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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫の節性病変において、腫瘍関連線維芽細胞（CAF）がピルビン酸やエク
ソソームを分泌することにより、腫瘍細胞の糖代謝を亢進させ、その生存支持に関与していることを明らかにし
た。催吐薬であるemetineが、腫瘍細胞の糖代謝を阻害することにより、難治性B細胞リンパ腫細胞に対して治療
効果を示すことを明らかにした。さらに、エクソソームが、抗ピリミジン薬の膜輸送タンパクの発現変化を通し
て、抗ピリミジン薬の感受性変化に関与していることを明らかにした。節外病変形成においては、中枢神経病変
特異的に発現する遺伝子を同定し、当該遺伝子が中枢神経病変形成に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated that cancer associated fibroblasts (CAFs) 
derived from nodal lesion of malignant lymphoma enhanced glucose metabolism in lymphoma cells 
leading to those survival through the secretion of pyruvate and exosomes from CAFs. We also 
elucidated that emetine, approved as an emetic and anti-protozoal drug, demonstrated a therapeutic 
effect on intractable B-cell lymphoma cells through the inhibition of glucose metabolism. Moreover, 
we elucidated that exosomes were involved in a susceptibility to anti-pyrimidine drug through the 
modulation of its transporter. In terms of extranodal lesion of malignant lymphoma, we identified a 
gene that is specifically expressed in the central nervous system (CNS) lesions and demonstrated 
that the gene is involved in those formation.

研究分野： 血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性リンパ腫の節性病変におけるCAFについては、知見がそれほど集積しておらず、CAFより分泌されるピルビン
酸およびエクソソームが、腫瘍細胞への生存に関与していることを明らかにしたことには学術的意義があると考
えられる。さらに本研究では、エクソソームが、抗ピリミジン薬の膜輸送タンパクの発現変化を通して、その感
受性に関与し、実際の臨床検体においても、膜輸送タンパク発現が抗ピリミジン薬の感受性予測因子となり得る
ことを示した。抗ピリミジン薬は、悪性リンパ腫診療における救援療法のキードラッグの一つであり、膜輸送タ
ンパク発現を評価することにより、実際の診療における適切な治療選択に有用となる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
悪性リンパ腫の治療成績は、抗体医薬併用化学療法により向上したが、未だ半数の患者は難治性
で、特に中枢神経や肝臓などの節外臓器浸潤を来した患者の治療成績は不良である。悪性リンパ
腫の異種移植マウスモデル（PDX モデル）を用いた検討では、（1）由来となった患者の解剖学
的表現型が PDX モデルでも再現される、（2）一次移植マウスの特定臓器に生着した腫瘍細胞を
継代移植すると、二次移植マウスの当該臓器に主たる病変を形成する、（3）同一マウスの臓器間
で、生着した腫瘍細胞のゲノムコピー数に相違が認められる、などのことが観察され、悪性リン
パ腫の節外病変形成には、何らかの臓器指向性が存在することが示唆される。一方、節性病変に
おいても、腫瘍関連線維芽細胞（CAF）が腫瘍細胞の生存・維持に重要な役割を果たしている。
これらの知見からは、悪性リンパ腫の病変形成においては、（1）腫瘍細胞と各臓器の微小環境と
の相互作用を通じて、環境に適した腫瘍細胞が選択的に生着し病変を形成する、（2）腫瘍細胞と
周囲の微小環境が相互に作用し、腫瘍細胞の生存に有利な環境を形成していることが示唆され
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、悪性リンパ腫細胞の臓器指向性とその背景にある腫瘍細胞と微小環境の相互作用
を明らかにすることを通じて、既存の治療に抵抗性を示す難治性病態に対して、新たな治療法を
開発することを目的とする。リンパ腫病変における腫瘍細胞と周囲の微小環境構成細胞との相
互作用に焦点を当て、病変形成を規定する腫瘍細胞の細胞遺伝学的特徴の解明と、エクソソーム
の役割の解明を含む微小環境構成細胞との相互作用の解明、相互作用を破綻させる薬剤を探索
することによる新規治療薬開発の可能性について検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）中枢神経病変に関連する臓器指向性の解明 
経過中に二次性中枢神経浸潤を来した患者および二次性中枢神経浸潤高リスクである精巣病変
を形成した悪性リンパ腫患者の臨床検体を用いて、同一検体に由来する中枢神経病変および腹
腔内病変を形成する PDX モデルを作成した。腫瘍細胞を、磁気ビーズを用いて純化し、その遺
伝学的特徴を全エクソーム解析および全 RNA 配列解析にて検討した。中枢神経病変特異的に異
常を認める遺伝子で、それぞれの PDX モデル間で共通して認められるものを、中枢神経病変形
成に関与する候補遺伝子として抽出した。候補遺伝子としての妥当性を、定量 PCR 法および免
疫染色法を用いて検討した。 
 
