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要 旨

悪性 リンパ腫の病理診断には形態学や免疫組織化学に加えて,免疫グロブリン重鎖遺伝 子

(以下IgH)およびT細胞受容体遺伝 子 昭 FTCR)の再構成におけるmonoclonaiityの検出

が有用である.これらの遺伝子の検索にはサザンブロット法やPCR法が用いられるが,日常の

病理診断ではホルマリン固定 ･パラフィン包埋標本から抽出したDNAを用いたPCR法が一般

的である.本研究では悪性 リンパ腫と診断された44症例を対象にホルマuン固定 ･パラフィン

包 埋標本からDNAを抽出し,PCRで monoclonalityを検索し,組織分類との比較を行った.B

細胞 リンパ腫と診断された37症例申20症例 (54%)で短Hのmonoclonalityが検出され マ
ン トル細胞 リンパ腫では3症例全例 (loo‰),凍胞性 リンパ腫では3症例中2症例 (67%),

びまん性太細胞型リンパ腫では18症例中8症例 (440/a),節性膿胞辺縁帯 B細胞リンパ腫では

2症例申1症例 (50%),MAIX リンパ腫では8症例申4症例 (50% ), バ-キッ巨)ンパ艦と
B細胞 uンパ牙球 リンパ腫のそれぞれ 1症例で陽性であった T細胞 リンパ腫と診断 された4

症例では全ての症例でTCRの monoclonalityが検出された.NK細胞 リンパ腫と診断された2

症例および.掴LL的ホジキンリンパ腫と診断 された1症例は短H,TCRともにmonoclonalityは
検出されなかった.今回の結果はこれまで報缶された悪性 リンパ腫の組織分類と短H,TCRO)

monoclonalityの検出結果にほぼ一致するものであった.検出率向 卜などの課題はあるが,PCR

による短H,TCRの monoclonalityの検出は悪性 リンパ腫の病理診断において推奨されるべき
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補助診断と考えられた.

キ-ワ-ド､:WHO分類,免疫グロブリン東銀遺伝 予,T細胞受容体遺伝 f･,Monoelonali軌
l)CIそ

緒 言

悪性リンパ腫の組織型は正常リンパ組織の構造

に由来する.リンパ節は薄い被膜に被われた臓器

で解剖学的に皮質,傍皮質および髄質に分けられ

るlト 3).皮質にはリンパ液胞があり,一般に被

膜直下に並んでいるが,炎症や液胞過形成ではよ

り深部に位置している場合もある (図1).マント

ル層と雄中心の2層性構造を畳しているリンパ減

胞を二次凍胞と呼んでいる (図1).マントル層は

一般にリンパ節表層側が厚く,深部側が薄いこと

が多い.抗原刺激がなく膳中心を認めないリンパ

トル層 , 肝中心ともにB細胞がほとんどで,マン

トル層深部にはCI)5(T細胞マ-力-)陽性のB

細胞がごく少数存在する1ト 3).マントル細胞 リ

ンパ腫はマントル層を構成するリンパ球に由来す

ると考えられており,腫癌細胞は免疫染色におい

てCD5,cyclinDlなどが陽性である1)2)隼 碓 中

心には中心細胞が多い明調部と中心芽細胞が多い

暗調部があり,明詞部は被膜側に位置し,HE架

色で暗詞部よりも明るく見える.凍胞性リンパ腫

はこれらの陸中,むを構成するリンパ球に由来し,

肝中心様構造の増殖が見られる.腫癌細胞は免疫

染色においてCDIO,Bcト2,Bc1-6などが陽性で

ある1ト 隼 びまん性太細胞型 リンパ腫も碓中心

を構成する細胞の腫癌であるが,構造がほとんど

破壊され,びまん性に浸潤した腫癌細胞に置き換

わる1ト 3).リンパ溌胞の周辺には凍胞辺縁帯と

呼ばれる領域があり,成熟リンパ球よりやや大型

な細胞が多く存在する.この細胞はその形態学的

な類似性から液胞辺縁帯 B細胞 リンパ腫の由来

細胞であると考えられているユト 3).凍胞間の傍

皮質領域はT依存領域とも呼ばれ 多数のT細胞

と少数のB細胞および樹状細胞を認める.この領

域には高内皮細静脈 (highendothelialvenule:
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HEY)という特殊な血管が発達しており,血管免

