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研究成果の概要（和文）：Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)に対する rituximab の治療

効果を規定する分子機構を解明することを目的にして、DLBCL 由来細胞株を用いて in vitro

の rituximab 感受性を検討したが、CD20 発現レベルの差を考慮した場合には DLBCL 亜型に

よる明らかな差は認められなかった。Rituximab 感受性への関与が推定される NF-kB 経路に

関わる CD79B、CARD11 および EZH2 について DLBCL 臨床材料で変異解析を行い、

DLBCL138 例中 28 症例にいずれかの遺伝子変異を認めた。さらに CARD11 遺伝子変異を持

つ症例が予後不良であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular mechanisms of heterogeneity in 

rituximab efficacies, rituximab-sensitivities of cell lines established from patients with 

diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) were analyzed by ADCC and CDC assays.  Tumor 

samples from patients with DLBCL were evaluated for their mutations on CD79B, 

CARD11 and EZH2, and their correlations with the prognoses of the patients were 

analyzed.  In vitro sensitivity of DLBCL cell lines to rituximab showed no clear patterns 

with respect to their DLBCL subtypes.  CD79B, CARD11 and EZH2 showed somatic 

mutations in several patients, and patients with mutated CARD11 genes showed 

significant poor prognoses.   
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１．研究開始当初の背景 

抗 CD20 モノクローナル抗体 rituximab 併用
CHOP（R-CHOP）療法によって Diffuse large 

B-cell lymphoma (DLBCL）の治療成績は大き
く改善した。しかし R-CHOP 療法によっても
治癒が得られない患者も多くさらなる治療

成績の改善が必要である。 

近年 DNA microarray を用いた遺伝子発現プ
ロフィール解析によって DLBCL が germinal 

center B-cell-like (GCB), activated B-cell-like 

(ABC), および type 3の 3亜型に分類可能で、
GCB がそれ以外の亜型よりも予後良好であ
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ることが明らかにされた。 

GCB と non-GCB では CHOP 療法への
rituximab 上乗せ効果が異なることが報告さ
れている。すなわち R-CHOP で治療された場
合、GCB と non-GCB では予後の差が認めら
れない。これは CHOP への rituximab 追加効
果が GCB と non-GCB では異なっていること
を強く示唆する結果である。 

Rituximab の作用機序としては ADCC、CDC

が知られている。また apoptosis 誘導も直接的
な作用機序とされる。その分子機序としては
NF-kB および ERK1/2 経路を介した Bcl-2 や
Bcl-xL などの発現抑制などが関わっている
と報告されている。しかし rituximab 作用の分
子機構は不明な点が多い。このため DLBCL

に対するR-CHOPの治療効果を予測する分子
指標は未確立である。 

 

２．研究の目的 

先に述べたとおり、DLBCL亜型では rituximab

の臨床的治療効果が異なることが報告され
ている。DLBCL に対する rituximab の治療効
果を規定する分子機序を解明することを目
的にして、DLBCL の各亜型から樹立された
細胞株を用いて、主に rituximab の直接的な
作用が GCB 由来および non-GCB 由来細胞株
で異なるかどうかを検討する。細胞株や臨床
材料を用いて rituximab の作用に関わる遺伝
子の異常について検討を行い、rituximab 効果
を規定する分子機構を明らかにする。 

これらによって同定した rituximab 治療効果
に関連する分子は臨床的にも有用な予後因
子となる可能性がある。臨床材料を用いた検
討によって、これらの異常と亜型との関連や
R-CHOP 療法を受けた DLBCL 患者での治療
効果との関連を調べることによって、
R-CHOP 時代における DLBCL の新たなバイ
オマーカー・生物学的予後因子を同定する。 

 

