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眼富悪性 リンパ腫は,大多数が低悪性度の B細胞型 リ

ンパ腫 と考えられており,特に小細胞型では,組織形態学

的には反応性増殖である偽 リンパ腫との鑑別に苦慮する

ことがある。また,免疫組織化学的検査でも腫瘍細胞のリ

ンパ球が未分化である場合,リ ンパ球はその表面に特徴

的な抗原性 を有 していないため免疫表現型が明確でな

く,膜表面抗原による診断が困難で,免疫グロブリンが証

明されない。さらに,反応性細胞の増殖が多 く,腫瘍細胞

の少ない場合でも確定診断に至らないことがある。近年,

遺伝子プローブを用いたサザンブロッティング法による

141

遺伝子レベルの解析法が開発され,遺伝子型からリンパ

系腫瘍細胞の起源や単クローン性の証明が可能 となっ

た。遺伝子レベルでの解析による診断は,全組織中に腫瘍

細胞が数%含まれていれば,腫瘍細胞の起源やクローン

性,分化段階の検索が可能で眼富 リンパ系腫瘍の診断に

有用であった。(日 眼会誌 101:141-147,1997)
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構成
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Abstract

Recent advances in molecular genetics have made

a great contribution to the investigation of lym-
phoid malignancies. We diagnosed orbital malignant
lymphomas by molecular genetic analysis. Molecular
genetic analysis elucidates gene rearrangements
within lymphocytes that are responsible for im-
munoglobulin produced by B-lymphocytes, or the
expression of cell surface antigen recognition rece-
ptors in T-lymphocytes. The cells of most malignant
tumors are considered to be genetically homogene-
ous because they are assumed to represent a single
clone descended from one abnormal cell. The deter-
mination that a malignancy is of clonal origin has

been used as a diagnostic aid to distinguish benign
from malignant proliferations. Analysis of the im-
munoglobulin genes and the T-cell antigen receptor
genes using DNA from biopsied specimens is very
useful, as it can reveal the origin of tumor cells and
clonality of tumor cell characteristics which cannot
he distinguished by morphological analysis. Genetic

analysis was found to be superior to immuno-
phenotyping for identifying the monoclonality of
tumor cells in instances when there were no
definitive cell-lineage specific markers, or when
there was a preponderance of normal counterparts
with mixed appearance of neoplastic and non-
neoplastic cells in malignant lymphoma. Molecular
genetic analysis is used to l) distinguish clonal from
polyclonal lymphoproliferations, 2) determine the
B-cell or T-cell identity of malignancies with admix-
ed normal cells, 3) determine the genetic lineage of
neoplasms lacking definitive surface antigens, and
4) determine the developmental stage of early B-cell
or T-cell precursors. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 141

-t47, 1997)

Key words: Orbital malignant lymphoma, Molecu-
lar genetic analysis, Gene rearrange-
ment

I緒  言

悪性リンパ腫は,リ ンパ球の腫瘍性増殖による悪性化

したリンパ球の増殖 と浸潤を主な臨床病態とする疾患で

ある。悪性 リンパ腫の組織診断,分類は,ホ ルマリン固定

標本を用いた形態観察を主体 として行われてきた。しか
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図 1 サザ ンブロッティング法の説明図.

