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研究成果の概要（和文）：末梢性T細胞リンパ腫(PTCL)の腫瘍組織の遺伝子発現解析の結果、微小環境関連の遺
伝子発現で4群に分類することができ、Macrophage-rich, NME群（B細胞, 樹状細胞関連の遺伝子が低発現の群）
は予後不良であった。 Macrophage-rich症例はPD-L1、NME症例はBIRC5を高発現していた。BIRC5阻害はinvitro,
 vivoの疾患モデルにおいて腫瘍増殖抑制効果を認めた。 イメージングマスサイトメトリーによる微小環境プロ
ファイリングの結果、同一症例、同一組織内の不均一性が大きいことに気が付いた。その結果、cfDNAを用いた
免疫微小環境の包括的評価法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Gene expression analysis of peripheral T-cell lymphoma (PTCL) tumor tissues 
showed that the patients could be classified into four groups according to microenvironment-related 
gene expression, and the Macrophage-rich and NME groups (low expression of B-cell and dendritic 
cell-related genes) had a poor prognosis. Macrophage-rich cases had high expression level of PD-L1 
and NME patients had high expression level of BIRC5. BIRC5 inhibition by inhibitor and gene 
modification was effective in inhibiting tumor growth in both in vitro and vivo disease models. 
After microenvironmental profiling of a few cases by imaging mass cytometry, we noticed a large 
heterogeneity in the same cases and within the same tissues. As a result, we developed a 
comprehensive evaluation method of immune microenvironment using cfDNA.

研究分野： 血液腫瘍分野

キーワード： 末梢性T細胞リンパ腫　微小環境　遺伝子発現解析　イメージングマスサイトメトリー　cfDNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、PTCLという希少かつ予後不良な疾患が微小環境関連遺伝子発現によって分類でき、予後層別化
できることを検証した。さらにその分類に基づいた予後不良症例に対する新規治療標的の候補も同定した。今後
の臨床試験の計画、予後改善のために有用であることから意義深いと考えられる。さらに、cfDNAを用いた微小
環境評価法の開発を行なっているが、非侵襲的にかつ経時的に評価可能な系であり、社会的意義も大きいと考え
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
末梢性 T 細胞リンパ腫非特定型(PTCL-NOS)は T 細胞リンパ腫の中でも頻度が高く予後不良な
病型である。申請者は先行研究で、PTCL-NOS を微小環境因子によって再分類し、新規予後層
別化モデルを確立した(Sugio: Blood adv. 2018)。しかし、微小環境因子が予後を規定するメカニ
ズムは同定できておらず、新規治療戦略の開発には至っていない。 
これらの微小環境因子の機能解析を行う上での障壁として、1. 生理的な微小環境を再現 した疾
患モデルが存在しないこと、2. 網羅的遺伝子・タンパク発現解析に細胞の位置情報 を付加する
系が存在しなかったことの 2 点が挙げられる。近年、腫瘍組織の 3 次元培養技術の 向上や(Neal: 
Cell 2018)、多次元イメージングマスサイトメトリーの登場により (Giesen: Nat Methods. 
2014)、上記の障壁を乗り越えることが可能となった。 
本研究の核心となる学術的「問い」は、PTCL-NOS が発症・進展していく中で腫瘍細胞と微小
環境因子の間でどのようなクロストークが行われるかということである。新規技術を駆使して
この「問い」に対する答えを導くことで、既存の分子標的薬を用いた治療層別化や新規治療標的
の同定につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目標は、周囲微小環境因子が予後を規定するメカニズムを解明し、新規治療戦
略の開発を行うことである。この目標達成のために、目的 1. シングルセル RNA シークエンシ
ング (scRNAseq)を用いて微小環境中免疫細胞をプロファイリングし、目的 2. 多次元イメージ
ングマスサイトメトリーを用いて腫瘍細胞と微小環境因子のタンパク発現と位置関係を同時に
評価する。さらに、目的 3. PTCL-NOS 腫瘍組織の 3 次元培養や免疫不全マウスへの異種移植を
行い、疾患モデルの作成を行う。以上 3 点を当初の目的と考えた。 
しかしながら、多次元イメージングマスサイトメトリー（Hyperion）を用いて少数例を解析し
た結果、微小環境が同一症例・同一組織の中でも不均一性に富んでいることが判明した。図 1に
その代表例を示す。Hyperion やシン
グルセル RNA シークエンシングに
より解析できる組織・細胞数は、複数
の組織切片から抽出した RNA 発現
解析に比較すると非常に少ない。さ
らにリンパ腫は体全体に病変が存在
することを考慮すると、複数の組織
切片ですら正確に PTCL の微小環境
を評価できていない可能性が考えら
れた。そこで、目的 1, 2 の代わりに、
血漿中の核酸を用いた微小環境を包
括的に評価する系の確立を新たな目
的として研究を行った。PTCL-NOS
腫瘍モデルの作成と新規治療標的同
定に関しては予定通り行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1). PTCL腫瘍組織切片の遺伝子発現解析による微小環境中免疫細胞のプロファイリング 
(2). 患者組織の異種移植による PTCLモデルマウスの作成 
(3). (2)で作成したモデル、cell lineを用いた新規治療標的の同定 
(4). 患者血漿中核酸を用いた微小環境プロファイリング法の開発 
 
