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要 約

背 景：眼内悪性リンパ腫の診断は，硝子体細胞診の
みでは診断が困難なことが多い．ステロイド抵抗性の硝
子体混濁を伴うぶどう膜炎と診断された症例に対し，特
殊な方法で採取した比較的多量の硝子体ゲルおよび硝子
体液を用いてマイクロダイセクション法と polymerase

 
chain reaction(PCR)法やサイトカイン測定など複数の
新しい検査を行い，その後の臨床経過からも眼内悪性リ
ンパ腫と確定診断できる症例を経験したので報告する．
症 例：症例は 歳，女性．両眼のステロイド抵抗性の

びまん性硝子体混濁に対し，右眼硝子体生検を行い，病
理診断の結果は class であった．硝子体病理標本から
の PCR検査で，免疫グロブリン重鎖遺伝子の third

 
framework(FR A)と complementary determining

 
region (CDR )領域の再編成とアポトーシス抑制因子

B cell lymphoma/leukemia-(bcl-)遺伝子の転座が検
出された．また，硝子体液のサイトカイン測定ではイン
ターロイキン(IL)- /IL- 比が 以上と高値を示し
た．以上から，眼内悪性リンパ腫を疑い，放射線療法と
化学療法を行った．その後，脳内多発転移を発症し，臨
床的にも悪性リンパ腫の確定診断に至った．
結 論：遺伝子解析とサイトカイン測定などの多角的

検査を行うことは眼内悪性リンパ腫の診断に有用と考え
られた．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：眼内悪性リンパ腫，マイクロダイセクショ
ン，免疫グロブリン遺伝子再構成，サイト
カイン測定，PCR
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Abstract

：The diagnosis of primary intra-
ocular lymphoma is difficult in many cases even with

 
conventional cytological tests using vitreous sam-
ples. Recently new diagnostic tests, such as micro-
dissection and polymerase chain reaction(PCR)and

 
measurement of cytokines using intraocular sam-
ples, have been applied to the diagnosis of the

 
disease. We report here a case where we used the

 
new diagnostic tests and the results aided us to

 
make a diagnosis of intraocular lymphoma.

：A -year-old woman with an initial diag-
nosis of bilateral idiopathic uveitis with steroid-re-
sistant vitreous opacities underwent a vitreous biop-
sy. The cytological examinations of the vitreous

 
samples revealed class . The microdissection and

 
PCR using the vitreous samples detected IgH re-
arrangement gene in the third framework(FR A),
the complementary determining region (CDR )of

 
the V region and Bcl--associated translocation.
The interleukin(IL)- to IL- ratio in the vitreous

 

fluid was greater than . Because the results of
 

the examinations strongly suggested intraocular
 

lymphoma, the patient was treated with radiation
 

and chemotherapy. One month after the therapy,
however, the patient developed multiple metastatic

 
lesions in the brain. The clinical course of the pa-
tient together with the new diagnostic results of

 
examinations led to a diagnosis of intraocular lym-
phoma.

：A combination of tests,such as con-
ventional cytology, microdissection, and PCR, and

 
cytokine assay using intraocular biopsy samples, is

 
useful to make a diagnosis of intraocular lymphoma.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol

 
Soc ： ― , )

Key words：Intraocular malignant lymphoma, Mi-
crodissection,Immunoglobulin gene re-
arrangement,Cytokine analysis,PCR



