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緒　言

　T 細胞リンパ腫は悪性リンパ腫の 10～20%と少ないが、一般に予後不良である１）。B 細胞リンパ腫に比べ圧倒的に頻
度が低い上、病態の異なる疾患の集合でもある１,２）ことから、一つ一つの疾患コホートがいずれも小さい。このためも
あり、概して分子病態の解析が遅れていた。著者らは、T 細胞リンパ腫の中では最も頻度の高い血管免疫芽球性 T 細
胞リンパ腫（AITL）の 70%において、small GTPase タンパク質の一つ RHOA の遺伝子に、単一アミノ酸置換変異

（G17V）が生じていることを見出し報告した３）。AITL の腫瘍細胞は、濾胞性ヘルパー T（Tfh）細胞由来とされる４）。
一方、末梢性 T 細胞リンパ腫－非特異型（PTCL-NOS）の一部でも腫瘍細胞が Tfh 細胞様の形質を示し、これも含め
ると末梢性 T 細胞リンパ腫の 30～40%程度が Tfh 細胞由来と推定される３,５-７）。著者らは合わせて、G17V RHOA 変異
が Tfh 細胞由来リンパ腫に極めて特異的であることも報告しており３）、本変異の簡易診断法について特許申請してい
る８）。一方同時に、G17V RHOA 遺伝子変異を有する T 細胞リンパ腫全例に、Tet2 遺伝子変異が併存していることを
見出している２）。TET2 は DNA の脱メチル化に必須の酵素であり、変異により酵素機能が喪失すると予想される。し
たがって、Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫の多くは、エピゲノム異常（DNA の脱メチル化異常）と RHOA 変異に伴う
シグナル異常が併存し、これが疾患の発症や特異性決定にかかわると推察される。本研究では、AITL を含む Tfh 細胞
由来 T 細胞リンパ腫の分子基盤解明と、これに基づく新規治療法開発研究を目指した。

方　法

１．Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫におけるゲノム異常
　Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫におけるゲノム異常の全体像を明らかにするため、87 例（48 例の AITL および 39 例
の PTCL-NOS）の T 細胞リンパ腫サンプルについて、情報にしたがって選択した 71 遺伝子の全エクソンを次世代シ
ークエンサー Ion PGM を用いて解析した。さらに、得られた変異情報に基づいて、各変異がどの分化段階で生じてい
るかを明らかにするため、標本が得られた 19 例について抗 PD1 抗体および抗 CD20 抗体で免疫染色し、それぞれの標
本から陽性細胞を laser-captured microdissection（LCM）で切り出して DNA を調製し、Sanger 法および Ion PGM を
用いてシークエンス解析を行った。

２．AITL モデルマウスの作製
　Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫、特に AITL のモデル動物作製を目的として、次のような手順でマウスを作製した。
まず、CD2 プロモーター下でヒト G17V 変異 RHOA を発現するトランスジェニック･マウス（CD2-G17V/RHOA）を
作製した。一方、TET2 をコンディショナルに欠失できる Tet2flox/floxマウスを入手し、インターフェロン反応性に
Cre を発現するトランスジェニック･マウス（Mx-Cre）や CD2-G17V/RHOA マウスと交配して、４つの遺伝子型のマ
ウスを用意した。すなわち、（i）Mx-Cre･Tet2flox/flox･CD2-G17V/RHOA、（ii）Mx-Cre･Tet2flox/flox、（iii）Mx-
Cre･CD2-G17V/RHOA、（iv）Mx-Cre である。これらにインターフェロンを誘導する pIpC を投与して、経時的に観察
した。
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３．G17V 変異 RHOA 特異的結合タンパク質の同定
　G17V 変異 RHOA が新規にタンパク質と結合し、これを介して細胞内にシグナル異常をもたらしている可能性を検
証する目的で、次のような手法でプロテオミクス解析を行った。すなわち、ヒト T 細胞性急性リンパ性白血病細胞株
である Jurkat 細胞に野生型 RHOA および G17V 変異 RHOA（いずれも FLAG タグ挿入）を発現させ、抗 FLAG 抗体
で免疫沈降を行った。この免疫沈降物を TOF-MS によりスクリーニングした。

結　果

１．Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫におけるゲノム異常
　71 遺伝子のうち 15 遺伝子に計 39 種類の変異が見出された。AITL ですでに高頻度に変異が確認されている Tet2、
Rhoa、Idh2、Dnmt3A の 4 遺伝子で変異が高頻度であった他、これら 4 遺伝子を含めて 15 遺伝子に繰り返し変異が同
定された９）（図 1）。

図 1． AITL/PTCL で繰り返し同定される遺伝子変異
87 例の TFH 由来 T 細胞腫瘍（AITL および PTCL-NOS）生検検体由来 DNA を用い、71
遺伝子の標的シークエンスを行った結果。塗りつぶされたボックスは変異があることを示
す。文献 9 より一部改変。