し,リ ンパ球の腫瘍性増殖である悪性 リンパ腫 と反応性

増殖である偽 リンパ腫の鑑別は,組織形態学的にはとき

に困難で,形態面のみからではリンパ球の多様性 を正確

に把握することはできない。特に,眼富の悪性 リンパ腫で

は,び まん性小細胞型は形態学的に異型性が乏しく,偽 リ

ンパ腫との鑑別に苦慮する。近年,遺伝子プローブを用い

たサザンプロッティング法による遺伝子レベルの解析法

が開発され,遺伝子型から腫瘍細胞の起源や単クローン

性の証明が可能 となった1)～3).我々は,眼富悪性 リンパ腫

においてサザンブロッティング法による遺伝子解析を

行った。本邦において,眼鴛悪性 リンパ腫の遺伝子解析の

有用性 と可能性につき詳細な報告はみられないので報告

する。

II 方  法

遺伝子レベルでの解析のため,サ ザンブロッティング

法により腫瘍細胞の再構成バ ンドを検討した。生検によ

り得 られた腫瘍組織 をProteinase Kで 処理後,フ ェ

ノールお よびエ タノール沈澱 によ り5 μgの 高分子

DNAを抽出 した。この高分子 DNAを 制限酵素 Hind

III,BamH I,お よびEcoR Iで切断処置,ア ガロース電気

泳動後,ナ イロンフィルターに転写し,ビオチン標識 した

免疫 グロブ リン重鎖 のJHプ ローブ,軽 鎖 Cχ,Cλ プ

ローブおよび TCRβ プローブとハイブリダイゼーショ

ンを行った。Germ■ineの対象 として,健康正常人のリン

パ球を用いた。Germ■ineと 異なる再構成バ ンドが認め

られたときは,そ の部位での単クローンな増幅があると

して悪性 リンパ腫 と診断した (図 1)。

図 2 症例 1.49歳,男性 .

左上眼瞼内側腫瘤 (矢印),腫瘤による圧迫のため眼裂

幅は右側に比べ狭小化 している。

III 症  例

症例 1:49歳 ,男性 .

10数年前から左眼瞼の腫脹に気付 くも放置,数か月前

から急激に増悪し近医受診,精査目的に当科紹介となっ

た。初診時,視力は右眼 0.3(0.8),左 眼 0.5(0.8).瞼裂幅

は右側に比べやや狭小化し,左上眼瞼内側に母指頭大の

腫瘤 を触知した(図 2)。 中間透光体,眼圧は正常で,血液

お よび生化学検査 に異常 を認 めなかった。Magnetic

rosonance imaging(MRI)検 査で左眼富内側から上眼瞼

に腫瘍陰影を認め (図 3),組織検査を行った (図 4)。 ヘマ

トキシリン・エオジン(HE)染 色で小型の核分裂像を有

するリンパ球様細胞のびまん性増殖を認め核クロマチン

はやや粗に分布し,異型性は軽度であった (図 5a,b).免

疫染色で腫瘍細胞は抗 B細胞抗体 L-26染色に不規則に
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図 5a ⅡE(hematoxylin eosin)染 色 (弱 拡 大 像 )。

バーは 100 μrn

図 5b HE染色 (強拡大像).

核クロマチンは粗で,と きに小さい核小体をみる異型

性に乏しい小型のリンパ球様細胞のびまん性増殖を認

めた。バーは 30戸n

図6 抗 B細胞抗体 L‐ 26モノクローナル抗体染色.

不規則に陽性所見を認めた.バーは 100 μm

に腫瘍陰影を認め,腫瘍組織の組織検査を行った。HE染

色で小型のリンパ球様細胞のびまん性増殖を認めたが,

形質細胞への分化はなく細胞の異型性は軽度であった

(図 1l a,b)。 また,抗 B細胞抗体 L-26染 色,ろ λ染色,

および抗 T細胞抗体 UCHL-1染色による免疫組織化学

染色では単クローン性を確認することができず,悪性 リ

図 3 MRI(magnetic resonance imaging)所 見 .

左眼富内側から上眼瞼に腫瘍陰影を認める(矢印)

図4 組織検査術中所見.

陽性所見を示 し,χ 染色陰性,λ 染色陰性,抗 T細胞抗体

UCHL-1染色陰性であった (図 6).腫瘍細胞のフローサ

イ トメ トリーによる細胞 表 面 マーカーの検 索 で は

CD 19,20お よび HLA―DRで陽性率が高 く,B細胞分画

の増加が示された(図 7).遺伝子検索において,JHお よ

び Cχ プローブで再構成バンドを認めた(図 8,9).形態

学的には異型性に乏しいものの,遺伝子型で腫瘍細胞に

B細胞の単クローン性増殖が確認され,び まん性小細胞

型の B細胞型悪性 リンパ腫 と診断 した。超音波,全 身

computed tomography(CT),ガ リウムシンチによる全

身検索で眼富以外にリンパ節腫脹は認められず,病期は

Ann‐Arber分類4)stage Iで ぁった。

症例 2165歳,男性.