（2）節性病変における CAF と腫瘍細胞との相互作用の解明 
複数の悪性リンパ腫患者のリンパ節生検検体より CAF を単離し、難治性患者由来腫瘍細胞に対
する生存支持作用について検討した。腫瘍細胞の生存を強く支持する CAF を選択し、CAF と腫
瘍細胞との共培養下における腫瘍細胞の変化を検討した。さらに CAF より分泌される代謝産物
をメタボローム解析にて検討した。次に CAF による腫瘍細胞の生存支持作用を阻害する薬剤を
薬剤ライブラリーより抽出し、抽出された薬剤による抗腫瘍効果を in vitro および in vivo の両
面より検討を加えた。 
 
（3）節性病変における CAF より分泌されるエクソソームの役割の解明 
単離した複数の CAF より、腫瘍細胞への生存支持作用の異なる CAF を選択し、CAF より分泌
されるエクソソームと生存支持作用との関連について検討を加えた。エクソソーム分泌関連タ
ンパクを、RNA 干渉にてノックダウンし、腫瘍細胞への生存支持作用への影響について検討し
た。さらにエクソソーム存在下における腫瘍細胞の抗がん剤感受性変化について検討した。感受
性変化を引き起こす分子学的変化について検討し、その臨床的意義について検討した。さらにエ
クソソーム存在下における腫瘍細胞への感受性変化をもたらす薬剤を薬剤ライブラリーより抽
出した。 
 
４．研究成果 
（1）中枢神経病変に関連する臓器指向性の解明 
3 例の中枢神経病変あるいは精巣病変を形成した B 細胞リンパ腫患者より PDX モデルを作成し
た。それぞれの PDX モデルにおいて、一次移植マウスの中枢神経病変の腫瘍細胞を、二次移植
マウスの頭蓋内および腹腔内に継代移植し、中枢神経病変および腹腔内病変のペア検体を作成
した。ヒト CD19 を指標に磁気ビーズを用いて腫瘍細胞を純化し、DNA および RNA を抽出し



た。患者の正常骨髄細胞あるいは頬粘膜由来 DNA を対照とし、全エクソーム解析を施行した。
3 例の PDX モデルに共通して認められる中枢神経病変特異的な遺伝子変異は認められなかった。
全 RNA 配列解析の結果から、3 例に共通して認められる中枢神経病変特異的に発現する遺伝子
X を抽出した。定量 PCR 法を用いて、遺伝子 X の中枢神経病変特異的な発現を再確認し、免疫
染色にて、遺伝子 X が PDX モデルの中枢神経病変に陽性で、腹腔内病変では陰性であることを
確認した。次に、二次性中枢神経浸潤を来した患者で、PDX モデルの由来となった患者とは別
の 2 例において、初発時の腹腔内病変と中枢神経病変の遺伝子 X 発現を評価した。患者組織に
おいても、遺伝子 X は中枢神経病変のみに陽性であることを確認した。次に中枢神経原発リン
パ腫検体の遺伝子 X 発現を評価した。27 例中 20 例（73％）で遺伝子 X 発現が陽性であったの
に対し、節性病変では、27 例中 9 例（33％）で遺伝子 X 発現が陽性であった。これらの結果よ
り、遺伝子 X が中枢神経病変形成に何らかの役割を果たしている可能性が高いことが示唆され
た。 
 