３．研究の方法 

GCB DLBCL 由来細胞株（DHL-4, DHL-10）
および non-GCB DLBCL 由来細胞株(Ly-3, 

Ly-10)などを用いて DLBCL 亜型別に
rituximab 効果を評価し、その効果を規定する
分子機構を分子生物学的手法によって明ら
かにする。Rituximab 感受性は主に 51Cr 

releasing assay を用いた CDC、ADCC assay で
評価する。 

1987 年 12 月から 2010 年 10 月の間に DLBCL

と診断された患者 138 例より得られたリン
パ節生検組織を用いた。病理組織切片を抗
CD10, 抗 BCL6, 抗 MUM1 抗体により免疫染
色を施行し、DLBCL 症例を GCB 型および
non-GCB 型に亜分類した。 

細胞株、臨床検体より定法によりDNA・RNA、
タンパク質を抽出した。PCR 法及び RT－PCR 

法によって CD79B、EZH2、CARD11 遺伝子

を増幅した後、直接遺伝子解析法、TA cloning

法、Pyrosequencing 法によって塩基配列を決
定した。 

 

４．研究成果 

【結果】 

(1) DLBCL 細胞株の rituximab 感受性 

GCB-type DLBCL 由 来 細 胞 株 (DHL-4 、
DHL-10)、ABC-DLBCL 由来細胞株(Ly-3、
Ly-10)を用いて in vitro で rituximab の作用に
ついて検討した。直接的な apoptosis 誘導作用
ではABC-DLBCL細胞株がGCB-DLBCL細胞
株に比べて低感受性だった。また ADCC およ
び CDC については ABC-DLBCL 細胞株に比
べてGCB-DLBCL細胞株において感受性が高
いことが判明した。しかし用いた細胞株では
ABC-DLBCL に比べて GCB-DLBCL で CD20

発現強度が高かったため、標的分子発現レベ
ルが作用の違いに関連している可能性も示
唆された。 

このように DLBCL亜型による rituximab感受
性には一定の傾向を認めなかった。本研究開
始後に、DNA microarray を用いた大規模解析
により、rituximab 併用化学療法で治療された
DLBCL の 予 後 は GCB-DLBCL が
ABC-DLBCL よりも良好であることが報告さ
れた(N Engl J Med. 359:2313-23, 2008)。この結
果は DLBCL亜型によって rituximab感受性が
異なるという本研究の仮説とはことなる結
果だった。このため、引き続き rituximab 感受
性に関わると報告されている NF-kB 経路関
連遺伝子の異常などについて主に臨床材料
を用いて解析し、DLBCL 亜型との関連を検
討した。 

（2) DLBCL における遺伝子異常の解析 

DLBCL 患者 138 例の生検組織を用いて遺伝
子変異解析を行った。免疫組織による亜分類
の検討では、GCB 型が 37 例、non-GCB 型が
40 例、不明 61 例だった。 

① CD79B ITAM 変異 

CD79B ITAM 領域の遺伝子変異は 15 例
（10.9%）に認められた。亜分類可能であっ
た 77 例における変異は、GCB 型で 2/37 症例
（5.4%）、non-GCB 型で 4/40 症例（10.0 ％）
に認められた。 

② EZH2 Y641 変異 

DLBCL における EZH2 遺伝子変異は、641 番
目のチロシン (Y641) に特異的に認められる
ことが報告されている。今回の検討で同変異
が検出されたのは、9 症例（6.5%）であった。 

亜分類可能であった 77 例における変異は 

GCB型において 6/37症例（16.2 ％）、non-GCB

型で 2/40 (5.0 ％)だった。 

③ CARD11 遺伝子変異 

DLBCL における遺伝子変異は、coiled-coil ド
メインに集積することがこれまでに報告さ
れているため、coiled-coil ドメインをコード



 

 

するエクソン（Ex）5，6，9 について検討し
た。DLBCL138 例における同部の変異は 4 例
（2.9%）で、 亜分類可能であった 77 例にお
ける変異は  GCB 型において 1/37 症例
（2.7 ％）、non-GCB型で 1/40 (2.5 ％)だった。 

④ CD79B ITAM, EZH2 Y641, CARD11 遺伝
子変異と予後との関連 

検討した DLBCL 138 症例の 10 年全生存率は
約 40％であり、既報と同等の結果であった。
また亜分類が可能であった症例（GCB n=37、
non-GCB n=40）における 10 年における OS

