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要

78歳,男性の脈絡膜悪性黒色腫における腫瘍浸潤 リン

パ球に対し,免疫染色を行った。試料から得た腫瘍浸潤 り

ンパ球浮遊液 と末梢血 リンパ球を抗 CD3,CD4,CD8,
CD 29,CD 45 RA,お よび ヒ ト主 要 組 織 適 合 抗 原

(human leukocyte antigen:以 下,HLA)‐ DR抗イ本に

て二重染色 し,フ ローサイ トメ トリーで解析した。病理組

織学的には,腫瘍の周辺部にごく少数のリンパ球浸潤が

認められた。免疫染色では Bリ ンパ球に比 し,Tリ ンパ

球が優位であった。フローサイ トメ トリーでは腫瘍浸潤

リンパ球は,CD3+細胞中,CD4+細胞よりCD8+細 胞が

優位であり,そ れ らの多 くが HLA‐ DR+であった。腫瘍
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浸潤 CD4+細胞サブセッ トでは末梢血 に比 し,CD 29+

(メ モ リー)細胞の増加,CD 45 RA+(ナ イープ)細胞の減

少が認められた。活性化メモリー細胞が増加し,ナ イープ

細胞が減少していることから,脈絡膜悪性黒色腫におい

て Tリ ンパ球の抗原特異的な局所免疫が関与 している

ことが示唆された。(日 眼会誌 99:1277-1282,1995)
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Abstract
We performed immunohistochemistry on tumor CD3* cells in TILs, and most of these cells also

infiltrating lymphocytes (TILs) in a 78-year-old man expressed HLA-DR antigen. CD29* (memory) cells
with choroidal malignant melanoma. Cell suspen- were increased and CD45RA* (naive) cells were
sions of TILs from fresh specimens and peripheral decreased in CD4* cells in TILs as compared with
blood lymphocytes (PBLs) were stained with anti- PBLs. We concluded that the increase in the per-
CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD29, anti-CD45RA, centage of activated memory T lymphocytes and the
and anti-human leukocyte antigen (HLA)-DR decrease of naive T Iymphocytes may reflect a local-
monoclonal antibodies and analyzed using three- ized, antigen-specific immunological response in
color flow cytometry. In light microscopy, the num- choroidal malignant melanoma. (J Jpn Ophthalmol
ber of infiltrating lymphocytes around the tumor Soc 99 :1277-1282, lggS)
was very small. Immunohistochemically, T
lymphocytes were more numerous than B Key words: Choroidal malignant melanoma,
lymphocytes. Flow cytometric analysis showed that Tumor infiltrating lymphocyte, Mem-
CDS* cells were more numerous than CD4* cells in ory cell, Naive cell, Flow cytometry

I緒  言

悪性腫瘍組織中やその周囲に集合したリンパ球群 は,

生体の腫瘍細胞 に対する免疫反応の一つとされてい

る1)。 脈絡膜悪性黒色腫は,皮 膚の悪性黒色腫 と同様 に,

自然寛解がみられること2)3)や眼球摘出後,数十年経過 し

てか らの転移がみられる4)こ とから,免疫の影響を比較

的受けやすいとされている4)。 しかし,眼球が所属 リンパ

組織 を欠いている点5)ゃ
,眼内には皮下からも容易に黒

色腫が移植され得る点6)な ど,眼球には皮膚 とは異なる
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免疫学的特徴がある。