緒 言

眼内悪性リンパ腫は，びまん性硝子体混濁と網膜脈絡

膜の黄白色滲出斑を特徴とする仮面症候群と呼ばれるス

テロイド抵抗性のぶどう膜炎症状を呈することがある

．組織学的にはそのほとんどが非ホジキン悪性リン

パ腫であり，その生命予後の悪さから放射線療法や化学

療法などの積極的治療の対象となる ．

眼内に限局した悪性リンパ腫の診断には，従来から硝

子体生検や経強膜網脈絡膜生検 による悪性細胞の同定

が行われているが，近年それに加え免疫組織学的検索に

よる硝子体浸潤細胞の単クローン性の解析 や補助診断

として硝子体液のサイトカイン測定の有用性が報告

されている．しかし，腫瘍細胞以外の反応性リンパ球の

存在や，硝子体検体採取以前にしばしば行われるステロ

イド薬の全身投与による硝子体浸潤細胞数の減少や変性

などにより，細胞診や免疫組織学的検索による硝子体浸

潤細胞の評価には困難を伴う場合が多い．また，経強膜

網脈絡膜生検は，病変部の直接的な病理組織診断ができ

る利点があるものの，一定の面積の網脈絡膜を切除する

ために網膜剥離などの合併症が危惧される．

最近，従来用いられてきた細胞診，免疫組織学的検査

法に加え，マイクロダイセクション法 とpolymerase
 

chain reaction(PCR)法を用いた眼内浸潤細胞の遺伝子

解析法 が開発された．マイクロダイセクション法は，

硝子体検体からリンパ球や異型細胞を顕微鏡下で採取す

ることを可能とし ，硝子体浸潤細胞の単クローン性免

疫グロブリン再構成の検出に際しても感度良く安定した

結果を得られる手法として報告 されている．しかし，

reactive lymphoid hyperplasiaにおいても単クローン

性免疫グロブリン遺伝子再構成が検出されたとの報告

もあり，遺伝子解析のみで診断に至るにはまだ検討を要

する点がある．

今回，著者らはステロイド抵抗性のびまん性硝子体混

濁を呈する症例に対し，診断目的で硝子体ゲルおよび硝

子体液を採取し，硝子体液の細胞診に加え眼内浸潤細胞

の遺伝子解析とサイトカイン測定を行った結果眼内悪性

リンパ腫が疑われ，その後脳内転移などの臨床経過で同

疾患の確定診断に至ることができた1例を経験したので

報告する．

症 例

症 例：69歳，女性．

主 訴：右眼霧視，視力低下．

既往歴：特記すべき事項なし．

家族歴：特記すべき事項なし．

現病歴：2000年8月初旬から右眼の霧視，視力低下

を自覚し，近医を受診した．右眼ぶどう膜炎の診断でベ

タメタゾン点眼とデキサメタゾンのテノン囊下注射を受
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図 1 A 初診時の右眼眼底写真( 年 月 日)．

図 1 C 治療終了直前の右眼眼底写真

( 年 月 日)．

図 1 B 治療開始直後の右眼眼底写真

( 年 月 日)．
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けたが改善せず，同年9月18日当科紹介受診した．

初診時所見：視力は右眼0.1(0.2×－0.75D）cyl－

1.5D Ax 65°)，左眼0.1(0.3×＋0.75D）cyl－2.0D 
Ax85°)，眼圧は右眼8mmHg，左眼9mmHg，前眼部

・中間透光体は，右眼に微細な角膜後面沈着物があり，

前房中細胞は右眼＋2，左眼＋1，硝子体混濁はNussen-

blattら の分類で右眼 gradeⅡ，左眼 gradeⅠであっ

た．眼底は，硝子体混濁のため一部透見不良であった

が，両眼とも検眼鏡的に明らかな網脈絡膜病変はなかっ

た(図1A)．全身検査では血算・生化学的検査に異常な

く，梅毒血清反応陰性，血中ウイルス抗体価はヒトT

細胞白血病ウイルス陰性，単純ヘルペスウイルス32倍，

水痘帯状疱疹ウイルス4倍，サイトメガロウイルス64

倍，EBウイルス抗EBNA10倍および各種腫瘍マーカー

(CEA4.1ng/ml，AFP5.7ng/ml，CA19-95.7U/ml，

CA125 6.1U/ml，TPA 54U/l，PIVKA-2 22mAU/

ml，γ-Sm 0.3以下，SCC 0.5以下)はすべて正常範囲

内で，可溶性 IL-2レセプターも334U/mlと正常であ

った．頭部の造影magnetic resonance imaging(MRI)

