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は じ め に

脳原発リンパ腫は高齢者の脳実質内に発生 し,全身臓

器にはリンパ腫は認められないま).病理学的には,ほと

んどの脳原発リンパ腫は difrusplal一駅 BCell1.vm-

phomaに分類される2).発生頻度は頭蓋内藤藤の 1-

3%と低いが 3),近年次第に増加の傾向にある3),本渡

痛の臨床的,病坪学的,免疫組織化学的研究は既に多数

報告されているが臣 4),漉歯性 B リンパ球の分子生

物学的特性やその組織発生を含めて未解決の間題が多く

確されている.

遺伝子が再構成される5).義絶では,搭eTm lineの

＼･aI･iableL＼'Hl.dilでrS恒日工)1.joining (JH)遺伝

~T･がそれぞれ 1/)づつ選択されて再結合する結果.再構

成 VH-D-JH遺伝子配列に多様性が生 じる隼 この

多様性は.体細胞突然変異や.＼･'lr D と D-Jli接 合

部での塩基の欠失や挿入がおこるため更に高くなる了ト9)

.この/ためこLJ')過信 (-接合部.すなわち e()11叩ltチnl(チn-

tar恒･determiningregion 3 (Ct)R31は,それ

ぞれの再構成遺伝子ごとに,あるいは B 細胞 ごとに極

めて特異性が高い.

これまでのリンパ球増殖性疾患の研究では,この特異

的な免疫グロブリン過信 1-再構成を Southernblotに

て検出し,膿藤の診断やタロナリティ-の解析に利用さ

れて来た畑 近年は,pCR 法が再構成遺伝子 を迅

逮,鋭敏に検出し,遺伝子分離 も容易であることから

southernblotに代わ-,て汎用されているl州11.しか

し,PCR 法にはこれらの利点と同時に,留意すべ きい

くつかの技術的な軌..㌧､がある.その 一つは膿鳴組織に共

存する正常あるいは反応性のuンパ球に凝固する DNA

増幅である号2ト旦那.コンタミネ-シヨンによる DNA

増幅も柿ではない.これまでの研究には,PCR の反応

条件を改蕃する試みや献 頼7巨細,pcR 産物の特異性

を証明する試み22)25上狛 を,穫身の方法で行ったもの

もある.しかし,非特異的を DNA 増幅の可能性 を完

全に排除するには到っていない.

本研究では,脳原発リンパ液6例を対象として,免疫

グロブリン重鎖遺伝子の再構成について検討 した.まず

再構成 VH-DIJH配列を RT-PCR にて増幅 し,

その特異性 を CDR3配列をプロ-ブとした insitu

hybridization冒SH)にて決定した.次に VHID-

JH配列を germ line遺伝子の塩基配列と比較解析し,

その変異パタ-ンを明らかにした.

材 料 と 方 法

腫鳴組織 :

末治療の脳原発 リンパ腫 6刑の陣痛組織を用いた.1

例 (症例日 では,初発腫壕摘出9ケ月後に他の部位に

再発 した腫藤娘織 も招いた.病理診断は食倒 diffuse

la‡,geBCell1_vmphomaであ一･:)た (秦).

RT-PCR クローンの甲.離 :

DNase-1処埋 totalRNA 5!Lgから,SupeI･

Ser･iptT九･11Preampli(､ationSystem LGit.)iloBRL.

