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略語集 

CTCs: circulating tumor cells, 血中循環腫瘍細胞 

ctDNA: circulating tumor derived DNA, 血中循環腫瘍 DNA 

cfDNA: cell-free DNA, 血中循環細胞外遊離 DNA 

tdDNA: tissue-derived DNA, 組織由来 DNA 

dsDNA: double strand DNA, 二本鎖 DNA 

MRD: minimal residual disease, 微小残存病変 

IVLBCL: intravascular large B-cell lymphoma, 血管内大細胞型 B細胞リンパ腫 

FDG-PET/CT: 18F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography/ computed 

tomography, 18F-2-デオキシ-2-フルオロ-D-グルコースを用いたポジトロン断層撮

影 

sIL2R: soluble interleukin-2 receptor, 可溶性 IL-2 レセプター受容体 

R-CHOP: rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone 

ABC: activated B-cell, 活性化 B細胞 

GCB: germinal center B-cell, 胚中心 B細胞 

FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded, ホルマリン固定パラフィン包埋切片  

ionPGM: Ion Personal Genome Machine 

BCR: B-cell receptor , B 細胞受容体 

TLR: Toll-like receptor, Toll様受容体 

IL-1R: interleukin-1 receptor, インターロイキン 1受容体 

NF-κB: Nuclear factor κ B, 核内因子κB 

ddPCR: droplet digital PCR,ドロップレットデジタル PCR 

SNV: single nucleotide variant, 一塩基置換 

VAF: variant allele frequency, 変異アリル頻度 

CHIP: clonal hematopoiesis of indeterminate potential, クローン性造血 

WM: Waldenström macroglobulinemia, 原発性マクログロブリン血症 

CLL: chronic lymphocytic leukemia, 慢性リンパ性白血病 

SNP: single nucleotide polymorphism, 一塩基多型 

CMR: complete metabolic response 

FL: follicular lymphoma, 濾胞性リンパ腫 

HL: Hodgkin lymphoma, ホジキンリンパ腫 

ANKL: aggressive natural killer cell leukemia, アグレッシブ NK 細胞白血病 

hGE: haploid genome equivalent 

ABVD: doxorubicin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine 

EBV: Epstein-Barr virus, Epstein-Barr ウイルス 
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1 章. 序文 

 近年、悪性腫瘍に対するリキッドバイオプシーに関する研究が進んでおり、

その一部の技術はすでに実臨床への応用が行われている。リキッドバイオプシ

ーとは、血液、尿、脳脊髄液などの体液を検体として、種々のバイオマーカー

を検出及び解析する技術の総称である。そのバイオマーカーとは、血中循環腫

瘍細胞（CTCs: circulating tumor cells）、40-100 nmの細胞外小胞であるエクソソ

ームの内包物質（タンパク質や、mRNA, microRNA, long non-coding RNA など）、

及び血中循環腫瘍 DNA（ctDNA: circulating tumor derived DNA）のいずれかを対

象としたものに大別される 1。 

 リキッドバイオプシーにおいて、すでに臨床応用が進んでいるのは ctDNA を

用いた解析である。ctDNA は血中循環細胞外遊離 DNA（cell-free DNA, cfDNA）

の中で腫瘍細胞に由来した一分画である 1。In vitro での実験では、アポトーシス

及びネクローシスした細胞をマクロファージが貪食することによりメディウム

中の遊離 DNA が増加することから 2、cfDNAはアポトーシスやネクローシスに

由来するのではないかと考えられている。cfDNA のサイズは 143bp のピークと

166bp のピークが報告されており、それぞれヌクレオソームもしくはヌクレオソ

ーム＋リンカーヒストンに巻きついた DNA 長に一致することから、ヌクレオソ

ーム単位で断片化していると考えられている 3,4。一方でエクソソーム中にも
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double strand DNA (dsDNA)が含まれており、サイズは 2.5-10kbを超えるものもあ

る 5,6。cfDNA の濃度について、測定方法をリアルタイム PCRや蛍光ベースの測

定系の報告に限ると、健常人においては血漿由来 cfDNA 濃度が平均値 12 ng/ml 

(0.1-44 ng/ml)、血清由来 cfDNA濃度が平均値 38 ng/ml (12.6-70 ng/ml)であった 7。

一方、がん患者では、血漿由来 cfDNA 濃度が平均値 159 ng/ml (10.6-819 ng/ml)、

血清由来 cfDNA 濃度が平均値 400 ng/ml (36.9-1056 ng/ml)であった 7。 

 血液中に核酸が循環していることはすでに 1948年に報告されていたが 8、悪

性腫瘍への応用研究は 1994年にがん患者の血漿検体から KRAS/NRAS 変異が検

出されたことにより注目を集め始めた 9,10。腫瘍分野での応用のみならず、1997

年には母体血中に胎児由来 cfDNA が検出されることが報告され 11、無侵襲的出

生前遺伝学的検査は本邦では臨床研究ならびに自費診療で行われている状況で

ある。 

 臨床応用としては、非小細胞肺癌患者を対象とした血漿由来 ctDNAでのEGFR

変異の検出が、コンパニオン診断薬であるコバス EGFR 変異検出キット v2.0

（https://www.roche-ivd.jp/products/md/pdf/egfr01.pdf）等により、すでに保険診療

で実施可能である。例えば EGFR c.2369 C>T, p.T790M 変異が検出された場合、

第 1・2世代 EGFR チロシンキナーゼインヒビター(TKI)に対し耐性を示すため、

T790M 変異陽性例に有効な第 3世代 EGFR-TKI（オシメルチニブ）への変更を
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判断することができる。また、本邦での承認は下りていないが、Guardant 360 

(Guardant health Inc.)は ctDNA を対象とした 73 遺伝子のパネル検査であり、国立

がんセンターを中心に有用性評価のための試験が進行中である

（UMIN000030496、UMIN000029315、UMIN000034394 など）。 

 ctDNA の解析の利点として、従来の生検に比べて侵襲性が低く、さらに、腫

瘍のクローン不均一性をよりよく反映する可能性がある。また低侵襲性により

経時的解析が容易であるため、クローン進化の観察や、治療抵抗性クローンお

よび微小残存病変（minimal residual disease, MRD）の検出という目的も想定され

る。さらに、固形腫瘍の早期診断に関する研究もなされているが、感度・特異

度の点等で実臨床への応用には至っていない。 

 造血器腫瘍においては、白血病では腫瘍細胞へのアクセスが固形腫瘍より容

易であることもあり、ctDNA の研究はあまり多くないが、悪性リンパ腫におい

ては複数の先行研究がある。例えば、低悪性度 B細胞リンパ腫のびまん性大細

胞型 B細胞性リンパ腫への組織学的形質転換は、予後や治療方針決定に影響を

与えるため再発時には原則再生検が望ましいが、病変部位や病勢によっては難

しいことがある。これに関して、ctDNA の解析により形質転換を予測できる可

能性があり 12、今後の検証によっては実地臨床に役立つかもしれない。 

 私は、悪性リンパ腫における cfDNA を用いたゲノム解析に関する２つの研究
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を行なった。 

1. 血管内大細胞型 B細胞リンパ腫を対象とした cfDNA の解析 

2. B細胞リンパ腫を対象とした cfDNA の解析におけるクローン性造血の検出に

ついて 

 上記の 2つの研究で扱った臨床検体は、筑波大学附属病院の倫理審査委員会

で承認された「造血器腫瘍及び固形腫瘍におけるゲノム及びエピゲノム異常の

網羅的解析(H24-75)」に基づいて、患者より書面での同意を得て研究に使用した。

ただし、転医や死亡による診療終了等の事由により直接の同意取得が困難な場

合には、別途「T細胞リンパ腫発症機序の解明に関する研究（H24-74）」および

「臨床経過が明らかになっている造血器腫瘍患者のゲノム解析(H28-263)」に基

づいて、筑波大学血液内科ホームページに掲載した公開文書により拒否の機会

を提供した上で、拒否の意思が示されなかった場合に用いた。血清及び血漿は

臨床研究「つくば臨床検査教育・研究センター事業における診療検体の保管と

共同研究での利用（H22-603）」に基づき利用同意を得て、すでに保管されてい

る検体を使用した。血清・血漿についても、対象患者へ「造血器腫瘍及び固形

腫瘍におけるゲノム及びエピゲノム異常の網羅的解析(H24-75)」の説明を行い、

書面での同意取得を行なった。 
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2章. 血管内大細胞型 B細胞リンパ腫を対象とした血

中循環細胞外遊離 DNA の解析 

 

2.1. 背景と目的 

 血管内大細胞型 B細胞リンパ腫（Intravascular large B-cell lymphoma, IVLBCL）

は全身の細小血管内に腫瘍細胞が増殖する、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫

（diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL）の稀な一亜型である 13。頻度は悪性リ

ンパ腫全体の 1%未満に過ぎない 14,15。旧来、IVLBCLは “malignant 

angioendotheliomatosis”もしくは “angioendotheliomatosis proliferans”という名称

で呼ばれ、悪性リンパ腫とは認識されていなかったが、1986年に 3 例の免疫染

色の結果からリンパ系造血器腫瘍であることが Sheibaniらにより提唱された 16。 

 悪性リンパ腫でありながらリンパ節腫大や腫瘤形成が見られず、不明熱や原

因不明の意識障害、呼吸不全等の多彩な症状で発症する。症候により 3つの病

型が認識されており、中枢神経、皮膚など特定の臓器に関連した症候が多

い”classic form”と、多臓器不全、肝脾腫、汎血球減少が前面に出る”Asian variant” 

13,17,18、さらに西洋諸国の女性に報告が多い、腫瘍が皮膚のみに限局して予後が

良好な”Isolated cutaneous variant”がある 17,19。”Asian variant”は当初アジアからの

症例報告を中心に認識されていたが、その後西洋諸国での症例報告が出てきた
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事から、近年は”Hemophagocytic syndrome-associated form”と称することもある

20–23。  

 IVLBCLの診断は、基本的には、細小血管内に増殖する B細胞性の腫瘍細胞

の増殖を組織学的に証明することでなされる。腫瘍が組織学的に血管内に存在

するものの、末梢血塗抹標本で腫瘍細胞が確認される症例は 5-24%に過ぎないた

め 17,18、血液検査単独で診断されることは例外的にしかない。診断に至る状況と

してはいくつかあるが、例えば事前に IVLBCLを疑わずに、臓器障害のある病

変（例えば肝臓、腎臓など）を生検し、結果的に IVLBCLと診断される例があ

る。一方で、症候から IVLBCLを積極的に疑って診断を試みる場合は、一般的

に骨髄生検、ランダム皮膚生検を行う。ランダム皮膚生検とは、肉眼的には大

腿や腹部の、特に所見のない皮膚を 3-5箇所生検する手技である。不明熱の症例

に対して、特に所見のない皮膚を複数箇所生検し、2例の IVLBCLを診断し得た

として、2003 年に初めて報告された 24。2007 年にMatsueらが 6例の IVLBCL

でのランダム皮膚生検の検討を報告し、 その後広く普及するに至っている 25。

ランダム皮膚生検と骨髄生検の診断感度は、症例ベースでそれぞれ 80%と

50-60%程度と報告されている 26,27。一方で、ランダム皮膚生検は IVLBCLにさ

ほど有用でないという報告もある 28。病変が検出される深さを検討した研究では、

真皮よりも皮下脂肪織中間層での検出率が良いという報告 29や、病変の 37%は
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皮膚表面から 5mm以上深い位置に見つかるという報告 30があり、切除生検かパ

ンチ生検かによって、診断感度が異なる可能性はある。また、もし患者に老人

性血管腫があれば生検部位に含めると、診断感度が上がるという報告もある 31–34。 

 18F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography/ computed tomography 

(FDG-PET/CT) による FDG異常集積部位の生検も IVLBCL診断に有用であるが、

偽陰性（生検陽性部位に FDG異常集積を認めない）・偽陽性（FDG異常集積部

位で生検により腫瘍を認めない）も報告されている 35。また、厳密に言えば、現

時点ではFDG-PET/CTの不明熱および疑診の悪性腫瘍に対する保険適用はない。 

 かつては剖検での診断例が 50%を超える時代もあったが 19,36、現在では生前診

断の割合が増え 80%という報告 37もある。これは、疾患が広く認知されてきた

ことや、ランダム皮膚生検の普及や FDG-PET/CT異常集積部位の生検等による

ものかもしれない。しかし、現在でも診断が難しい理由として、(1)悪性リンパ

腫ながら腫瘤形成をせず、症候が非特異的であり、鑑別にあげること自体が難

しい；(2)生検すべき部位が不明瞭であり、ランダム皮膚生検、骨髄生検の感度

はそれなりに高いが、初回生検陰性例では診断までに複数回の生検を要するこ

とがある、などが考えられる。 

 診断後の治療については、他の DLBCLと同様 R-CHOP（rituximab, 

cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone）療法が標準治療であり、
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後方視解析において 3年全生存率は 60-81%である 38,39。この 2報は R-CHOP 療

