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研究成果の概要（和文）：診断困難なリンパ腫は、不明熱の原因疾患として極めて大きな集団である。我々は血
漿中の細胞遊離DNA(cfDNA)に着目し、droplet digital PCR、次世代シーケンサーを利用するLiquid biopsyによ
り、血管内大細胞型B細胞リンパ腫に特異的なMYD88、CD79bの変異、B細胞/T細胞受容体遺伝子再構成及び、網羅
的遺伝子変異を解析することで高精度に診断できる方法を見いだした。現在この方法の実臨床における精度、有
効性を検証するために、新たに前向き多施設共同臨床研究「LILY4 STUDY(UMIN000040061)」を開始ししている。

研究成果の概要（英文）：Lymphomas, which are difficult to diagnose, are an extremely large group of 
diseases that cause fever of unknown origin. We focused on cell free DNA (cfDNA) in plasma and found
 a method for highly accurate diagnosis by analyzing MYD88 and CD79b mutations specific to 
intravascular large B-cell lymphoma, B cell/T cell receptor gene rearrangements, and comprehensive 
gene mutations by liquid biopsy using droplet digital PCR and next-generation sequencers. In order 
to verify the accuracy and efficacy of this method in clinical practice, we have started a new 
prospective multicenter clinical study, LILY4 STUDY (UMIN000040061).

研究分野： Hematology

キーワード： Liquid biopsy　Oncology　cell free DNA　Lymphoma

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、診断困難なリンパ腫を採血のみで診断で診断および、診断補助ができる可能性が高まった。その
結果、不明熱により、原因不明で亡くなる患者さんが減少する可能性がある。
また、本研究が確立した検査は、感度・特異度ともに極めて高い。その結果、リンパ腫外の疾患の可能性が相対
的に高まるため、主として膠原病などのリンパ腫外の患者に対する治療方針の決定にも極めて有用である。
また、高齢者、中枢、腹腔内病変など、手術が困難である患者に対しても応用できる可能性が示唆される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 血液悪性腫瘍の診断には、組織の「生検」による病理診断により、リンパ節などの組織にお

ける悪性リンパ腫細胞の増殖を同定することが必須である。そのため、血管内を主に増殖し

ていく「血管内大細胞型リンパ腫(IVLBCL)」の様な、一部の「生検困難なリンパ腫に関しては

診断確定ができず、治療介入が遅れてしまうことが、臨床ではしばしば経験される。 

「不明熱」は、古典的には 3 週間以上継続する入院精査しても診断がつかない病態と定義

される。疫学的な報告は少ないが、「不明熱」患者は自己免疫性疾患、感染症、悪性リンパ腫

が鑑別の上位であるとされ、CT を代表する画像診断や各種の自己抗体の測定が可能となっ

た現在においても、診断不可能な症例は数多く存在し、むしろ診断技術が向上したがゆえに、

「不明熱」と診断された患者では最終診断が未確定で死亡する症例割合は増加している

(Bleeker-Rovers CP et al. Medicine. 2007;86(1):26)。これは、現在行われている画像診断、血

液検査、病理診断の限界を示唆しており、より高感度・高特異度の不明熱の鑑別に有効な診

断手法の確立が必要とされていた。 

一方で、次世代シーケンサー（NGS）の発達により、悪性リンパ腫の分子病態が明らかにな

るとともに、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫の特殊病型である IVLBCL においても、その

遺伝学的背景が明らかになってきた。我々の予備研究においても、IVLBCL においては、

MYD88 及び、CD79b の変異が明確に多いことが分かっていた。さらに、この変異はそれぞれ、

L265P 及び、Y196 の点突然変異である事から、droplet digital PCR（ddPCR）による高感度か

つ、安価な解析により検討可能であると考えられた。また、腫瘍性の証明においては、他の

固形腫瘍と異なり、悪性リンパ腫においては、B 細胞受容体及び T 細胞受容体の再構成を

証明することが極めて重要とされている。通常診療においては、フローサイトメトリーや、PCR

法、サザンブロッティング法などが用いられているが、それぞれ感度の問題や非特異的な反

応が多いという問題が存在していた。これらの問題を NGS を用いることで、より高感度・高特

異度にて解決できる可能性を考えた。この方法は、急性リンパ性白血病においては、腫瘍細

胞を対象としては確立していたが、cfDNA を対象としては検討されたいなかったため、この方

法が cfDNA においても有効に働くかを検討する必要があった。 

 

２．研究の目的 

（1）不明熱患者から、血液を分析することによってリンパ腫の診断を行うこと、もしくはリン

パ腫の補助診断となる方法を確立する事。 

（2）非腫瘍の腫瘍由来の遺伝子が混入している検体（血液・髄液等）で、今まで以上に高

感度、高特異度で検討可能な方法を確立する事。 

 

３．研究の方法 

「リンパ腫の事前確立が高い不明熱患者」の血漿中の細胞遊離 DNA（cfDNA）から、B 細胞

リンパ腫のクローナリティを証明することができれば、より低侵襲な早期診断が可能であり、

結果的に治療介入が可能となり救命へ結び付くのではないかと考えた。 

① 実際の不明熱患者の cfDNA を用いて、生検困難なリンパ腫患者を鑑別する方法を確

立するために、予備実験として IVLBCL と言われる生検困難なリンパ腫の保存血漿を

用いて、高感度、高特異度な検査系を検討した。具体的には、ddPCR を用いて、



IVLBCL に高頻度で変異のある MYD88、CD79b の変異を検出する系と、次世代シーケ

ンサー（NGS）において B 細胞受容体（BCR）/T 細胞受容体（TCR）の遺伝子再構成を

検出する系を検討した。 

② 上記検討の後、高悪性度のリンパ腫においては、cfDNA を用いた遺伝子解析が、十分

に検討に耐えられるとの確信が得られたため、NGS による網羅的遺伝子解析を行うこ

とで、さらに特異性の高い診断ができるのではないかと考え検討した。 

③ ②を含めた検討を、前向き多施設共同研究として、ddPCR、NGS によるクローナリティ

の検討を含めて開始した。 

 

４．研究成果 

 IVLBCL を対象とした、ddPCR を用いて MYD88、CD79b を検討する系は、ほぼ 100％の感

度において変異を検討できることが判明した。また、B 細胞受容体の再構成においても、

IVLBCL においてはほぼ 100％検出することを見いだした。 

 しかし、既に診断がついている患者と、診断がついていない患者群から新たに診断するの

とは、意義が異なるため、実際の臨床における感度・特異度のを含めた有効性の検討が必

要であると考えられた。 

 そのため、多施設共同研究として、新規に前向きの臨床研究を行うこととした。この臨床試

験は、対象は「リンパ腫を疑う古典的不明熱患者」とし、実際に診断がついていない不明熱の

患者に、リキッドバイオプシーを行うことでリンパ腫が診断できるか否かを検討する試験であ

る。今回確立した方法に加えて、

cfDNA を用いて血液疾患遺伝子パ

ネルを用いて 428 の遺伝子を検討

する事で、IVLBCL 以外にも血液疾

患の鑑別ができるかどうかを検討

する試験とした。 

 本研究は 2019 年冬より開始し、

全国 20 施設が参加している。2020

年 3 月末の時点で約 30 例の症例

が既に登録され、中間解析の結果

も非常に良好な結果である。今後、

本試験の成果をまとめ、日本血液

学会を始めとする国内学会及び、

国際学会に報告するとともに、学術

誌に論文報告する予定である。 
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