数か月前から左眼の異物感,結膜充血を自覚 し近医を

受診,下眼瞼内側に小指頭大の腫瘤を認め,精査目的で当

科紹介 となった。初診 時,視 力 は右 眼 0.4(1.2),左 眼

0.7(0.9)。 左内眼角部から下眼瞼にかけて数個の小指頭

大の腫瘤 を触知 し,結膜の充血,下眼瞼の腫脹 を認めた

(図 10)。 中間透光体および眼圧は正常,眼球運動制限は

なく,Hertel眼 球突出計で有意な眼球突出はみ られな

かった。血液,生化学検査で著変なく,末梢血に異常細胞

の出現を認めなかった。CTお よびMRI検査で眼富内側
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図 8 症例 1の H鎖遺伝子サザ ンプロッティング法

結果.

再構成バ ン ド(矢 じり)を 認 め,B細胞の単 クローン

な増殖を示 した.Hind IIIで 11.O Kbに ,Hind III+

BamH Iで 5.6 Kbに H鎖の正常 Germ line(矢印)

を示す。

ンパ腫を疑うものの,確定診断には至らなかった。遺伝子

検索において,JHプ ローブで再構成バンドを認め,Cχ

および Cλ プローブでは再構成バンドを認めなかった

(図 12,13).細 胞の異型性は形態学的には小さかったが,

遺伝子解析で単クローン性が証明され,最終的にびまん

性小細胞型の B細胞型悪性 リンパ腫 と診断 した。超音

波,全身 CT,ガ リウムシンチによる全身検索で左眼害,

日眼会誌 101巻  2号

CD I   CD 2   CD3 CD4   CD 5 CD 7   CD 8

0.1%   0.2%   10.6%   10.996   9.1%   10。 8%   6.4%   1.8%

CD 10   CD 19   CD 20   CD 13   CD 14  CD 33  HLA― DR

0.4%   78.1%    81.4%   0.496    0.2%    0.3%    81.6%

T Lineage B Lineage M Lineage

4  CD
CD 5   CD 8  CD 19  CD 13  CD 8

図 7 腫瘍細胞のフローサイ トメ トリー.

CD-19,CD‐ 20,HLA‐DRで陽性率が高 く,B細胞分画の増加 を認めた。
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図 9 症例 1の L鎖遺伝子 (ろ λ)サザ ンプ ロッティ

ング法結果 .

再構成バン ド(矢 じり)を 認めた。BamH Iで 12.5

Kbに ,EcoR Iで 19_O Kb,16_5 Kbお よび 9.O Kb

に正常 Germ line(矢印)を示す.

頸部,腹部大動脈周囲にリンパ節腫脹が認められ,病期は

Ann― Arber分類 Stage IIIであった。

IV 考  按

悪性 リンパ腫の診断において,多 くの症例は組織形態

学的,免疫化学的検査で診断が下される。これらの検査で

悪性 リンパ腫と確定診断されるものは決定的な問題とは

ならない。しかし,い くつかの症例においては診断に苦慮
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図 10 症例 2.65歳 ,男性.

下眼瞼結膜の腫脹と充血を認めた(矢印)

眼宮悪性リンパ腫の遺伝子解析による診断・川本他

JH Probe
BamH I+Hind Ⅲ Hind皿 BamH I+Hind Ⅲ Hind Ш

C * Probe C i Probe
BanlH I   BamH I EcoR I    EcoR I

l2.5kb
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図 12 症例 2の H鎖遺伝子サザ ンプロッティング法

結果 .

再構成バンド(矢 じり)を認めた。

二一
　
一

図 1la HE染色 (弱拡大像 )

バーは 100 μnl

図 1lb ⅡE染色 (強拡大像).

異型性の乏しい小型リンパ球様細胞のびまん性増殖を

認めた。バーは30μm

する場合があり,悪性 リンパ腫 とするか,反応性病変とす

るかはきわめて重大な問題である。眼富原発の悪性 リン

パ腫は,リ ンパ節に発生する節性の悪性 リンパ腫とは組

織型が異なることが多い。ある臓器に発生する節外性 リ

ンパ腫においては,そ の臓器の生理的状態における生体

防御機能 と深 く関連した リンパ球,あ るいはその臓器を

場とする自己免疫疾患において増殖するリンパ球と同性

sample NettiI[。
l   Sample NegttiI[。 l

‐←一:Gernl line   ‐ :Rearranged band

図 13 症例 2の L鎖遺伝子 (χ ,λ )サザンプロッティ

ング法結果.

