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研究成果の概要（和文）：EBウイルス陰性DLBCLは全例が高メチル化形質を示した。一方、EBウイルス陽性DLBCL
では、背景の免疫不全の有無でDNAメチル化形質が大きく異なり、免疫不全下に発症したEBウイルス陽性DLBCLは
全例低メチル化形質を示し、免疫不全の背景のないEBウイルス陽性DLBCLでは、EBウイルス陰性DLBCLにはない超
高メチル化形質が認められていた。
この結果を遺伝子発現の結果と併せると、DNA超高メチル化の標的遺伝子が免疫不全の背景のないEBウイルス陽
性DLBCLの難治化の原因になっていると考えられた。現在いくつかの遺伝子について過剰発現細胞等を用いてそ
の機能と難治性形成の機序につき検討中である。

研究成果の概要（英文）：De novo EB virus positive DLBCL showed markedly higher DNA methylation 
pattern. De novo EB virus negative DLBCL demonstrated high methylation pattern but it’s not so high
 as de novo EB virus positive DLBCL. Immunosuppression based EB virus positive DLBCL showed low DNA 
methylation pattern as immortalized lymphocytes.
Next we performed RNA sequence and combined them with DNA methylation data. DNA methylation and gene
 expression showed inverse correlation. Thus, aberrant hyper DNA methylation induced suppression of 
key transcription factor targeted genes for the pathogenesis of EB virus positive DLBCL.
Our work provided that we could profile the pathogenesis of EB virus positive DLBCL by DNA 
methylation epigenotype, and they depended on if they have background of immunodeficiency or not.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EBウイルス陰性DLBCLは既存のR－CHOP療法で高率に治癒するのと比較して、EBウイルス陽性DLBCLは強度を上げ
た化学療法を用いても治療抵抗性である。本研究ではEBウイルス陽性DLBCLが免疫不全の背景の有無により異な
るDNAメチル化形質を有し、それにより発症メカニズムも異なっていることを初めて証明した。
エピゲノム異常を適切に制御することで抗腫瘍効果を発揮する、DNAメチル化阻害薬等を既存の化学療法に加え
て投与することにより難治性悪性リンパ腫の病勢コントロールに繋げられるような新規治療法の開発につながる
ことが期待されるため、本研究は高い社会的意義を有すると考えられる。

