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研究成果の概要（和文）：CD20 陽性 B 細胞リンパ腫に対するリツキシマブを含む化学療法後に

CD20 発現が陰性化した症例に着目し、その分子メカニズムを解析した。CD20 陰性化に MS4A1
遺伝子発現抑制が関与し、この抑制には Sin3-HDAC1 複合体の関与が示唆された。CD20 陰性化

はリツキシマブ耐性の原因となるが、その発現は種々のエピジェネティック薬にて誘導され、

リツキシマブに対する感受性が一部回復することが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We focused on the phenomenon CD20-negative phenotypic change after 
performing chemotherapies with rituximab in CD20-positive B-cell lymphoma cells, and the 
molecular mechanisms of CD20-negative change were analyzed. It appears that aberrant 
down-regulation of MS4A1 gene expression is closely related to CD20-negative phenotype, 
and the repression may be introduced by recruitment of Sin3-HDAC1 protein complex to MS4A1 
promoter region. CD20-negative phenotype is related to resistance to rituximab therapy. 
Down-regulated CD20 expression can be partially stimulated by epigenetic drugs resulting 
in partial restoration of rituximab sensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 

 抗体療法は、腫瘍細胞などに発現する抗原

を標的とした新しい分子療法である。既に一

部の血液悪性腫瘍や固形癌に対する治療薬と

して極めて有効であることが証明されており、

今後もさらに多くの抗体治療薬が登場するこ

とが予想される。リツキシマブは最も早くか

ら臨床において使用されている抗体療法薬の

一つで、今日 CD20陽性 B細胞性悪性リンパ腫

(BCL)に対する治療の第一選択薬として認識

されている。しかし、リツキシマブ治療後の

再発・再燃も多数経験され、リツキシマブに

対する薬剤耐性が新たに認識されるようにな

ってきた。申請者によるこれまでの検討から、
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リツキシマブ使用後に再発・再燃を来した患

者のうちで再生検を施行した症例の約 25％に

CD20陰性転化が認められ、CD20蛋白発現の低

下、消失がリツキシマブ耐性化の一機序とし

て深く関わっている可能性が示唆されている。

また、CD20 蛋白発現の陰性転化に CD20 遺伝

子発現の異常な抑制が関与していることが示

唆され、さらに興味深いことには、一部のエ

ピジェネティック薬剤が CD20 遺伝子発現を

再度活性化し得ることも、申請者らは確認し

ている。リツキシマブが引き起こす遺伝子発

現パターンのエピジェネティックな変化と、

腫瘍細胞の抗体療法薬からの耐性獲得機構に

大変興味が持たれている。 

 

２．研究の目的 

 本研究においては、CD20陰性転化機序を分

子生物学的に解析し、発現調節の鍵となる因

子を同定、リツキシマブに対する耐性化機序

を分子レベルで明らかにする。種々の分子標

的薬を用いて CD20発現誘導を行い、リツキシ

マブに対する耐性化の克服を目指す。さらに

B 細胞性悪性リンパ腫患者より得られた腫瘍

細胞を用いて、CD20蛋白や RNAの発現パター

ンを確認し、リツキシマブ耐性化との関連を

検討する。また、non-RI標識リツキシマブと

高感度高空間分解能水平型高磁場 MRI を用い

た in vivo 分子イメージングにより、生きた

実験動物における CD20発現や、リツキシマブ

感受性の経時的変化の可視化も今回の研究の

目的の一つとする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) BCL患者検体における CD20発現の検討 

 文書による同意が得られたBCL患者より採

取された、診断時、再発・再燃時の腫瘍細胞

をもちいて、CD20 蛋白と mRNA の発現を定量

的に確認する。CD20蛋白の発現は、フローサ

イト解析（FCM）、免疫組織染色(IHC)、ウェ

スタンブロット(IB)法にて確認をする。CD20

の発現に異常を認める症例については、ゲノ

ム DNA を用いた CD20 遺伝子変異についても

同時に解析する。 

 

(2) CD20 遺伝子発現調節機構分子メカニズ

ムの解析  

 CD20 の転写に関与する可能性が示唆され

ている転写因子（Pu.1,IRF4, Oct4など）や、

転写因子に結合して転写を調節する因子（ヒ

ストン脱アセチル化酵素（HDAC）複合体や DNA

メチルトランスフェラーゼ(DNMT)複合体な

ど）のそれぞれの細胞における実際の発現を、

RT-PCR 法、IB 法にて確認する。また、これ

らの因子が実際に CD20 遺伝子プロモーター

上で機能しているかどうかについて、クロマ

チン免疫沈降法（ChIP)にて確認する。また、

同部位のヒストン修飾の状態（アセチル化、

メチル化など）についても、ChIPにて確認す

る。 

 

