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抄 録

びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（diffuse large B-cell lymphoma/DLBCL）は非ホジキンリンパ腫の中で

最頻のサブタイプである．本疾患に対しては，シクロホスファミド，ドキソルビシン，ビンクリスチン，およびプ

レドニゾロンの併用療法，いわゆるCHOP療法が長きにわたり標準治療法であった．しかし近年，CD20を標的と

したキメラ IgG1モノクローナル抗体であるリツキシマブがDLBCLに著効することが示され，これを加えたR-

CHOPが現在では実質的標準治療となっている．一方SOX4は SOXファミリーに属する転写因子である．これは

未熟B/Tリンパ球の分化増殖に関わることが知られ，さらに成人Ｔ細胞白血病リンパ腫をはじめとする複数の悪

性腫瘍においては癌遺伝子として作用する．しかしながらDLBCLと SOX4との関連については未だ不明である．

そこで本研究ではDLBCLにおけるSOX4発現と治療応答性および予後との相関について検証した．我々の集め

たDLBCL70症例の検討から，SOX4のタンパクおよびmRNAレベルでの発現量はともにR-CHOP応答性と負

の相関を示した．また予後解析によりSOX4発現量はDLBCL患者の予後不良とも相関を示した．これらの結果よ

りSOX4がDLBCLの予後予測因子として有用である可能性が示された．
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緒 言

びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（diffuse
 

large B-cell lymphoma/DLBCL）は非ホジキンリ

ンパ腫の中で最頻のサブタイプであり，全リンパ腫

の30％，中等度および高悪性度リンパ腫の80％を占

める ．また近年の病理遺伝子学的解析により単一の

臨床病理学的腫瘍ではなく，複数のＢ細胞リンパ腫

の混成群であることが明らかとなった ．これまでに

少なくとも３種類の遺伝子学的サブタイプが確認さ

れており，それらは胚中心Ｂ細胞型（GCB型），活性

化Ｂ細胞型（ABC型），および原発性縦隔大細胞型

（PMBCL型）である ．

シクロホスファミド，ドキソルビシン，ビンクリ

スチン，およびプレドニゾロンの併用療法，いわゆ

るCHOP療法は長きにわたってDLBCLの標準的

治療法であった．しかし近年，CD20を標的としたキ

メラ IgG1モノクローナル抗体であるリツキシマブ

がDLBCLに著効することが示され ，これを加え

たR-CHOP療法が現在ではDLBCLの標準治療と

なっている．

国際予後指標（International Prognostic Index/

IPI）は中等度および高悪性度リンパ腫の予後予測指

標として極めて有用である ．本指標は，年齢≧61，

病期StageⅢ-Ⅳ，血清中乳酸脱水素酵素（lactate
 

dehydrogenase/LDH）高値，ECOG（Eastern Coop-

erative Oncology Group）パフォーマンスステータ

ス（performance status/PS)＞2，有節外病変≧2を

それぞれ１として合算し，その値（０～５）はリン

パ腫患者の予後とよく相関することが知られてい

る．しかしながらリツキシマブ登場後はその有用性

は低下している．それゆえ新たな予後予測因子の導

入が求められている．

SOX4は SOXファミリーに属すhigh mobility
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group box（HMG box）型転写因子である ．SOX4