再構成バンドを認めなかった。

状のリンパ球から成る腫瘍が圧倒的に多ぃ5)。 節外性 リ

ンパ腫のうち,皮膚,鼻腔では Tリ ンパ球由来の腫瘍が

発生するのに対し,そ の他の部位では Bリ ンパ球由来の

ものが多いことが明らかになっている。眼鴛原発の悪性

リンパ腫の大多数は,低悪性度の B細胞型 リンパ腫と考

えられている6)7).眼富原発の B細胞型 リンパ腫では細胞

の異型性が少なく,特に小細胞型は小 リンパ球様細胞の

単一増殖から成る非定型的,境界型の病変で,組織形態学

的には反応性増殖である偽 リンパ腫 との鑑別に苦慮する

ことがある。また,免疫化学的検査でも腫瘍細胞のリンパ

球が未分化である場合,リ ンパ球はその表面に特徴的な

抗原性を有していないため,免疫表現型が明確でなく,膜

表面抗原による診断が困難で,免疫グロブリンが証明さ

れないことがある。B細胞型 リンパ腫では数%の症例に

pan―B抗原の消失が報告されてお り,こ れらの細胞では

免疫グロブリンを産生し得る分化段階にありながら,免

疫グロブリンが産生できない状態が考えられている8)。
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さらに,反応性 T細胞の増殖が多 く,腫瘍性 B細胞の少