(3) CD20陰性転化細胞における CD20発現の

誘導 

 CD20 が陰性化した細胞において、CD20 蛋

白の発現誘導が可能かどうかについて検討

する。この検討には、遺伝子発現を調節する

可能性があるエピジェネティック薬剤（HDAC

阻害剤、DNMT阻害剤）等を用いる。 

 

(4) CD20 発現状態とリツキシマブ感受性と

の関連の検討 

 クロム放出試験を用いて、in vitroリツキ

シマブ感受性試験を施行する。正常ボランテ

ィアから得られた末梢血単核球や血清を使

用して、それぞれ ADCC, CDC活性を測定する。 

 

(5) CD20 遺伝子発現誘導に関与する因子の

網羅的解析 

 CD20陰性 BCL細胞、および上記薬剤にて発

現誘導された細胞より全 RNAを抽出し、レデ

ィーメイドマイクロアレイによる遺伝子発

現の網羅的解析を行う。それぞれの遺伝子発

現量を比較解析し、変化の認められた遺伝子

をクラスタライズし、CD20発現変化と関連性

を示す因子を抽出する。抽出された因子一つ

一つに関しては、同細胞から得られた RNAや

蛋白を用いて定量的 RT-PCR、IB法を施行し、

実際の発現量の変化を再確認する。また、上

記転写関連因子群を発現するベクターを作

成し、CD20プロモータールシフェラーゼベク

ターを用いたルシフェラーゼアッセイを施

行する。 

 

(6) 非 RI 標識リツキシマブの作成と高感度

MRI によるリツキシマブ結合細胞の in 
vivoイメージング 

 酸化鉄ナノ微粒子、常磁性イオン等などの

非 RI 物質により標識されたリツキシマブを

連携研究者主導にて作成する。標識リツキシ

マブをリンパ腫モデルマウスに投与し、独立

行政法人放射線医学総合研究所分子イメー

ジングセンターに設置されている高感度高

空間分解能水平型高磁場 MRIを用いて、投与

直後からのリツキシマブの分布を組織レベ

ルの解像度にて、経時的、非侵襲的に確認す



 

 

る。CD20陽性および陰性細胞使用時における

分布の差異などより、リツキシマブに対する

耐性化メカニズムを可視化する。 

 

(7) 細胞性悪性リンパ腫移植モデルマウス

の作成 

 NOG/SCID免疫不全マウスの皮下、もしくは

静脈内に CD20 陽性もしくは陰性細胞株を直

接注射し、CD20 (+)および(-) B 細胞性悪性

リンパ腫モデルマウスを作成する。 

 

(8) 陰性転化した CD20 の in vivo における

発現誘導の検討 

 上記エピジェネティック薬剤などを投与
することで、in vivoにおいて CD20抗原の発
現が誘導できるかどうかについて高感度 MRI
を用いて経時的に確認、リツキシマブ耐性の
克服に向けた併用療法などの可能性を検討
する。 
 
４．研究成果 
 
(1)リツキシマブ使用後の CD20発現消失・低

下によるリツキシマブ耐性化 
 リツキシマブ使用後に CD20 が陰性化した
細胞株 RRBL1、WILL2 および、同症状を示し
た BCL 患者腫瘍細胞を用い、合計 11 例にお
ける CD20 発現および遺伝子解析を行った。
RT-PCR法による CD20 mRNA発現解析では、検
討可能であった 6例において発現量が低下し
ており、１例では発現が確認できなかった。
また CD20 蛋白の発現は、IHC, FCM, IB 法の
いずれにおいても低下を示した。細胞株を用
いた MS4A1（CD20）遺伝子プロモーター部位
のメチル化解析では、発現に関与すると考え
られる有意なメチル化部位は確認されなか
った。MS4A1 遺伝子配列解析では、検討され
た 7 例中 2 例において CD20 コーディング部
位の変異が確認されたが、クローン数が尐な
く臨床的意義は否定的であった。 
 また、RRBL1および CD20低発現細胞株 Ly3, 
Ly10などを用いて、リツキシマブ耐性化機序
を解析した。In vitroクロム放出試験の結果、
リツキシマブによる細胞障害活性（ADCCおよ
び CDC）は CD20発現量に依存することが示さ
れ、CD20発現の消失がリツキシマブ抵抗性に
重要な病態の一つであることが確認された。 
 