法を受けた集団を後方視解析しているため、当然ながら剖検診断例などは含ま

れていない。つまり、遅滞なく診断され治療に繋げられた症例では概ね他の

DLBCLの治療成績と差がないとも言える。ただし、R-CHOP 療法単独では中枢

神経再発の割合が高いため 40、R-CHOP 療法に大量メソトレキサート療法と抗が

ん剤髄腔内投与を加えた初期治療の第２相試験が行われ、フォローアップ期間

中である。 

 以上より IVLBCL診療の現状を考慮すると、症候から IVLBCLを鑑別に挙げ

られた場合に遅滞なく診断できることが重要であると考えられる。それを阻む

のが、腫瘍の存在する部位がわかりにくく生検すべき部位が不明瞭な点であり、

現状の診断方法は、「腫瘍がいると思われる」血管組織を比較的低侵襲に採取

できる皮膚や骨髄を対象として生検している。一方、cfDNA を解析対象とした

リキッドバイオプシーはどこから生検すべきかを検討する必要がなく、cfDNA

解析をツールとして腫瘍細胞に由来するゲノム異常を検出できれば、診断の助

けとなる可能性がある。しかし、研究開始時点では IVLBCLのゲノム異常に関

する既報が存在せず、cfDNA 解析で検出するべき対象のゲノム異常が不明であ

った。 

 前述の通り、IVLBCLは DLBCLの一亜型である。DLBCLは悪性リンパ腫で
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最も頻度が高い病型であるが、治療反応性や予後は一様ではなく、異質性のあ

る診断カテゴリと考えられている。そのため、今日までに様々な亜分類が検討

されてきた。マイクロアレイを用いた遺伝子発現プロファイリング（Gene 

expression profiling, GEP）の解析では、約 10%の分類不能型を除くと、DLBCL

は活性化 B 細胞に近いパターンを示す Activated B-cell (ABC)タイプと胚中心 B

細胞に近いパターンを示す Germinal Center B-cell (GCB)タイプに分けられ、ABC

タイプで予後が不良であることが報告された 41。さらに、この GEP を予測する

免疫染色アルゴリズムは複数あるが、広く用いられているのはHans分類であり、

MUM1, CD10, BCL6 に対する免疫染色態度により GCB型、non-GCB 型に分類す

ることができるが、GEP の分類不能型を検出することはできない 42。IVLBCL

においては、GEP は検討されてないが、Hans 分類では non-GCB 型がほとんどで

あることが知られている 18。 

 DLBCLのゲノム異常はすでに網羅的に解析されている。前述の GEP の違いで

頻度に差があるゲノム異常もあれば、共通するゲノム異常も報告されている。

ABC 型/non-GCB型 DLBCLでは、B細胞受容体（B-cell receptor, BCR）シグナル

の恒常的な活性化 43、Toll様受容体（Toll-like receptor, TLR）・インターロイキ

ン 1受容体(IL-1R)経路からのシグナル伝達に関わる制御因子の遺伝子異常によ

る Nuclear factor κ B (NF-κB)経路の活性化が報告されている 43–46。non-GCB型が
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多い IVLBCLにも同様のゲノム異常が見つかるのではないかと仮説を立てた。

本研究は、IVLBCL患者を対象に、すでにDLBCLで既知のゲノム異常を検索し、

cfDNA 解析による IVLBCLゲノム異常の検出が診断補助ツールとなり得るかを

検討する目的で行なった。 

 

2.2. 材料と方法 

2.2.1. 対象患者と対象臨床検体 

 IVLBCLの診断に至った病理検体、血清/血漿の保存検体のいずれかが入手可

能である、2005 年 1月から 2017年 5 月の間に研究参加施設（筑波大学附属病

院、JA とりで医療センター、亀田総合病院）で診断された 27症例の IVLBCL

症例を対象に研究を行なった。IVLBCLの診断は、各施設の病理医の病理診断に

基づいて行われた。この研究は、各施設の臨床研究倫理審査委員会で承認され、

ヘルシンキ宣言に則って行われた。 

 臨床情報は診療録から以下の情報を取得した；年齢、性別、症候（発熱、倦

怠感、意識障害、神経学的巣症状、咳の有無など）、脾腫の有無、酸素飽和度、

血算（白血球数、ヘモグロビン値、血小板数）、生化学データ（可溶性インタ

ーロイキン 2受容体（sIL2R）、LDH、アルブミン、CRP）、骨髄穿刺所見、病

理所見（骨髄、皮膚、その他の部位）、18F-FDG-PET/CTの所見。血球貪食症候
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群の有無については HLH-2004診断基準 47に基づいて判断した。 

 臨床検体は、腫瘍細胞が病理学的に確認された生検病理検体（ホルマリン固

定パラフィン包埋切片, FFPE）もしくは骨髄穿刺液を組織由来 DNA

（tissue-derived DNA, tdDNA）を抽出する目的で使用した。血清及び血漿は、

cfDNA を抽出する目的で化学療法開始前、化学療法後、寛解時、再発時など複

数の検体を使用した。また、正常対照 DNA を抽出する目的で頬粘膜スワブを収

集した。 

 

2.2.2 免疫染色 

 BCL6, MUM1, CD10 の染色結果から Hans の分類を行なった。すでに実地診療

で 3つの染色が行われていた症例では病理レポートから染色結果を取得した。3

つの染色の一部または全てが行われていなかった症例では、ホルマリン固定パ

ラフィン包埋切片（Formalin- fixed paraffin-embedded , FFPE）が入手可能な場合

には、つくばヒト組織診断センター内の TRRC へ依頼して薄切および染色を行

なった。30%以上の腫瘍細胞での染色陽性を持ってしてカットオフとし、染色性

の強弱は問わなかった。判定は筑波大附属病院病理部（現：獨協医科大学埼玉

医療センター病理診断科）佐藤泰樹博士に行なって頂いた。 

 



 17 

2.2.3. DNA 抽出 

 tdDNAs として、病理学的にリンパ腫細胞が確認された FFPE検体もしくは凍

結保存骨髄検体から DNA を抽出した。FFPE検体では GeneRead FFPE kit (Qiagen

社)を、凍結保存骨髄検体では Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen 社)を用いて、そ

れぞれのキットの推奨プロトコル通りに DNA抽出を行なった。 

 頬粘膜スワブおよび、病理学的にリンパ腫細胞が確認されなかった FFPE検体

から 正常対照 DNA を抽出した。前者では DNA mini kit (Qiagen 社)、後者では

GeneRead FFPE kit (Qiagen 社)を用いた。FFPE 検体は 10μmの厚さで薄切し、3-4

枚を使用して DNA 抽出した。 

 cfDNA は様々なタイミングで採取した、血清もしくは血漿 1mlから、QIAamp 

circulating nucleic acid kit (Qiagen 社)を使用して抽出した。血液は血清分離チュー

ブ、およびヘパリン加スピッツに採取され、1750 g、15 分、室温で遠心分離し

てそれぞれ血清・血漿を得た。血清・血漿はDNA抽出までは-80℃で cryogenic tube

に保管した。 

 抽出した DNAは Nanodrop (Thermo Fisher Scientific社)および Qubit fluorometer 

(Thermo Fisher Scientific 社)で濃度測定を行なった。Qubit dsDNA High sensitivity 

kitを使用した。抽出した DNA は解析まで-20℃に保管した。 
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2.2.4. ターゲットアンプリコンシーケンス解析 

 次世代シーケンサーには、いくつかのプラットフォームがあるが、本研究で

は Ion Torrent技術を採用した Ion Personal Genome Machine (ionPGM, 

ThermoFisher Scientific 社)を使用した。Ion Torrentの次世代シーケンサーのメカ

ニズムは、dNTP がポリメラーゼにより DNA に取り込まれる過程でピロリン酸

と水素イオンが放出され、その際にウェル内の pH が変化し、電界効果トランジ

スタ（ion-sensitive field-effect transistor, IFSET)が pH 変化を検出して化学情報を

デジタル情報に変換するというものである（図 1）。 

この点で、蛍光標識した dNTP について画像による認識で塩基配列データを得る

Illumina社の次世代シーケンサーとは仕組みが異なっており、比較的コストが安

価である。チップ内に dNTP を各サイクル満たしては洗浄するため、k塩基のホ

モポリマーは電荷が k倍として検出される。よって、長いホモポリマー配列（例

えば TTTTTTTTなど）の挿入欠失のバリアントコールにはエラーが起こりやす

い特徴がある。 

 手順としては、ライブラリの調製、テンプレートの調製、シーケンシング、デ

ータの解析に大別される（図 2）。ライブラリ調整ではマルチプレックス PCR

で得られたアンプリコンにサンプル識別のためのインデックスと、両端にアダ

プターをライゲーションし、可逆的固定法（Solid Phase Reversible Immobilization）
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テクノロジーを使用した Agencourt AMPure XP（BECKMAN COULTER 社）によ

りライブラリを精製する。テンプレート調整では、ライブラリフラグメント P1

アダプターを介して Ion Sphere粒子に結合し、Ion Sphere粒子上でエマルジョン

PCR によりクローン増幅される。この Ion Sphere粒子をイオン半導体チップに

ローディングし、前述のメカニズムでシーケンスが行われる。 

 ターゲットアンプリコンシーケンスの解析対象として、ABC 型 DLBCLでの

反復した変異が報告されている遺伝子を中心に 8遺伝子（B2M, BTG2, CARD11, 

CD79B, MYD88, PIM1, PRDM1, TNFAIP3）を過去の文献を参照し選択した（表 1）。 

 この 8遺伝子のコーディングシーケンスを対象にした遺伝子パネルをウェブ

ツールである Ion Ampliseq Designer (Thermo Fisher Scientific 社)を利用して設計

した。遺伝子パネルは 162のアンプリコンからなり、アンプリコンサイズは

125-175bpに分布するように設計し、ターゲット遺伝子パネル全体のサイズは

16.21 kbとした。短いアンプリコンサイズにした意図は、解析対象とする cfDNA

のサイズ分布はヌクレオソーム単位で断片化し、一番短い分画は 143-166bp前後

であるためである。8遺伝子のコーディングシーケンスに対して実際にデザイン

したパネルがカバーした領域は 90.1%であった。 

 ライブラリ調製は Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific 社)を用

いた。マルチプレックス PCRは中央値 2.6 ng (0.57-3.0 ng)の DNA を使用して行
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なった。cfDNA と正常対照 gDNA のカバレッジは 100×以上、組織由来 DNA の

カバレッジは 500×以上を目標値にした。これは、事前の検討で変異アリル頻度

は cfDNA の方が tdDNA より高いことが分かっていたためである。 

 テンプレート調整には Ion OneTouch 2 System を使用した。シーケンスでは

DNA チップは ion318v2 チップを使用し、200baseシーケンスを実行した。Torrent 

Suite version 5.2.2 (Thermo Fisher Scientific) ソフトウェアを使用してシグナル処

理、塩基配列決定、参照ゲノム配列である hg19 へのアラインメント、SAM/BAM

ファイルの生成、BAM ファイルの出力を行なった。cfDNA 検体の BAM ファイ

ルと正常対照 gDNA 検体の BAM ファイル、tdDNA 検体の BAM ファイルと正常

対照 gDNA 検体の BAM ファイルをペアとし、Ion Reporter Software version 5.6 

(Thermo Fisher Scientific 社)の Tumor-Normal pair workflow を利用して解析した

（図 3）。IVL23 については、正常対照 gDNAが得られなかったため、cfDNA

検体および tdDNA 検体それぞれに Single sample workflow を用いて解析した。バ

リアントコールのためのフィルタリングは以下の基準を満たすものを変異候補

として採用した；(1) P 値 <= 0.000005、(2) Allele read count >=4、(3) Variant allele 

frequency (VAF) >=10%、(4) synonymous single nucleotide variant (SNV)を除外。(1)

は cfDNA もしくは tdDNA と正常対照 DNA について、野生型アリルと変異アリ

ルについての Fisher 検定の P 値の閾値に該当する。変異アリル頻度はダイレク
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トシーケンスによる検証を行うために上記の閾値を採用した。変異のアノテー

ションも Ion Reporter Software version 5.6 上で行なった。フィルタリング後の変

異について、ダイレクトシーケンス解析による検証を行なった。例えば、cfDNA

で検出された変異候補がダイレクトシーケンス解析で確認された場合において、

同一症例の tdDNA のターゲットアンプリコン解析において single sample 

workflow のフィルターを VAF>= 1%に設定し、再度 tdDNA 検体でのバリアント

コールを行なった（図 3）。逆に tdDNA で Tumor-Normal pair workflow により基

準を満たすものがあれば、ダイレクトシーケンスでの検証を計画したが、実際

に基準を満たすものはなかった。 

 また、経時的に得られた血漿/血清由来の cfDNA を試料とした変異解析では、

上記のターゲットアンプリコンシーケンスで検出された変異のみを解析対象に

した。それらを検出するプライマーを Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

と Primer-BLAST(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を利用して設計

した（表 2）。KOD Plus Neo （TOYOBO）もしくは Amplitaq Gold 360 Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific)で PCRを行った。得られたアンプリコンを用いて、Ion 

Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific)を使用してライブラリを作製

した。VAF>= 1%のカットオフとし、それ以外のフィルタリングは前述のターゲ

ットアンプリコンシーケンスと同様に解析を行なった。 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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2.2.5. ダイレクトシーケンス解析 

 ターゲットアンプリコンシーケンスで検出した変異について、ダイレクトシ

ーケンス法による検証を行なった。プライマーは Primer3 と PrimerBLASTを利

用して設計した。 KOD Plus Neo （TOYOBO）もしくは Amplitaq Gold 360 Master 

Mix (Thermo Fisher Scientific)を用いて PCRを行なった。使用した Primer を表 3

に示す。ExoSAP-ITでPCR産物を純化し、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Thermo Fisher Scientific)を使ってサイクルシーケンス を行い、ABI 3130xl 

genetic analyzer (Thermo Fisher Scientific)で解析を行なった。 

 