疫芽球使丁細胞リンパ腫では,この血管および滴

胞樹状細胞 (folliculardendriticcell:FDC)の著

明な増生を伴う1)2)隼 正常 リンパ組織にはリン

パ節の他,節外性臓器のリンパ装置がある.その

中には小腸のパイエル板のように正常に存在する

一次性のものもあるが,多くの場合は感染や自己

免疫疾患などにより後天的,二次的に形成された

ものであり,粘膜関連リンパ組織 (MALT)と呼

ばれる1)2)4).例えばHell'cobacteTPylon'による慢

性胃炎や橋本病による慢性甲状腺炎におけるリン

パ装置がそうであり,MALTリンパ腫の発生母地

とされる1)2)4).組織学的には腺癌細胞が上皮腺管

とIymphoepitheliallesion(EEL)を形成するな

どの特徴がある 1)2)4)∴巨な悪性 リンパ腫の組織

型と発生母地などを表 lに示す.

悪性 リンパ腫の病理診断には,形態学や免疫組

織化学に加えて,免疫グロブリン重鎖遺伝子 (以

下 IgH)およびT細胞受容体遺伝子 (以下TCR)
の再構成におけるmonoclona豆ityの検出が有用と

されており1)5)- 7),現在広く用いられている悪

性 リンパ腫の組織分類であるWHO分類では,

IgH,TCRの monoclonalityの有無や頻度ついて

の記載がある4).これらmonoclonalityの検索に

はサザンブロット法や PCR法が伺いられるが,

日常の病理診断では,ホルマリン固定の材料が大

部分を占めるためサザンブロット法は困難であ

り,パラフィン包埋標本から抽出したDNAを用

いたPCR法が一般的である4ト 7).本研究では,

悪性 リンパ腫の組織分類とIgH,TCRの mono-

clonal呈tyの検出について比較を試みた.

材料と方法

I.対象

2003年 8月から2007年 12月まで新潟大学医
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図1 リンパ節の組織構造

被膜軒下から深部にリンパ膿胞 (二次液胞)が認められる.

泰 l 悪性 リンパ腫の主な組織型と特徴

絶縁型 発生母地.細胞由来 発現マーカ-など

B細胞性 マントル細牌リンパ腫 マントル層 B細胞 CD20､CD79a､CD5､cyclinDl

演脆性リンパ腫 旺中心B細胞 CD20､CD79∈!､CD10､bcト2､bc卜6

ぴまん性大細胞型リンパ腫 旺中心､末梢性 B細胞 CD20､CD79∂

慮娘辺縁帯B細胞リンパ腫 液胞辺縁帯 B細胞 CD20､CD79a

MALTリン′ヽ腫 粘膜関連リンパ組織(MALT) CD20､CD79a､LEL形成

T細胞性 成人T細胞リンパ腫 HTLV-1感染 CD3,CD5､CD25

血管免疫芽球聖T細胞リンパ腫 傍皮質領域 cD3,CD5､HEV増生､FDC増生

末梢性 T細胞リンパ腫 1非特異型 末梢性T細胞 CD3､CD5

その他 節外性 NK細胞リンパ腫 ,鼻型 NK細胞 CD56､EBEFLl

EBER-1:EBVencodedsmallRNAs

LEL:lymphoepithelial一esion HEV:highendothelialvenule FDC:foHculardendriticce"
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棄2 プライマ-塩基配列

遺伝子名 プライマ一名 塩基配列

VDJ Fr3A 5'-ACACGGC(C/T)(G/∵C)TGTATTACTGT-3'LJH 5'-TGAGGAGACGGTGACC-3'

VLJH 5'-GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG-3'

TCR-γ 丁-Jγ12 5'-CAAG†GTTGTTCCACTGCC-3'丁-∨γ11 5'-TCTGG(A/ノG)GTCTATTACTGTGC-3'

