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遺伝子再構成の検索による結膜悪性リンパ腫の診断
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要  約

最近の分子病理学の進歩によりリンパ増殖性疾患の診断に形態学,免疫組織学的方法に加えて免疫グロブリ

ン(lg) 遺伝子,T 細胞受容体(TCR) 遺伝子のDNA プローブをもちいた診断が用いられている. 我々は結

膜リンパ性腫瘍の2 症例にこの方法をもちいた診断を行った.症例1 は36 歳男性で,1 年前から左結膜腫瘍に

気づき, 初回の生検ではびまん性の小リンパ球の増生をみたが免疫組織学的にはmonoclonality はみられな

かった.その後右結膜にも腫瘍が出現したため,左結膜を再度生検した.これでlg 重鎖の遺伝子再構成が検出

された.症例2 は53 歳女性で両眼の結膜腫瘍で,初回の生検では偽リンパ腫の診断がされていたが,腫瘤が増

大し, 再び生検を行った. 免疫組織学的にmonoclonality は証明されなかったが, 凍結組織にてlg 重鎖の遺

伝子再構成が検出された. これから2 症例をB 細胞悪性リンパ腫と診断した.( 日眼会誌 96 : 1142-1147 、

1992)
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Abstract

Specific DNA probes for genes encoding immunoglobulins (Ig)  and the T cell receptor (TCR)  are

useful diagnostic tools in lymphoproliferative disorders. Gene rearrangement analysis was carried out

in 2 cases of conjunctival  lymphoid lesions. A 36-year-old man (case 1)  had a 1-year history of left

conjunctival tumor. A biopsy was performed and histopathological findings showed diffuse prolifera-

tion of small lymphocytes, but monoclonality was not revealed by immunophenotypic analysis. A right

conjunctival lesion developed and five months later a biopsy of the left conjunctiva was performed

again.  A frozen sample was analyzed and immunoglobulin heavy chain gene rearrangement was
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found. A 53-year-old woman (case 2)  had a 6-month history of bilateral conjunctival tumor. The first

biopsy did not reveal monoclonality immunophenotypically. A second biopsy with a frozen specimen

was analyzed and immunoglobulin heavy chain gene rearrangement was found. 丶Ve diagnosed these

two cases as B-cell lymphpoma. 丶Ve discuss the clinical value of gene rearrangement analysis as a

diagnotic method for lymphoproliferative disorders. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 1142-1147, 1992)

Key words : Conjunctival lymphoid tumor, Malignant lymphoma, Immunoglobulin gene,

Gene rearrangement, Southern blotting

I 緒  言

眼 科 領 域 の リ ン パ 増 殖 性 疾 患 の 分 類 はKnowles

and Jacobiec112' に よるとreactive lymphoid hyper-

plasia (pseudolymphoma, 偽 リ ン パ 腫), atypical

lymphoid hyperp 】asia, plasmacytoma,  malignant

】ymphoma に 分 け ら れ る. さ ら にmalignant

lymphoma は 形 態 学 的 にLSG 分 類31あ る い はwork-

ing formulation 分類4'で 分類 され るこ とが多 く, こ れ

に リンパ 球 の 単 ク ロ ーン抗 体 の使 用に よるT リン パ

球(T 細胞),B リン パ球(B 細胞) の 細胞系 列や 細胞

の分化, 成 熟段階 を 決定し て 良性あ る いは反 応 性( 多

クロ ーン性) か腫 瘍 性( 単 クp- ソ性) の 診断が 行わ

れて い る5)̃lo).し かし なが らこ れ らの方 法を 用いて も

明 確 な 診 断 が 困 難 な 症 例 が 存 在 す る と い わ れ て い

る9)10).最 近 の分子 病理 学 の発展 に よ り, 免疫 グロ ブ リ

ン(lg) 遺伝 子の再 構成 の検 出はB 細 胞 への 分化 が決

定 され た細 胞 の 同定 を 可 能 に し, ま たT 細 胞 受 容 体

(TCR) 遺伝 子の 再構 成はT 細胞 への 分化 が 決定 され

た細胞 の同 定を 可能 にし, こ れを リン パ性 腫瘍, 白血

病に 応用 するこ と によ って, 細胞 の特 異的 な抗原 を 発

現し てい ない症 例 におけ る細 胞系 列の 決定 とそ の細胞

の 単 ク ロ ーン 性 増 殖 の 証 明 が 可 能 と な って き て い

るlo'̃13).今回我 々は結膜悪 性 リン パ腫を 疑 った症 例お

よび初 回に 偽 リン パ腫 と診断 され さら に再発 して きた

症例に 対し てIg,  TCR の遺伝 子再 構成 の検索 を 行い,

2 症例 と もにlg 遺 伝 子の 再構 成が検 出さ れ,B 細 胞悪

性 リン パ腫 の診 断 となっ た症 例を 経験し た ので, 報告

する.