(2)CD20 陰性化細胞における CD20 発現の誘

導とリツキシマブ耐性化克服の検討 
 RRBL1, Ly3や、リツキシマブ使用後に CD20
の発現が消失したプライマリーの腫瘍細胞
を HDAC阻害剤および DNMT阻害剤で処理する
ことにより、CD20 mRNAと蛋白の発現が部分
的に誘導されることが確認された。さらにリ

ツキシマブに対する感受性も一部回復（耐性
の克服）することが確認された。 
 
(3)CD20発現調節に関わる因子の同定 
 誘導前後の遺伝子発現パターンについて
マイクロアレイをもちいて比較検討したと
ころ、CD20 (MS4A1)遺伝子発現と同調して特
定の遺伝子群の発現が活性化されることが
確認された。これらのうち ENO1, PHF7 に注
目し、発現ベクターを作成、CD20プロモータ
ーレポーターベクターを用いた転写アッセ
イを施行したが、この系において転写誘導効
果は確認されなかった。 
 RRBL1を DNMT阻害剤で処理し、その前後で
得られた検体を用いた ChIP アッセイの検討
では、CD20遺伝子発現に関わるとされる Pu.1, 
IRF4 は、常に CD20 プロモーターに結合して
いることが示唆された。一方で、転写調節因
子である Sin3-HDAC1 複合体は、DNMT 阻害剤
処理後にプライマー部位から解離すること
が示され、また解離とともに H3 アセチル化
の程度が増加することが示された。以上より、
Sin3-HDAC1 複合体のリクルートにより CD20 
プロモーターが脱アセチル化され、発現抑制
に働いている可能性が示唆された。 
 
(4)リツキシマブ投与後に CD20発現が陰性化

した症例の臨床的特徴についての検討 
 リツキシマブ併用化学療法を施行された
後に再燃・再発を来した症例のうち、腫瘍組
織の再生検が可能であった症例について検
討を加えた。CD20 FCM(-) IHC(-)を示した 10
症例のうち 9割以上に認められた特徴は、1)
陰転化時の組織診断が DLBCL、2)骨髄浸潤を
含む節外病変の存在、3)陰転化後 1年以内の
死亡、であった。また終末期の高 LDH血症を
伴う白血病化が 6割に認められた。リツキシ
マブ治療後に CD20 陰転化再発・再燃症例は
骨髄・末梢血を含む節外病変で認められるこ
とが多く、極めて予後不良である可能性が示
唆された。 
 
(5)初発診断時の CD20発現に異常を認める症

例における分子生物学的背景の解析 
 初発の BCL患者において、CD20蛋白の発現
が IHC にて陽性、FCM においては陰性を示す
症例が存在し、リツキシマブ治療の是非に興
味が持たれている。この表現形を示す 7症例
のびまん性大細胞型 BCL患者より得られたリ
ン パ 節 生 検 材 料 を 用 い て 、 CD20 
IHC(+)/FCM(-)に関与する分子機序の解析と、
リツキシマブに対する反応性に関する検討
を行った。CD20遺伝子のコーディング配列に、
変異は確認されなかった。ウェスタンブロッ
ト法により、CD20蛋白の発現が陽性コントロ
ールに比べて概して低いことを確認した。定
量的 RT-PCR法では、CD20 mRNAの発現は陽性



 

 

コントロールに比べ約 10 倍有意差を持って
低いことを確認した。興味深いことに、蛍光
標識したリツキシマブを用いた FCM と live 
cell imaging解析において、腫瘍細胞とリツ
キシマブとの結合が確認された。しかし、そ
の結合量は陽性コントロールに比べて有意
に低かった。抗 CD20 B1抗体と腫瘍細胞との
結合は確認されなかった。これらの結果、
CD20 mRNA 発現量の低下が IHC(+)/FCM(-)の
表現形に関与していること、リツキシマブの
使用が必ずしも否定されるものではないと
いうこと、の 2点が示唆された。 
 
(6) 非 RI 標識リツキシマブの作成と高感度

MRI によるリツキシマブ結合細胞の in 
vivoイメージング 

 鉄ナノ粒子を結合したリツキシマブの開
発を連携研究者らと行ってきた。現在までに
試作薬剤が完成し、リンパ腫細胞株移植
NOD/SCID マウスを用いた MRI in vivo 
imaging 解析が開始されている。今後、CD20
の発現量の異なる BCL細胞を用いて移植モデ
ルを作成し、リツキシマブの in vivoにおけ
る結合状態などについて、更に詳細な検討を
行う必要がある。 
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