（2）節性病変における CAF と腫瘍細胞との相互作用の解明 
悪性リンパ腫患者のリンパ節病変より、αSMA陽性、CD31 陰性である CAF を単離した。CAF
と腫瘍細胞との共培養下では、単培養と比較して、腫瘍細胞が増殖し、細胞死が抑制されること
を確認した。腫瘍細胞の糖代謝について検討すると、HK2、PDK1 が高発現しており、解糖系が
亢進していることを確認した。次に、CAF による腫瘍細胞への生存支持作用が、共培養下のみ
ならず、CAF の調整培地においても認められることを確認した。そこで、CAF より分泌される
代謝産物を CE-TOFMS にて解析し、ピルビン酸が有意に分泌されていることを確認した。ピル
ビン酸トランスポーターである MCT を 4-CIN にて阻害すると、CAF による生存支持作用が減
弱することを確認した。さらに CAF 調整培地による培養下においては、腫瘍細胞の糖代謝が亢
進しているのみならず、TCA 回路も亢進していることを確認した。これらより、CAF より分泌
されるピルビン酸が腫瘍細胞の生存支持に関与していることを見出した。 
 次に CAF による生存支持作用を選択的に阻害する薬剤を薬剤ライブラリーより抽出した。
3440 の既存薬ライブラリーより腫瘍細胞に治療効果を持つ emetine を抽出した。Emetine は腫
瘍細胞の HIF1 を抑制し、HK2、PDK1 を抑制することにより、解糖系を阻害し、細胞死を導く
ことを確認した。さらに CAF にも作用し、CAF の生存支持作用を阻害していることも確認し
た。In vivo での検討においても、Emetine の抗腫瘍効果が認められることを確認した。これら
より、Emetine が難治性 B 細胞リンパ腫患者に治療効果を示すことを見出した。 
 
（3）節性病変における CAF より分泌されるエクソソームの役割の解明 
上記の検討にて、CAF より分泌される代謝産物が、CAF の腫瘍細胞への生存支持に関与してい
ることから、次に、細胞間コミュニケーションにおいて重要な役割を担っている細胞外分泌小胞
に着目して検討を進めた。CAF より分泌される細胞外小胞を超遠心法により回収し、ナノトラ
ッキング法にて検討した。細胞外小胞は、直径 120nm〜130nm ほどであり、エクソソームであ
ると考えられた。次に CAF より分泌されるエクソソームにより腫瘍細胞の生存が支持されるか
について検討した。共培養と同様に、エクソソームによる腫瘍細胞の生存が支持されることを確
認した。さらに、腫瘍細胞への生存支持作用とエクソソームの分泌量とは関連が認められ、エク
ソソーム分泌に関連する nSMase2 や RAB27B 発現とも関連していた。RAB27B を、RNA 干
渉にてノックダウンすると、CAF による生存支持作用が減弱することが観察され、CAF による
腫瘍細胞の生存支持作用にエクソソームが関与していることが示唆された。次に CAF 由来エク
ソソームの臨床的意義を検討した。悪性リンパ腫診療で使用される抗がん剤感受性が、エクソソ
ームにより変化するかを検討したところ、CAF 由来エクソソーム存在下においては、抗ピリミ
ジン薬の感受性が低下することを確認した。そこで、抗ピリミジン薬のトランスポータータンパ
クの発現を評価したところ、CAF 共培養下および CAF 由来エクソソーム存在下において、抗ピ
リミジン薬のトランスポーターである hENT2 の発現が減少することを確認した。さらに細胞内
の抗ピリミジン薬濃度が減少することを LC-MS/MS 法にて確認した。最後に CAF 存在下にお
いては、抗ピリミジン薬の治療効果が減弱することを in vivo モデルにおいて確認し、患者病理
組織が hENT2 陽性である場合においては、抗ピリミジン薬を含有したレジメンに感受性を持つ
ことを確認した。これらにより、エクソソームが、悪性リンパ腫治療の潜在的な治療標的となり
得ることを明らかにした。 
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