　一方、LCM を行った 19 例は、PD1 および CD20 のいずれも多数の細胞が染色された。PD1 は Tfh 細胞が特徴的に
発現するタンパク質であることから、PD1 陽性細胞として切り出した画分には腫瘍細胞が濃縮されていると考えられ
る（図 2a）。
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図 2a． LCM で分取した細胞集団における変異の同定
Rhoa G17V 変異。腫瘍組織由来 DNA の解析では、19 例中 10 例 4 例で同定された。これ
らはすべて、LCM で採取した PD1 陽性細胞由来 DNA では検出されたが、CD20 陽性細
胞由来 DNA では検出されなかった。PD1 陽性細胞における変異 allele 頻度は、ほとんど
のケースで腫瘍組織由来 DNA における allele 頻度より高かった。文献 9 より引用。

　一方、CD20 陽性細胞として切り出した画分は B 細胞が高度に濃縮されていると考えられる。LCM シークエンスの
結果、Rhoa 変異（10 例）および Idh2（4 例）は、それぞれ全例で PD1 陽性画分だけで認められた（図 2b）。
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図 2b． LCM で分取した細胞集団における変異の同定
R172 Idh2 変異。腫瘍組織由来 DNA の解析では、19 例中 4 例で同定された。これらはい
ずれも LCM で採取した PD1 陽性細胞由来 DNA では検出されたが、CD20 陽性細胞由来
DNA では検出されなかった。PD1 陽性細胞における変異 allele 頻度は全例で、腫瘍組織
由来 DNA における allele 頻度より高かった。

　この他に 5 遺伝子の変異が、PD1 陽性画分だけで認められた９）。一方、Tet2 変異は 19 例中 16 例で認められ、その
全例で PD1 陽性画分での変異が確認された。のみならず、16 例中 15 例では、PD1 陽性画分だけでなく CD20 陽性画
分でも同じ変異が同定された。Dnmt3A 変異は 19 例中 7 例で認められ、うち 3 例では PD1 陽性画分だけで同定され
たが、4 例では PD1 陽性画分および CD20 陽性画分の両者で同定された（図は省略）。この他５遺伝子の変異が、PD1
陽性および CD20 陽性のいずれの画分でも同定された（図 2c）９）。
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図 2c． LCM で分取した細胞集団における変異の同定
PD1 陽性細胞特異的変異、または PD1 陽性細胞/CD20 陽性細胞の両者で検出される変異。
文献 9 より引用。
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　興味深いことに、4 遺伝子の変異が、PD1 陽性画分では検出されず、CD20 陽性画分だけで同定された。変異 allele
頻度は、腫瘍組織由来 DNA よりも、CD20 陽性画分由来 DNA において高かった９）ことから、これらの変異は PD1 陽
性の腫瘍細胞には存在せず、腫瘍組織内のクローン増生した B 細胞に存在すると考えられた（図 2d）。

図 2d． LCM で分取した細胞集団における変異の同定
B 細胞特異的変異。4 例における 4 遺伝子について、腫瘍細胞由来 DNA で変異が認めら
れたものの、PD1 陽性細胞由来 DNA では変異が検出されなかった。一方、CD20 陽性 B
細胞では変異が認められた。変異 allele 頻度は、3 遺伝子については 20%以上と高かった。
文献 9 より引用。

２．AITL モデルマウスの作製と解析
　Mx-Cre･Tet2flox/flox･CD2-G17V/RHOA は、pIpC 投与後約 8 ヶ月経た時点から死亡しはじめ、１年を経た時点で
約半数が死亡した。他のコントロールマウスでは８ヶ月時点でごく少数が死亡したに過ぎず、Mx-Cre･Tet2flox/flox･
CD2-G17V/RHOA マウスは有意に早く死亡していた。pIpC 投与後 6 ヶ月時点で解析したところ、Mx-Cre･Tet2flox/
flox･CD2-G17V/RHOA マウスは全例で著明なリンパ節腫大を認めた。このマウスが AITL モデルであるかどうか解
析中である。

３．G17V 変異 RHOA 特異的結合タンパク質の同定
　TOF-MS スクリーニングで、G17V 変異 RHOA への結合の方が、野生型 RHOA への結合より著明に強いという結果
が得られたタンパク質について、western blot により validation を行った。その結果、6 タンパク質について G17V 変
異 RHOA への特異的な結合が確認された。
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考　察

　AITL を含む Tfh 細胞由来 T 細胞リンパ腫の分子基盤の一端が解明された。特に、T 細胞リンパ腫においては、当
然腫瘍細胞は T 細胞であるところ、腫瘍組織由来 DNA で同定された変異が、実は腫瘍細胞のみならず、概念上腫瘍
細胞ではない B 細胞にも同定され得ることが明らかになった。さらに、T 細胞では同定されず、B 細胞でのみ変異が
同定されるケースがあることが示された。これらは、腫瘍細胞と腫瘍組織に浸潤している炎症細胞、という古典的な概
念に、新たな理解を付与する知見であると考えられる。すなわち、悪性リンパ腫が発症するにあたり、まず T 細胞や
B 細胞に分化する前の前駆細胞段階で変異が生じてクローン化し、それが T 細胞や B 細胞に分化した段階の細胞が１
つの組織を形成し、それぞれに異なるゲノム異常が生じて腫瘍病態が形成される、と考えられる。
　一方、腫瘍細胞内の分子異常に基づく新規治療法開発研究を目指した。これについては、変異 RHOA 特異的に結合
するタンパク質をスクリーニングすることを起点として発展可能であると考えており、実際、最初のマイルストーンで
ある特異的結合タンパク質を同定し、解析を開始している。
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