II 方  法

1. 免 疫組 織化 学

試験 切除 された 組織 は ホル マ リン固定, パ ラフ ィン

包埋し, hemato χylin-eosin染 色で組 織 像を検 討し た.

また細胞 表面 抗原 の検 出に は パラ フ ィン切片 で染 色可

能 な単 クp- ソ抗体L-26CB 細 胞X  UCHL-1CT 細 胞)

を 用 い て 酵 素 抗 体 法 で 検 索 し た. 二 次 抗 体 とし て

biotinyl horse anti-mouse lg を 反応 させ, さらに

avidin- bi otin- per oχidase comple χを反 応 さ せた. そ

の後, ペル オキシ ダ ーゼ反 応 基質液(0.01% 瑪OJ 口3,

3'-diamino-benzidine 液, PH 7.6) 中で 発色 させ た.

2. Ig,  TCR 遺伝 子解析( サザ ンブロ ット 法)14)

1)DNA 抽 出法: 液 体窒 素で凍 結し, それを 粉 末状

に 破 砕 し た 組 織 を10 倍 量 のlysis buffer  ( 1 %N-

lauryl-sarcosine,  10 mM EDTA,  100 mM Tris-Cl

C8.0), 200  mM NaCl, 400 mM Urea) に溶解 した.

これにRNase を60 μg/ml 加 え,55 ℃で1 時間 半反 応

さ せ, さら にproteinase K を120 μg/m 口 口え55 ℃で

3̃5 時 間反応 さ せた. 続い て この溶 液を 等量 のフ ェ

ノール, フ ェノ ール/ ク卩卩 フ ォル ム, 夕卩卩 フ ォル ム

で二 回ずつ 抽 出し, 夾 雑物を 除去 した. こ のDNA 溶液

に1/10 量 の3 M sodium acetate と2.5 倍量 の冷 エ タ

ノ ールを 加え て析 出, 遠 心後70% エタ ノ ールで洗 浄,

乾 燥 させ, 10  mM Tris, l mM EDTA, pH 8.0CTE)

にて 溶解し, DNA 濃度 がほ ぼ500̃1,000 μg/ml とな

る ように 調整し た.

2) 使用 し たprobe お よび制 限酵 素 に よ る消 化: 使

用 し たprobe はlg 重 鎖 に はJ
 12,;

 TCR β 鎖 に は

Jurβ215)を 使用し た.10 μg の試料DNA を 制限 酵素60

unit を用 い37 ℃,12 時間 消化 した. 使用し た制 限酵 素

はBamHI,  EcoRI,  Hind Ⅲ の3 種 類で あ った.

3) 制限 酵 素 で 消 化 し たDNA は0.7% ア ガp- ス

ゲルに おい て50 V,  15 時 間 泳動し, 0.4  N NaOH に

よりNylon membrane (Pall Biosupport  R) に ト ラン

スフ ァ ーし た. membrane はsalmon sperm DNA と

50%formamide を 含むpre-hybridization solution と

42 ℃,24 時 間 反 応 後, random hexamer 法 に よ り

32P-dCTP で標 識 さ れた プ ロ ーブを 加 え反 応 させ た.

42 ℃,24 時間 反応 後洗 浄し, プ ロ ーブが反 応し た特異

的 な バ ン ドをKodak χ-ARR フィル ムに よ る オ ート
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ラジオグラフィーにて検出した.露出時間ぱ24̃72 時

間であった.

Ill 症例 お よび 結果

症例1 :36 歳男性で左眼瞼の腫瘤のため1990 年12

月22 囗に近医を受診した.左眼球結膜に嚢腫状の腫瘤

がみられ, ステロイド剤の点眼で経過をみていたが,

やがて腫瘤は充実性でやや赤味を帯びてきたため, そ

の一一部を1991 年2 月12 凵に切除した. 組織学的には

異型に乏しい小型リンパ球の比較的単調で密な増殖よ

りなり, 濾胞形成は認めなかった(図1). 免疫組織学

的には, L  26, UCHL-1 はともに陽性で,L26 陽性細

胞が圧倒的に優性で(図2  a, 2  b), 悪性リンパ腫が疑

われたが, 標本が小さかったため確診には至らなかっ

た.その後当科に紹介され,経過観察を行うことになっ

た. ところが,7 月になって右眼上眼瞼円蓋部にも左

眼と同様の腫瘤が出現してきたため, 再度左眼の腫瘤

の切除を行った. その組織の一部を凍結し, 遺伝子検

索を行った.その結果,図3 のようにJh  probeでlg 遺
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図1 症例1 の組織像Chemat(  xylin-eosin染 色).