は幼弱なＢ細胞やＴ細胞の分化・成熟に関わること

が知られている ．さらに乳癌，脳腫瘍，肺癌，膵

臓癌，前立腺癌，膀胱癌，卵巣癌などではしばしば

SOX4の過剰発現がみられ，それらの癌種での発癌

遺伝子としての役割が示唆されている ．また血液

系腫瘍でも，成人Ｔ細胞白血病リンパ腫（adult T
 

cell leukemia/lymphoma/ATL）におけるSOX4高

発現がATL細胞の増殖に関わる遺伝子発現を促し

ている ．またSOX4発現は，プロＢ細胞では生存期

間を延長させ ，プレＢ細胞ではPI3K/AKT経路お

よびMAPK経路を活性化させることで抗アポトー

シス活性を誘導する ．しかしながらＢ細胞由来の

リンパ腫であるDLBCLでの SOX4発現やその臨

床的意義についてはいまだ不明である．

そこで本研究ではDLBCLにおけるSOX4発現

と治療応答性および予後との関係について検証し

た．我々独自のDLBCL症例群においても IPIは R

-CHOP療法への応答性と相関していた．さらに

SOX4のタンパクレベルおよびmRNAレベルでの

発現量はともにR-CHOP療法への応答性と負の相

関を示した．また予後解析でも，SOX4のタンパクレ

ベルおよびmRNAレベルでの発現量はDLBCL患

者の予後不良と相関を示した．これらの結果より，

SOX4の発現がDLBCLの治療応答性や長期予後

の予測因子として有用である可能性が示された．

方 法

症例

近畿大学医学部付属病院および近畿大学医学部堺

病院の病理学教室に管理保管されていた70例の初発

DLBCLの臨床検体を使用した（表１）．患者はR-

CHOP療法が施行されていることを条件とした．R

-CHOP６コース終了後，１年以上寛解を維持して

いる群を応答群（responder）とし，非寛解あるいは

１年以内に再発した群を非応答群（non-responder）

とした．全生存期間（overall survival/OS）は治療

終了時から，原因を問わない死亡までの期間とした．

また無病生存期間（progression free survival/PFS）

は治療終了時から，原病の増悪，再発，死亡が認め

られた時点までの期間とした．同時に IPI および

Ann-Arbor系臨床病期 も評価した．治療効果判定

はCheson基準に従った ．本研究は近畿大学医学部

倫理委員会によって承認された．

組織標本

本研究で用いた全ての組織標本は，生体組織診断

の際に採取した未治療患者のリンパ節である．また，

リンパ節転移が認められない５名の胃がん患者より

採取したリンパ節を正常対照とした．全ての採取し

たリンパ節からホルマリン固定パラフィン包埋ブロ

ックを作製し ，パラフィン用滑走式ミクロトーム

にて連続切片を切り出した．これらの切片は脱パラ

フィン後，ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin
 

and eosin/HE）染色による組織病理学的な評価，免

疫組織化学染色によるSOX4発現の評価，および

RNA抽出による定量的PCR解析に用いた．

免疫組織化学染色

脱パラフィン後の組織切片（3～5 m）を1×Tar-

get Retrieval Solution（DAKO，京都）に浸漬し，

マイクロ波発生装置を用いて100℃，５分間の加温を

表 びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（diffuse large B-cell lymphoma/DLBCL）症例の臨床プロファイル

Category  Total  Responder  Non-responder
 

Number of patients 70 28 42

Gender  Male 37 16 21

Female 33 11 22

Age ＜61 17 4 13

≧61 53 23 30

Stage Ⅰ-Ⅱ 21 9 12

Ⅲ-Ⅳ 49 13 36

PS 0-1 66 26 70

≧2 4 1 3

LDH  Normal 9 7 2

High 61 19 42

Extranodal site 0-1 48 22 26

≧2 22 5 17

Treatment  R-CHOP 70 28 42

PS：ECOGパフォーマンスステータス（performance status），LDH：乳酸脱水素酵素（lactate dehydrogenase），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，プレドニゾロンの併用による化学療