近年,モ ノクローナル抗体やフローサイ トメ トリーの

進歩により,リ ンパ球の詳細なサブセットの解析が可能

となっている。これらを用い,悪性新生物への浸潤 リンパ

球の解析が行われている5)7)-18)。 悪性新生物 に浸潤して

い る リンパ球 の多 くは Tリ ンパ球 とされ てい る

が10)～ 18),眼
科領域,特に,眼内腫瘍における浸潤 リンパ球

の解析 に関する報告
5)7)～ 9)は 少ない。今回,二 重染色フ

ローサイ トメトリーを用い,脈絡膜悪性黒色腫における

浸潤 リンパ球の解析を行ったので報告する。

II対 象 と方法

1.症  例

78歳 ,男性。右眼視力,視野障害を主訴 に前医を受診

後,1994年 3月 11日 ,精査,加療目的で当科紹介になっ

た。視 力 は 右 眼 20 cm指 数 弁 (矯 正 不 能),左 眼

0.5(0.6× -1.OD=cyl-0.75 D Ax l10° )。 眼圧 は右眼

14 mmHg,左 眼 16 mmHg.両 眼に中等度の核 白内障を

認めた。右眼眼底には下方約 1/3を 占める黒色の隆起病

変および周囲の網膜剥離を認めた。左眼眼底にはドルー

ゼンを伴 う加齢性黄斑変性を認めた。螢光眼底造影検査

では,腫瘍内血管からの螢光漏出を認めた。

既往歴 :陳旧性心筋梗塞,心不全.慢性副鼻腔炎。

家族歴 :特記すべきことなし。

経 過 :入院後,X線 コンピューター断層撮影(CT),

核磁気共 鳴画像(MRI),67Ga,1231脳 血流 シ ンチグラ

フィーの精査および全身的な悪性腫瘍の有無の検査を

行った。腫瘍はMRI T l強調画像で高信号,T2強調画

像で低信号を示し,ガ ドリニウムで軽度造影 された(図

1)。 各シンチグラフィーとも陽性であった。全身的には

他の悪性腫瘍を疑わせる所見は認められず,4月 12日全

身麻酔下で右眼球摘出術を施行した。

図 1 核磁気共鳴画像所見。

ガ ドリニウム造影による Tl強調画像で,下方の腫瘍

(T)は増強された。
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2。 実 験 方 法

組織学的観察 :眼球摘出後,速やかに腫瘍も含め,矢状

断に半切し,ホ ルマ リン固定,パ ラフィン切片を作製 し,

ヘマ トキシリン・エオジン(H・ E)染色の他,免疫染色 と

してS-100蛋 白染色を行った。残 りの半切部の腫瘍の一

部は凍結切片を作製 し,腫瘍浸潤 リンパ球に対し,CD3,

UCHL‐ 1(T細胞),L-26(B細 胞),T細胞サブセットであ

るCD4,CD 8(以 上すべてDako社 )で免疫組織染色 を

行った。なお,今回はメラニン顆粒の褐色 と区別するた

め,免疫染色の発色はアルカリフォスファターゼを用い,

赤色で行った。また,腫瘍の一部はグルタールアルデヒド

固定,エポン包埋後,酢酸ウランおよびクエン酸鉛染色を

行い,透過型電子顕微鏡で観察した。

3.フ ローサイ トメ トリー

腫瘍部から一部 (3× 5× 3mm)を 切 り出し,細切 して

リン酸緩衝液を加え,混和静置後,上清をメッシュでこし

て細胞浮遊液を作成した。また,術前に末梢静脈血を採取

し Ficoll― Conray法で リンパ球を遠心分離し末梢血 リ

ンパ球を得た。

これ らの細胞浮遊液および末梢 リンパ球 をFITC

Ouorescein isothiocyanete)標 識la)抗 CD3,抗 CI)16抗

体 (Becton‐Dickinson社 ),PE(phycoerythrin)標 識
`D抗

CD 29,抗 CD 45 RA抗 体 (以 上 Coulter社 ),抗 human

leukOcyte antigen(HLA)―DR抗体 (Becton‐ Dickinson

社),お よび PerCP(peridirnin Ch10rOphyll prOtein)標 識

の抗 CD4,抗 CD8抗体 (Becton― Dickinson社 )を 用い,

4° Cで 30分インキュベー トした。二重染色の組み合わせ

はCD3/HLA― DR/CD4,CD3/HLA― DR/CD 8,CD3/

CD 29/CD4,CD 3/CD 45 RA/CD 4で 行った.染 色 後 ,

