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緒緒  言言  

 
リンパ節は健常では5 mm以下の小さな臓器である。体内に侵入した細菌やウイルス等、あるいは体内に発生したが

ん細胞等の異物を捉えて排除する機能を担い、免疫において中心的な役割を果たしている。悪性リンパ腫とは、がん細

胞の性質が成熟リンパ球に類似した血液がんの一つである。リンパ節などのリンパ組織から発生する場合は多いが、そ

の他の全身の諸臓器のリンパ組織から発生する場合もある。悪性リンパ腫全体としては、血液がんの中では最も頻度が

高く、高齢化などに伴って近年では増加傾向にある。悪性リンパ腫は、全体では約 100 種類に分類され、病理組織学

的、さらには臨床的には極めて多様な疾患群である。主には B 細胞性と T/NK 細胞性に分類され、B 細胞性リンパ腫

の頻度が約 9 割、T/NK 細胞性リンパ腫の頻度が約 1 割を占める。T/NK 細胞リンパ腫はさらに約 30 種類に分類され

る。本邦では、成人T細胞性白血病リンパ腫の頻度が高いが、諸外国では末梢性T細胞リンパ腫不能型、あるいは、が

ん細胞が T 濾胞ヘルパー細胞の性質をもつ血管免疫芽球性 T 細胞リンパ腫、あるいはこの類縁疾患の頻度が高い。血

管免疫芽球性T細胞リンパ腫は臨床的な特徴として全身リンパ節腫脹がみられ、さらには、発熱、皮疹、免疫異常など

の自己免疫疾患様の特徴をあわせもつ。我々のグループでは悪性リンパ腫の研究を行っており、なかでも血管免疫芽球

性 T 細胞リンパ腫についてゲノムから病態研究、治療研究まで行ってきた［1～4］。悪性リンパ腫の治療としては、    
B 細胞性リンパ腫では、抗体療法、CAR-T 細胞療法などの革新的治療方法が開発されているが、引き続き根治が困難

な場合もある。一方、血管免疫芽球性T細胞リンパ腫をはじめとするT/NK細胞リンパ腫においても、抗体療法や各種

新薬が開発され、実用化されているものの、依然としてB細胞性リンパ腫に比較して、予後は十分とはいえない。そこ

で、新たな治療戦略を開発する必要がある。 
リンパ節にはそもそもリンパ球をはじめとする主には血液系の免疫細胞に加えて、非血液系の血管内皮細胞、リンパ

管細胞、間質細胞などと呼ばれる細胞群が含まれる。悪性リンパ腫の腫瘍組織には、他のがん組織と同様、前述のよう

に成熟リンパ球に類似したがん細胞が浸潤しているのみならず、がん細胞以外の多様な細胞が浸潤している。これらの

細胞浸潤は血液系の免疫細胞や炎症細胞と呼ばれる細胞群、さらには非血液系の血管内皮細胞、リンパ管細胞、間質細

胞などと呼ばれる細胞群が含まれる。 
昨今では、単一細胞レベルで遺伝子発現解析を行うシングルセルRNAシーケンス解析技術が進歩した。シングルセ

ルRNAシーケンス解析によって、個々の細胞の特徴を捉えることができることから、様々な組織や分画に従来の想定

を超えた多様性がみられることが明らかとなってきた。 
本研究では、T細胞リンパ腫を対象とし、非血液系の間質細胞群に焦点をあて、シングルセルRNAシーケンス解析

技術を用いてその多様性を明らかにするために研究を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．リリンンパパ節節おおよよびび悪悪性性リリンンパパ腫腫ののリリンンパパ節節病病変変＝＝節節性性病病変変のの収収集集  
リンパ節と悪性リンパ腫のリンパ節病変＝節性病変の非血液分画は、非常に希少なフラクションであるため十分な量

を採取することが困難であった。そこで本研究では、当院の複数の診療科および協力病院との連携により、倫理委員会
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の承認のもと、サンプルを集積することとした。悪性リンパ腫は、診断用に採取された検体の残余検体を用いた。真の

「健常」リンパ節は倫理的には得られないことから、固形がんが疑われて診療のためにリンパ節郭清が行われた際の遠

位のリンパ節のごく一部分を利用し、転移がないことをフローサイトメトリー法などで確認することにより、「健常」

リンパ節の代替として用いた［5］。 
22．．リリンンパパ節節おおよよびび悪悪性性リリンンパパ腫腫分分画画かかららのの非非血血液液系系間間質質細細胞胞群群のの抽抽出出 
リンパ節を酵素処理により細胞懸濁液にし、セルソーター（FACS AriaⅡ）等によりCD45陰性細胞を分取した。シ