Grandlsland､Nlー)によi).寸1)ゴ (dT)プライマー

で逆転写を行った,その後の PC鼠 は2観のプライマ-

の組合わせを用いて行･._-た.Northernblot解析では

全てのリンパ腫に IgM mRNA の発現が認められた

ので (秦),いずれのプライマーの組合わせにも Cfl領

域 5'殊に一致する Ciuアンチセンスプライマ- く5'-

GGTTGGGGCGGATGCACT003')を用いた く図

日 ,センスプライマーには,1組の組合わせでは 短H

＼'llの17レ-ムr7-ラ(FR12領域の51端に相当する

FR2A プラ (㍗- (5'-TGG (A/G)T亡でG (C/

射 CAG 脇 柁 )a (C/T)(C/T)CNGG-3リ紺

を,また他の組合わせでは7種類の VH ファミリー特

異的リーダープライマー32)を用いた (図日 .これらの

プライマーによi),部分的 Vlr D-Jtl(np120--約

3001と全長 VH-D-JliLnp1--約3OO)を増幅 した

(図 11.peR は AmpliT之iq DNA pot.Vmerase

(PerkinElmer)を明し､て子十)た.i)eR 産物は電気

泳動で精製し,pBlupst.rip卜 Sl日 +)を]臣 ､てクロー

ン化した.

RT-PCR クローンの塩基解析 :

RTlPCR クローンの塩基解析は DyeTermilla-

torCycltlSequencingltit(ABI.FosterCity.CA)

と ApplipdBiosystpm s373SDNA Sequen｡erを

Fljいて行一･_)た.それぞれの腫鳴ごとに 部分的 VH-D-

JHは10-16クローン,また全長 Vrl-D-JHは4-6

タロ-ンについて解析 した,

CDR3オリゴヌクレオチ ドプローブの作成 :

各リンパ腫から RT-PCR 法にて検出された CDR

3配列をもとに41-48merのアンチセンスオリゴヌタ

レす+ ドプローブを作成 し,in situ hybridizとltion

HSH)に用いた.CDR3領域の短い症例では,隣接す
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年令 腺癌 VH 変異 の 変異の

例 /性 部僅a)診断 b) 遺伝子 頻度 総数

1 65/男 F DLBい V4134 20.6% 60

2 6l･/{ F DLB.1 VL't34 ?ll3'7,ll. 62

3 58･LJi ト L)LB.L! V3-15 2l'3･てIc 82

4 54一女- P DLRLi V･1 59 16.2% 41,/

5 78/男 C DLBド V3-23 8.8% 26

6 73/男 P DLBトl V4-34 14.8% 43

登 輿:)i.(:摺 .illl .a

R S Valueo)
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表 ⅠgHVH遺伝子の体細胞性変異

a)F,前頭葉 ;P,頭頂葉 ;C,購 遠

ら)DLB,d沼uselar賢eBcelllymphoma;p,王gM発現

LliFR,framework踊場1-3二LL.1Ⅰ〕R,eomplementar恒･determiningregionI+2

a)R,replaeement変異 ;S,SまIent変異

管)期待値と比較して,鼠変異が FR領域で有意に少ないか,CDR領域で有意に多いかの検定を,Lossosら34)

のmu損nominaidistributionmodeiで行った轄鼠 Chan欝とCasali35)のbinominaldistributionmodel

でも検定を行ったが,ほぼ同様の検定結果が得られた.

;NS,有意差察し

VH D JH
く-一事<･-一事

Leader FRI CDRIFRZ CDR2 FR3 CDR3 JH Cト

Eコ :二コ

VH-Leader FR2A
プライマー プライマー

図1 IgHmRNAの構造と,RT-PCRで用いたプライマ…部位

る VHあるいは JH領域の塩基配列を15-30%程度プ

ローブ配列に含めた (図5).

1nsituhybridizat･ion(lSfI冊 押T--:

RT-PCR により得られた CDR3配列の特異性 を

検討する為に,それぞれの CDR3プロ-ブを用いて リ

ンパ腫組織の凍結切片に対 して ISll を子十_)Jた.10.ILm

の凍結切片を.4()O/iラ7サルムアルデ ヒ ド/0.1M

PBS,pH7.2で30分間固定 し,2mg/ml ブリシン/

⊂遷

Cトl
プライマー

PBSで20分間.次いで 0.250/ム酢酸/0.1m:1Tris,pH

8.0で10分間処理 した.PTehybridizaもion33)は42℃で

3時間,hybridization33)は 35S標識か )ゴヌクレオ

こなった.切片は0.1XSSC/0,1%サルコシール.･･12℃

にて洗い,脱水後.NTB2 nucleartrと･lCkemulsion

(Ko(lak,Rochester,NY.USA)を用いて 1℃にて

･I-.8週間オー トラジオゲラ7 (-を行った.切片は,

FtljixBJlS500(トイメージアナラ付 ドー (FujiPhot､o
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症例
1 2 3 4 5 6