歯学総合病院で取り扱った外科切除および生検材

料のうち,悪性 リンパ腫と診断された44症例を

対象とした.病理組織学的にはマントル細胞リン

パ腫 (mantlecelHymphoma以下 MCL)が3症

例,液胞性リンパ腫(follicularlymphoma以下FL)
が3症例,びまん性大細胞型 リンパ腫 (di私lSe

largeB-celllymphoma以下 DLBCL)が 18症例,

節性渡胞辺縁滞 リンパ腫 (nodalmarzinalzone

B-celllymphoma以下 nodalMZBCL)が2症例,

節外性凍胞辺縁帯 リンパ腫 (extranodalmarginal

zoneら-celllymphomaofmucosa-associatedlym-

phoidtissue以 下MALTlymphoma)が 8症例,

バ-キットリンパ腫 (Burkittlymphoma以下BL)

が1症例,リンパ形質細胞性 リンパ腫 Hympho-

plasmacyt豆Clymphoma以下 LPL),B細胞 リンパ

芽 球 リンパ 腫 (precursorBlymphoblasticlym-

phoma以下preB-LBI,)がそれぞれ 1症例であ

った｡成人T細胞 リンパ腫 (adultT-celHym-

pboma以下 肌 )が 1症例,血管免疫芽球性 T

細胞リンパ腫 (angをoimmunobiasticT-ceillymo-

homa以 FAILT)が2症例,末梢性T細胞リンパ

腫 ,非 特 異型 (peripheralT-celllymphoma,

unspeei鮎d以下 PTCL-U)が 1症例であった.

節外性 NK細胞リンパ腫,鼻型 (extranodalNK/T

celllymphoma,nasaltype以下 NK/T)が2症例,

古典的ホジキンリンパ腫 (Classica用 odgkinlym-

phoma以下CHL)が1症例であったサ
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2.DNA抽出

DNAは,ホルマリン固定 ･パラフィン包埋切

片からDEXPAT (TaKaRa社製)を用いて抽出

し,フェノ-ル/クロロホルムで精製を行った.ま

ず,厚さ3flmに薄切された切片を,組織の大き

さに応じて2-6枚エッペンドルプチュ-ブに入

れ DEXPATを15滴加え,100℃で 10分間加熱

処理後,12,000rpm,4℃で 10分間違汲 液層をニ

ッペンドルフチューブに移 し,TE飽朝フェノ-

ルを500fll加えて温和 し,12,000rpm,4℃で 10

分間遠泳 上層をエッペンドルフチューブに移し,

TE飽和フェノール/クロロホルム (1:1)混合

溶液を500声1加えて混和 し,12,000rpm,4℃で

10分間遠沈.上層をエッペンドルフチューブに移

し,ク ロロホル ム を 500/11加 えて混 和 し,

12,000rpm,4℃で 10分間遠沈.上層をエッペン

ドルフチューブに移 し,5MNaC150〃1と100%

ユタノ-ル lmlを加えて混和 し,-80℃で20

分間静置.12,000rpm,4℃で 10分間遠沈後,上清

を捨て,75%エタノールを500iul加えて撹拝 し,

12,000rpm,4℃で 10分遠沈.上清を捨て室温で

30分間風乾後,50声 の蒸留水を加えてDNAを

溶解した.

抽出したDNAがPCRによる増幅に適 してい

るかは,内因性遺伝子であるβ-Globin遺伝子の

増幅を行い確認した.全例において増幅が認めら

れた (データ未提示).
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3.PCR法

今回用いたプライマーの塩基配列を表 2に示

す.IgHの monoclonalityについてはVDJ領域を

seminestedPCRで増幅 し,バンドの検討を行っ

た.secondPCRには,firstPCR産物を1000倍希

釈 (標本が微量な症例については 100倍希釈)し
たものを用いた.また,51側プライマ- (Fr3Å)