小 リンパ球の密な増殖からなり, 濾胞形成は認めら

れない( ×160).

伝子の再構成band が検出され, Jur β2 probeでは再

構成band が検出されず, びまん性B 細胞リンパ腫,

小細胞]型(LSG31) と診断された. 経過中, 当院内科を

受診したが,全身リンパ節は触知されず,超音波, MRI

検査にても異常は認められなかった.
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図2 し26,  UCHL-1 に よ る 免 疫 染 色.

症例1 : L-26 陽性細胞(2a) がUCHL-1 陽性細胞(2  b) の数に比べて圧倒的に多く

みられる.( ×180)

症例2:L-26 陽性細胞がび まん性にみられる(2  c)が, UCHL-1 陽性細胞 も多くみら

れ(2  d), 単 クロ ーン性はみられない( ×180).
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図3 症例1 のサザンブロッティング.

EcoRI, BamHI によるprobe JH の消化で再構成

band  (矢印) が認められる.

図4 症例2 の初診時の結膜腫瘍の写真.

症例2 :53 歳女性. 1990 年10 月右下眼球結膜に腫

瘤を認め, 近医での生検の結果は偽リンパ腫の診断で

あった. その後腫瘤が徐々に拡大してきたため, 1991

年4 月に当科を紹介され, 精密検査のため入院した.

入院時, 図4 のように右下円蓋部から上耳側にかけて
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図5 症例2 の組織像(hematoxylin-eosin 染色).

核に異型性を持つ小リンパ球の増生を 認め, 一 部胚

中心様の構造もみられた( ×160).
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図6 症例2 のサザソブロッティング.

EcoRI,  BamHI,  Hind m によるprobe JH の消化で

再構成band  (矢印) が認められる.
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結膜下にやや赤味を帯びた腫瘍がみられ, さらに左隕

の下円蓋部にも灰白色の腫瘤をみとめた. 全身的には

鉄欠乏性貧血,高血圧で治療中のほかには内視鏡, CT,

MRI, 腫瘍マーカーなどはともに正常であった. そこ

で再度試験切除を行った. 結膜上皮下に小リンパ球の

強い増生を認め, 核は軽い異型性を示していたが, 胚

中心の形成もみられ, 一部には形質細胞や好中球も認

めた( 図5). さらに免疫組織学的にはL 26 80%,

UCHL-120% 程度で単クローン性は証明されなかっ

た(図2  c, 2d). ところが遺伝子検索の結果j Jh probe

で再構成band が認められ(図6),  Jurβ2 probe では
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これが検出されず, 本症例はびまん性B 細胞悪性リン

パ腫, 小細胞型(LSG3)) と診断された.

IV 考  按

眼科領域のリンパ性腫瘍はいわゆる節外性リンパ性

腫瘍の範躊には卜 る2)気 節外性リンパ性腫瘍はびま

ん性の非ホジキンリンパ腫が多く, それぞれの臓器の

機能と関連したリンパ系細胞の増殖がみられる16).一

方, 節外臓器にはリンパ腫とみなされない境界領域的

な リ ン パ 増 殖 性 疾 患(pseudolymphoma,

pseudotumor,  reactive lymphoreticular hyper-

plasia)が多く発生する叫 眼窩, 結膜の悪性リンパ腫

ではほとんどがB 細胞であり5)6)また, 眼窩にはリン

パ節がないためここに生じる腫瘍には悪性リンパ腫が

多いのに対して結膜には濾胞を形成するリンパ装置が

結膜固有層に存在するため反応性リンパ増殖が生じや

すい傾向があるといわれ2),眼科領域のリンパ増殖性

疾患で上述した境界領域のリンパ増殖性病変と診断さ

れる 症例 が10 数% から30% を 越 え る報 告 もあ

る1)17).

