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緒緒  言言  

 
予後不良性疾患である難治性悪性リンパ腫は、免疫チェックポイント阻害剤などの免疫療法の治療効果が乏しいこと

が知られており、その免疫療法抵抗性のメカニズムの解明とその打破は、悪性リンパ腫の個別化医療を進める上で喫緊

の課題である。これまで著者は、難治性悪性リンパ腫を対象に網羅的な遺伝子解析を実施し、様々なドライバー遺伝子

変異を同定すると同時に、その臨床的有用性を明らかにして来た［1～5］。その過程で、難治性悪性リンパ腫では、BCR
やNF-κBなど腫瘍内シグナルの活性化を引き起こす遺伝子（EZH2、TMEM30A）の変異が、同時に細胞外シグナル

を抑制し、免疫原性を低下させる事で腫瘍の免疫逃避を引き起こす事を発見した。さらに、これらの遺伝子の阻害剤は、

腫瘍細胞自体の増殖抑制効果だけでなく、強力な腫瘍免疫を動員する事で高い抗腫瘍効果をもたらす事を突き止めた。

また、これらの遺伝子変異は臨床予後とも強く相関しており、このような腫瘍細胞内外シグナルの両者を制御するハイ

ブリッド遺伝子変異は、難治性悪性リンパ腫の病態形成に重要な役割を果たしていることが示唆される。 
最近、このようなハイブリッド遺伝子変異の存在は、他の腫瘍でも散見されるようになっており、ハイブリッド遺伝

子変異を標的として腫瘍細胞内外シグナルを同時に攻撃する治療戦略は、次世代の癌治療戦略として非常に注目されて

いる（図1）。しかし、これまでハイブリッド遺伝子変異の同定は限られた症例のみで行われており、大規模な検索がな

されていない。また、ハイブリッド遺伝子変異の生物学的意義の解明には、腫瘍と免疫環境の複雑なクロストークの解

析が必須であるが、従来のゲノミクス技術ではそれらの十分な解析が困難であり、最新のマルチオミクス技術による網

羅的解析が必要である。 

図1．ハイブリッド遺伝子変異による腫瘍内外シグナル制御と新規治療モデルの仮説 
 
本研究では、B細胞性リンパ腫の大規模コホートを用いたマルチオミクス解析により新規ハイブリッド遺伝子変異を

同定し、新たな治療戦略、特にエピゲノム阻害剤と免疫チェックポイント阻害剤の新規併用療法の開発を目的として、

細胞株、動物モデルを使用した生物学的検証を行う。さらに、これらの検討に必要な解析技術として、シングルセル解

析を実施し、ハイブリッド遺伝子変異が免疫微小環境に与える影響をシングルセルレベルで解析する。 
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方方  法法  

 
11．．ママルルチチオオミミククスス解解析析にによよるる新新規規ハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子異異常常のの発発見見  
びまん性大細胞型B 細胞リンパ腫（DLBCL）1,500 例のRNA とDNA を抽出し、トランスクリプトーム解析並び

にゲノミクス解析を行った。トランスクリプトーム解析にはパラフィン検体からの遺伝子発現解析が可能である

NanoString 社の nCounter を使用し、MHC など腫瘍表面抗原と腫瘍周囲免疫担当細胞の定量を行った。一方、ゲノ

ミクス解析は、300遺伝子のターゲットシークエンスを行い、遺伝子変異を同定した。これら2つのオミクスデータを

統合解析し、腫瘍内シグナルと腫瘍外微小免疫環境に影響を与えるハイブリッド遺伝子変異とこれらの変異が集積する

新規マルチオミクス・サブタイプを同定した（図2）。 
 

 
図2．研究計画のまとめ 

本研究では、①～③の研究を実施した。 
 

22．．シシンンググルルセセルルオオミミククスス解解析析にによよるるハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子変変異異とと免免疫疫微微小小環環境境ののククロロスストトーーククのの解解析析  
ハイブリッド遺伝子変異を有する悪性リンパ腫の臨床検体を用いてシングルセル・トランスクリプトーム解析データ

を取得した。具体的には10X Genomics 社のプラットフォームによるシングルセルRNAseq を行い、ハイブリッド遺

伝子変異と免疫微小環境細胞のクロストークを一細胞レベルで解析した。 
33．．ハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子変変異異腫腫瘍瘍のの生生物物学学的的意意義義のの解解明明とと新新規規免免疫疫併併用用療療法法のの開開発発  
ハイブリッド遺伝子変異、中でもTMEM30Aの生物学的意義の検証を行った。具体的には、悪性リンパ腫の細胞株

