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研究成果の概要（和文）：B細胞リンパ腫株を用いて、EZH2阻害薬によって生じる遺伝子発現変化を網羅的に解
析し、EZH2阻害薬はNK細胞やT細胞の反応性に関わる特徴的な液性因子の一群の発現を誘導し、B細胞リンパ腫の
腫瘍微小環境をある特定のパターンに変化させる作用を持つことが示された。B細胞リンパ腫におけるEZH2阻害
薬処理により誘導される遺伝子群とホジキンリンパ腫の腫瘍細胞であるH/RS細胞で高発現が報告されている遺伝
子群には有意な相関が認められ、他のホジキンリンパ腫で特徴的にみられるエピゲノム関連因子で変動する遺伝
子群とも照らし合わせ、エピゲノム修飾の違いが異なるリンパ腫病型の形成の一端を担っていることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Using B-cell lymphoma lines, we comprehensively analyzed the gene expression
 changes induced by EZH2 inhibitors and found that EZH2 inhibitors induce the expression of a group 
of characteristic humoral factors related to the reactivity of NK cells and T cells. They have also 
been shown to have the effect of altering the tumor microenvironment of B-cell lymphoma to a certain
 pattern similar to that of Hodgkin lymphoma. A significant correlation was observed between the 
genes induced by EZH2 inhibitor treatment in B-cell lymphoma and the genes reported to be highly 
expressed in H/RS cells of Hodgkin lymphoma. Comparison with the gene sets that are altered by 
epigenetic modifier genes expressed in H/RS cells have suggested that differences in epigenome 
modification play a role in the development of different lymphoma disease subtypes.

研究分野： 血液腫瘍学

キーワード： 悪性リンパ腫　EZH2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EZH2阻害薬は一部の悪性リンパ腫で承認されている新規のエピゲノム修飾薬であるが、その作用機序には不明な
部分も多い。そのため本研究では、EZH2阻害薬の作用機序を解明し、薬理作用に基づいた最適な使用法を見出す
ことを目的とした。B細胞リンパ腫株を用いて、EZH2阻害薬によって生じる遺伝子発現変化を網羅的に解析した
ところ、EZH2阻害薬はNK細胞やT細胞の反応性を高める特徴的な液性因子の一群の発現を誘導し、リンパ腫の腫
瘍微小環境を変化させる作用を持つことが示された。本研究より、本薬剤は免疫療法との併用により治療効果が
高まる可能性が示唆された。

※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 
 
悪性リンパ腫は血液内科領域で最多の悪性腫瘍であり、近年増加傾向にある。難治性の悪性リ

ンパ腫症例に対しては様々な治療標的を持つ新規治療薬が開発され、従来の殺細胞性抗がん剤
とは独立した治療効果を持つことから、いずれの薬剤も単剤では奏効率が低く奏効期間も限定
的であり、有効性が予想される症例の選別方法や効果的な他剤との併用療法の開発が望まれて
いる。 

EZH2 阻害薬は、EZH2 によって生じる H3K27 のトリメチル化を阻害することにより、標的と
なっている遺伝子の発現を回復させる作用を持つ。タゼメトスタットは最も早く臨床開発が進
められた EZH2 阻害薬であり、主な治療標的とされる EZH2 の活性化型変異陽性の再発・難治性濾
胞性リンパ腫症例以外にも、EZH2 変異陰性の濾胞性リンパ腫やその他の B 細胞リンパ腫病型に
おいて有効な症例が存在することが海外の臨床試験において示されていた(Italiano, 2018)。 
 
 
２．研究の目的 
 

B 細胞リンパ腫における免疫逃避機構の一つとして、CD58 発現低下が存在する。CD58 は腫
瘍細胞に対しT細胞やNK 細胞が免疫反応を生じる際の細胞間接着に関わる表面分子であるが、
悪性リンパ腫における最多の病型である DLBCL ではその 6 割に欠失が認められ、そのうち半
数以上で遺伝子異常は関与しないことが報告されている（Challa-Malladi, 2011）。我々はこう
した遺伝子異常が関与しない CD58 発現低下にエピゲノム修飾が関与しており、EZH2 阻害薬
が特異的に CD58 発現を回復させ、免疫細胞とリンパ腫細胞の免疫シナプス形成を促進させる
ことにより、リンパ腫細胞に対する免疫反応を高める作用を持つことを報告した(Otsuka, 
Nishikori et al. 2020)。 
本研究の過程で、EZH2 阻害薬はこのほかにも様々な生物学的作用を持つことが判明し、

EZH2 変異を持たない B 細胞リンパ腫に対しても治療効果を発揮する可能性があることを見出
した。そこで、EZH2 阻害薬の EZH2 遺伝子変異に依らない未知の作用機序を解明することで現在
承認外の病型においても本薬剤の有用な群を見出し、最適な他剤との併用療法の開発を行うこ
とは、悪性リンパ腫症例の予後の改善および医療経済の観点より重要であると考えた。以上より、
EZH2 阻害薬の EZH2 遺伝子変異によらない B 細胞リンパ腫に対する作用を明らかにし、EZH2
阻害薬の有効な対象症例を選別し、かつ本薬剤の最適な治療アルゴリズムを確立することを本
研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
様々な病型の B細胞リンパ腫細胞株 11 細胞株を用いて、EZH2 阻害薬によって生じる遺伝子発