は、GCB 62%、non-GCB 20%であり、既報と
同様、GCB における生存率が有意に高い傾向
であった（p= 0.05）。 

CD79B ITAM変異の有無による生存割合につ
いては、DLBCL 138 症例のうち、変異例（15

例）の 5 年生存割合は約 38％、野生型（123

例）では約 52％であり、変異症例において予
後の悪い傾向が確認されたが有意差は認め
られなかった（p= 0.12）。EZH2 変異の有無に
よる生存割合については、DLBCL 138 症例の
うち、変異例（n=9）の 5 年における生存期
間は約 62％、野生型（n=131）においては約
40％であり有意差を認めなかった（p= 0.57）。 

CARD11 変異の有無による生存割合について
は、DLBCL 138 症例のうち、変異例（n=4）
の 5 年における生存期間は約 0％、野生型
（n=134）においては約 50％であり、変異症
例の予後が極めて不良だった（p < 0.0001）。 

 

【考察】 

今回用いた DLBCL 由来細胞株では ADCC や
CDC、およびアポトーシス誘導作用において
ABC 由来細胞株と比較して GCB 由来細胞株
において rituximab 感受性が高い可能性を示
唆する結果だった。しかし、今回用いた細胞
株ではCD20蛋白発現レベルがABC由来細胞
株と比べてCGB由来細胞株で高かったため、
これが感受性の違いに関連した可能性が示
唆される。 

本研究開始後、DNA microarray を用いた大規
模解析により、rituximab 併用化学療法で治療
された DLBCL の予後は GCB-DLBCL が
ABC-DLBCL よりも良好であることが報告さ
れた(N Engl J Med. 359:2313-23, 2008)。この結
果は当初の免疫組織学的な病型分類に基づ
く検討で示された、rituximab 併用化学療法で
治療されたGCB-DLBCLとABC-DLBCLの予
後に差は認められないという結果と異なる
も の で ある 。 この 報告 の 結果 か らは
GCB-DLBCL と ABC-DLBCL に 対 す る
rituximab の臨床的効果には本研究開始当初
に想定したような差はない可能性が示唆さ
れる。 

今回遺伝子変異解析を行った遺伝子は悪性
リンパ腫での変異が報告されている CD79B、
EZH2、CARD11 である。CD79B は、B 細胞

膜上に発現している B 細胞レセプター 

(B-cell receptor: BCR) 複合体の構成要素であ
る。BCR シグナル伝達は NF-kB や PI3K 、
MAPK などの下流シグナル伝達経路に関わ
っている。CARD11 は NF-kB 経路のシグナル
伝達において重要な因子である。EZH2 はヒ
ストン修飾を通して遺伝子発現調節を行う。
このように特に CD79B と CARD11 は
rituximab感受性への関与が推定されるNF-kB

経路に関わっている。 

今回の解析において CD79B ITAM に変異を
持つ症例では予後不良である可能性が示唆
された。しかしその変異は non-GCB 型に多く、
non-GCB 型であること自体が予後に影響し
ている可能性が否定できない。EZH2 Y641 の
変異はこれまで GCB 型のみで報告されてい
たが、今回の検討において non-GCB 型におけ
る変異症例も確認された（2/40; non-GCB 症例
中 5%）。予後解析においては、EZH2 Y641 の
変異症例においてむしろ予後がよい傾向が
示唆された。CARD11 遺伝子変異は 138 症例
中 4 症例に確認され、病型は GCB、Non-GCB、
IVL が 1 例ずつ、残り 1 例については病型不
明であった。4 例はすべて診断後から 1 年以
内に死亡しており、極めて予後不良だった。
CARD11 変異と DLBCL の予後に関する報告
はこれまでない。 

今回解析した DLBCL 症例に対する治療は
rituximab 併用 CHOP 療法や CHOP 療法など
さまざまである。現在 rituximab 治療の有無に
よる治療効果や予後についての検討を進め
ている。 
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