我々の検討も加味した場合、TP53 変異
はFLの形質転換および治療抵抗性に関して重要な機能を果たしている可能性
が考えられた。今後は FL と TP53 の関連に関して、症例数を増やしさらなる
検討を加えたいと考えている。 
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