2.2.6. ドロップレットデジタル PCR 解析 

 ドロップレットデジタル PCR（digital droplet PCR, ddPCR）は油中水滴の各パ

ーティションに DNA サンプル・PCR 試薬・ターゲット検出のための蛍光プロー

ブの混合物を分けて、ターゲット DNA サンプルは理想的には各油中水滴のパー

ティションに 0か 1分子、多くても数分子のターゲット DNA が入るように PCR

反応を行うため、それぞれのパーティションにターゲット配列が存在する・し

ないがデジタルに計測でき、高い感度で絶対定量が可能な実験系である。 

 c.794T>C (L265P) MYD88 変異を検出するため、プライマーとプローブがセット
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になっている ddPCR, Mutation detection assay, Validated (FAM+HEX), Assay ID: 

dHsaMDS2516944 を使用した。蛍光色として、野生型アリル検出のプローブに

は HEX、変異型アリルの検出には FAM を用いている。DNA inputは 1.5-10 ng

とした。QX200 droplet digital PCR system (Bio-Rad)を用いてドロップレットの作

製と蛍光検出を行なった。 ドロップレット作製後の PCR のプロトコルは以下の

ように行なった。初期酵素活性化；95°C 10分、変性とアニーリング/エクステン

ション; 94℃ 30秒、56℃ 1分を 40 サイクル、酵素不活性化；98℃ 10分、温度

の上昇・下降スピードは増幅過程全体で 2°C/秒とした。結果の解析には

QuantaSoft version 1.7.4. (Bio-Rad)を使用した。 

 c.794T>C (L265P) MYD88 の定量限界（limit of quantification, LOQ）は筑波大学

血液内科研究室服部圭一朗博士が実施した段階希釈実験のデータを使用し、定

量限界下限は 0.1%であった 48。 

 図 4に解析例を示す 。Non-template control (NTC), 変異ターゲットについての

陰性コントロール(NC)および陽性コントロール(PC)から蛍光強度の閾値を決定

して解析を行った。陰性コントロールと陽性コントロールはターゲットアンプ

リコンシーケンスで変異ステータス既知の検体を使用した。 

 ddPCRにおける変異の割合の指標である Fractional abundance は

(Nmut/(Nmut+Nwt))*100)と定義した。Nmutは変異アリル陽性のドロップレット
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イベント、Nwtは野生型アリルのドロップレットイベント数である。 

 

2.2.7. 統計解析 

 統計解析は EZR version 1.3.2.および R version 3.5.2.を使用して行なった。

cfDNAと tdDNAを比較対象としたターゲットアンプリコン解析における変異ア

リル頻度および ddPCR 解析における Fractional abundance の比較には Wilcoxon

の順位和検定（Wilcoxon rank sum test）を行なった。血清-血漿ペア検体における

cfDNA の濃度及び変異アリル頻度の比較にはWilcoxon の符号順位検定

（Wilcoxon signed rank test）を行なった。PIM1 遺伝子が WRCY モチーフ、C:G 塩

基特異的 SNV にエンリッチされているかどうかは Fisher 正確検定を行なった。

全て両側検定で行い、P値が 0.05未満の場合に統計学的に有意差があるとした。   

 

2.3. 結果 

2.3.1.患者背景と臨床検体 

 27症例の IVLBCL患者が本研究の対象となった。患者背景を表 4に示す。個々

の症例の情報は表 5に示す。初回のランダム皮膚生検による診断率は 78.9% 

(16/21)であった。初回ランダム皮膚生検が陰性で、2回目のランダム皮膚生検で

診断を得られた症例が 1症例あった。初回の骨髄生検による診断率は
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48.1%(13/27)であったが、2回目以降の生検を加えた診断率は 66.7% (18/27)であ

った。ランダム皮膚生検及び骨髄生検の感度は既報と大きく変わりなかったが、

骨髄穿刺スメアの陽性率は既報より低かった 26。また、皮膚及び骨髄以外の生検

部位での診断率は 100%であるが、これらの部位は IVLBCLを疑った際にルーチ

ンに生検する部位ではなく、腫瘍の存在を疑って積極的に生検を成された結果

と推定された。FDG-PET/CTは 14症例で実施されており 11症例（78.6%）で FDG

異常集積を認めた。 また、ステロイドを含む治療をせずに自然な症状寛解を 3

症例が示した。しかし 3症例全てで症状再燃を認めた。 

 腫瘍細胞を含む病理検体（ホルマリン固定パラフィン包埋切片, FFPE）もしく

は腫瘍細胞を含む骨髄穿刺液は 27 症例中 26症例で得られた（図 5）。1症例で

は血清検体のみが得られた。腫瘍細胞を含む検体が得られた 26症例のうち 4 症

例で血清、5 症例で血漿が得られた。その 9症例のうち 8 症例において、正常対

照 DNA を頬粘膜スワブ、もしくは腫瘍が病理学的に存在しないと確認された生

検組織から抽出した。ターゲットアンプリコンシーケンスで使用する化学療法

開始前の cfDNA を抽出する血清・血漿について、8症例は初発時の検体、1症

例（IVL5）は、初発時に化学療法を受け 3年後に再度 IVLBCLとして再発した

際の検体を使用した。また、IVL4 は初発時検体の血漿採取日の 28 日前からグル

ココルチコイドの投与を受けていた。他の症例は検体採取前にはいかなる治療
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も受けていなかった。 

 5症例からの 10の血漿と 4症例からの 28の血清を用いて cfDNA を抽出した

（表 6）。濃度は治療前検体に限ると中央値 211.7 ng/ml（範囲；56.7-2900 ng/ml）、

全ての検体の cfDNA 濃度については中央値 91.3 ng/ml（範囲；19.1-2900 ng/ml）

であった。 

 

2.3.2. 免疫染色 

 27症例のうち 21症例で MUM1, CD10, BCL6の染色が行われた。解析可能な

症例全てにおいて Hans 分類で non-GCBに分類された（表 7）。 

 

2.3.2. ターゲットシーケンス解析 

 腫瘍細胞を含む検体と血清もしくは血漿検体が得られた 9症例を対象に、タ

ーゲットアンプリコンシーケンス解析を行なった。カバレッジは cfDNA 検体で

100×以上が 78.3-88.8%、tdDNA 検体で 500×以上が 82.9-90.6%、正常対照 gDNA

検体で 100×以上が 83.1-91.5%以上であった（表 8）。 

 ターゲットシーケンス解析の結果、解析した 9症例全てにおいて、CD79B, 

MYD88, PIM1, PRDM1, BTG2 のいずれかの変異が少なくとも 1つ認められた。9

症例における 8遺伝子のターゲットアンプリコンシーケンス解析を行なった結
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果、全ての症例で tdDNAs と cfDNAs の両方もしくは cfDNAs のみで、CD79B, 

MYD88, PIM1, PRDM1, BTG2の少なくともいずれか1つ以上の遺伝子変異を認め

た（図 6、図 7、表 9）。これらはダイレクトシーケンスでも確認された（図 8）。

CD79B変異は 6症例（66.7%）で認められ、変異は全てミスセンス変異

（p.Tyr196Cys, p.Tyr196His, p.Leu199Pro）であり、p.Tyr196 がホットスポットで

あった（図 9）。また, MYD88 変異は 5症例（55.6%）で認められ、その全てが

c.794T>C, p.Leu265Pro であった（図 9）。6症例（66.7%）で PIM1 のミスセンス

変異を、4症例（44.4%）で PRDM1 の 2つのナンセンス変異と 2つのミスセン

ス変異を、2 症例（22.2%）で BTG2 の 2つのミスセンス変異を認めた（図 9）。 

 PIM1 変異は 1症例あたり 1-4の変異を認めた。活性化誘導シチジンデアミナ

ーゼ（Activation-induced cytidine deaminase, AID）の本来の標的である IGV 以外

に Off-target作用で変異が起きることを aberrant somatic hypermutation (aSHM)と

いうが、PIM1 変異は SHM が起こりやすい領域として知られる WRCY（W=A or 

T, R=A or G, Y=C or T）モチーフ及び C:G塩基にエンリッチして認められ（表 10）、

aberrant somatic hypermutation (aSHM)の関与が推定された。 

 cfDNAと tdDNAを比較すると、変異アリル頻度は cfDNAで有意に高かった(中

央値 40.6 % vs. 1.5%; P<0.001 )（図 10）。また cfDNA では 9症例で 33の変異が

検出されたのに対し、tdDNA では 5症例で 18の変異が検出された。tdDNA で検
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出された 18 の変異は全て cfDNA においても検出された（図 11）。一方、cfDNA

で検出された 33の変異のうち 15の変異は tdDNAで検出されなかった（図 11）。 

 

2.3.3. ドロップレットデジタル PCR 解析 

 27症例から得られた cfDNA及び tdDNAの両方を含む 46検体についてデジタ

ルドロップレット PCR を用いて MYD88 c.794T>C, p.Leu265Pro 変異を解析した

ところ、27 症例中 16症例（59.3%）で変異を認めた（表 11）。cfDNA 検体では

10 検体中 5 検体（50.0%）で L265P MYD88 を認め、tdDNA 検体では 36検体中

19検体（52.8%）で変異を認めた。いずれかの検体で MYD88 変異が陽性であっ

た 16症例の検体に関して、cfDNA での VAFは中央値 42.6% (範囲 26.7-81.3%)、

tdDNA での VAFは中央値 3.6% (範囲 0.21%-34.8%)であった（図 12）。ターゲ

ットアンプリコンシーケンス解析と ddPCR解析の両方を行なった 9 症例につい

て検討したところ、ターゲットシーケンス解析では IVL21 と IVL23 の皮膚検体

から MYD88 変異を検出できていなかったが、ddPCRによる解析ではそれぞれ

fractional abundance 0.72%、0.82%で検出された（表 11）。 

 

2.3.4. 時系列解析 

 治療により寛解が一度得られた後に再発をきたした 3症例（IVL1, IVL5, IVL6）
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と初診から確定診断までに 4ヶ月を要した 1症例（IVL2）を対象に経時的に

cfDNA を用いた変異解析を行なった。再発した 3症例については、全ての症例

で臨床的な再発診断に先立って cfDNA を試料とした変異解析で再発に先行した

タイミングで変異を検出した（図 13-15）。再発部位は IVLBCL としての再発、

盲腸、中枢神経の部位であった。IVLBCLとして再発した IVL5 では、再発時の

変異アリル頻度は平均 80.7%であった（PRDM1:77.4%, CD79B:84%）。一方、盲

腸に節外性腫瘤として再発した IVL1 での変異アリル頻度は 14.3%、中枢神経再

発をきたした IVL6 での変異アリル頻度は 1.3%であった。 

 また、初回の精査で骨髄生検及び FDG-PET/CTが陰性であった症例（IVL2）

において、確定診断の約 4ヶ月前の時点での cfDNA を試料とした MYD88 

p.Leu265Pro 変異解析で変異を検出した（図 16）。同タイミングでの骨髄液由来

tdDNA を試料とした解析では変異は検出されなかった。この症例では確定診断

がつく前に無治療で一時的に症状の自然寛解を認めたが、その期間においても

アリル頻度が低いながら cfDNA の解析で MYD88 変異を認めた。確定診断後

R-CHOP 療法が行われ寛解が得られた後、再発なく経過したが、寛解後は cfDNA

中で MYD88 変異は検出されていない。 

 

2.3.5. 血清検体と血漿検体の比較 
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 同一症例の同じタイミングで採取した血清及び血漿の 6ペアについて cfDNA

を抽出したところ、血清で cfDNA 濃度が有意に高い一方（中央値、血清 198.3 

ng/ml vs 血漿 78.2 ng/ml、図 17）、VAFは有意に低かった（中央値、血清 31.8% 

vs 血漿 50.8%、図 18）。 

 

2.4 考察 

 8遺伝子を対象にしたターゲットアンプリコンシーケンスの解析の結果、仮説

の通り IVLBCLにおいて BCR/TLR/IL-1R/NF-κB シグナル経路に関わる遺伝子

の変異が認められた。ホットスポットとしては L265P MYD88 の頻度が高く、

59.3%(16/27)であった。この変異は 93-97%の原発性マクログロブリン血症

（Waldenström macroglobulinemia, WM）49,50、22-32.5% の ABC型/non-GCB型

DLBCL45,51,52、慢性リンパ性白血病（chronic lymphocytic leukemia, CLL）全体の

2-5%, 特に免疫グロブリン重鎖可変部変異陽性の症例 53で認めることが報告さ

れている。これらに共通するのは、細胞起源が胚中心を出た後の B細胞(post-GC)

ということである。また、ABC 型/non-GCB型 DLBCLの中でも、いわゆる

sanctuary siteと呼ばれる中枢神経や精巣などの節外性病変をもつ DLBCLで頻度

が高い。具体的には中枢神経原発悪性リンパ腫（primary central nervous system 

lymphoma,  PCNSL）で 40-79%54,55、 皮膚原発びまん性大細胞型 B 細胞リンパ
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腫, 下肢型で 59%56, 精巣原発 DLBCLで 68-82%57,58、 乳房原発 DLBCLで 58%59