2

3

4

プ
ロ

ーブ
5

図2 ('I)R3プヒト ブによる脳原発-)ンパ膝のinsituhy-
bT･idiz呈ltionBAS5000でメ--ジアナ',=/仁1･トlIよる

解析

プを用いた時にのみ明瞭をシグナルが検出され,異なる患者

の CDR3プロ-プではシグナルはみられなかった一

Film co.,Tokyoトでも観察し/+=.対照実験は,標識

プローブに25倍鼠(r)末標識プローブを加えた hybridi-

Zatiorl溶液を用いて行った.

変異の解析 :

リンパ腫の Vfi遺伝子の種類は.もっとも多数の ク

ローンでみられた塩基配列を GenBankデータベース

の gernュline遺伝子の塩基配列と比較 し.最もホモロ

ジーの釦 ､germ line遺伝子を.I)ンパ臆の Vrl遺

伝子の由来と決定 した.また,それぞれのリンパ腫の体

細胞突然変異の数と変異の柳窪も同時に決定 した.変異

のパターンの解析では.FR 領域 (FR1-FR3)と,

CDR 領域 (CDRlと Cl)R:日 ごとに,replace-

menttR)変異と silent(S)変異の散を決定 し,FR

領域と CDR 領域の R 変異の頻度を Ⅰ｣ossosら31)

の方法と Chan腎andCaSali35)の方法に従って検定

した . Intraelonalheterogelleity の 解 析 で は ,

Lossosら3尋)の方法に従って,塩基置換が 2タロ-ン

以上で認められた場合を変異と考えた.

結 果

再構成 Vlr D-JH クローンの単離 :

再構成 VH-i)-JHの部分配列と全長配列に対する

RT-PCR 産物は.電気泳動上,予想通 りのサ イズの

単一バンドとして検出された.それらに由来するほとん

ど全ての RT-PCR クローンには,配列が全く阿山の,

あるいはほぼ同-の VH-D-JH配列が含まれており,

いずれも illrI･aIlleであった.いずれのリンパ腫でも

し,そのサ イズは30-57t)p であった.CDR3配列は

1)ンパ腫特異的であった (図5).CDR31二1外の配列に

関しては後記する.

Insituhybridization(lSt･I)解析 :

Cl)R3プローブを明いた ISrIでは,6例の リンパ

腫切片の全てにおいて,軒一･･･患者由来の CDR3プロー

ブを用いた時にのみ明瞭なシグナルが検持された.それ

は組織切片上のほとんど金でのリンパ腫細胞に認められ

た (図2,図3-a).同∴患者 用三岡1)の初発.再発
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図3 CD民3プローブによる脳原発リンパ腫のinsituhy-

bridizEltionの例

(a)症例 3由来の標識 CDR3プローブで,症例3の切片を

用いて行った ISH.ほとんど全ての艦癌細胞にシグナ

ルが認められた.

(b)症例3の標識 CDR3プローブに25倍量の莱標識プロ-

プを加えた ISHの対照実験.aと比べて,シグナルの

著明な減少が観察された.

1)ンパ膝の ISIlでは両者のいずれに由来するブU-:I

でもシグナルが検出された (図略).一方,異なる患者

の CDR3プロ-ブでは,いずれのリンパ腫切片で も明

瞭なシダナ購 孟全 くみられなかった (図時)巾以上の結

果から,単離された ＼･'H-D-JHはそれぞれcJ')リンパ

腫の渡療細胞由来であることが明確に確定された.また,

王SH シグナルがほとんど全ての腺癌細胞にみ られるこ

389

とから,それぞれのリンパ腫のモノクロナリティーが確

認された (図3-a).1例 (症例 日 の初発と再発 リン

パ腫でも同 ∴起源の腫癌細胞のみから構成されることが

明らかにされた.