FACScan(Becton―Dickinson社 )を 用い,解析した。解析

用 ソフ トの Paint― A‐ Gate(Becton‐ Dickinson社 )を 用

い,リ ンパ球中の CD3陽性細胞 (成熟 T細胞)を選択 し,

さらにその細胞 を Lysis II(Becton― Dickinson社 )ソ フ

トによリサブセットに分け,比率を解析した。なお,陽性

細胞はサブクラスを一致させた陰性対照に対しての陽性

としたが,抗 CD 29抗体によりほとんどの T細胞に陽性

となるので,強陽性の細胞群をCD 29+細 胞とした。

III 結  果

1.病理組織学的所見

光学顕微鏡所見では,脈絡膜由来のメラエン顆粒の豊

富な腫瘍で,半切部付近の標本では眼球の下方からドー

ム状に突出し,最大 15 mm径 であった(図 2)。 腫瘍細胞

は核小体が明瞭な大型の類上皮型の細胞が主体で,充実

胞巣状に配列 し(図 3),S‐ 100蛋白陽性であり,類上皮型

の悪性黒色腫 と診断した。視神経および強膜外への浸潤

は認められなかった。標本上,壊死はほとんど認められな

かった。腫瘍内部には,リ ンパ球やマクロファージおよび

好中球などの白血球は少なく,腫瘍の周辺部にわずか認
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図 5 免疫染色.

UCHL‐ 1+第出胞 (矢印)。 バーは 5μ m
図 2 腫瘍の組織像 .

豊富なメラニンを認めた (矢 じり).ヘマ トキシリン・エ

オジン(H・ E)染色.バーは 25 μm

図 3 腫瘍の組織像 .

大型の類上皮型の細胞が主体である。腫瘍内にリンパ

球はほとんど認められない。HoE染 色.バーは 5μ m

図 4 透過型電子顕微鏡所見 .

腫瘍細胞は核の切れ込みを有する.細胞質にプレメラ

ノゾーム (矢印)を認める。バーは 2μm

められるのみであった。電子顕微鏡所見では腫瘍細胞の

核は切れ込みを有 していた。またメラニンの他,細胞質に

プレメラノゾームを認めた(図 4).
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図 6 免疫染色。

a:CD 4+細胞 (矢印).バーは 2.5μm. b:CD8+細胞

(矢印).バーは 5μm

2.免 疫 染 色

パラフィン切片では,腫瘍の周辺部 にわずかに浸潤 し

ているリンパ球は,Tリ ンパ球を認識する CD3,UCHL‐

1(図 5)に 陽性であったが,Bリ ンパ球 を認識するL-26

にはほとんど陽性 とならなかった。さらに凍結切片で,T
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リンパ球 のサブセッ トである CD4お よび CD8が 陽性

となった (図 6a,b).CD4+細 胞よりCr)8+細胞が増加 し

ていた。

3.フ ローサイ トメ トリーによる解析

末梢血のフローサイトメ トリーによる解析では前方散

乱光 (FSC)お よび側方散乱光 (SSC)に 従って,細 胞の大

きさや内容物から,通常 ,リ ンパ球の集団が容易に同定で

きるが (図 7aの Rl),腫瘍浸潤 リンパ球 を浮遊 させた

液は,濾過後 も腫瘍細胞 などを含み,リ ンパ球の集団の同

|1眼 会誌 99巻  11号

定が困難であった (図 7b).末梢血 リンパ球の Rlに 相

当する範囲での CD 3‐ ,CD4+,CD 81,お よびナチュラル

キラー細胞 のマーカーの CD 16・ 細胞 の比率 を示す (表

1)。 得られたリンパ球細胞数は少ないが,サ ブセッ トで

は 1｀ リンパ球が最 も多かった。この リンパ球の集団か ら

CD3.細胞,つ まり成熟 T細胞を選択 し,そ れについての

サ ブ
｀
セットで

｀
あ る CD4+,CD8+,CD 29・ ,CD 45 RA+,

HLA‐ DR+細胞を解析 した(表 2).通常,健常者では木梢

血 リンパ球において,CD4‐ 細胞 は CD8.細 胞 よ り優位
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図 7 フローサイ トメ トリーによる測定の原表示 .