などである。IVLBCLでは中枢神経再発を来たしやすい。類似した遺伝子発現プ

ロファイルとゲノム異常の共有と関連があるのかもしれないが、現時点では推

測の域を出ない。 

 MYD88 は、TLRからのシグナルを伝えるアダプタータンパク質であり、TIR

ドメインを有する 60。通常はリガンドが TLR のロイシンリッチリピートを介し

て結合し、それにより TLRがホモダイマーもしくはヘテロダイマーを形成し、

細胞内の TIR が近接して、MYD88 などの下流のアダプター分子がリクルートさ

れる 60。MYD88 は転写因子 NF-κB を活性化し、NF-κBは炎症性サイトカインの

遺伝子発現を誘導する。L265P はこの TIR ドメイン内の疎水性コアでの変異で

あり、L265P変異体は IRAK1および IRAK4を含む複合体の会合を促進し、NF-κB

経路、JAK/STAT3 活性化、IL-6, IL-10, インターフェロンβの分泌を促進し、細

胞増殖を促進するとされている 45。 

 B細胞特異的コンディショナル Myd88p.L252Pノックインマウスモデル（Myd88 

p.L252P は MYD88 p.L265P のオーソログ）では、ABC-DLBCL様のリンパ増殖性

疾患を示し、そのリンパ増殖性疾患においては NF-κB p65 サブユニットが核に

局在しており、NF-κB経路の恒常的な活性化が示された 61。  

 CD79B変異、とりわけ p.Tyr196 (Y196 CD79B)も本研究で反復性に変異が検出
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された。しかしながら、CD79B変異については、9症例のみでしか検討してい

ないため、その頻度としては MYD88 と比較すると正確ではないかもしれない。

CD79B変異も既報では non-GCB型/ABC 型で節外性の DLBCLにおいて高い頻

度で変異を認めることが報告されている。 

 Bruton's tyrosine kinase 阻害剤であるイブルチニブの反応性は MYD88, CD79B

変異のステータスにより奏効割合が異なることが報告されており 62、将来的に

IVLBCLでの使用が検討される場合、参考になるかもしれない。 

 PIM1は以前から DLBCLにおいて aberrant somatic hypermutationのターゲット

として知られており、43%の DLBCLで変異が報告されている 63。本研究におい

ても、PIM1 は aSHM のターゲットであることが示唆された。 

 Schrader らは IVLBCL生検検体の腫瘍細胞をマイクロダイセクション後に

DNA 抽出し、MYD88、CD79B、CD79A、CARD11、EZH2 を対象にターゲットシ

ーケンス解析を行なった。その結果、CD79B変異、MYD88 変異をそれぞれ 26%

（6/23）, 44% (11/25)の症例で認め、EZH2 変異は 4%(1/25)、CD79A変異、CARD11

変異は検出されなかったことを、本研究とほぼ同時期に発表した 64。Schrader ら

の報告は本研究と比較すると CD79B変異、MYD88 変異の頻度がやや低いが、患

者背景についてステージⅠEが全体の 38%(9/24)、皮膚限局型は 25%(6/24)であり、

IVLBCLのサブタイプの違いに起因しているかもしれない。 
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 また、cfDNA の変異アリル頻度は tdDNA と比較して有意に高かった。tdDNA

で検出された変異は全て cfDNA でも確認された。また、45%（15/33）の遺伝子

変異は tdDNA では検出されず、cfDNA のみで検出された。IVLBCLは DLBCL

の一亜型であることは先に述べたが、DLBCL および中枢神経原発悪性リンパ腫

（Primary Central Nervous System Lymphoma, PCNSL）における cfDNA を解析対

象とした研究のうち、本研究と同様に ionPGM を解析プラットフォームに使用

した研究では、いずれも tdDNAは cfDNAよりも高い変異アリル頻度を示した（変

異アリル頻度平均値；DLBCLにおいて tdDNA 35% vs cfDNA 11%, PCNSL にお

いて tdDNA 47% vs cfDNA 4.7%）65,66。また、tdDNA で検出された変異を cfDNA

で検出できる感度は PCNSLで 32%, DLBCLで 85%, 本研究では 100%であった

65,66。IVLBCLは生検組織中の腫瘍細胞比率が低いことにより tdDNA の変異アリ

ル頻度が低かったが、その一方で、IVLBCL患者の cfDNA は腫瘍由来 DNA を

得る材料として適しており、これは他のサブタイプの DLBCLと比較して特異で

あることがわかる。 

 血清と血漿のどちらがより良いかについては、特に変異アリル頻度が低いと

予想される状況では血漿が良いと考えられる。血清検体を使用した場合、採血

管内で凝固する際に循環白血球に由来するゲノムDNAがコンタミネーションす

ることにより、cfDNA 中の正常細胞由来の分画が増えて ctDNA が希釈されてし
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まう 67。本研究での血清・血漿同時採取検体での検討においても血清由来 cfDNA

で濃度が高い一方変異アリル頻度が低かった。 

 IVLBCLにおいて L265P MYD88と Y196C/H CD79Bの変異は高頻度に反復して

認められ、cfDNA を用いた解析は検出感度が高いことから、診断補助への臨床

応用が期待される。ただし、臨床応用を検討する上でいくつか注意すべき点を

列挙すると(1)一塩基多型（single nucleotide polymorphism, SNP）について、(2)ク

ローン性造血、(3)変異の疾患特異性がある。 

 (1)SNP；Y196C CD79B, Y196H CD79B, L199P CD79B のいずれも SNP は報告さ

れておらず、SNP による偽陽性は考慮しなくて良い。しかし、L265P MYD88 は

rs387907272 として登録されており、1000 Genomes Project ではアリル頻度が

C=0.0002、ExAC では C=0.00010である。これは C/T遺伝型保有者が 2500-5000

人に一人いることになる。ただし、1000Genomes project, ExAC 共にヨーロッパ

での集団のみに Cアリルが存在し、ヨーロッパの集団以外では Cアリルは 0%

である。また、東北メディカル・メガバンク機構（Tohoku Medical Megabank 

Organization, ToMMo）の公開している SNP データベース 3.5KJPNv2 でも Cアリ

ルは検出されていない

（https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp/201909/downloads/legacy/）68。CLLの地域に

よる有病率の差を考慮すると、欧米では未診断の monoclonal B-cell lymphocytosis
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の体細胞変異としての T>Cが、多型として検出されている可能性もあるかもし

れない。 

(2)クローン性造血；血液細胞は健常人において主要な cfDNA の供給源である。

詳しくは次章の「B細胞性リンパ腫を対象とした cfDNA の解析におけるクロー

ン性造血の検出について」で触れるが、造血器腫瘍の所見がない高齢者におい

ても、血液悪性腫瘍、特に骨髄性腫瘍のドライバー遺伝子の変異が末梢血単核

球分画に見つかることが相次いで報告され、クローン性造血(clonal hematopoiesis 

of indeterminate potential, CHIP または age-related clonal hematopoiesis, ARCH)と呼

ばれている。これに関して、L265P MYD88 と Y196C/H CD79Bが CHIP 由来でな

いかという懸念がある。2型糖尿病患者 17182 人を対象に CHIP を調べた研究、

及び 12380人のスウェーデン人（6245 人の健常人、4970 人の統合失調症患者、

1165 人の双極性障害患者）を対象に CHIP を調べた研究、どちらの試験におい

ても CD79B p.Y196C/H 及び L199P は検出されなかった。一方 L265P MYD88 は

2/17182 人、1/12380人で検出された。2728人のがん患者を対象に CHIP を調べ

た研究ではいずれも検出されなかった 69。 

(3)疾患特異性；既に述べたように、CD79B変異は IVLBCLに疾患特異的ではな

く、B細胞性リンパ腫、とりわけ ABC タイプの節外性 DLBCLおよび一部の節

性 DLBCLで変異を認める。L265P MYD88 はそれに加えて 93-97%の WM に認
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められる。他の DLBCLやWM はそもそも病歴や症候から IVLBCLと混同する

恐れはないが、cfDNA で 2遺伝子の変異を認めたからといって全例が IVLBCL

というわけではない。 

よって、(1)-(3)を考慮すると、少なくとも今後臨床応用を検討する場合は IVLBCL

である検査前確率を見積もった上で cfDNA 解析を行う必要があると考えられる。 

 本研究は IVLBCLのゲノム異常を網羅的に解析したものではなく、その一部

を明らかにしたに過ぎず、これらの遺伝子異常は他の ABC 型 DLBCLと共通し

たものであるため、IVLBCLの特異な解剖学的病変分布を説明し得ない。しかし、

他の節外性 DLBCLと同様に BCR/TLR/IL-1R/NF-κB シグナル経路に関わる遺伝

子変異が多いことを初めて明らかにした。さらに、その病変分布から腫瘍細胞・

腫瘍 DNA を得ることが難しい IVLBCLについて、cfDNA 中には腫瘍 DNA が多

く含まれることを示した。感度・特異度など検討すべきではあるものの、cfDNA

解析により L265P MYD88と Y196 C/H CD79Bを検出することによる IVLBCL診

断補助の強力なツールを提案できたものと思われる。 
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3 章. B細胞リンパ腫を対象とした血中循環細胞外遊

離DNAの解析におけるクローン性造血の検出につい

て 

 

3.1. 背景と目的 

 cfDNA解析による ctDNAの検出は悪性リンパ腫を含む種々の悪性腫瘍で研究

が行われており、非小細胞肺癌においては本邦においても保険診療で EGFR 変

異を対象に解析することができる。低侵襲に腫瘍由来 DNA を解析できることか

ら、MRD の評価や、薬剤耐性クローンの検出などに有効ではないかと目されて

いる。 

 TP53 遺伝子は、腫瘍抑制遺伝子として有名だが、種々の固形腫瘍で変異を認

め、悪性リンパ腫もその例に漏れない。新規診断された DLBCLで 17%70、濾胞

性リンパ腫（follicular lymphoma, FL）で 5-12%71、ホジキンリンパ腫（Hodgkin 

lymphoma, HL）で 9%72と報告されている。R-CHOP 療法(rituximab, 

cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone)時代においても TP53 変

異を有する症例の予後は不良であるとされ 73、またその頻度は再発難治性

DLBCL で高いと報告されている 74,75。同様に TP53 変異は、形質転換をきたし

ていない FLに比較して形質転換をきたした FLでより多く認められる 76。これ



 38 

らのことから、cfDNA 解析で TP53 変異を経時的に検出することは、予後予測に

役立つ可能性がある。 

 近年、造血器腫瘍の所見がない集団においても、血液悪性腫瘍、特に骨髄性

腫瘍のドライバー遺伝子の変異が末梢血単核球分画に見つかることが相次いで

報告され、クローン性造血(clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP)と

呼ばれている 77。高齢者ほどその頻度が高く、70代では約 10%で認めるため age 

related clonal hematopoiesis （ARCH）と呼ばれることもある 78。この現象は、女

性における X 染色体不活化(Lyonization)が片方のアリルに偏って起きている現

象(X inactivation skewing, XIS)の発見に端を発する 79。2012 年に XIS のある健常

者の検体から、骨髄異形成症候群や急性骨髄性白血病のドライバー変異として

知られる TET2 変異が検出された 80。さらに、2014 年以降、複数の大規模なシー

ケンス解析による報告が相次いでなされ、 CHIP は造血器腫瘍発症および全死

亡のリスクが増加し（ハザード比 11.1-12.9）69,77,78、さらに TET2 遺伝子の CHIP

に関しては動脈硬化・心血管イベント発症リスクの増加にも関与していること

が報告された 81。 

 がん患者において cfDNA を抽出して解析する場合、腫瘍細胞由来の分画が

ctDNA であり、cfDNA 全体の一部である。その他で主要な cfDNA の供給源とし

て血液細胞が知られている 82–84。よってクローン性造血がある場合に、これが
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cfDNA 解析で検出される可能性があると推察される。cfDNA の解析で遺伝子変

異が検出された場合に、大枠としては次の 3つの分け方が考えられる。(1)腫瘍

では反復して変異が報告されているが、CHIPとしては頻度が低い遺伝子；

(2)CHIP として反復して変異が報告されているが、腫瘍では変異の頻度が低い遺

伝子；(3)腫瘍、CHIP どちらでも変異が認められることがある遺伝子。このうち

(3)について、cfDNA 解析で検出された際に、その変異がどこに由来するのか検

討し、その上で意義を解釈する必要があると考えられる。 

 本研究では、HLを含む B細胞リンパ腫患者において、血清由来 cfDNA の遺

伝子変異解析により CHIP 関連の遺伝子変異が検出された時に、その変異の由来

を検討し、適切に解釈することを目的とする。 

 

3.2. 材料と方法 

3.2.1.対象患者と臨床検体 

筑波大学附属病院において診療を受けた、B細胞性リンパ腫（HLを含む）の診

断を受け、治療により PET-CTによる効果判定で complete metabolic response 

(CMR)が得られ、CMR 達成時の血清検体が入手可能である 75症例を対象に研究

を行なった。 

 この研究は、第 2章と同様に筑波大学附属病院の臨床研究倫理審査委員会で
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承認され、ヘルシンキ宣言に則って行われた。 

 臨床情報は診療録から以下の情報を取得した；年齢、性別、病理診断所見、

骨髄穿刺所見、生化学データ（可溶性インターロイキン 2受容体、LDH）

18F-FDG-PET/CTの所見、化学療法の内容、放射線治療の有無、二次発がんの有

無。 

 臨床検体は、対象症例全例の CMR 達成時の血清検体を使用した。CMR 達成

時の血清検体由来 cfDNA の解析において変異が検出された症例のみを対象に、

診断時血清、腫瘍検体（FFPE）、診断時の骨髄単核球検体、CMR 時の骨髄単核

球検体もしくは末梢血単核球を使用した。 

 