対照の競合案験では,標識プローブに25倍畳の未標識

プローブを加えることによってシグナルが著明に減少す

ることが観察された (図3-b).
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図4 脳原発リンパ港の VH遺伝子の塩基配列

脳原発リンパ腫の VH遺伝子の体細胞性変異(')位置を.germline配列と比較 して示 した.大文字は replaee-

ment(氏)変異,小文字はsilent(S)変異を示す,
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図5 脳原発リンパ腺の CDR3配列

cDR3配列は症例ごとに長さも配列も全く異なっていた.ISHに用いたCDR3プローブの配列を下線で示 し

てある.プロ-プ配列にはCDR3配列のみのものも,あるいはCDR3配列にFR3,叉は JH,又は両者の短い

配列を付加したものを用いた.
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図6 0ngoing変異の解析

( );同一配列のクローン数/検索したクローン数.塩基置換は英字大文字で示 した.症例 4のコ

ドン68の塩基置換のみが 2クローンにみられ,ongoing変異と考えられた.他の塩基置換はそれぞれ1

クローンにしかみられなかった.

VH配列の解析 :

個々のリンパ腫ごとに,全長 VH-D-JH と部分的

＼･'IlmD-一石1での蝦も頻度の高い タロ-ンを比較 Lて

みると.全長 VH--D-JH クローンには部分的 ＼与I-

D-JH クロ-ンの配列と完全に一致する配列が常に含

まれており,いずれの Vl-I-D-JH クローンでも東 も

頻度の商いタロ-ンがそれぞれのリンパ腺を代表するも

のと思われた.これ らの VIi-D-JH 配列 を用いて,

それぞれの VH遺伝子と,松田ら36)によって報告 され

た 酢rm lineの VH遺伝子とのホモロジ-を解析 し

た.その結果,リンパ腫の VH遺伝-1p-では,4例で VH

LIL 2例で Vt13遺伝1177ミリーに虞も高いホモロジー
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(72.7.-91.20(い が認められた.＼'r-1J適伝千77･ミリ一一

の中の ＼'Ll-3jら-＼･'f1-1-21andDp-63㌧遺伝子

が 3例で選択 されてい/+i.～:r卜lフ-/･ミ1)一一-･-の ＼∴1-59

(-V71-･ll･1ndrjⅠ･--71㌧遺伝子,Vri37-j･ミ1)-の

V3-15遇伝 lLと ＼'3-23遺伝 千がそれぞれ 1刑で選

択 されていた.1､人卜よi).科酢花で検来 し/+=リンパ腫で

は.VH▲i77ミリー.特に ＼'こ1-3･1過信 J'-が高確糾酎 二

使印されていた し表1.

変異の解析 :

Germ line＼'rl遺伝十とのホモロジー解析(7)結果か

ら,リンパ液の VH遺伝子の体細胞突然変異の頻度は,

8.8-27.3QLO(平均 18.2%)と島確度であることも示

された (表1.体細胞性変異は Ⅰ･eplaeelllellt(氏)変異

と silent(Sト変異のみであi),欠失や挿入は認め られ

なかった.症例数が少,ないため∴変異のホットスポ ッ ト

の解析は行わ,なか-.'た.しかし,これまでの報告で高時

度な変輿部位として提唱されてももる V4-3凍遺伝子の

cDRlの最初のコドンの解望塩基の G-A 置換37)は,

我舟の 3例の V4-銅遺伝子ではみられなかった 個々

のリンパ腫U)体細胞突然変粗の位間を固LIにIJ‖′た.