FSC/FSC― Heightは 前方散乱光の,SSC/SSC-1le● htは側 方散乱光のパルスの高さを示 し,ド ットプロット

で表示した。

a:末梢 リンパ球 (PBL).Rlは リンパ球が多い集団.l):腫瘍浸潤 リンパ球 (TIL).

表 1 リンパ球集団内の表面マーカーの解析

-"-h- 末梢血リンパ球  腫瘍浸潤リンパ球
(%)       (%)
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NT:未測定

表 2 成熟 Tリ ンパ球表面マーカーの解析
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原は腫瘍浸潤 Tリ ンパ球に高い比率で認められ,局所に

おいて活性化状態にあると考 えられる。特に CD4+細胞

は抗原認識にクラスII主要組織適合抗原を有する抗原提

示細胞が必要であ り5),局
所での抗原提示細胞 の存在 も

推測される。

近年,モ ノクローナル抗体,お よびフローサイ トメ ト

リーの進歩に伴い,Morimotoら は CD 4+細胞 ,つ まリヘ

ルパーT細胞 をサブタイプに分 け,CD 29+細 胞 をヘル

パー・インデューサー細胞
21),CD 45 RA+細

胞 をサプレッ

サー・インデューサー細胞
22)と し,異 なった機能 を有する

細胞 とした。CD4■ CD 29+細 胞 は主にB細胞 の分化,増

殖に関与するとされたが,そ の後,過去に認識 した抗原に

対 し素早い反応 をするメモ リー細胞 と称 され るように

なった23)。 _方,CD4+CD 45 RA+細 胞は,CD8+細 胞 など

の増殖を誘導するとされたが,抗原にまだ暴露 されてい

ないナイーブ細胞 とされている24).慢
性関節 リウマチ患

者の関節液
25),サ ルコイ ドーシス患者の肺胞洗浄液

26),多

発性硬化症患者の脳脊髄液
27)な ど自己免疫性疾患患者の

炎症局所においては浸潤 CD 4+リ ンパ球中,CD 29+細胞

の著明な集積 または CD 45 RA+細 胞の減少が認 められ

ている。これ らの局所炎症においてはCD 45 RA―細胞が

特異的に血管内皮に接着する説や CD 45 RA+細 胞が抗

原を認識 し,局所 に浸潤する際にその抗原性 を失 うとい

う説
25)が

唱えられている。

悪性新生物
10)13)～ 16)や

皮膚悪性黒色腫
18)に お ける浸潤

リンパ球は炎症局所での反応 と同様に,メ モ リー細胞が

大部分を占めるとされる。これ らのリンパ球は腫瘍 に関

連 した抗原に刺激 され,CD 45 RA抗 原を失い,CD 29抗

原のようなメモ リー細胞を特徴づける抗原を表出すると

考えられている10)13)～ 16)。

本研究 においては,二重染色 フ

ローサ イ トメ トリーの解 析 に よ り,末 梢 血 に比 し,

CD 29+細胞の増加 とCD 45 RA+細 胞の明 らかな減少が

確認された。活性化の高いメモ リー細胞の存在 により,腫

瘍における抗原特異的な局所免疫が生じていると考えら

れた。

本研究では腫瘍への リンパ球浸潤が少な く,他の解析

などは行っていないが,今後,多 角的な解析を行 うことに

より,脈絡膜悪性黒色腫の抗原の解明および養子免疫な

ど17)の
治療の発展につながると考えられた。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜った恩師,瀬川雄

三教授,な らびに附属病院輸血部,伊藤 進技官に深謝いたし

ます。本論文の要旨は第 99回 日本眼科学会総会において講演

した。
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