法
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３回繰り返し，抗原の賦活化を行った ．抗原賦活化

した切片を1×リン酸緩衝液（8.1mM NaHPO･

12H O，136mM NaCl，2.68mM KCl，1.47mM
 

KH PO，pH7.4）で洗浄後，0.3％H O 含有メタ

ノール溶液で内因性ペルオキシダーゼを不活化し

た．続いてブロッキング液（１％ウシ血清由来アル

ブミン，600mM NaCl，50mM Tris-HCl）で30分

間浸漬し，Biotin Blocking System（DAKO）を用

いて内因性ビオチンおよびアビジンを不活化した．

1×リン酸緩衝液で洗浄後，4 g/mlの抗 SOX4 IgG

抗体（ab52043；Abcam,Cambridge,UK）あるい

は陰性コントロールである正常ウサギ IgG

（DAKO）で４℃にて一晩反応させた．１次抗体反応

後に1×リン酸緩衝液で洗浄し，抗ウサギ IgG抗体

（Vector Laboratories,Burlingame,CA）で２次抗

体反応した．再び1×リン酸緩衝液で洗浄した後，

Vectastain ABC/HRP kit（Vector Laboratories）

を用いてペルオキシダーゼ標識し，ジアミノベンジ

ジン溶液で酵素反応により発色させた．SOX4に対

する染色強度や陽性細胞数はBiozero BZ-8000 flu-

orescence microscope（Keyence，大阪）およびBZ

-II Analyzer software（Keyence，大阪）を用いて

次のように測定した．まず200倍鏡見下で１検体あた

り５視野をランダムに選択した．次に視野中の全腫

瘍細胞数およびSOX4陽性細胞数を計測し，５視野

からSOX4陽性率平均値を算出した．その際，SOX4

陽性細胞における染色強度もあわせてスコア化した

（陰性：０，弱陽性：１，中等度陽性：２，強陽性：

３）．観察は２-３名で行った．

定量的リアルタイムPCR

脱パラフィン後の組織切片（10 m）からRNeasy
 

FFPE kit（Qiagen，東京）を用いて全RNAを抽出・

精製した ．得られた全RNAからSuperScript II
 

Reverse Transcriptase system（Life Technologies,

Carlsbad,CA）を用いて相補的DNA（complemen-

tary deoxyribonucleic acid,cDNA）を合成した．

40ngの cDNAとPCRプライマーおよびTaqMan

プローブをTHUNDERBIRD Probe qPCR Mix

（TOYOBO，大阪）に混合し，StepOne Plusリアル

タイムPCRシステム（Life Technologies）を用い

て定量的リアルタイムPCRを行った．SOX4の検

出 に は，フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5′-

GGCCACAAAAACAATGTTTGG-3′，リバースプ

ライマー5′-ATCAACAATCTGACAGGCAGT-

GA-3′；プローブ5′-AAAAAAAAGAAAAAAT-

CATGCCAGCTAATCATGTCA-3′を用いた．β-

microglobulin遺伝子 B M を内在性コントロール

とし，その検出にはTaqMan Gene Expression
 

Assay（Hs00984230 m1；Life Technologies）を用

いた．全ての検体は重複して定量し，それぞれのデ

ータ解析は2-ΔCT法によって行った．

統計学的解析

統計学的有意差は，２グループ間比較に対しては

Mann-WhitneyのＵ検定で，３グループ以上に対し

てはKruskal-Wallis検定およびHolmの後検定で

判定した．生存時間解析はLog-rank検定で判定し

た．データ解析処理はGraphPad Prism（GraphPad
 

Software,San Diago,CA）およびR Environment

（R Project）を用い，P＜0.05で有意差ありと判定し

た．

結 果

IPIと R-CHOP治療応答性との相関

症例総数70名の内訳は，男性が37名，女性が33名，

また年齢分布は21歳から87歳であり，中央値は64歳

であった（表１）．症例のうち49名（70％）がStage

ⅢもしくはⅣの進行期であった．IPIに基づいて判

定した予後分類では低危険群（Ｌ）が８名（11.4％），

低中危険群（LI）が20名（28.6％），高中危険群（HI）

が23名（32.9％），高危険群（Ｈ）が19名（27.1％）

であった（表２）．

今回のコホートにおける IPIの有用性を評価する

ため，DLBCL患者をR-CHOP応答群，非応答群の

２群に分け，IPI項目数と治療応答性の関係を検討

した（図１Ａ）．IPI項目数０群は３例のみであった．

また IPI基準５項目すべてを満たす症例はなかっ

た．IPI項目数１または２群ではR-CHOP応答例が

多く，IPI項目数３または４群では非応答群が多か

った．そこでまず全症例を用いて IPI数との治療応

答性との相関を検証した（図１Ｂ）．その結果，治療

表 DLBCL症例の国際予後指標（International Prognostic Index/IPI）分布

Classification  IPI Score  Total  Responder  Non-responder
 

L 0-1 8 5 3

LI 2 20 12 8

HI 3 23 4 19

H 4-5 19 5 14

Ｌ：低中危険群（low），LI：低中危険群（low-intermediate），HI：高中危険群（high-intermediate），Ｈ：高危険群（high）
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応答群は非応答群と比較してわずかであるが有意に