3.2.2.解析対象遺伝子の選定 

 解析対象遺伝子としてCD79B, MYD88, DNMT3A, TP53の 4遺伝子を採用した。

(1) CD79Bと MYD88；DLBCLでそれぞれ 14%、18%の頻度で検出される一方、

CHIP としての変異検出は稀である。 (2) DNMT3A；CHIP で最も頻度が高く検出

される一方、B細胞性リンパ腫での変異検出は稀である。 (3) TP53；B細胞性リ

ンパ腫で変異が検出され、かつ CHIP としても変異が検出される。 

 

3.2.3. DNA 抽出 
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 血清からの cfDNA 抽出、FFPE検体および凍結骨髄検体からの DNA 抽出は 2

章の方法と同様に行なった。 

 

3.2.4. ターゲットアンプリコンシーケンス解析 

 2章の研究と同様に ionPGMを用いたターゲットアンプリコンシーケンス解析

を行なった。TP53 と DNMT3Aのコーディングシーケンスと 3’および 5’-UTRを

対象にした遺伝子パネルを Ion Ampliseq Designer (Thermo Fisher Scientific 社)を

利用して設計した。DNMT3Aの遺伝子パネルは 75のアンプリコン、アンプリコ

ンサイズは 125-140bpに分布するように設計し、ターゲット遺伝子パネル全体の

サイズは 6.09 kb とした。TP53 の遺伝子パネルは 38のアンプリコン、アンプリ

コンサイズは 125-140bp に分布するように設計し、ターゲット遺伝子パネル全体

のサイズは 2.97 kbとした。ライブラリ作製とテンプレート調製は 2 章と同様に

行なった。75 症例の CMR 時の血清から抽出した cfDNA を対象に、TP53 と

DNMT3Aのシーケンスを行なった（図 19-Step 1） 

 Torrent Suite version 5.8. (Thermo Fisher Scientific) ソフトウェアを使用してシ

グナル処理、塩基配列決定、参照ゲノム配列である hg19 へのアラインメント、

SAM/BAM ファイルの生成、BAM ファイルの出力を行なった。2章とは異なり、

バリアントコールは Torrent SuiteソフトウェアのVariant caller pluginを用いて次
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の条件で実行して VCFファイルを得た；(1)変異アリル頻度 >= 0.02 、(2) Phred 

クオリティスコア >= 6, (3) カバレッジ >= 100, (4) いずれのストランドにおい

てもカバレッジが>= 4, (5)ストランドバイアス<=0.95, (6) コモンシグナルシフ

ト <= 0.12。コモンシグナルシフトはホモポリマー配列の挿入欠失のバリアント

コールに関わるパラメターである。変異のアノテーションは

wANNOVAR(http://wannovar.wglab.org)というウェブベースのアノテーションツ

ールにより VCFファイルを解析して行なった。 

 イントロン及び UTR にある変異、Synonymous 変異, dbSNP にキュレーション

されかつ COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) IDを持たず変異アリル頻度が 40.0-60.0%もしく

は 80.0-100.0% の変異はフィルタリングした。CMR 時の cfDNA で検出された

変異について、Primer3 と Primer-BLASTを利用してプライマー（表 12）をデザ

インし、同一症例の腫瘍由来 DNA、診断時の骨髄単核球由来 DNA, CMR 時の末

梢血もしくは骨髄単核球由来DNAを対象に ionPGMプラットフォームでアンプ

リコンシーケンスを行なった（図 19-step2）。フィルタリングの条件は変異アリ

ル頻度>=0.01 以外は上述の解析と同様に行なった。全ての変異は IGV で目視し、

エラーと思われる変異は除外した。また、cfDNA で検出されるも腫瘍 DNA 及び

骨髄/末梢血単核球 DNA で検出されなかった変異は除外した。 

http://wannovar.wglab.org/
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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3.2.5. ドロップレットデジタル PCR 解析 

 CMR を達成した 45症例の DLBCL症例のうち、治療前腫瘍検体が入手可能な

29 症例を対象に、腫瘍検体を用いてドロップレットデジタル PCR解析により

c.794T>C (L265P) MYD88、c.587A>G (Y196C) CD79B、c.586T>C (Y196H) CD79B

変異を解析した（図 20-step 1）。腫瘍で変異が検出された症例では、治療前血

清、治療前骨髄単核球、CMR 時の血清を対象に同様の解析を行なった（図 20-step 

2）。c.794T>C (L265P) MYD88 の解析は 2章の前述の方法と同様に行なった。

c.587A>G (Y196C) CD79B の解析には ddPCR, Mutation detection assay, Validated 

(FAM+HEX), Assay ID:dHsaMDS717317229 を、 c.586T>C (Y196H) CD79B の解

析には ddPCR, Mutation detection assay, Validated (FAM+HEX), Assay ID: 

dHsaMDS540972798 を使用した。それぞれの CD79B変異の LOQ を評価するた

め、NGS であらかじめ変異アリル頻度既知の臨床検体を用いて段階希釈により

検討した（図 21、図 22）。その結果、Y196H CD79Bの LOQ は 0.12%、Y196C  

CD79Bの LOQ は 0.037%とした。 

 

3.2.6. 統計解析 

 統計解析ソフトとして R version 3.5.2.を使用した。カテゴリカルデータは
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Fisher 正確検定を、連続量の比較には Wilcoxon の順位和検定（Wilcoxon rank sum 

test）を使用した。cfDNA、腫瘍、骨髄単核球/末梢血単核球検体間の VAFの比

較には Kruskal-Wallis の一元配置分散分析（Kruskal-Wallis one-way analysis of 

variance, Kruskal-Wallis ANOVA)を使用した。Kruskal-Wallis の一元配置分散分析

で有意差を認めた場合、Bonferroni法による事後分析を行なった。 

 

3.3. 結果 

3.3.1.患者背景 

 表 13に患者背景を示す。年齢中央値は 65歳（範囲 25-89 歳）であった。リン

パ腫の組織型は DLBCLが 45症例（60%）、FLが 20症例（26.7%）、HLが 4

症例（5.3%）、それ以外の B細胞性リンパ腫が 6症例（8%）であった。1症例

を除いた全ての症例が化学療法による治療を受けていた。43 (57.3%)が R-CHOP

療法、14 (18.7%)が R-bendamustine療法、4 (5.3%)が ABVD (doxorubicin, bleomycin, 

vinblastine, and dacarbazine)療法、2 (2.7%) がその他の化学療法 1レジメン、11 

(14.7%)がその他の化学療法 2レジメン以上による治療を受けた。そのうち 11症

例が化学放射線療法を受けた。観察期間中央値 30.9ヶ月（範囲 6.3-82.6ヶ月）

で、1症例が二次発がんとしてアグレッシブ NK 細胞白血病(aggressive natural 

killer cell leukemia, ANKL)を発症した。 
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3.3.2.ターゲットアンプリコンシーケンス解析のクオリティ 

 TP53 のシーケンスの平均カバレッジは 8009, DNMT3Aのシーケンスの平均カ

バレッジは 3783であった。それぞれの変異特異的に設計したアンプリコンシー

ケンスの平均カバレッジは 58073であった。500x 以上を達成領域は、シーケン

ス対象領域に占める 100%, 94.1%, 100%であった。 

 

3.3.3 TP53 と DNMT3Aを対象としたターゲットアンプリコンシーケンス解析 

 2つの TP53 変異（2 つのミスセンス変異；p.A119D と p.C275Y）と 7つの 

DNMT3A変異 (4つのミスセンス変異、2つのナンセンス変異、1つのフレーム

シフト欠失；2症例で p.W860R、p.V563M、p.R882H、p.E392*、p.W601*、p.E565fs)

が CMR 時点での血清検体で検出された（表 14）。 

 これらの変異は全て、治療開始前の骨髄単核球もしくは CMRでの骨髄単核球

/末梢血単核球のいずれかに認められた。治療前の腫瘍検体が得られる 7症例で、

腫瘍検体でこれらの変異が認められるか解析したところ、5つの DNMT3A変異

のうち4つが認められたが、2つのTP53変異は腫瘍検体では確認されなかった。

しかしながら、腫瘍に検出された DNMT3A変異においても、腫瘍での変異アリ

ル頻度は血清及び骨髄単核球/末梢血単核球の変異アリル頻度と比較して有意に
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低かった。変異アリル頻度中央値（範囲）は治療前の骨髄単核球/末梢血単核球

検体で 6.1% (検出限界以下-13.8%)、治療前血清検体で 5.2% (検出限界以下

-11.4%)、治療前の腫瘍検体で検出限界以下 (検出限界以下-1.6%)であった

(Kruskal-Wallis の一元配置分散分析, P=0.01; Bonferroni補正した Wilcoxon 

Wilcoxon の順位和検定, BMMCs vs 血清, P=1.00; BMMCs vs 腫瘍, P=0.02; 血清 

vs 腫瘍, P=0.03; 図 23-A, 表 14)。 

 これらの結果は cfDNA で検出された遺伝子変異が腫瘍由来であるよりむしろ

クローン性造血由来であることを示唆した。さらに、次の２つの結果もこの仮

説を支持した。 

 (1)CMR での血清中に TP53 または DNMT3A変異を認めた患者群は、そうでな

い患者群と比較して有意に年齢が高かった(中央値 73.0 vs. 63.5, P= 0.03, 表 13)。

これは、クローン性造血の頻度が高齢であるほど高くなる 77,78,85,86ことに合致す

る所見である。 

(2) 変異アリル頻度中央値（範囲）は CMRでの骨髄単核球/末梢血単核球検体で

4.6% (1.3-15.3%)、CMR での血清検体で 6.0% (3.2-23.8%)であった（図 23-B, 表

14)。 

 

3.3.4. MYD88 と CD79Bを対象とした ddPCR解析 
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 さらに、PET-CTでは検出できない MRD 由来の変異が血清中に検出されうる

かを検討するため、DLBCLで変異が認められるMYD88 p.L265P (L265P MYD88) 、

CD79B p.Y196C、CD79B p.Y196H (Y196C/H CD79B)変異の解析を行なった。こ

れらの変異はクローン性造血としては稀である。 

 29症例中 6症例のDLBCLで、腫瘍中に変異を検出した。5症例で L265P MYD88, 

1 症例で Y196C CD79B、2症例で Y196H CD79Bを認めた。これらの変異は治療

前の血清由来 cfDNA でも検出されたが（図 24-A）、治療前骨髄単核球および

CMR での血清由来 cfDNA では検出されなかった（図 24-A・B）。Fractional 

abundanceの中央値（範囲）は、治療前骨髄単核球で検出限界以下、治療前血清

由来 cfDNA で 7.4 (0.7-20.6) %、治療前腫瘍で 41.1 (20.5-82) %であった

（Kruskal-Wallis の一元配置分散分析, P=0.0004; Bonferroni補正した Wilcoxon 

Wilcoxonの順位和検定, 治療前骨髄単核球 vs 治療前血清, P=0.012; 治療前骨髄

単核球 vs 腫瘍, P=0.0048; 治療前血清 vs 腫瘍, P=0.0093;図 24-A、表 15)。 

 血清中の変異アリル含有 cfDNA 量を定量化するため、cfDNA 濃度(ng/mL)に

変異アリル頻度を乗じたものを haploid genome equivalent （hGE）と定義する。

TP53 と DNMT3Aの血清中の変異量の変化は、治療前検出限界以下で治療後に検

出された W860R DNMT3Aを除いて、1.15 log fold 内の変化であった（図 25）。

一方、L265P MYD88と Y196C/H CD79Bは全て 3 log fold以上の減少を示し、CMR
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では全て検出限界以下となった（図 26）。 

 

3.3.5. 二次発がん症例で血清中に検出された TP53 p.A119D 変異の経時的評価 

 DLBCLの 1症例が二次発がんとして ANKLを発症したため、cfDNA の解析

を時系列で示す（表 16）。CMRが得られた時点（治療開始 253日）で TP53 p.A119D

変異が検出されていたが、治療開始 962日に DLBCL再発の診断がなされ、再度

化学療法により CMR が得られていた。第 1296 病日に ANKLを発症した。TP53 

p.A119D 変異の変異アリル頻度は骨髄単核球で 23.8%, 末梢血単核球で 15.3%で

あった。一方、再発時の DLBCL腫瘍検体での TP53 p.A119D 変異の変異アリル

頻度は 1.8%であり、ANKL発症時の白血病細胞検体での TP53 p.A119D 変異の

変異アリル頻度は検出限界以下（< 1.0%）であった。また、全経過を通じて、血

清中の TP53 p.A119D 変異の haploid genome equivalent の変化は 1.3 log 内の変動

におさまっていた。これらのことから、DLBCLおよび ANKLは TP53 p.A119D

変異を有する血液細胞に由来しないと考えられた。 

 

3.4. 考察 

 cfDNA を用いたゲノム解析は、低侵襲性や検体採取の簡便性を考慮すると治療

経過中に経時的に行いやすく、治療抵抗性クローンや再発の早期発見に役立つ
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可能性がある。しかしながら、本研究において、CMR 時の血清由来 cfDNA で検