はfirstPCRと同じものを用いた.TCRのmono-

elonaiityについてはTCR-γ遺伝子をcorlVentional

PCRで増幅しバンドの検討を行った.3'側 プライ

マ｣ まT-Vy11とT-VylOlを1:1で混合

したものを用いた.PCR反応液は1UのTaqpoly-

merase,1ⅩPCRreactionbuffer,lmMのMgC12

(そ れ ぞ れ Promega社 製 ),0.2mMの dNTP

Mix紬re(TaKaRa社製)にそれぞれ 0,5pmolの

プ ライマ-と蒸留水 で 191,11とし,抽出 した

DNAを 1,,日 加えて 20/fllとした･それぞれの

PCRの条件は衰 3に示す.サ-マルサイクラ-

は ASTEC社 の PROGRAM TEMPCONTROL

SYSTEMPC-700および PC1816の 2台を使用

した,短Hでは Raji(Bcellline)5),TCRでは

Jurkat(Tceilline)5)から摘損した DNAをそれ

ぞれ陽性コントロ-ルとして用いた.また,tem-

plateDNAの代わりに滅菌蒸留水 (DW)を加え

たものを陰性コントロ-ルとして用いた.PCR産

物 10Julを,150/oポ リアクリル ア ミドゲルで

200V,3時間 30分泳動後,ethidiumbromideで

10分間染色し,紫外線イルミネ-タ-で,バンド

の検出を行った,

結 果

病理診断はHE染色および免疫染色を用いて病

理医が行った.PCRは全症例について短Hおよ

びTCRのmonoclonalityの検索を行った,VDJ領

域およびTCR-γの増幅で認められたバンドの泳

動パターンを図2,3に示す.明瞭な1本のバン

ドが認められた場合 (図 2:レ-ン2,図3:レ

-ン2,3)をmono血nality陽性と判定 した.塞

た,ラダ-内またはスメア内に明 らかに優位なバ

ン ドが認め られた場合 (図 2 :レーン3)は

寮3 PCR反応条件

表3-1 VDJflrSt

温度 時間 サイクル数

熟変性 95clc 10分 1

熟変性 95:C 1分 30アニーリング 55oC 1分

伸長反応 72oC 1分

伸長反応 72｡C 10分 1

5側プライマー Fr3A 37側プライマー LJH

表3-2 VDJsecoI1d

温度 時間 サイクル敬

熟変性 95oC 10分 う

熱変性 95oC 1分 20アニーリング 55oC 1分

伸長反応 72oC 1分

5劇プライマ- Fr3A 3働プライマー VLJH

temp一ateDNAにはfirstPCR産物を1000倍希釈したものを用

いた ｡

表3-3 TCR-γ
温度 時間 サイクル数

熱変性 95√C 10分 1

熟変性 95OC 1分 35ア二-リング 55oC 1分

伸長反応 72oC 1分

5劇プライマ1 7-Jr12 31則プライマ- T-Vγ11

I-∨γ101し11で混合1

monoelonalbandonpolyclonalbandとして陽性と

判定 した.ラダ-状またはスメア状の場合 (図

2:レ-ン4,図3:レーン4)をmonoclonality

陰性と判定した.

B細胞リンパ腫と診断された37症例中20症例

(540/a)で IgHが monoclonality陽性であった

(表 4 -i).組織型で見るとMCLの 3症例全例
(loo‰),FLの3症例中2症例 (67%),DI,BCL
の 18症例中8症例 (44%),noda王MZBCLの2

症例中 1症例 (50%),MAヱJIymphomaの8症

例ri14症例 (50%),BLの 1例,pre盗-LBLの 1
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M l = 3 4 5

図2 IgHで見られた泳動パターン

M :サイズマーカー,レーン1:陽性コン ト

ロ-ル (Raji),レ-ン2,3:mono-C加ality

陽 性 症 例 (レ- ン 3は monoclonalbandon

polydonalband),レ-ン4:monoclonalit封塗

性症例,レ-ン5:陰性コン トロ-ル (蒸留水)

症例で陽性であった,LPLの1症例は陰性であっ

た.また,TCRは全症例 monoclonality陰性であ

ー)た.