IPI項目数が低いことが判明した（P＝0.037）．ま

た，症例数の少ない０群を除いて検証した場合（図

１Ｃ），有意差はさらに改善した（P＝0.0087）．これ

らの結果より，我々独自のDLBCL症例群において

も IPIは R-CHOP治療応答性と相関し，予後予測

指標としての有用性が確認された．

SOX4タンパク発現量とR-CHOP治療応答性との

相関

ATLでの先行研究に従ってSOX4の免疫染色を

行った（図２Ａ) ．対照のリンパ節ではＢリンパ球

優位とされるリンパ濾胞はほぼ陰性であったが，Ｔ

細胞領域には陽性細胞が散見された ．一方，DLBCL

の組織では様々なレベルで腫瘍細胞が染色された．

そこで方法で述べたように，腫瘍細胞での染色強度

を４段階に分類し（図２Ａ），R-CHOP応答群およ

び非応答群で比較した（図２Ｂ）．その結果，治療非

応答群は応答群と比較して有意にSOX4染色強度

の上昇がみられた（P＜0.001）．さらに腫瘍細胞での

SOX4陽性細胞の割合を算出し，両群間で比較した

（図２Ｃ）．この場合でも治療非応答群は応答群と比

較して有意にSOX4陽性細胞の割合が高かった

（P＜0.001）．以上の結果より，DLBCL症例での

SOX4タンパクの発現レベルはR-CHOP療法応答

性と負に相関することが示された．

SOX4 mRNA発現量とR-CHOP治療応答性との

相関

図 SOX4タンパク発現量とR-CHOP治療応答性との相関
Ａ)SOX4染色強度のスコア化．SOX4染色強度を陰性０，弱陽性１，中等度陽性２，強陽性３の
４段階にスコア化した．原図の拡大倍率×400．Ｂ)症例ごとに染色強度の５視野平均を算出し，
正常対照，R-CHOP応答群（responder）および非応答群（non-responder）に分けてプロットし
た．Ｃ)症例ごとにSOX4陽性細胞頻度の５視野平均を算出し，正常対照，R-CHOP応答群
（responder）および非応答群（non-responder）に分けてプロットした．P 値はKruskal-Wallis
検定およびHolmの後検定に基づき算出した．

図 IPIと R-CHOP治療応答性との相関

DLBCL症例をR-CHOP応答群（respon-
ders）および非応答群（non-responders）に分
け，国際予後指標（IPI）との関連を評価した．
Ａ)治療応答群と非応答群の IPI別分布．Ｂ)
治療応答群と非応答群での IPIスコアの比
較．Ｃ)IPIスコア０の群を除いた応答群と
非応答群での IPIスコアの比較．P 値は

Mann-WhitneyのＵ検定に基づき算出した．
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上記の結果をもとに，より定量性のあるmRNA

レベルでの SOX4発現量とR-CHOP治療応答性

との関連を検証した（図３）．DLBCL組織より全

RNAを抽出し定量的PCR法にて SOX4 mRNA

発現量を測定し，上記と同様にR-CHOP応答群お

よび非応答群とで比較した（図３）．その結果，免疫

染色の場合よりグループ間の差は小さくなったが，

それでも治療応答群は非応答群と比較し有意に

SOX4 mRNA発現量が低かった（P＝0.0479）．以

上の結果より，DLBCL組織中の SOX4発現量は，

タンパクレベルおよびmRNAレベルともに

DLBCL症例のR-CHOP療法応答性と負に相関す

ることが示された．

SOX4発現量とDLBCL症例の予後との相関

DLBCLにおけるSOX4発現量がR-CHOP治療

応答性と負に相関することから，続いてSOX4発現

量とR-CHOP後のDLBCL症例の予後との関係を

検討した．図２および図３で示したSOX4発現量を

もとに，下記に示す各パラメーターの中央値を閾値

として２群に分け，PFSとOSを評価した（図４）．

まず免疫組織染色でのSOX4染色発現強度（中央値

1.5）と予後との関係を調べたところ，SOX4高発現

群では有意なPFS（P＝0.000198）およびOS（P＝

0.00179）の短縮をみた（図４Ａ）．次に免疫組織染

色でのSOX4陽性頻度（中央値60％）と予後との関

係を調べたところ，高頻度群では有意なPFS（P＝

0.000336）およびOS（P＝0.0107）の短縮がみられ

た（図４Ｂ）．最後にmRNAレベルでの SOX4発現

量（中央値600≒10 ）と予後との関係について調べ

たところ，やはり SOX4高発現群では有意なPFS

（P＝0.00328）およびOS（P＝0.0193）の短縮がみ

られた（図４Ｃ）．以上の結果より，DLBCLでの

SOX4発現量はR-CHOP治療後の予後とも有意に

相関することが明らかとなった．

考 察

これまでに複数の悪性腫瘍において SOX4が癌

遺伝子として機能することが報告されている ．血

液系腫瘍のATLにおいても SOX4が癌遺伝子と

して働いており，histone deacetylase 8（HDAC8）

等の遺伝子発現をもたらしていることが示されてい

る ．またSOX4は未熟Ｂ細胞の分化増殖に関わる

ことも知られている ．これらの結果に着目し，本

研究ではDLBCLでの SOX4発現とその臨床的意

義を検討した．全70例のDLBCL症例をその臨床経

過よりR-CHOP療法に対する応答群と非応答群に

分け，SOX4発現量との関係を解析したところ，タン

パクレベル，mRNAレベルともに有意な差をみと

図 SOX4 mRNA発現量とR-CHOP治療応答
性との相関
組織より全RNAを抽出し定量的PCR法に
て SOX4 mRNAを定量し，正常対照，R-

CHOP応答群（responder）および非応答群
（non-responder）に分けてプロットした．P
値はKruskal-Wallis検定およびHolmの後
検定に基づき算出した．