出された TP53 変異および DNMT3A変異は、単核球では検出される一方、腫瘍

中の変異アリル頻度が検出感度以下もしくは検出されても低く、これらのこと

から腫瘍の MRD ではなくクローン性造血に由来していると考えられた。クロー

ン性造血に由来すると思われる TP53 変異が、cfDNA を用いたゲノム解析で

15%(5/33)の非小細胞肺がん患者に検出されたという報告がある 87。 

 また、腫瘍検体で低い変異アリル頻度ながら検出されたのは、腫瘍組織中に

浸潤した非腫瘍細胞であるリンパ球などに由来する可能性がある。クローン性

造血由来の変異が腫瘍で検出される事象は、正常対照コントロールを欠いた腫

瘍のゲノム解析研究においても報告されている 88,89。 

 また CHIP と想定される DNMT3A変異は 14%(7/49), TP53 変異は 2.7%(2/75)で

あり、本研究での CHIP の頻度は、リンパ腫患者を対象として変異アリル頻度の

カットオフを 2%とした既報の頻度（DNMT3A 49/401, 12.2%; TP53 19/401, 4.7%）

90と比較した場合、大きな差はなかった。 

 一方、cfDNA で検出された変異が CHIP に由来するという解釈について、い

くつか反論を考えうる。一つ目の反論として、検出された TP53 変異が腫瘍由来

の可能性がある。リンパ腫病変が複数ある場合に病変間の遺伝子変異に異質性

があることは稀ではなく、生検部位では変異が検出されなかったが、他部位の
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腫瘍には変異が見つかるかもしれない。しかしながら、(1)次世代シーケンサー

よりも感度の高い ddPCR の系において、CD79Bや MYD88 の変異が検出されな

かったため、CMR 時にそれより感度の低い NGS の系において MRD 由来の変異

が検出される可能性が低い；(2)MYD88変異やCD79B変異が 6症例において 3 log

以上の hGEの低下を示し検出感度以下となった、という二点について考えると、

CMRの状況でcfDNA中における変異DNA量に大きな変化がないTP53変異が、

FDG集積を伴わない DLBCLのMRD に由来しているとは考えにくい。 

 二つ目の考えうる反論として、FDG集積のない未診断の固形腫瘍が血清中の

TP53 変異の由来となっている可能性である。これに関しても、仮に PET-CTで

検出し得なかった固形腫瘍があったとして、ステージ 1 の固形腫瘍における

ctDNA の変異アリル頻度中央値は 0.05%であったという報告がある 91。ゆえに、

本研究のターゲットアンプリコンシーケンスの検出感度下限が 1% であること

を考慮すると、未診断のステージ 1固形腫瘍に由来する変異が検出されている

可能性は低いと推察される。 

 研究開始時点において、DNMT3A変異は、CHIP で頻度が高く B 細胞性リンパ

腫では稀な変異として解析対象に加えた。しかしながら、Epstein-Barr virus (EBV) 

positive DLBCLでは反復して DNMT3A変異を認めることが研究開始後に報告さ

れた 92。 EBV-positive DLBCLは EBV が陽性の大型 B細胞のクローン性増殖で
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あり、形質芽細胞性リンパ腫などの特定の EBV 陽性のリンパ腫を除いた疾患群

である 93。血管免疫芽球性 T細胞性リンパ腫では、腫瘍における DNMT3A変異

や TET2 変異がクローン性造血に由来した多段階発がんの機序が示唆されてい

るが 94、 EBV-positive DLBCLの報告では末梢血単核球や骨髄単核球のシーケン

スがなされていないため、同様の機序があるかどうかは不明である。以上から、

他の DLBCLサブタイプとは異なり、EBV-positive DLBCLにおいては、cfDNA

中に DNMT3Aが検出された場合、CHIP のみならずリンパ腫由来の変異である可

能性も検討する必要がある。 

 David らは R-CHOP 療法 2サイクル後に CMR を達成した患者群では ctDNA

の 2.5 log hGE (haploid genome equivalent)以上の減少を認めた一方、CMR を達成

しなかった患者群では ctDNA は減少しなかったと報告した 95。 本研究において

も、診断時 cfDNA 中に検出された MYD88 変異および CD79B 変異は CMR達成

時に 3 log以上の減少を示し、この既報と合致した結果であった。一方、cfDNA

中に検出された TP53 と DNMT3Aの変化量は、CMR 時になって初めて検出され

た DNMT3A W860R を除いて全て 1.3 log以内であった。これらのことから、CMR

達成時においても cfDNA 中の変異量が安定もしくは増加している場合、その遺

伝子変異が CHIP として頻度が高いものであれば、CHIP 由来の変異である可能

性が高いと推察される。 
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 CHIP を有するクローンの動態について、Wong らは自家造血幹細胞移植を受

けた患者群において、変異アリル頻度が 2倍以上になり統計学的に有意差があ

る場合をクローンサイズの増大ありと定義したところ、DNMT3A変異のうち

33.3%、とりわけ R882H DNMT3Aの全てがクローンサイズの増大を認めたと報

告している 96。 本研究においては検出された CHIP が 8 とそもそも数が少ない

ため意味のある結論を出すことは難しいが、TP53 p.C275Y 変異がこの定義でク

ローンサイズ増大を満たすものの、7つの DNMT3A変異は p.R882H 変異も含め

て化学療法後にクローンサイズは増大しなかった。 

 Coombs らは化学療法後のリンパ腫患者の自家末梢血幹細胞移植片中には、健

常者と比較して高頻度に PPM1D及び TP53のクローン性造血を認めた 97と報告

しており、化学療法による選択圧で、クローンサイズが拡大することが推察さ

れる。しかし、本研究では、DLBCL患者に見つかった TP53 の CHIP のクロー

ンサイズは骨髄中で見ると治療前から CMR 達成にかけてクローンサイズが拡

大したものの、ANKL発症時には縮小し検出限界以下となった。14症例の ANKL

の全エクソームシーケンス解析では 1症例において TP53変異が認められていた

が 98、予想に反して ANKLは TP53-CHIP に由来したものではなかった。

TP53-CHIP の検出は治療関連骨髄性腫瘍のリスクであることが複数報告されて

いるが 97,99,100、既報においてもいくつかの TP53-CHIP 自体は治療関連白血病の
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創始クローンではなかった 99. よって、特定の TP53-CHIP の検出は将来の治療

関連骨髄性腫瘍を予測するバイオマーカーかもしれないが、それ自体をモニタ

リングする意義はまだ明らかでない。 

 私は本研究を通して、B細胞性リンパ腫においても cfDNA 解析による遺伝子

変異検出の解釈には注意が必要であることを示した。本研究は、単純化のため

に CMR のタイミングで cfDNA 中の変異をスクリーニングすることにより、腫

瘍由来の変異よりも CHIP 由来の変異が検出されやすい状況で実施した。このス

クリーニング、すなわち cfDNA を用いた変異解析が診断時や再発難治の状況で

行われれば、例えば TP53 に着目すると腫瘍由来の変異と CHIP 由来の変異が混

在して検出されるであろう（図 27）。そのような状況では、末梢血由来単核球

も同時に変異解析を行なって CHIP である可能性を評価することで、cfDNA で

検出される変異をより正確に解釈することができるだろう。 
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第 4章. 血管内大細胞型B細胞リンパ腫に対する血中

循環細胞外遊離 DNA解析の臨床応用の展望 

 既に第 2章において述べたが、IVLBCLの診断における問題点は(1)鑑別診断

に挙げることが難しい、(2)鑑別診断に挙げて生検を行なっても腫瘍を検出でき

ない事がある（ランダム皮膚生検、骨髄生検）の二点である。(1)に関して、sIL2R

高値も IVLBCLを疑う一つの所見ではあるが、sIL2R 値上昇は必ずしも悪性リン

パ腫に特異的ではない。sIL2R は IL-2が結合した際に IL-2レセプターから解離

したα鎖に相当し、Tリンパ球活性化を反映する 101。結核（特に粟粒結核）102

や、リンパ腫関連でない血球貪食症候群 103,104、マクロファージ活性化症候群 105、

ウイルス感染症 106,107、敗血症 108、好酸球増加症候群 109、サルコイドーシス 110

などにおいても sIL2R 高値が報告されている。sIL2R によるリンパ腫診断予測に

関して受信者操作特性（receiver operating characteristic, ROC)解析でカットオフ値

を検討した報告では、sIL2R 2000 U/mlで感度 35%・特異度 93%であった 111。こ

の報告では低悪性度リンパ腫を含んでいるため、IVLBCLに対して使用する場合

は感度がより高いと想定される。実際に第 2章での IVLBCL27症例で検討する

と、5症例が sIL2R 2000 U/ml未満であり（表 5）、感度は 81%に相当する。診

断できない際の顛末を考慮すると、sIL2R 低値単独をもってして IVLBCLの除外

診断としないほうが良いだろう。また、稀なケースではあるが粟粒結核で sIL2R  
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19400U/mlという症例報告 112もあることから、カットオフ値を上げても特異度

100%にすることは困難である。sIL2R 高値があり初回のランダム皮膚生検・骨

髄生検が陰性の際に、本来存在する腫瘍細胞を検出できなかったのか、非

IVLBCL疾患で sIL-2R が高いのか、両方の可能性を検討する必要がある。これ

らの事を勘案すると、sIL2R は IVLBCL診療である程度有用であるが、絶対的な

ものではない。 

 cfDNA 解析による L265P MYD88 と Y196 C/H CD79Bの検出は、SNP や CHIP

としての頻度を考慮すると、非 B 細胞性リンパ腫と IVLBCLの鑑別において

sIL2R より特異度の高い診断補助ツールとなる可能性がある。しかし、実臨床へ

の応用のためには、実際に使用を想定する状況での感度・特異度を検討する必

要がある。IVLBCLの罹患率を考慮すると前向きの試験は困難であり、保存血

清・血漿を使用した後方視解析が現実的である。IVLBCL症例と感染症（特に肺

外結核）、自己免疫性疾患・膠原病（例：血管炎症候群、成人 Still病、不全型

ベーチェット病、全身性エリテマトーデスなど）の患者の血清/血漿を対象に、

MYD88 変異・CD79B変異検出の感度・特異度の検討を行い、その結果次第では

実臨床への応用が期待される。IVLBCL症例の血清・血漿を多数収集することは

難しく、代替指標として tdDNA を試料として ddPCRによる変異解析を行い、変

異検出の感度を推定するという検証方法も必要かもしれない。 
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5 章. 結語 

 IVLBCLのゲノム異常の一部を明らかにし、cfDNA を用いた変異解析が診断

補助や病勢評価に有用である可能性を示した。一方で、cfDNA で検出されるの

は腫瘍由来の体細胞変異のみならず、クローン性造血が検出されることもあり、

その解釈には注意を要することを示した。 
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Gene 
Transcript 
reference Location References 

B2M NM_004048 15q21-q22.2 
Challa-Malladi, Cancer Cell, 2011; 
Morin, Nature, 2011 

BTG2 NM_006763 1q32 Morin, Nature, 2011 

CARD11 NM_032415 7p22 
Lenz, Science, 2008; Davis, Nature, 
2010 

CD79B NM_000626 17q23 Davis, Nature, 2010 
MYD88 NM_002468 3p22 Ngo, Nature, 2011 
PIM1 NM_002648 6p21.2 Pasqualucci, Nature, 2001 
PRDM1 NM_1198 6q21-q22.1 Pasqualucci, JEM, 2006 
TNFAIP3 NM_001270507 6q23 Compagno, Nature, 2009 

表 1. ターゲットアンプリコンシーケンスで解析した 8 遺伝子 

 

Name Sequence (5'-3') 

MYD88_2 
Forward ACTGGGCTTGTCCCACCAT 
Reverse TCGCAGACAGTGATGAACCT 

CD79B_1 
Forward GCAGCGTCACTATGTCCTCA 
Reverse CTGAGTCCTCGGGGTCAGT 

CD79B_3 
Forward CCAACCACACCAGCAGATAG 
Reverse CCCCAGGATGACAGCAAG 

PIM1_2-4 
Forward GGAGCCCTGCAAGAGGAG 
Reverse GCGATTGAGGTCGATAAGGA 

PRDM1_2-1 
Forward AGCCCAAAGCTACCTCAGC 
Reverse GCAAACGTTGCATTCGTACT 

PRDM1_5-
11 

Forward TTTTTCCTGTTTAGGTTATTGGAGTGA 
Reverse TAACATTTAATGGGTCTGAAGAAATTTCCCTTA 

PRDM1_6-9 
Forward ACTCTGCCCAAAGAATGTCC 
Reverse GGGCTCCCACGTCTTCTAA 

表 2. 時系列解析で用いたプライマー 

 



 84 

Name Sequence (5'-3') 