と頭部 computed tomography(CT)では特記すべき異常

所見はなかった．

経 過：特発性ぶどう膜炎として2000年9月21日か

らプレドニゾロン50mg/日の内服を開始したが，硝子

体混濁は改善しなかった．10月下旬から右眼耳側周辺

部網膜に小さな斑状の黄白色病変が数個出現したが，左

眼には異常所見はなかった．精査の目的で11月8日に

当科に入院し，11月14日に右眼硝子体生検を施行し

た．硝子体液の採取に当たっては，以下の手順で行っ

た．すなわち3ポートを設置後，硝子体カッターに三方

活栓を介して5mlディスポシリンジを接続し，無潅流

下で硝子体を切除吸引した．その際，吸引は手動で行

い，綿棒を用いて強膜を圧迫・陥凹させながら眼圧調節

を行った．シリンジへの硝子体液の流入が停止したこと

を確認した後，硝子体カッターを眼内から抜去し，吸引

チューブ内に残存した硝子体液もシリンジ内に回収し

た．この結果，潅流液を混じない硝子体ゲルおよび硝子

体液が約1ml採取された．その後眼内潅流を行いなが

ら，残存硝子体の切除を行った．

採取した硝子体液は，直ちに一部を病理用ガラススラ

イド板上に4枚塗抹乾燥し，米国国立眼研究所に送付し

た．残りの硝子体のうち0.5mlを病理細胞診に提出し，

その他約0.4mlの硝子体液は8,000rpm，5分の遠心

分離を行い，その上清と沈渣をそれぞれ－80℃に凍結保

存し，上清はその後のサイトカイン濃度の測定に用い

た．

硝子体生検標本は，直ちに病理部においてガラススラ

イド板に塗抹しギムザ染色し光学顕微鏡下で観察した．

大多数の細胞において変性が強く正確な細胞診は困難で

あったが，細胞の形態からclassⅢと病理診断された

(図2)．ほとんどすべての細胞は，核の濃縮(図中矢じ

り)あるいは核の膨化(図中矢印)を伴っており，良・悪性

の判定が困難であった．硝子体液上清中のサイトカイン

濃度をenzyme linked immunosorbent assay(ELISA)

法(R&D systems，Minneapolis，MD)により測定した

ところ，インターロイキン(IL)-10が5,000pg/mlと異常

遺伝子解析とサイトカイン測定による眼内悪性リンパ腫の診断・横田他

図 2 右眼硝子体生検の病理標本の光学顕微鏡写真(ギ

ムザ染色× )．

矢じりは核の濃縮像，矢印は核の膨化像を示す．

図 3
 

Polymerase chain reaction(PCR)法により，免疫グロ

ブリン重鎖遺伝子の third framework(FR3A)領域と

complementary determining region 3(CDR3)領域に遺

伝子再構成が示された．また，アポトーシス抑制因子B
 

cell lymphoma/leukemia-2(bcl-2)遺伝子の転座も示さ

れた．1は症例，2は陰性対照，3は陽性対照である．
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に高く，IL-6は50pg/mlであり，IL-10/IL-6比は100で