図 SOX4発現量とDLBCL症例の予後との相関

DLBCL症例の無病生存期間（Progression-
free survival/PFS）と全生存期間（overall

 
survival/OS）を評価した．各項目の閾値は中
央値とした．Ａ)免疫組織染色でのSOX4発
現強度（閾値1.5）．Ｂ)免疫組織染色での

SOX4陽性細胞の頻度（閾値60％）．Ｃ)定量
的PCRによる SOX4 mRNA発現量（閾値
600≒10 ）．P 値はLog-rank検定に基づき
算出した．
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めた（図２および図３）．さらに，SOX4発現量と

PFSおよびOSとの関係を調べた場合でも，SOX4

発現はタンパクレベルおよびmRNAレベルともに

有意に予後と負に相関していた．すなわち本研究か

ら，DLBCLにおけるSOX4の発現はR-CHOP治

療応答性および予後と有意に関わっている可能性が

示された．

今回の研究では，R-CHOP後１年での病状によ

り治療応答群と非応答群とに分類した．この条件は，

予後予測指標である IPIとも正の相関を示した（図

１Ｂ）．この結果より IPIは治療応答性とも相関する

と考えられた ．しかしながら今回得られた P値は

0.037と統計学的には極めて有意とは言えなかった．

その観点で IPI分布を詳しく見ると，予後良好とさ

れる IPI項目数０の群はわずか３例にすぎず，その

うち１例（33％）のみが治療応答群であった（図１

Ａ）．これは治療応答群が優位である IPI項目数１ま

たは２の群の傾向とは一致していない．すなわち，

今回のコホートでは IPI項目数０群の症例数が十分

でなく，そのため治療応答性との相関が弱くなった

ものと考えられる．実際，項目数０の３名を除いて

再度計算をすると，より強い有意差が認められた

（P＝0.0087；図１Ｃ）．今後さらなる症例の追加に

より，項目数０群を加えた場合でも IPIと治療応答

性との相関は強くなると考えられる．

またデータには示さなかったが，IPIで低中危険

群に分類された症例群においてもSOX4発現量は

非応答群が応答群を有意に上回っていた．IPIは予

後予測の臨床的指標であり，細胞レベルでの治療抵

抗性を直接表すものではない．そのため，臨床的予

後パラメーターである IPIにさらにBCL2，Ki67な

どの生物学的マーカーを組み込んでいくことが今後

のより正確な予後予測に必要と考えられる ．特に

IPIが低い症例では，より鋭敏な生物学的予後パラ

メーターの導入が必要であり ，本研究で用いた

SOX4もそのような生物学的マーカーのひとつとな

りうると考えられる．

正常リンパ節のSOX4染色強度を評価した際，Ｂ

細胞優位なリンパ濾胞内ではほぼ陰性であったもの

の，リンパ節全体では陽性細胞が散見され，平均強

度１となった（図２Ｂ）．この点について，今回の正

常リンパ節は胃癌手術にリンパ廓清された際に腫瘍

細胞陰性であったものを使用した．よって担癌状態

に伴うＴリンパ球の活性化が生じ ，SOX4陽性所

見として観察されたものと考えられる ．一方，

DLBCL生検リンパ節では腫瘍細胞でのSOX4染

色が評価の対象となり，相対的に正常細胞の寄与は

小さくなる．そのためDLBCL症例が正常リンパ節

よりも染色強度低値となることもあり得る．

本研究から，SOX4発現量がR-CHOP治療応答

性と負に相関することが明らかとなった．さらに今

回の結果では，免疫染色によるタンパク質発現量で

の比較の方が定量的PCRによるmRNA発現量の

比較よりも鋭敏であった（図２および図３）．本来

mRNA定量は免疫染色での評価よりも客観的であ

ると考えられるが，mRNAの場合は正常細胞由来

mRNAも混入してくるため（図３），SOX4発現量

の差はその分縮まった可能性がある．この問題を解

決するためには，レーザーマイクロダイセクション

法による腫瘍細胞のみからのRNA抽出が考えられ

る．しかしながら，日常的な組織診断の場合，半定

量的ではあるが，手技が容易で感度も高いSOX4の

免疫染色の方が有用性は高いと考えられる．さらに，

mRNAの翻訳後制御によりmRNA量がタンパク

量を反映していない可能性も考慮する必要がある．

本研究に関する今後の展望としては，症例数を増

やして個々のDLBCLサブタイプでのSOX4発現

の有無や臨床的意義の解明が必要と考えられる．ま

たDLBCLでの SOX4発現の誘導メカニズムや化

学療法抵抗性も含めたSOX4発現のDLBCLでの

生物学的役割の解明も今後の課題である．
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