ないT cell rich B cell lymphomaや 腫瘍細胞の数が少

なく,非腫瘍細胞が多 く混在する場合にもしばしば同定

に困惑する。近年,分子生物学的手法を用いた遺伝子レベ

ルでの解析が可能 となり,従来の組織形態学的,免疫化学

的方法を駆使しても腫瘍細胞の単クローン性や起源を証

明できなかった場合でも遺伝子型による診断が可能 と

なった9)-13).本
邦においても,布施 らによリリンパ系眼富

腫瘍で免疫学的手法 とともに遺伝子学的手法が診断の補

助手段として用いられ報告
14)15)さ れている。

リンパ球の遺伝子が他の構造遺伝子と異なる最大の特

徴は,遺伝子が再構成されることがその発現に必須な要

件であることである。B細胞はその分化過程において免

疫グロブリン(以下,Ig)遺伝子の再構成を伴い,T細胞は

T細胞受容体 (以下,TCR)遺伝子の再構成を伴 う。Ig遺

伝子は重鎖が第 14染色体 (14p32),軽 鎖 χ遺伝子が第

2染 色 体 (2 p ll),軽 鎖 λ遺 伝 子 が 第 22染 色 体 (22

p ll),TCR遺 伝子は第 7染色体 (7q35)に 存在する。Ig

重鎖や TCRの可変領域遺伝子は互いに離れたい くつか

の遺伝子群,すなわち V(variableL J(loining),お よびD

(diversity)因 子から構成されている。血液幹細胞 はリン

パ球に分化 してい く段階で,Igお よびTCR遺伝子の再

構成を繰 り返すことにより,そ れぞれ B細胞,T細胞に

分化成熟していき,こ の時,リ ンパ球では遺伝子の再構成

時に遺伝子群の V,J,D因子の組み合わせにより抗体の

抗原特異性が決定される。換言すれば,それぞれのリンパ

球は,V,J,D因子の組み合わせにより特異的な再構成パ

ターンを有していることになる。通常のIgは多数の抗原

と反応するため多クローン性で,特異的な遺伝子プロー

ブとハイブリダイゼーションしても再構成バンドを確認

することはできない。リンパ系腫瘍において,Ig遺伝子

の再構成は Bリ ンパ球に特異なため,あ る腫瘍細胞 にお

いて単クローン性に Ig遺伝子の再構成が行われていれ

ば,そ の腫瘍は Bリ ンパ球系腫瘍であることが証明され

る。同様にTCR遺伝子の再構成はT細胞に特異的であ

る。このため,病理形態学的診断に比 し主観的見解が入ら

ず,ま た単クローン抗体による免疫化学的検査で陽性反

応が得られなくとも,Ig遺伝子,ま たはTCR遺伝子が再

構成される場合は,そ れぞれ B細胞,T細胞性 リンパ腫

であることが証明され,悪性 リンパ腫の確定診断法 とし

て有用である。さらに,遺伝子レベルによる解析では,リ

ンパ球の腫瘍化の分化段階の検索が可能となってきてい

る。症例 1で は重鎖の JHプローブおよび軽鎖の Cχ プ

ローブで再構成バンドが認められたが,症例 2では重鎖

でのみ再構成バンドがみられた。これは血液幹細胞から

B細胞が成熟する段階において前 B細胞の段階があり,

この段階で腫瘍性の変化が生 じるとχ鎖や λ鎖の欠落

や λ鎖の欠落が生 じるとされており8),症例 1と 2は そ

の細胞分化の異なった段階において腫瘍性変化が生 じた
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と考えられる。このため,組織形態学的には同一のびまん

性小細胞型のB細胞型悪性 リンパ腫であるが,症例 1は

成熟 した B細胞の腫瘍化であり,症例 2は前 B細胞の段

階での腫瘍化で,症例 2は症例 1に比べ細胞分化段階で

の分化度が異なり,治療効果,予後に違いが生 じるのでは

ないかと考えられる。悪性 リンパ腫においては,組織形態

学的に同一であっても遺伝子レベルでの解析では腫瘍の

クローン性や分化段階が異なることがあり,遺伝子解析

での腫瘍性か反応性かの鑑別とともに分化段階の検索を

行い,組織形態学的検査で組織系分類するといった診断

法が望ましいのではないかと思われる。

近年,Burkittリ ンパ腫や濾胞性 リンパ腫の特定のリ

ンパ腫において染色体異常の存在が明らかになりつつあ

る16)～ 18)。 いわゆる癌遺伝子や癌関連遺伝子 と呼ばれるも

ので,特定の染色体異常が特定の腫瘍に高頻度で認めら

れ,そ の異常が腫瘍化の原因となっているのではないか

と推測 されてい る。Burkittリ ンパ腫 は,EB(Epstein_

Barr)ウ イルス関与の B細胞リンパ腫として知られてい

るが,EBウイルスの感染に関わりなく,第 8番遺伝子 (8

q24)に 存在する癌遺伝子 c‐mycが第 14番遺伝子 (14

q32),第 22番遺伝子 (22 q ll),第 2番遺伝子 (2 p ll)と

相互転座 して c―myc癌遺伝子が活性化されて腫瘍化 し

ていると考えられている。また,同様に濾胞性 リンパ腫に

おいては,第 18番遺伝子 (18q21)の bcl-2癌遺伝子に第

14番遺伝子(14q32)と の間に転座がみられる。臨床的に

は c―myc,bcl-2遺伝子のプローブを用いた再構成バンド

の検出による診断が可能である。現在,リ ンパ腫の診断,

分類は組織形態学が主体 となっているが,遺伝子解析に

より腫瘍細胞の起源の検索が可能となり,国際的には主

観的見解が入りやすい形態学的診断から客観的,合理的

な免疫学的,遺伝子解析による診断になりつつある19)。 さ

らに,遺伝子レベルでの解析により腫瘍細胞の遺伝子異

常が解明されるにつれ,遺伝子解析を考慮 した遺伝子型

分類 も必要なのではないかと考えている。今回,我々は眼

富悪性 リンパ腫においてサザンブロッティング法による

遺伝子解析診断を行った。悪性リンパ腫の遺伝子 レベル

での解析は,組織形態学的検査や免疫化学的検索で得ら

れない情報を得ることができる。眼寓など形態学的組織

診断に十分量の組織標本が得られにくい場合でも,DNA
量 5μgと 極めて少量の腫瘍組織から腫瘍細胞の起源や

クローン性,分化段階の検索が可能であり,さ まざまな遺

伝子プローブの開発により将来の可能性の大きい有用な

検査法 と考えられた。
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