４．研究成果 
(1). PTCL腫瘍組織切片の遺伝子発現解析による微小環境中免疫細胞のプロファイリング 
先行研究で用いた 68 症例に加え、新たに収集した PTCL 腫瘍組織切片 124 症例（PTCL-NOS 43
症例, ALCL 34症例, ATLL 32症例, Tfh-PTCL 15症例）の腫瘍免疫関連 770遺伝子の発現レ
ベルを nCounterで解析した。 
腫瘍免疫関連 770遺伝子の発現レベルを非負値行列因子分解でプロファイリングし、4 群に分類
できた。それぞれ、B細胞関連遺伝子高発現群、樹状細胞(DC)関連遺伝子高発現群、マクロファ
ージ(Mø)関連遺伝子高発現群(Mø-sig)、微小環境関連遺伝子低発現群(NME)であり、先行研究に
て同定した分類と同様の集団であった。予後に関しても、先行研究同様 Mø-sig, NMEが予後不良
であり、それぞれ PD-L1などの免疫チェックポイント関連遺伝子の高発現と TP53del, BIRC5高
発現に関連していた。(図 2) 
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(2). 患者組織の異種移植による PTCLモデ
ルマウスの作成 
2つの PTCL患者組織を腎皮膜化に移植し、
腫瘍マウスモデルを作成した。静脈注射、
皮下注射モデルも試したがいずれも生着を
確認できなかった。(図 3A) 
 
(3). (2)で作成したモデル、cell lineを
用いた新規治療標的の同定 
NME 群で高発現であった BIRC5 に関して
shRNA、阻害薬（UC112）を用いて腫瘍増殖
抑制効果を検証した。その結果 BIRC5 阻害
は、細胞周期の抑制、アポトーシスの促進
による腫瘍増殖抑制効果を有することが判
明した。(図 3A,B) 
 
 
 
 
(4). 患者血漿中核酸を用いた微小環境プロファイリング法の開発 
2022年 9 月よりスタンフォード大学 Ash Alizadeh labと共同で血漿中核酸を用いた微小環境プ
ロファイリング方法の開発を行っている。 
血漿中の DNA（cfDNA）は体全体の死細胞に由来するため、リンパ腫をはじめとした悪性疾患に
おいて体全体の微小残存病変の検出に有用であることが分かっている。残存腫瘍だけでなく、腫
瘍組織中の免疫反応も cfDNAを介して評価可能であると仮説を立て、cfDNAを用いた微小環境プ
ロファイリング法の開発に着手した。 
cfDNA の断片化パターンによる遺伝子発現レベルの推定方法（EPIC-seq: Mohammad et 
al.,Nature biotechnology. 2022）を用いて免疫細胞関連遺伝子の発現レベルを解析したとこ
ろ、TfhPTCLにおいて Tfh関連遺伝子発現が高発現していることが確認できた。（図 4A） 
さらに、cfRNAの発現レベルとの比較を行った結果、cfRNA発現解析の結果と EPICseqの結果に
強い相関を認めた。（図 4B）腫瘍組織の FACS 解析の結果と EPICseq による免疫細胞プロファイ
リングの結果にも強い相関を認めたことから、cfDNAを用いた EPICseqにより、腫瘍微小環境を
非侵襲的に包括的に評価できる可能性が示唆された。 
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