T細胞リンパ腫と診断された4症例では全ての

症例でTCRがmonoclomality陽性であった (義

4-2).またAILTの2症例中1症例でIgHmono-
clonaiity陽性であった (義4-2).NK/Tの2症

例およびCHLの且症例は短H,TCRともにmon-

oclonaiity陰性であった (表4-3).

考 察

WHO分類では,B細胞リンパ腫のほぼ全ての

組織 型においてIgHのmonoclonalityが言われて

いる4).これまでのPCRを用いた検討ではB細

胞 リンパ腫の70-900/Oにmonoclonalityが検出

されている5)6)8).今回の検討では37症例中20

症例 (54%)でmonoc払nalityが検出された.

部でmonoeまonalityが検出されない原因として体

細胞突然変異 (somatichypemutation:以下SM)

が考えられる.B細胞ではその多くにIgHの遺伝

子再構成と同時にSMを伴うとされ,また,この
SMはⅤ領域に高頻度に起こることが知られてい

M 1 2 3 4 5
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図3 TCRで見られた泳動パ タ-ン

M :サイズマ-カ-,レ-ン1:陽性コン ト

ロール (Jurkat),レーン2,3mono-clonality

陽性症例,レーン4:monoclonalibr陰性症例,

レ-ン5:陰性コン トロ-ル (蒸留水)

る2)9).我々のプライマ-の設定部位はⅤ領域に

あり,SMが起こったためにmonoclona豆ityが検
出されなかった可能性がある.FLは肺 中心 B細

胞由来で,腫癌化後もSMが次々に出現するため,

他の組織型と比較してmonoc里onalityの検出感度

が若干落ちるとされる2).今回の検討では,FLの

3症例中2症例でmonoclonalityを検出すること

ができた.MCLではほとんどの症例でⅤ領域の

sMは認められないことが知られており4),今回

の検討では3症例全てにmonoc首ona号糎 が検拝ほ
れた.

T細胞 リンパ腫ではATL,PTUL00Uのほとん

どで,AJLTでは約 750/OでTCRの monoclonality

が検出されることが知られている4).今回の検討

ではT細胞 リンパ腫の4症例全てでmonoclon-

alityが検出された.さらにAILTでは約 10%で

IgHのmonoclonalityも認めるが 4),今回の検討

においてもA王LTの2症例中l症例でmonocion-

alityが検出された.NK細胞 リンパ腫ではIgH,

TCR共にmonoclonalityを認めないとされる隼

今回の検討でも2症例でIgH,TCR共にmono-

clonalityI劉生であった.CHLではIgHのmono-

clonalityを認めるが,TCRの monoclonalityは認
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表4 悪性 リンパ腫の組織型とIgH,TCRのmonoclonalityの検索結果

B celHymphoma

壷織型 症例数 lgH TCR

マントル細胞リンパ腫(MCL) 3 3(100%) 0

膿胞性リンパ腫 (FL) 3 2(67%) 0

ぴまん性大細胞型リンパ腫(DLBCL) 18 8(44%) 0

節性演牌辺縁帯 B細胞リンパ腫(nodalMZBCL) 2 1(50%) 0

節外性演胞辺縁帯 B細胞リンパ腫(MALTlymphpma) 8 4(50%) 0
バーキットリンパ腫(BL) 1 1(100%) 0

リンパ形質細胞性リンパ腫(LPL) 1 0 0
8細胞リンパ芽球リンパ腫(p√e-BLBL) 1 1(100%) 0

TceHIymphoma

組織型 症例数 ⅠgH 一cR
成人 T細胞リンパ腫(ATL) 1 0 1(100%)

血管免疫芽球型T細胞リンパ腫(AⅠLT) 2 1(50%) 2(100%)

末梢性 T細胞リンパ腫 ,非特異型(PTCL-∪) 1 0 1(100%)

NK/Tおよび cHL

組織型 症例数 ⅠgH TCF!