MYD88_4 
Forward TGCCAGGGGTACTTAGATGG 
Reverse GCGAGTCCAGAACCAAGATT 

CD79B_9 
Forward CCAACCACACCAGCAGATAG 
Reverse GCTGTTCTTGCAGAATGCAC 

CD79B_11 
Forward GGTGCTCACCTACAGACCACT 
Reverse TGGGGGACACTAACACTCTG 

BTG2_1 
Forward GCCAGGGTAACGCTGTCTT 
Reverse CTCACCTGTGAGTGCCTCCT 

PRDM1_2-5 
Forward TGAAGGACAAGGCCTGTAGC 
Reverse GCAAACGTTGCATTCGTACTT 

PRDM1_3-2 
Forward CAACACTTGAGTCTTGGAGCAG 
Reverse CCAGAAAATACTGCGCACCT 

PRDM1_5-14 
Forward TCCTGTTTAGGTTATTGGAGTGA 
Reverse GGGGATGCTGGATACTTATGG 

PRDM1_6-12 
Forward TTCAGCACAAACACAGAGCA 
Reverse GTCTCTCGATCCCGTAGGC 

TNFAIP3_1 
Forward AGAAATGGCAGGAAAACAGC 
Reverse AAGGGCTCATAGGCTTCTCC 

PIM1_long1 
Forward CACTGAGTCCCCGTGCTT 
Reverse ACTCACCAGCTCTCCCCAGT 

PIM1_long3 
Forward TCATTAGGCTCCTGGACTGG 
Reverse TCACCATCGAAGTCCGTGTA 

PIM1_long4 
Forward TCCACTCTCCTTAGCCCAGA 
Reverse CCCCTGATGATCTCTTCGTC 

PIM1_long5 
Forward GCTGAAAGCAGACTGGAGGA 
Reverse GGCAGGAGAACATCTTGCAT 

PIM1_long6 
Forward CATCAAACACGTGGAGAAGG 
Reverse TTCCGTGATGAAGTCGAAGA 

表 3. ダイレクトシーケンスで使用したプライマー 
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 Parameter value 
No. of patients 27 
Median age, years (range) 71 (28-88) 
Male sex, n (%) 10 (37.0) 
Symptom, n (%)  
  Fever 23 (85.2) 
  Neurological 11 (40.7) 
  Respiratory 4 (14.8) 
  Gastro-intestinal 3 (11.1) 
Clinical course, n (%)  
  Primary progressive 24 (88.9) 
  Relapsing-remitting episode prior to diagnosis 3 (11.1) 
Tissue biopsy/aspiration, proven/performed (%)  
  Random skin biopsy  17/21 (81.0) † 
  Bone marrow biopsy 18/27 (66.7) ‡ 
  Other biopsies 10/10 (100.0) * 
  Bone marrow aspiration 10/25 (40.0) 
FDG PET/CT  
  Positive, n (%) 11 (78.6) 
  Negative, n (%) 3 (21.4) 
Hemophagocytic Lymphohistiocytosis, n (%) 12 (44.4) 
non-GCB by Hans classification, n (%) 21 (100.0) 
Abnormalities in blood cell counts, n (%)  
  Leukocytopenia§ 7 (25.9) 
  Anemia¶ 18 (66.7) 
  Thrombocytopenia††  12 (44.4) 
Laboratory data, median (range)  
  Lactate dehydrogenase [U/l] 699 (223-5199) 
  Soluble interleukin 2 receptor [U/ml] 5090 (595-25012) 
  C-reactive protein [mg/dl] 7.7 (0.03-23) 
  Albumin [g/dl] 2.4 (1.3-3.7) 

表 4. 患者背景 
†16/21 (76.2 %) は初回のランダム皮膚生検で診断された. ‡13/27 (48.1 %) は初回の骨髄生検

で診断された. * 16 箇所の生検のうち、13 箇所で陽性. §白血球数 < 4000/µL. ¶ヘモグロビン

値 < 11g/dl. ††血小板数 < 10×104/µL. FDG PET/CT, 18F-2-デオキシ-2-フルオロ-D-グルコース

を用いたポジトロン断層撮影; GCB, 胚中心 B 細胞 
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表 5. 27 症例の詳細な患者背景 

†白血球数 < 4000/µL; ‡ヘモグロビン値 < 11g/dl; *血小板数 < 10×104/µL; §⾎球貪⾷症候群

の診断は HLH 2004 criteria に基づいている; F, ⼥性（female）; M, 男性（Male）; NA, 検体

なし（not available）; BM, ⾻髄（bone marrow）; LN, リンパ節（lymph node）; CNS, 中枢神

経（central nervous system）; +, 陽性（positive）; -, 陰性（negative）; (-)→(+), 初回の⽣検・

⾻髄穿刺が陰性で 2 回⽬が陽性 
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表 5. 27 症例の詳細な患者背景（続き） 
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表 5. 27 症例の詳細な患者背景（続き） 
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表 6. 血清・血漿検体の cfDNA 濃度 

IVLBCL, 血管内大細胞型 B 細胞リンパ腫（intravascular large B-cell lymphoma）; CNS, 中枢

神経（central nervous system） 
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ID Specimen Immunohistochemistry Hans 

classification CD10 BCL6 MUM1 

IVL1 breast - - + non-GCB 

IVL2 skin - - + non-GCB 

IVL3 skin NA NA NA NA 

IVL4 skin NA NA NA NA 

IVL5 skin - NA + non-GCB 

IVL6 skin - - + non-GCB 

IVL7 skin - + + non-GCB 

IVL8 lung - + + non-GCB 

IVL9 brain - + + non-GCB 

IVL10 skin - + + non-GCB 

IVL11 mesentery - - + non-GCB 

IVL13 

bone marrow 

clot NA NA NA NA 

IVL15 skin - + + non-GCB 

IVL16 

bone marrow 

clot - + + non-GCB 

IVL17 bone marrow - + + non-GCB 

IVL18 lung - - + non-GCB 

IVL19 brain - + + non-GCB 

IVL20 lung - + + non-GCB 

IVL21 bone marrow - + + non-GCB 

IVL22 skin NA + + NA 

IVL23 skin - - NA non-GCB 

IVL24 skin - + + non-GCB 

IVL25 skin - + + non-GCB 

IVL26 

skin/bone 

marrow NA NA NA NA 

IVL27 bone marrow - NA + non-GCB 

IVL28 lung - + + non-GCB 

IVL29 skin NA NA NA NA 

表 7. 免疫染色の結果 

NA, 検体なし（not available）; -, 陰性（negative）; +, 陽性（positive）; non-GCB, 非胚中

心 B 細胞（non-Germinal center B type）. 



 91 

Identifier target region coverage 
≥×100 in cfDNA 
(%) 

≥ × 500 in tdDNA 
(%) 

≥ × 100 in normal 
gDNA (%) 

IVL2 83.8 85.13 89.14 
IVL3 86 86.54 83.14 
IVL4 85.38 86.4 89.03 
IVL5 86.55 87.97 89.62 
IVL6 88.21 87.69 88.98 

IVL21 87.63 90.47 91.54 
IVL23 88.45 90.6 NA 
IVL24 88.81 89.51 91.03 
IVL25 78.26 82.88 90.27 

表 8. 9 症例の各サンプルのカバレッジ 

target region coverage , 解析対象領域のカバレッジ; cfDNA, 血中循環細胞外遊離 DNA（cell-

free DNA）; tdDNA, 組織由来 DNA（tissue-derived DNA）; normal gDNA, 正常対照 DNA

（genomic DNA）; NA, 検体なし（not available） 
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表 9. ターゲットアンプリコンシーケンスで得られた変異のリスト 

VAF, 変異アリル頻度（Variant allele frequencies）; SNV, 一塩基置換（single nucleotide variation）; 

MNV, 多塩基置換（multiple nucleotide variation）; Ref., 参照アリル（Reference allele）; Var., 

変異アリル（Variant allele）; cfDNA, 血中循環細胞外遊離 DNA（cell-free DNA）; tdDNA, 組

織由来 DNA（tissue-derived DNA）       
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Mutation enrichment in 
WRCY (P value) 

Mutation enrichment in 
transition (P value) 

Mutation enrichment in 
C:G (P value) 

3.18 (0.0005) 1.29 (0.285) 1.68 (0.0004) 

表 10. PIM1 変異のパターンについて 

WRCY, W は A または T, R は A または G, Y は C または T を⽰す. 
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Identifier MYD88 L265P fractional abundance (%) 
BM Serum/plasma Skin others 

IVL1 ND NA 0.68 NA 

IVL2 1.74 42.58 5.01 NA 

IVL3 ND ND ND NA 

IVL4 ND ND ND NA 

IVL5 ND ND NA NA 

IVL6 ND ND NA NA 

IVL7 ND NA ND NA 

IVL8 ND NA ND ND 

IVL9 NA NA NA 4.68 

IVL10 ND NA ND NA 

IVL11 NA NA NA 9.09 

IVL13 ND NA NA NA 

IVL15 NA NA ND NA 

IVL16 13.28 NA NA NA 

IVL17 14.51 NA NA NA 

IVL18 NA NA NA 34.76 

IVL19 NA NA NA 2.58 

IVL20 NA NA NA 10.04 

IVL21 NA 34.92 0.72 NA 

IVL22 NA ND NA NA 

IVL23 0.61 81.33 0.82 NA 

IVL24 11.81 26.69 7.64 NA 

IVL25 NA 60.98 2.03 NA 

IVL26 0.21 NA NA NA 

IVL27 ND NA NA NA 

IVL28 9.31 NA NA NA 

IVL29 NA NA 0.34 NA 

表 11. ddPCR による MYD88:c.794T>C, p.Leu265Pro 変異解析の結果 (N=27) 

NA, 検体なし（not available）; ND, 検出限界以下（not detected）; BM, 骨髄（bone 

marrow） 
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Target Forward primer Reverse primer Amplic
on 
length 

DNMT3A 
p.E392* 

TCAATCATGGGCTTG
TTCTG 

GAAGCTGTTCCCGGT
GTG  

81 

DNMT3A 
p.V563M 

CCGCACATGTAGCA
GTTCC 

CTGCTCACTGGGTCTC
CTTC 

116 

DNMT3A 
p.E565fs 

CCGCACATGTAGCA
GTTCC 

CTGCTCACTGGGTCTC
CTTC 

116 

DNMT3A 
p.W601* 

TGGTTATTAGCGAAG
AACATCTG  

GGGCACAAGGGTACC
TACG 

80 

DNMT3A 
p.W860R 

CGGGTACCTTTCCAT
TTCAG 

AGGGCAAAGACCAGC
ATTTT 

80 

DNMT3A 
p.R882H 

GAAGAGGTGGCGGA
TGACT 

CAGGGTATTTGGTTTC
CCAGT 

112 

TP53 p. A119D ACTGACCGTGCAAGT
CACAG  

ACCTACCAGGGCAGC
TACG 

78 

TP53 p. C275Y GCGGAGATTCTCTTC
CTCTG  

CTACTGGGACGGAAC
AGCTT 

81 

表 12. 各 DNMT3A・TP53 変異検出のためのプライマー 
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 Liquid biopsy at complete 
metabolic response  

P value 

Negative Positive 
No. of patients 66 9  
Median age, years(range) 63.5 (25-89) 73 (65-78) 0.03  
Male sex, n (%) 36 (54.5) 7 (77.8) 0.29  
Histological diagnosis, n(%)   

0.45  

    Diffuse large B-cell 
lymphoma 

37 (56.1) 8 (88.9) 

    Follicular lymphoma 19 (28.8) 1 (11.1) 
    Other B-cell lymphomas 6 (9.1) 0 (0.0) 
    Hodgkin lymphoma 4 (6.1) 0 (0.0) 
Advanced clinical stage, n (%) 38 (57.6) 5 (55.6) 1.00 
Bone marrow invasion, n (%) 11 (16.7) 0 (0.0) 0.34 
Lactate dehydrogenase above the 
upper normal limit, n (%) 

39 (59.1) 6 (66.7) 0.35  

Chemotherapy, n (%)   

0.72  

    R-CHOP 36 (54.5) 7 (77.8) 
    R-Bendamustine 12 (18.2) 2 (22.2) 
    ABVD 4 (6.1) 0 (0.0) 
    Others 2 (4.1) 0 (0.0) 
    More than 2 regimens 11 (16.2) 0 (0.0) 
    Never (Radiation alone) 1 (1.3) 0 (0.0) 
Radiation therapy, n (%) 9 (13.6) 2 (22.2) 0.61 
Median follow-up, months 
(range) 

31.3 (6.3-
82.6) 

25.6 (14.1-
48.2) 

0.65  

Secondary malignancies, n (%)   
0.12     Aggressive NK cell 

leukemia 
0 (0.0) 1 (11.1) 

表 13. 患者背景 

CHOP, シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、プレドニゾロン

（cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisolone）; ABVD, ドキソルビシン、ブ

レオマイシン、ビンブラスチン、ダカルバジン（doxorubicin, bleomycin, vinblastine, 

dacarbazine）; R, リツキシマブ（rituximab） 
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UPN Variant VAFs (%) Tumor 
purity 
(%) 

Histology 
Before therapy After therapy, at CMR 

BMMCs 
Serum Tumor PBMCs/ 

BMMCs 
Serum Tumor 

D34 TP53 
p.A119D 

13.8 
7.6 ND 15.3 23.8 CMR 85 DLBCL 

D10 TP53 
p.C275Y 

ND 
1.1 ND 3.9 3.2 CMR 75 DLBCL 

D25 DNMT3A 
p.W860R 7.9 

11.4 (1.1, 
ND, 
ND)† 

11.4 12.8 CMR 30, 60, 
70† 

DLBCL 

D9 DNMT3A 
p.E392* 

2.7 
3.2 1 1.3 4.3 CMR 40 DLBCL 

D42 DNMT3A 
p.E565fs 

10.2 
7.9 1.6 5.2 6 CMR 85 DLBCL 

D35 DNMT3A 
p.W860R 

2.6 
ND ND NA 3.2 CMR 80 DLBCL 

C7 DNMT3A 
p.R882H 

NA 
6.5 1.4 3.5 3.5 CMR 85 DLBCL 

C2 DNMT3A 
p.W601* 

7.2 
5.2 NA 7 7.2 CMR NA FL 

E13 DNMT3A 
p.V563M 

4.9 
4.2 NA 3.9 8.6 CMR NA DLBCL 

表 14. CMR 時の血清で検出された変異のリスト 

† 重複がんの症例であり、早期胃がん（gastric adenocarcinoma）、直腸がん（rectal 

adenocarcinoma）、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（DLBCL）のデータを示す。 