に、CRIPR-Cas9を用いてTMEM30A遺伝子変異を導入することで実験モデルを作製し、マクロファージチェックポ

イントであるPSが細胞表面に強制的に露出するかを確認した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．大大規規模模ママルルチチオオミミククスス解解析析にによよるる新新規規ハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子変変異異のの発発見見  

RCHOP療法を実施したDLBCL 1,500例を対象に、マルチオミクス解析を実施した。まず、トランスクリプトーム

解析を、NanoString 社nCounter を用いて実施したところ、腫瘍細胞表面のMHC-class I 並びに class-I 抗原発現が

低下し腫瘍関連T細胞の含有率が低下した「immune-cold」であるサブタイプ「DHITsig-positive/ind」が全症例の約

2



 

30％に確認され、その予後は5年生存率50％と不良であった（図3）。また、遺伝子変異解析を実施したところ、DHITsig-
positive/ind群に有意に集積が見られる遺伝子変異として、既知のEZH2、CREBBP、TMEM30Aに加え、GNA13や

TNFRSF14などが同定された。これらの遺伝子変異は、腫瘍表面のMHCだけでなく、HVEM-BTLAなどB細胞性

リンパ腫と免疫微小環境のクロストークで中心的な役割をもつ免疫チェックポイントにも影響を与えていることから、

ハイブリッド遺伝子変異の性質も持っていることが明らかとなった。 

 

図3．DHITsig-positiveグループの同定 
a) DLBCLのマルチオミクス・サブタイプ分類。 
b) マルチオミクス・サブタイプ毎の予後曲線（p-value：Log-rank-test）。 

 
22．．シシンンググルルセセルル解解析析にによよるるハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子変変異異のの細細胞胞間間ネネッットトワワーーククのの解解明明 

EZH2 変異を有するリンパ腫の臨床検体を用いて、シングルセル RNAseq を実施した。解析細胞数の中央値は、  

1.2×10４/mlであり、十分な解析リード数を保持する形でシークエンスを行った。解析した結果、まず腫瘍細胞におい

て、細胞表面のMHC-classⅠ、class-Ⅱを共に欠落しており、またCDKN2A やNF-kB など細胞増殖に関わるシグナ

ルの活性も認められたことから、一細胞レベルでもハイブリッド遺伝子変異の細胞内外シグナルの制御が確認出来た。 

一方、免疫微小環境細胞では、腫瘍細胞と強いクロストークを有するものとして、濾胞ヘルパーT細胞（follicular helper 
T-cell：TFH）や樹状細胞が挙げられ、これらの細胞からの正のシグナルを受けている可能性が示唆された。一方、細

胞障害性T細胞や、メモリーT細胞の分画が、正常リンパ節よりも小さいことから、腫瘍細胞との相互関係が希薄であ

ることが示唆された。さらに、マクロファージの中でも分化度の高い細胞が少なくなっており、腫瘍細胞表面のTIM3
やCD47などのマクロファージチェックポイントの変容も考えられた。 
33．．遺遺伝伝子子導導入入モモデデルルをを用用いいたたハハイイブブリリッッドド遺遺伝伝子子変変異異のの生生物物学学的的検検証証 
高悪性度リンパ腫細胞株を用いて、ハイブリッド遺伝子変異であるTMEM30AをCRISPR/Cas9にてノックアウト

した TMEM30A の KO モデルを作製した。KO 細胞株はコントロール（野生型）に比べ、“eat me signal”である

Phosphatidylserine（PS）の露出が増強していることが確認され、先行研究で得られた結果が一般化されることを確認

した（図4）。同時に、このノックアウト細胞株からRNAを抽出し、シングルセルRNAseqを実施中であり、TMEM30A
が細胞内外シグナルに与える影響を一細胞レベルで評価している。また、動物モデルとしてノックアウト細胞株を導入

したxenograftモデルを作製し、腫瘍増大とマクロファージの貪食機能との関連性を現在評価中であり、マクロファー

ジチェックポイント阻害剤（抗CD47抗体）の投与を計画している。 
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図4．TMEM-KOモデルを用いたマクロファージチェックポイント露出の評価 

TMEM-KOモデル（clone13：bottom）とコントロール（wild live cell：top、wild 
dead cell：middle）の細胞表面のAnnexin-V発現の評価。 
a）蛍光顕微鏡による評価（スケールバー：100μm）。 
b）フローサイトメトリーによる評価。 
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