節外性 NK細胞リンパ腫 ,鼻型(NK/T) 2 0 0

めないとされる4),今回の 1症例ではIgH,TCR

共に monoclonality陰性であった,CHLの構成細

胞であるHodgkin細胞や RS細胞から直接 DNA

を抽出することによりmonoclonalityを検出でき

る可能性はあるが手技的に難 しく今回は行わなか

った.

PCR法によるmonoc豆omalityの検出精度を向上

させる方法に,ヘテロ 二本鎖分析 (heteyoduplex

arlalysis:以下 HA)がある.これは増幅 した

PCR産物を再度熱愛懐 く95℃,lo葺)させた後,

急冷 (4oC∴1時間)することで,ホモ二本鎖とヘ

テロ二本鎖に分ける方法である8)1(H.これにより
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図4 Heteroduplexanalysisで見られた泳動パターン

M :サイズマーカ-,1:陽性コントロール (Raji),2,3:mo王10Clonality陽性症軌 4,5:mono-

cionalbandonpolyclonalband(monoclonality陽性)からpo呈yclonalband(monoelona量ity陰性)と判
定された症例

monoclonaまity由来の二本鎖は処理後も同じ二本

鎖 (ホモ二本鎖)に戻るが,polyclonality由来の

二本鎖はこの処理によって様々な分子量のヘテロ

二 本 鎖を形威 し,電気泳動するとmonoclonal

bandとは離れた位置に幅広く泳動される,この

原理を利用するとmonoclonalbandonpolyc旦onal

bandのpolyclonalbackgroundを淡くすることで

判定しやすくなる,あるいはpolyclonalbandの中

に存在するmonoclonalbandの確認を容易にする

ことができることが期待される.今回短Hの判定

に苦慮したがmonoclonalbandonpolyclonalband

として陽性と判定した症例についてHAを行い,

再判定を試みた.陽性コントロ-ル (図4:1)

や明らかなmonoclonality陽性の症例 (図4:2)

ではHA後も明らかな1本のbandであった,図

4:3の症例ではHA後にpolyclonalbackground

が淡くなり,monoclonality陽性のバンドがより

明瞭に確認できた.当初陽性と判定したがHAを

行 ったところpolyclonalbandの判定で mono-

clonal豆ty陰性となった症例が3症例 (DLBCLが

2症例,FLが1症例)あった (図4:4,5,写異

は2症例のみ).結果で示したmonoc豆ona豆i軽陽性
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症例数は HA判定後の ものである.以上よりHA

は monoclonalityの検出にお､いて,偽陽性症例 を

減少 させ,より正確な判定に有用と考えられた.

B細胞 リンパ腫におけるもう1つの遺伝子再構

成の検索方法に,免疫 グロブ リン軽鎖遺伝 子の

monodonal豆tyの検 出がある.免疫 グロブ リン軽

鎖には fC鎖 HgjC)とÅ鋳 (短Å)の 2つがあり,

新鮮凍 結 材料 において IgHと合わせて検索 を行

うことにより,monoclonal豆tyの検 出 率が 820/Oか

ら96%に向上 したとい う報告がある 8).この方

法はホルマ リン固定,パ ラフィン包埋標本でも行

うことが可能であるが,プライマ-の組み合わせ

が複数必要であり,IgHと両方行 うのは煩雑であ

り今回は行っていない,

悪性 リンパ腫の診断,治療において,PCRを用

いた 短H,TCRの monoclonaliiyの検出の位置づ

けは一様ではない.臨床医は再発の有無の確認な

ど,末梢 血や骨髄か ら少量の腫癌細胞を検出する

ことを主な目的とす ることが多い.病理医は,形

態学的,免疫組織学的に悪性 リンパ腫を考 える症

例の確定診断,あるいは病理診断において悪性 リ

ンパ腫 を除外することを目的とすることが主であ

る,先 に述べたように,悪性 リンパ腫 と診断 され

た症例 の中には,monoclonalityが検出 されない

症例 もあり,検査を行 う立場 として困惑すること

も少なくない.しか し,PCRによるmonoclonality

の検出は悪性 リンパ腫の病理診断における補助診

断 として 一定の役割を担 っていると考えられる.
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