最近の分子病理学の発展により白血病, リンパ性腫

瘍にたいして遺伝子解析が行われている9)̃13).特異的

な抗原認識はB 細胞では表面lg,T 細胞ではTCR が

抗原と結合することで行われる八 さまざまな抗原に

対するIg, TCR の多様性はこれらの可変部をコード

する遺伝子が無作為に再構成されることによって形成

され, 一度再構成された遺伝子は固定され, 遺伝子産

物を産生するために使用される18).遺伝子の再構成が

起こると遺伝子の大きさが変化し, 検索した組織が単

一な( 単クローン) リンパ球によって構成されていれ

ばサザソブロット法では胚細胞型遺伝子(germ  line)

とは異なったband で出現する. この方法では単一な

遺伝子をもつ細胞が1̃2.5% 存在していればこのよ

うな再構成band が得られるとされる12).しかしなが

らこの遺伝子再構成の検索は決して悪性細胞を検索し

ているわけではなく, そこにある細胞集団の単クロー

ン性を見ていることになるが, 大量の単クローン細胞

の増殖は一般に悪性腫瘍に認められるために, たとえ

ばlg 遺伝子の再構成band が検索された時にはこの

リンパ性腫瘍はB 細胞悪性リンパ腫と診断すること

ができる. この方法を用いた白血病, 悪性リンパ腫の

診断, 細胞起源決定については多くの報告がある9)̃13)

が眼科領域のリンパ性腫瘍での報告は少なく, 眼窩,

眼瞼についてはMcNally ら19)が3 例で, Neri ら20)が
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18 例の報告 を して いる のみ であ り, し か も本報告 の よ

うな 結膜病 変 の報告 はみ られ ない.

今 回, 結 膜に おけ る リン パ増殖 性疾患 の2 例 に対し

てこ の方法 を用 いた とこ ろ, 形 態学 的に 悪性 リンパ腫

の疑 われた 症 例1 で 再構 成band が み られ, また形 態

学 的 なら びに免 疫組 織学的 に 明ら かな単 クロ ーン性の

増 殖を 証明 で きなか った症 例2 にお いて も,lg 遺伝 子

の 再構 成band が検出 さ れた. この こ とか ら2 症 例と

もにB リン パ球 の単 クロ ーン 性 の増 殖 を 含む こ とが

示 され, こ れらをB 細 胞悪 性 リン パ腫 と診断 した.

臨 床経 過を み ると偽 リンパ腫 では悪 性 リン パ腫 と比

べ て経過 は良好 であ る21)22)が, なか に はKnowles らI)

は そ の15% に 転 移 を み, Jakobiec ら17)は29% に

nonocular lymphoma の発 生を み, また5 年死亡 率 が

6% であ った21'報 告 もあ る. 本邦で は 古谷 ら23'は 初 回

の組 織学 的検査 で反 応性 リンパ増 殖( 偽 リン パ腫) と

診断 され た眼瞼 腫瘍 で, のち の検索 でB 細 胞 リン パ腫

であ った1 例を 報告 し, また 小坂 ら24)は両 眼 の結 膜腫

瘍で 初回 の検索 では 悪性 リンパ腫 とは 診断 で きず,3

年 後 の再 発し た組織 で悪 性 リン パ腫 と診断 した 症例を

報 告 し, 眼 科領 域の リン パ性疾 患 の診 断の 困難 さ, 経

過 の多 様性 を述 べて いる. この よ うな 臨床 経過を た ど

る 偽 リ ン パ 腫 と 悪 性 リ ン パ 腫 の 関 係 に つ い てJa-

kobiec ら17)は 免疫 組 織 学 的 に多 ク ロ ーン性 を 示 して

lg 遺 伝 子 の 再構 成 の み ら れ る偽 リン パ腫 に つ い て,

polyclonal な リ ン パ 球 の 増 殖 が 先 だ って 存 在 し

(lymphoid hyperplasia), これ がmonoclonal な 増殖

にtransformation をお こす(localized lymphoma)

こ と で 腫 瘍 が さ ら に 進 展 す る 【disseminated

】ymphoma) とい う リンパ系 腫瘍 の進 展(tumor pro-

gression) のモ デルを 述べ てい る. こ の よ うな意 味 でも

眼 科 領 域 で も リ ン パ 性 疾 患 の 遺 伝 子 レ ベ ル で の

clonality の検 索を 行 うことは重 要 であ り, 今後 も この

検討を 進 め ると ともに, 症 例の経 過を 十 分に観 察し て

免疫学 的, 分 子病理 学 的な レベ ルで の診断 と臨床 経過

の関連 を さら に注 意深 くみつ め る必 要 があ る17)20}と思

われ た.
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