配変異と S変異の統計学的解析を行ったところ,餐

てのuンパ膿で VH遺伝子の FR 領域 津Rま-3)

の R変異U)数は,期待値 と比べ 有意に吐 く.免疫 '/t~了

プリンの構造を維持させるよJ)tJ:選択の存在が示唆され

た (秦).CL)R錦城 (Cl)王ilと21(7)Ii/Lq比は.令

例 (宛潮 51を除いて,R変異の数は期待値と比較 して

有意に多くはなく,ほとんどの症例については抗原によ

る選択は示唆されなか-_)た し表).

IntraelonalhettlrOgeneit1-の解析では.6例115

例の ＼THID-JH クローンに塩基置換を示す ものが認

められた.塩基置換を示 したタロ-ン数と塩基置換の数

は図6に示 したが,いずれも少数であった.1例 (症例

鋸 では2タロ-ンに同じ塩基置換が 1ヶ所認め られた

が,この症例のそ(7)他の塩基置換および他の症例の塩基

置換は全て 1クローンにLか認められなかった.1クロー

ンのみの塩基置換は Tllqの読み違いによる可能性があ

るので.i)クローン1リ､上での塩基挺柊を変異と仮定すれ

ば,intraelonとllhpterogt,nLl恒･が示唆 され/+=のは 6

例申1例だけであったt

l例 日Iri例11では.初発と再発のリンパ腫の VHI

D-Jrl配列と体細胞突然変異はほぼ完全に同 一であっ

た.しかし.腫鴫の VH-D-JH クローンを比較する

と.それぞれの腫塙の全ての クローンで F R 3領 域 と

CDR3領域のそれぞれ 1ヶ所に塩基の違 い が 認め られ

た し図時).この塩基の違いは,intraL,lonalheterogp-

neitJTあるいは 011goingmutation の結果である可

能性の他に.再発睡鳴-の放射線 治療と化学療法の翫W･

の可能性 も考えられ,判定困難であ･∴-た.

考 察

税在,I)CR は.)ンバ球増殖性疾患の免疫グロブリン

遺伝子の解析 にしば しば頗い られている38).しか し,

i)eR では腫鳴組織に混在する正常あるいは反応性 リン

パ球由来の DNA増幅12ト161の可能性が常に存在する.

コンタミネーションによる増幅も稀ではない.これらの

可能性を除外する目的でこれまで,症例の選択姉 ,複数

のプライマーの組合わせの僅鄭 6㌔ 異なる濃度の鋳型

･＼＼ ･. .̀ ､.＼ ●= - .I..､さ三

･:･ .一 ･ ･ ･･､I Z. ･･ .･:･-

な試みがなさ打'こきた.これJ)の方法はいずれも PCR

FiT.･':物やその中の Lljlミ3配明の信頼性を高める 卜で机 fl

と考えられる.LかL∴lE.常あるいは反応性リンパ球に

よる r)NA 増幅やコンタミネーションによる増幅の可

能性を完全に除外するまでには到一一)てい,ない.

治療後の患者の血液や骨髄中の残存渡癌細胞を追跡し

た研究には.初Llil(I)PLIR で得J)れ/+=CT_)R3配列か

.､∴ ･ ､I. J･1.:. .

がある26).cDR3配列をプローブとして用いて,PCR

いる.この中で.Bt,own L:)の研究では.CDR3プロー

ブを耶いた ISf-1によって,患者血液と骨髄細胞中に内

在する骨髄腫細胞を検出していが 8).彼らはまた,膿療

再発時の ISH による骨髄液細胞の検出結果と臨床デ-

しかし,リンパ球増殖性疾患を対象としたこれまでの

研究のほとんどは,初回 PCR 産物あるいはそこに存

認 してはいない.

本研究で は .RTIP(二R 法にて 6例の脳原発 リンパ

腫か吊 里持戒 VH-DIJrl配列のクローンを単離 した.