現変化をマイクロアレイ解析、RNA シークエンスにて絞り込み、特に治療効果に関与すると思わ
れるサイトカイン・ケモカイン関連遺伝子や免疫シグナル伝達に関わる遺伝子、遺伝子修復に関
わる遺伝子を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて EZH2 阻害薬による遺伝子発現の変化、またフロー
サイトメトリーや ELISA を用いて蛋白発現や分泌量の変化を調べる。また、腫瘍細胞と T細胞・
NK 細胞との共培養によるサイトカイン産生能や細胞傷害能の変化、免疫細胞の遊走能への影響、
他の薬剤との併用による細胞死割合の変化を評価する。また、EZH2 阻害薬の奏効を担うこれら
の遺伝子変化と、各リンパ腫細胞株の遺伝子異常との関連性を明らかにし、クロマチン免疫沈降
シークエンス（ChIP-seq）による標的遺伝子のエピゲノム修飾を解析することにより、EZH２阻
害薬による直接的な遺伝子制御が関与していることを確認する。また、相乗作用が予想される免
疫修飾薬などの他の薬剤との併用による治療効果についても明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
B 細胞リンパ腫株２種類を用いて、EZH2 阻害薬によって生じる遺伝子発現変化を網羅的遺伝

子解析で絞り込み、この中で特に治療効果に関与すると思われるサイトカイン・ケモカイン関連
遺伝子や免疫シグナル伝達に関わる遺伝子を絞り込み、11 種類の B 細胞リンパ腫株において定
量 RT-PCR 法で解析を行った。その結果、11 種類全ての細胞株で CCL17 の遺伝子発現が上昇する
ことが判明した。ChIP-seq 解析により、EZH2 阻害薬は CCL17 のプロモータ領域の H3K27me3 を減
少させることにより、遺伝子発現の誘導をもたらすことが示された。 
また、EZH2 阻害薬で処理したＢ細胞リンパ腫株の上清を用いた ELISA により、CCL17 は細胞外

に分泌されることが判明した（図 1）。CCL17 の分泌促進作用は EZH2 変異の有無によらず、また



様々な B 細胞リンパ腫病型
において普遍的に認められ
る作用であることが示唆さ
れた。 
また、５μm 孔のメンブレ

ンにより分けられた上層に
健常人末梢血由来の T 細胞
を入れ、EZH2 阻害薬処理を
行った B 細胞リンパ腫株の
上清を下層に入れ、T 細胞の
下層への遊走を調べたとこ
ろ、高濃度の EZH2 阻害薬で
処理した細胞由来の上清ほ
ど多数の T 細胞の遊走を生
じることが判明した（図 2）。
この遊走は CCL17 のレセプ
ターである CCR4 の阻害抗体
により抑制されたことから、
EZH2 阻害薬により B 細胞リ
ンパ腫細胞株から分泌促進された CCL17 によって T 細胞遊走が惹起されたものと考えられた。
これは、B細胞リンパ腫由来の初代培養細胞を用いても同様の結果が得られた。 
 

また、遊走した T細胞と B 細胞
リンパ腫株との共培養により、遊
走したT細胞からのIFN-γの産生
が認められ、さらに抗 PD-1 抗体
を添加することにより、IFN-γの
産生は増加した（図 3）。以上より、
EZH2阻害薬によってB細胞リンパ
腫より分泌したCCL17へと動員さ
れたT細胞は実際に抗腫瘍効果を
担いうることが示唆された。 

 
EZH2 阻害薬はこれら以外にも

NK 細胞や T 細胞の反応性に関わ
る特徴的な液性因子の一群の発

現を誘導し、B 細胞リンパ腫の腫瘍微小環境をある特定のパターンに変化させる作用を持つこ
とが示された。 
ホジキンリンパ腫は免

疫細胞の豊富な微小環境
を持つ腫瘍であるが、
CCL17 はホジキンリンパ
腫 の 腫 瘍 細 胞 で あ る
Hodgkin/Reed-
Sternberg(H/RS) 細 胞 で
特徴的に高発現が知られ
る。そこで B細胞リンパ腫
における EZH2 阻害薬処理
により誘導される遺伝子
群と、H/RS 細胞で高発現
が報告されている遺伝子
群の相関を比較したところ、有意な相関がみられることが Gene set enrichment analysis 
(GSEA)により示された。 
濾胞性リンパ腫とホジキンリンパ腫はともに胚中心 B 細胞が起源の腫瘍であると考えられて

いるが、従来これまで何がこれらの病型の分子病態の根本的な相異を生み出しているのかは不
明であった。濾胞性リンパ腫細胞に対し EZH2 阻害薬を使用すると、免疫細胞の遊走や活性化を
もたらす遺伝子の発現が上昇するが、その遺伝子群とホジキンリンパ腫で特徴的に高発現する
遺伝子群との間に相関が認められたことから、エピゲノム修飾の違いが異なるリンパ腫病型の
形成の一端を担っている可能性を推測した。 
ホジキンリンパ腫のエピゲノム修飾状態に関与する因子として、ホジキンリンパ腫で頻度の

高い 9p24.1 増幅の領域内に存在するヒストン脱メチル化酵素 KDM4C の高発現と、EB ウィルス感
染による LMP1 蛋白による H3K27 脱メチル化作用を推測した。そこで、濾胞性リンパ腫細胞株へ
の LMP1 蛋白導入、さらにホジキンリンパ腫細胞株において KDM4C の発現抑制により変化する遺



伝子群に関し、濾胞性リンパ腫における EZH2 処理によって変動する遺伝子群との比較を行った
ところ、CCL17 以外にもこれらの間で連動して発現が変化する遺伝子の一群が存在することを見
出した。これらのエピゲノム修飾が共通する遺伝子群の発現変化を担っていることを示すこと
で、これらのリンパ腫病型のエピゲノム修飾の違いの特徴を明らかにし、さらにエピゲノム修飾
薬による治療効果を予測したり、異なる病型の治療薬も活用できるようになることができると
考え、現在報告に向けてデータをまとめている。 
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