※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 

 多くの固形癌と造血器腫瘍では、特定の CpG アイランドの DNA 高メチル化が、癌抑制遺伝子の発

現を、癌特異的に抑制することが知られている。エピゲノム異常は適切に制御することで生理的発現

を回復させることが可能であり、これに基づく腫瘍形成機序の理解は難治性造血器腫瘍の本態解明

に結びつくとともに、新規治療法開発における治療標的としても注目されている。実際、古くから存在

していたアザシチジンやデシタビン(DAC)は造血器腫瘍の一つである骨髄異形成症候群(MDS)の治

療薬として機序不明のまま用いられていたが、DNA メチル化阻害作用の発見とともに再び脚光を浴

びている。 

 申請者らは MDS に着目し、ヒトゲノムにおいて同時機能喪失が高頻度に報告されている Tet2 遺伝

子(DNA 脱メチル化に関与)低発現とEzh2遺伝子(ヒストン修飾から遺伝子発現抑制に関与)欠損のコ

ンパウンドマウス（Tet2KD/KDEzh2Δ/Δ）を用いて DNA メチル化とヒストン修飾、遺伝子発現変化につい

て網羅的解析を行い、病態形成過程を探索してきた。Tet2KD/KDEzh2Δ/Δ マウスは MDS 様の病態を

呈し、特異的な DNA メチル化プロファイルを示した。DNA 高メチル化遺伝子群の多くは造血に重要

な転写因子であり、発現と負の相関を示す割合が高かった。これを DAC で治療したところ有意な

DNA メチル化解除を認め、一部造血に重要な因子の遺伝子発現も回復した。 

 Epstein-Barr virus（EBV）は世界中で成人の 90%以上が感染しているヘルペスウイルスに属する

DNA ウイルスである。また、ヒトのがん細胞から最初に発見されたウイルスであり、上皮系癌や B 細胞

腫瘍への関与が知られている。EBV 潜伏感染は通常無症候性だが、高齢者や免疫抑制状態では

EBVが再活性化し造血器腫瘍へ進行する。特にびまん性大細胞型B細胞性リンパ腫（DLBCL）では

多変量解析の結果 EBV(+)が独立した難治、予後不良因子となることが報告されている。他方、連携

研究者である金田、松坂らは、胃癌における DNA メチル化の網羅的解析を通じて EBV(+)胃癌が

EBV(-)胃癌と独立した超高 DNA メチル化形質を示し、さらに in vitro の EBV 感染により EBV 感染そ

のものが超高 DNA メチル化形質の原因であることを証明している。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではEBV(+)DLBCLとその前癌状態でもあるEBV(+)リンパ増殖性疾患(EBV-LPD)の患者検

体を EBV 陰性 DLBCL 検体と比較することで、EBV 感染と DNA メチル化異常の関係を網羅的に解

析、層別化し、EBV(+)DLBCL 発症と治療抵抗性の機序を明らかにすることを目的とした。本研究の

成果により新規治療の開発、治療成績向上に繋がることが期待された。 

 