VAF, 変異アリル頻度（variant allele frequencies）; DLBCL, びまん性大細胞型 B 細胞リンパ

腫（diffuse large B-cell lymphoma）; FL, 濾胞性リンパ腫（follicular lymphoma）; CMR, 

complete metabolic response; BMMCs, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear cells）; PBMCs, 

末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells）; NA, 検体なし（not available）; ND, 検

出感度以下（not detectable） 
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UPN Variant Fractional abundance (%) Histology 
Before therapy After therapy, at 

CMR 
BMMCs Serum Tumor Serum Tumor 

D32 MYD88 
p.L265P 

ND 
1 20.5 ND CMR DLBCL 

D40 MYD88 
p.L265P 

ND 
0.7 32 ND CMR DLBCL 

D33 MYD88 
p.L265P 

NA 
18 40.7 ND CMR DLBCL 

D42 MYD88 
p.L265P 

ND 
7.4 47.5 ND CMR DLBCL 

E35 MYD88 
p.L265P 

ND 
NA 82 ND CMR DLBCL 

D33 CD79B 
p.Y196C 

NA 
20.6 65.9 ND CMR DLBCL 

E41 CD79B 
p.Y196H 

ND 
NA 27.5 ND CMR DLBCL 

E35 CD79B 
p.Y196H 

ND 
NA 41.5 ND CMR DLBCL 

表 15. びまん性大細胞 B 細胞リンパ腫の腫瘍検体で検出された MYD88, CD79B

変異のリスト 

DLBCL, びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（diffuse large B-cell lymphoma）; CMR, complete 

metabolic response; BMMCs, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear cells）; NA, 検体なし

（not available）; ND, 検出限界以下（not detectable） 
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 Before 
therapy 

After 
therapy 
(CMR) 

Relapse 
of 
DLBCL 

After 
therapy 
(2nd 
CMR) 

Diagnosis 
of ANKL 

Concentration of TP53 
p.A119D mutation in 
serum [hGE/ml] 

1.1 x 105 9.6 x 104 NA NA 2.1 x 106 

VAF_Serum (%) 7.6 23.8 NA NA 3 

VAF_DLBCL (%) ND NA 1.8 NA NA 

VAF_PBMCs/BMMCs 
(%) 

13.8† NA 23.8† 15.3 NA‡ 

VAF_ANKL (%) NA NA NA NA ND 
(611/66086 
reads) 

表 16. アグレッシブ NK 細胞白血病を発症した症例の血清中で検出された TP53 

p.A119D 変異の経時的解析 

†これらのサンプルではリンパ腫の骨髄浸潤を認めなかった. ‡アグレッシブ NK 細胞白血病

の診断時には、末梢血細胞および骨髄細胞はほとんど全て白血病細胞で占められていた. 

VAF, 変異アリル頻度（variant allele frequency）; CMR, complete metabolic response; DLBCL, 

びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（diffuse large b-cell lymphoma）; ANKL, アグレッシブ

NK 細胞白血病（aggressive NK-cell leukemia）; PBMCs, 末梢血単核球（peripheral blood 

mononuclear cells）; BMMCs, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear cells）; NA, not 

available; ND, 検出限界以下（not detectable） 
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図 1. IonPGM のチップの模式図

（https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/Documents/PDFs/jp/materials/

appnote-ion006.pdf） 

 

 

図 2. ionPGM によるターゲットアンプリコンシーケンスのワークフロー 

（https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/Documents/PDFs/jp/materials/

appnote-ion006.pdf） 
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図 3. ターゲットアンプリコン解析の解析ワークフロー 

cfDNA, 血中循環細胞外遊離 DNA（cell-free DNA）; tdDNA, 組織由来 DNA（tissue derived 

DNA）; SNV, 一塩基置換（single nucleotide variant）; VAF, 変異アリル頻度（Variant allele 

frequencies） 

 

 

図 4. デジタル PCR の 1dimensional plot の一例 

NTC, テンプレートなしコントロール（non template control）; NC, 変異アリルの陰性コン
トロール（negative control）; PC, 変異アリルの陽性コントロール（positive control） 
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図 5. 27 症例の解析の概要 

 IVLBCL, 血管内大細胞型 B 細胞リンパ腫（intravascular large B-cell lymphoma）; cfDNA, 

血中循環細胞外遊離 DNA（cell-free DNA）; tdDNA, 組織由来 DNA（tissue-derived DNA）; 

reference gDNA, 正常対照ゲノム DNA; ddPCR, ドロップレットデジタル PCR（droplet 

digital PCR） 

 

図 6. 9 症例における 8 遺伝子のターゲットシーケンス 
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図 7. ターゲットアンプリコンシーケンスによる IVL2 の MYD88:c.794T>C, 

p.Leu265Pro 変異の検出 

cfDNA, 血中循環細胞外遊離 DNA(cell-free DNA) 

 

 

図 8. ダイレクトシーケンスによる MYD88:c.794T>C, p.Leu265Pro 変異の確認 

 

cfDNA

Buccal swab

NM_002468(MYD88):c.794T>C



 104 

 

 

 

 

図 9. 各変異とモチーフの位置関係 
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図 9. 各変異とモチーフの位置関係（続き） 

AA, アミノ酸（amino acid） 

 

 



 106 

 

 
図 10. ターゲットアンプリコンシーケンス解析により血中循環細胞外遊離 DNA

と組織由来 DNA で検出された変異の変異アリル頻度の比較 

VAF, 変異アリル頻度（variant allele frequencies）; ND, 検出感度以下（not detected）; 

tdDNA, 組織由来 DNA（tissue derived DNA） ; cfDNA, 血中遊離循環細胞外 DNA（cell-

free DNA） 

 

図 11. ターゲットアンプリコンシーケンス解析により血中循環細胞外遊離 DNA

と組織由来 DNA で検出された変異のベン図 
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tdDNA, 組織由来 DNA（tissue derived DNA） ; cfDNA, 血中遊離循環細胞外 DNA（cell-

free DNA） 

 

図 12. ドロップレットデジタル PCR により血中循環細胞外遊離 DNA と組織由来

DNA で検出された MYD88 変異の変異アリル頻度の比較 

VAF, 変異アリル頻度（variant allele frequencies）; ND, 検出感度以下（not detected）; 

tdDNA, 組織由来 DNA（tissue derived DNA） ; cfDNA, 血中遊離循環細胞外 DNA（cell-

free DNA） 
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図 13. 再発例(IVL1)での経時的な cfDNA の解析 

□ は血中循環遊離細胞外 DNA 中の MYD88変異アリル頻度を表す; 青い X印は sIL2R値を

示す. VAF, 変異アリル頻度（Variant allele frequencies）; BM, 骨髄（Bone marrow）; sIL2R, 

可溶性インターロイキン 2受容体（soluble interleukin-2 receptor）; R-CHOP, リツキシマブ、

シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、プレドニゾロン（rituximab, 

cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone）;PD, 進行（progressive disease）; R-

ESHAP, リツキシマブ、エトポシド、シタラビン、シスプラチン、メチルプレドニゾロン

（rituximab, etoposide, cytarabine, cisplatinum, and methylprednisolone）; ASCT, 

自家移植（autologous stem cell transplantation）; CR, 完全奏功（complete response）; 

ND, 検出感度以下（Not detected） 
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図 14. 再発例(IVL5)での経時的な cfDNA の解析 

○ は血中循環遊離細胞外 DNA 中の PRDM1変異アリル頻度を表す; 赤△は 血中循環遊離

細胞外 DNA 中の Y196C CD79B 変異アリル頻度を表す; 青い X印は sIL2R値を示す. VAF, 

変異アリル頻度（Variant allele frequencies）; sIL2R, 可溶性インターロイキン 2受容体

（soluble interleukin-2 receptor）; R-CHOP, リツキシマブ、シクロホスファミド、ドキソル

ビシン、ビンクリスチン、プレドニゾロン（rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, 

vincristine, prednisone）; CR, 完全奏功（complete response）; IVLBCL, 血管内大細胞型 Bs

細胞リンパ腫（intravascular large B-cell lymphoma）;ND, 検出感度以下（Not detected） 
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図 15. 再発例(IVL6)での経時的な cfDNA の解析 

○ は血中循環遊離細胞外 DNA 中の PRDM1変異アリル頻度を表す; 赤△は 血中循環遊離

細胞外 DNA 中の L199P CD79B 変異アリル頻度を表す; 青い X印は sIL2R値を示す. VAF, 

変異アリル頻度（Variant allele frequencies）; sIL2R, 可溶性インターロイキン 2受容体

（soluble interleukin-2 receptor）; R-CHOP, リツキシマブ、シクロホスファミド、ドキソル

ビシン、ビンクリスチン、プレドニゾロン（rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, 

vincristine, prednisone）; CR, 完全奏功（complete response）; CNS, 中枢神経（central 

nervous system）;ND, 検出感度以下（Not detected） 
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図 16. 初回骨髄生検陰性例（IVL2）での経時的な cfDNA の解析 

L265P MYD88 変異は確定診断 4ヶ月前の血清で検出可能であった。□ は血中循環遊離細胞

外 DNA 中の MYD88 変異アリル頻度を表す; ▲は組織由来 DNA（骨髄穿刺液由来）中の

MYD88変異アリル頻度を表す; ●は組織由来（皮膚ホルマリン固定パラフィン包埋切片由来）

DNA 中のMYD88変異アリル頻度を表す; ; 青い X印は sIL2R値を示す. VAF, 変異アリル頻

度（Variant allele frequencies）; BM, 骨髄（Bone marrow）; sIL2R, 可溶性インターロイキン 2

受容体（soluble interleukin-2 receptor）; BMB, 骨髄生検（bone marrow biopsy）; RSB, ランダ

ム皮膚生検（random skin biopsy）; FDG PET/CT, 18F-2-デオキシ-2-フルオロ-D-グルコースを

用いたポジトロン断層撮影（18F-fluorodesoxyglucose positron emission tomography/ computed 

tomography）; R-CHOP, リツキシマブ、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリス

チン、プレドニゾロン（rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone）; CR, 

完全奏功（complete response）; ND, 検出感度以下（Not detected） 
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図 17. 対応する⾎清・⾎漿由来 cfDNA の濃度の⽐較 
cfDNA, 血中循環細胞外遊離 DNA（cell-free DNA） 

 
図 18. 対応する⾎清・⾎漿由来 cfDNA の変異アリル頻度の⽐較 
VAF, 変異アリル頻度（variant allele frequency） 
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図 19. TP53 変異と DNMT3A 変異の解析の流れ 

白矢印は 18F-FDG集積部位. CMR, complete metabolic response; cfDNA, 血中循環細胞外遊離

DNA（cell-free DNA）; BMMCs, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear cells）; PBMCs, 末

梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells） 

 

図 20. MYD88 変異と CD79B 変異の解析の流れ 

白矢印は 18F-FDG集積部位. CMR, complete metabolic response; ddPCR, ドロップレットデジ

タル PCR（droplet digital PCR）;BMMCs, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear cells） 
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following samples
i. Serum, BMMCs, and tumor before therapy
ii. PBMCs or BMMCs at CMR

• 75 Patients with malignant lymphoma who achieved CMR

Serum

PBMCs
or
BMMCs

Serum
BMMCs
Tumor

Before 
therapy 

CMR

• Exclude putative germ line mutations
• Exclude synonymous mutations

Step 1

Step 2Step 2

Treat-

ment

Ø Step 1: Screening

• MYD88 L265P, CD79B Y196C, and CD79B Y196H ddPCR 

analysis on tumor samples 

Ø Step 2: Exploring the variants in other samples

• Same ddPCR analysis on the following samples

i. Serum and BMMCs before therapy

ii. Serum at CMR

• 45 Patients with DLBCL who achieved CMR

Tumor

SerumSerum

BMMCs

Before 

therapy 

CMR

Step 1

Step 2Step 2

• 29 Patients with tumor specimen
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図 21. ドロップレットデジタル PCR での CD79B p.Y196H 定量限界の評価 

 

 

図 22. ドロップレットデジタル PCR での CD79B p.Y196C 定量限界の評価 
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図 23. 腫瘍、血清、骨髄および末梢血単核球間での TP53 変異、DNMT3A 変異の

変異アリル頻度の比較 

(A)治療前、(B)complete metabolic response 時。BMMC, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear 

cells）; PBMCs, 末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells）; ND, 検出感度以下（not 

detected）  
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図 24. 腫瘍、血清、骨髄および末梢血単核球間での MYD88 変異、CD79B 変異の

変異アリル頻度の比較 

(A)治療前、(B)complete metabolic response 時。BMMC, 骨髄単核球（bone marrow mononuclear 

cells）; PBMCs, 末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells）; ND, 検出感度以下（not 

detected）  
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図 25. 治療前後での血清中の TP53、DNMT3A 変異濃度の推移 

CMR, complete metabolic response; ND, 検出感度以下（not detected）; hGE, haploid genome 

equivalent 

 

図 26. 治療前後での血清中の MYD88、CD79B 変異濃度の推移 

CMR, complete metabolic response; ND, 検出感度以下（not detected）; hGE, haploid genome 

equivalent 
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図 27. びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫およびクローン性造血で検出される遺

伝子変異に関するベン図 

CHIP, クローン性造血（Clonal hematopoiesis of indeterminate potential） 
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