ングルセルRNA シーケンス解析には、ライブラリ作製キット（10x Genomics 社）によりライブラリを作製後、シー

ケンスを行った（ペアエンド、150 bp）［5］。 
33．．非非血血液液系系間間質質細細胞胞群群ののシシンンググルルセセルルデデーータタ解解析析 
得られたシングルセルデータについて、遺伝子発現領域へのマッピングなどの一次解析には CellRanger        

（10x Genomics社）を用いた。二次解析にはSeurat（Satija Lab）などを用いてデータのクオリテイーコントロール、

多検体のデータ統合、クラスタリングを行った。対応するクラスタ間でのデータ統合も同様に行い、DEseq2、MAST
などのツクラスタ間の遺伝子発現の差異を解析した。データ解析にはスーパーコンピューターSHIROKANE（東京大

学医科学研究所）を用いた［5］。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． 健健常常リリンンパパ腫腫のの多多様様性性（（血血管管内内皮皮細細胞胞、、リリンンパパ管管内内皮皮細細胞胞、、非非内内皮皮性性間間質質細細胞胞））（（図図11））  
非血液分画についてクラスタリングを行ったところ、大まかには3つの分画として、血管内皮細胞、リンパ管内皮細

胞、非内皮性間質細胞にクラスタ化された。次に、それらの集団をそれぞれ in silico（データ上）で取り出し、さらに

クラスタリングを行った。血管内皮細胞は10 種類のサブクラスタ、リンパ管内皮細胞は8種類のサブクラスタ、非内

皮性間質細胞は 12 種類の異なったサブクラスタに分かれた。それぞれのサブクラスタとその他の細胞集団との比較に

よりそれぞれのサブクラスタの遺伝子発現の特徴を見いだし、これを基にサブクラスタのアノテーション（すなわち、

当該クラスタの遺伝子発現プロファイルを基に機能や分化段階を予測し、「名前をつける」過程をさす）をもとに行っ

た。それぞれのサブクラスタについて、リンパ節内での局在について、免疫染色法を用いることにより確認した。これ

により、単一細胞レベルでのアトラスを作製した。  
 

  
  

図1．健常のリンパ節におけるシングルセルアトラス（［5］から引用） 
血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、および非内皮性間質細胞のサブクラスタおよびそれ

ぞれに対するアノテーションの結果、されにこれから推定されるリンパ節内での各サブ

クラスタの局在を示す。 
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22．． 血血管管免免疫疫芽芽球球性性TT細細胞胞リリンンパパ腫腫のの比比較較（（図図22））  
次に、「健常」リンパ節で作製した単一細胞レベルでのアトラスをもとに、血管免疫芽球性T 細胞リンパ腫について

も、非血管系間質細胞について解析を行った。クラスタリングの結果、全体の傾向としては、血管内皮細胞、リンパ管

内皮細胞、非内皮性間質細胞の大まかに3つに分かれた。特徴としては、血管内皮細胞が相対的に増加し、非内皮性間

質細胞が顕著に減少していた。次にこれらの各クラスタについて、in silico に抽出した後、サブクラスタリングを行い、

対応するサブクラスタについて比較を行った。解析については、今後も継続的に詳細に行う必要があるものの、顕著な

変化としては、濾胞樹状細胞が相対的に減少していた。血管免疫芽球性T細胞リンパ腫においては、濾胞樹状細胞の増

加は病理組織学的には診断根拠の一つともされてきたため、これが減少しているのは想定外の発見であった。そこで、

病理組織学的に古典的にアノテーションされてきた細胞分画と我々の技術により新たに分画されてくるサブクラスタ

について比較検討を行い、対応づけを行い、臨床診断に還元していく必要があると考えられた。 
  

 

 

図2．「健常」リンパ節と血管免疫芽球性T細胞リンパ腫非血液系間質細胞分画の比較 
「健常」リンパ節および血管免疫芽球性T細胞リンパ腫の非血液系間質細胞のデータを示す。

血管免疫芽球性T 細胞リンパ腫：AITL、血管内皮細胞：BEC、リンパ管内皮細胞：LEC、  

非内皮性間質細胞：NESC。ピアソンのカイ二乗検定、P＜0.001。 
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