あった．ガラススライド板に塗抹乾燥した硝子体液は，

米国国立眼研究所において既報 のごとく浸潤リンパ

球をマイクロダイセクション法により分離し，PCR法

により遺伝子検索を行った．マイクロダイセクション法

は，ガラススライド板に塗抹した硝子体液をギムザ染色

し，顕微鏡下で異型リンパ球と思われる細胞を25個選

び，30G針で採取した．採取したすべての細胞を一つ

にまとめて抽出用バッファーに移しDNAを抽出した．

このDNAをPCR法により解析した．その結果，免疫

グロブリン重鎖，V 領域の frameworkであるFR3A

領域とCDR3領域に単一の遺伝子再構成が，またbcl-2

遺伝子に転座が検出された(図3)．

以上の結果から眼内悪性リンパ腫と診断し，2000年

11月29日～2001年2月9日まで放射線科でCHOP療

法(1クールはcyclophosphamide 1,100mg＋hydroxy-

daunorubicin 90mg＋oncovin 2mg＋prednisolone 90

mg/1日1回と prednisolone 90mgのみを4日間)を3

クールと，右眼に30Gyの放射線照射を行った．治療

開始直後の2000年12月8日の右眼眼底所見(図1B)で

は，黄白色滲出斑が癒合拡大し，同時期に左眼耳側にも

1乳頭径大の淡い滲出斑が1個出現していた．しかし，

治療終了直前の2001年1月25日には，右眼の耳側周辺

部網膜の斑状黄白色滲出性病変は萎縮限局化し(図1

C)，左眼の滲出斑もごくわずかに変性巣を残すのみと

なった．眼内炎症は鎮静化したが，治療終了約1か月後

に脳内多発転移を発症し，現在放射線科で入院加療中で

ある．眼底所見に著変はないが，多発性転移性脳腫瘍の

ため意識は混濁している．

考 按

今回，著者らはステロイド抵抗性の硝子体混濁を呈す

る69歳の症例に対し硝子体生検を行い，得られた硝子

体検体を病理細胞診，遺伝子診断，サイトカイン測定に

供した．今回行った硝子体生検方法では，硝子体を切除

吸引する際に，無潅流下で硝子体を手動吸引すると同時

に，綿棒で適度に眼球を加圧させることで生検中に眼球

に過度の陰圧がかからないように注意した．このように

することにより，安全に，生体内の状態と非常に近い希

釈されない硝子体検体を約1ml採取することができた．

その結果，多面的な診断方法を選択することが可能と

なった．採取後直ちに処理した硝子体標本での細胞診で

は，細胞の変性が強く病理細胞診では，細胞の良・悪性

の判定が困難でありclassⅢと診断された．しかし，マ

イクロダイセクション法を用いた遺伝子解析 で硝子体

浸潤細胞に単クローン性の免疫グロブリン遺伝子再構成

が検出され，さらに硝子体上清のサイトカイン測定で

IL-10と IL-6の濃度比(IL-10/IL-6)が極めて高値(100)

であったことから，眼内悪性リンパ腫が強く推定され

た ．

マイクロダイセクション法を用いた遺伝子解析は，少

量のサンプルでも解析が可能である．この方法では，顕

微鏡下で異型リンパ球と思われる細胞を数十個選んで採

取してDNAを抽出しPCR法で増幅し，免疫グロブリ

ン遺伝子再構成の単クローン性を調べるものである．本

症例のように，硝子体生検標本の条件が悪くて質の高い

染色が得られず細胞診が困難な場合でも，単クローン性

免疫グロブリン遺伝子の再構成の有無の検索は可能で

あった．マイクロダイセクション法で異型細胞を10～

20個選んでPCRにかけるこの方法は，硝子体切除標本

から直接DNAを抽出する方法に比べて，多数の雑多な

細胞を含まないために感度が著しく高くなる利点があ

る ．しかし，適切な細胞を選ぶにはかなりの経験と熟

練を要する．

これらの診断方法だけで悪性リンパ腫と診断するには

注意を要さなければならない．なぜなら，reactive lym-

phoid hyperplasiaでも単クローン性の免疫グロブリン

遺伝子再構成が検出されたとの報告 があり，また，硝

子体液中の IL-10が上昇していても必ずしも悪性リンパ

腫ではないという報告 もあるからである．したがっ

て，これらの誤った結果を避けるためにも，診断には多

種類の検査を行い，このような疑陽性を最小限に抑える

努力をすべきである．今回の症例では，比較的多量の純

粋な硝子体サンプルが得られる方法により硝子体生検を

行い，その検体を遺伝子解析とサイトカイン測定など複

数の新しい検査法に用いた．その結果，眼内悪性リンパ

腫が強く疑われたために化学療法と放射線治療を行って

いた経過中に脳内多発転移を発症したことから，臨床的

にも同疾患と確定診断できたと考えられる．このことか

ら，方法の異なる多種類の検査を重ねることは悪性リン

パ腫の早期診断に有用な情報をもたらす可能性があるこ

とがわかった．

今後，このような多角的な硝子体検体検査を行う症例

を重ねて，悪性リンパ腫の早期診断における有用性を検

討する必要があると考えられた．
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