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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

（和文） 
A. DLBCL保存検体の RNA絶対定量解析： 

 びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫(diffuse large B-cell lymphoma: DLBCL と略)40 症例を対象に、

新規核酸定量システム nCounter system(NCS)を用いた予備検討を実施、あわせて、RNA シークエンスを

用いた網羅的トランスクリプトーム解析を新たに行った。予備検討で抽出されていた微小環境関連遺伝

子に加えて、計 200種類の予後を規定しうる遺伝子が抽出された。 

 これら 200 種類の予後規定候補遺伝子の validation として、中央病理診断された DLBCL200 症例に対

して、NCSを用いた RNA定量解析を進めた。得られた RNA定量データと臨床情報を照合、その発現レベル

がより生存期間予測に寄与する可能性がある遺伝子を 30個同定した。これらの予後規定遺伝子の多くは

T 細胞関連遺伝子（ICOS,IL-21, CD40LG, SLAMF1, CCR4）やマクロファージ関連遺伝子（ITGAX）等の微

小環境因子であり、この結果は前年度に行った予備検討と一致した。さらに、新たな予後規定因子とし

て long non-coding RNA (lncRNA)が同定された。 

B. 予後予測遺伝子の決定とそのﾒｶﾆｽﾞﾑの解明： 

 上記で同定された予後規定分子が、リンパ腫微小周囲環境を構成するどの細胞集団で発現しているか

を検討するため、新規高感度シングルセル RNA増幅システム C1および、多重蛍光免疫染色を用いた組織

サイトメトリー Mantra system を導入した。検討の結果、予後良好 DLBCL 患者群で抽出された予後規定

分子の多くが、follicular helper T cellや CD68陽性マクロファージ、FGFR1陽性間質細胞で発現され

ており、これらの微小周囲環境の破綻が予後不良な臨床経過に深く関与している可能性が明らかになっ

た。さらに、上記で検討した DLBCLの FFPE検体から DNAを抽出、現在リンパ腫自体に存在するゲノム変

異解析を行っている。これらの腫瘍細胞の遺伝子変異と NCS で得られた微小環境関連の遺伝子発現デー

タをあわせて解析することで、遺伝子変異の蓄積を規定する微小環境側の因子を同定することを目指す。 

 本プロジェクトの目的は、DLBCL の予後規定因子の同定に加えて、治療標的候補を探索することにある。

強力な予後規定因子として新たに同定された lncRNAについては、その細胞生存や遺伝子発現に与える影

響を調べるため、DLBCL のセルラインを用いた in vitro でのノックダウン・過剰発現の実験系の確立を

行なっている。さらに、予後不良因子として抽出された分子に対する阻害剤を入手し、同薬剤の細胞増

殖抑制効果を in vitroにおいて確認した。今後、患者検体を免疫不全マウスに移植する in vivo疾患モ

デル（Patient-derived xenograft）を用いて、その効果を検証する。 

 

（英文） 
A. To determine new prognostic factors in patients with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 

by quantitative RNA analysis: 

In the preliminary analysis of 40 patients with DLBCL by the nCounter system (NCS), we found that 

lymphoma microenvironment-related genes were highly associated with prognosis of DLBCL. To further 

evaluation, we performed RNA-sequencing (RNA-seq) for comprehensive transcriptome analysis and 

consequently about 200 candidate genes were detected.  

     To validate these candidate genes, we performed RNA expression analysis by the NCS in 200 

patients with DLBCL. Among the 200 genes, 30 genes were associated with prognosis. Particularly, 

lymphoma microenvironment-related genes such as T-cell （ICOS,IL-21, CD40LG, SLAMF1, CCR4）and 



3 
 

macrophage（ITGAX）were highly associated with prognosis of DLBCL, which are in agreement with 

the results of the preliminary analysis. Several long non-coding RNA (lncRNA) were also identified 

as significant predictors for survival. 

B. To identify new therapeutic targets in patients with DLBCL:  

To investigate which cell subsets in lymphoma microenvironment are related to these prognostic 

genes, we used the C1 system for RNA analysis of single cell and the Mantra system for multiple 

immunochemical staining. In patients who had better survival, prognostic genes and proteins 

expressed on follicular helper T-cells, CD68-positive macrophages, and FGFR1-positive stromal 

cells. These data suggest that lymphoma microenvironment may play an important role in survival 

of patients with DLBCL. Further analysis of genome mutations in lymphoma cells by DNA-sequencing 

has been ongoing to clarify the relationship between lymphoma cells and lymphoma microenvironment 

cells.  

     In addition to determine new prognostic factors in DLBCL, the aim of the present study is 

to explore new therapeutic targets. We have advanced the present study how the candidate genes 

and lncRNA affect on differentiation and survival of lymphoma cell, and whether these genes are 

possible therapeutic targets as well as prognostic factors. Efficacy of inhibitors against these 

genes, on which expressed in DLBCL patients with poor prognosis, has been testing not only in 

vitro but also in vivo using patient-derived xenograft.  
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