３．研究の方法 

1.  当院で加療された DLBCL、EBV-LPD 患者の、EBV 感染の有無による後方視的生存解析： 

 2011 年〜2016 年の 5 年間に、当院で加療された DLBCL、EBV-LPD 患者計約 100 名の後方視的

予後・生存解析を行い、当院における EBV(+)DLBCL の長期予後を明らかにする。 

2.  DLBCL、EBV-LPD 患者検体における DNA メチル化を中心としたエピジェネティック異常と遺伝

子発現の関係性の網羅的解析： 

 当院でリンパ節生検を施行した DLBCL 患者、EBV-LPD 患者のリンパ節切片約 70 検体を薄切し、

標本でリンパ腫細胞含有率を判定した上で、悪性細胞高含有率のものを選定し DNA、RNA を抽出

する。以下の方法で DNA メチル化形質と遺伝子発現をゲノムワイドに解析し、その結果に基づき

DLBCL、EBV-LPD を層別化し、EBV(+)DLBCL の病態形成と治療抵抗性をもたらす重要因子を同

定、さらに新規治療法の開発を目指す。 

a)DLBCL、EBV-LPD の DNA メチル化解析と層別化 



 DNA を抽出し、網羅的 DNA メチル化アレイ Infinium 450k (Illumina®)を行う。これにより

EBV(+)DLBCL、EBV-LPD、EBV(-)DLBCL それぞれの DNA メチル化形質を包括的に解析し、EBV

感染による DNA メチル化異常の標的遺伝子、標的モチーフを明らかにし、層別化をはかる。 

b) B 細胞におけるエンハンサーの同定 

ヒストンのアセチル化(H3K27Ac)やメチル化(H3K4me)に関するクロマチン免疫沈降シーケンス

(ChIP-seq)を行い、a)の結果と併せエンハンサー(特にスーパーエンハンサー)等の転写調節に重要

な部位における DNA メチル化標的を明らかにする。 

c)  DLBCL、EBV-LPD の遺伝子発現解析 

抽出した RNA を用いて RNA シーケンスを施行し、DLBCL、EBV-LPD の exon の転写状態につい

てゲノムワイドに解析を行う。a)、b)の DNA メチル化解析のデータと併せ、EBV 感染により DNA メチ

ル化を受ける影響で転写活性が低下する標的遺伝子を同定し、病態・治療抵抗性の形成に重要な

DNA メチル化標的遺伝子・標的部位を同定する。 

3.  DNA メチル化阻害薬の、EBV(+)DLBCL への効果の解析： 

 DNA メチル化阻害薬の効果を確認、EBV(+)DLBCL 治療へ応用されることの妥当性を検討する。 

a)  DLBCL 細胞株に rEBV を感染させて作成する EBV(+)DLBCL 細胞株モデル、もしくは既存の

EBV(+)悪性リンパ腫細胞株に対して、既に臨床応用されている DNA メチル化阻害薬を投与し、投与

群・非投与群それぞれの細胞増殖能を観察する。増殖能に差が認められる場合は、アポトーシスや

細胞増殖をアネキシン V や BrdU を用いて調べ、その機序を明らかにする。 

b) これら細胞株治療モデルについても 2.に示した DNA メチル化、遺伝子発現の網羅的解析を行

い、EBV(+)DLBCL における DNA メチル化が胃癌と同様に EBV 感染そのものによって生じ、かつ

DNA メチル化阻害薬により解除されることを確認する。また、それら DNA メチル化が解除された遺伝

子群の転写が脱抑制され発現レベルが

回復することを調べ、DNA メチル化阻害

薬の標的遺伝子、さらには治療応答マー

カーを同定することを目指す。 

 

４．研究成果 

 68検体のDLBCLのリンパ節組織の薄切

を行い、標本でリンパ腫細胞含有率を判

定した。このうち腫瘍含有率が70%以上と

高率な58検体からDNAとRNAの抽出を行

った。13検体EBV(+)DLBCL、13検体の

EBV(-)DLBCLから抽出した500ngのDNA

について、バイサルファイト処理を行い、

網羅的DNAメチル化アレイInfinium 450k

を試みた。EBV(-)DLBCLは13例とも高メ

チル化形質を示した。一方、

EBV(+)DLBCLのうち2検体では超高メチ

ル化形質を認め、4検体は高メチル化形

質、7検体は不死化リンパ球と同等のレベ

ルの低メチル化形質を示した(図1)。低メ

チル化形質を示した7例は背景にT細胞リ

 

図 1. DLBCL の DNA メチル化形質による層別化。

免疫不全の背景のないEBV(+)DLBCLは高メチル

化形質を示した。赤枠は超高メチル化を示した例 



ンパ腫や免疫抑制剤使用者等のT細胞機能不全を含む免疫不全があるDLBCLだった。高メチル化

を示した症例、超高メチル化を示した症例は高齢者が含まれるものの背景の免疫不全の存在は明ら

かではなかった。前述のEBV(+)胃癌と比較してDLBCLで高メチル化を示した遺伝子は515遺伝子で

あった。そのうち、超高メチル化を示したEBV(+)DLBCL群で特異的にDNA高メチル化を示した遺伝子

は463遺伝子であった。EBV(-)DLBCLは全例

が高メチル化形質を示し、EBV(+)DLBCLでは、

背景の免疫不全の有無でDNAメチル化形質が

大きく異なることが示された。免疫不全の背景

のないEBV(+)DLBCLではEBV(-)DLBCLには

見られることのなかった超高メチル化形質が認

められており、これらの比較で同定された超高

メチル化遺伝子群がEBV感染によるDNAメチ

ル化異常の標的遺伝子と考えられた。 

 また、RNA シーケンスの結果を主成分分析

で 表 し た 結 果 、 EBV(-)DLBCL と 、

EBV(+)DLBCLは遺伝子発現パターンが大きく

異 な る こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、

EBV(+)DLBCL の中でも、背景の免疫不全の

有無により遺伝子発現パターンが変わる傾向があることが明らかとなった（図 2）。DNA メチル化アレ

イの結果と併せて解析したところ、DNA 高メチル化による遺伝子発現低下が示唆される遺伝子群が

認められた。これらの DNA 超高メチル化の標的遺伝子が EBV(+)DLBCL の難治化の原因になって

いると考えられ、いくつかの遺伝子について過剰発現細胞等を用いて検討中である。 

 

 

 
 
 
 

 
図 2. 主成分分析による、DLBCL の遺伝子発現パ

ターンによる層別化。 
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