単離 ケロ-ンの症例特異性はその CDR3配列に対する

ブロー:/を用いて,原リンパ腫組織に対する ISHによっ

て確認した.次いで.個々の リンパ腫の ＼与1遺伝子の

由来を決定 した上で,変異のパターンの解析を行った.

IS11解析では,eDR3プローブと腫塙切片が同一-∴患
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者由来の時にのみ陽性シグナルが認められ,それはほと

んど全ての腹鳴細胞に検tLi!.された.この結果は.単離さ

れた VH-D-JH配列がそれぞれのリンパ腺に特異的

であることを示す直接的な証拠と考えられた.リンパ腫

を構成している腫味細胞がモノクロ十一一ルであることも

全例で示された.1例 (痘例日 であるが,初発腺癌 と

再発腫癌が同一起源の細胞からなることも示された.注

目すべきと考えられたことは,CDR3プローブがその

症例と無関係な場合にはシグナルはほとんど認められず

バックグランド程度であったことである.このことは,

PCR法で万一症例あるいは塵壕と無関係な VH-D-

JHが増幅されてもその判定が容易であることを意味す

る.このことからも,ISH は リンパ腫の再構成遺伝子

の解析結果の信頼性を高める上で極めて重要と思われた.

既に述べたように,脳原発リンパ腫では,組織発生を含

む未解決の問題が多い.偶をのリンパ腫で特異性が確認

された VH-D-JH配列を単雛することは,これらの

問題-のアプロ-チの上で基本的に慶安と思われる.普

た∴本研究の様に RT-PCRで ＼･'H-D-JH配列を

単離する場合には,RNA 分離と切片作製のための少産

の腫療組織片を必要とするのみであるため,脳原発 リン

パ腫のみならず,全身性のリンパ球増殖性疾患の研究に

も広く推奨可能と考えた.

脳リンパ陣から単離され/+=再構成 VH-D-JH配列

は全て inframeであったが,それらの VH遺伝子は

6例中複例で VH複プアミリ-で,この中の3例が V4-

飢遺伝子であった.検索例数は少ないが,V4…34遺伝

子の高い使用頻度が注目された.変異の解析では,VH

遺伝子の体細胞性変異が全例で 8.8-27.3%,平均

18.2%と高頻度であること,FR領域のR変異が全例

で統計学的に有意に低頻度であることが示された.いず

れも脳リンパ腫が germinalcenterC測 またはそれ

に近縁な細胞由来であることを示唆するものである.し

か し,germinalcenteI､Cellの他の特徴である Dn

going変異あるいは intraelonalheterogeneityは 1

例でみられたのみであった.1例の初発 と再発腫藤の

VH-D-JHにみられた2塩基の違いも ongoing 変

異の結果である可能性があるが,再発腺癌は放射線治療

や化学療法を受けているのでその影響の可能性も考えら

れた,本研究では VH-D-JH配剤の3'側の 2/3は

14-22クローンで検索し.5'側の 1/3は4-6クロー

ンで検索 したことになるので.5-側の 1/3の配列に

関しては十分な検索とはいえない.したがって,5-側

に関しては更に検索する必要があるが,ongoing変異
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がランダムに起ると仮定すると.一本研究結果は我々の症

例では ongoing変異が稀であることを示畦する様に

思われる.

脳原発リンパ腫の免疫ケし了プリン遺伝子の塩基解析の

報告は少ない.しかし,凝近の2報告は本研究結果と共

通点が多い▲VH遺伝子に関しては,Thompseももら39)

は5例申4例で,Monもesinos-R o n 欝 en ら絢 は10例

中5例で Ⅴ魂-34遺伝子を検出している.いずれの報

告例でも,VH遺伝子における体細胞突然変異が高頻度

であり,FR領域の 民変異の頻度は期待値より有意に

低い.Intl･aelollalhetel･Ogeneit･)･は5例中3例文は3

例中1例に検出されるという.このうち体細胞突然変異

と FR領域の R変異の頻度に関しては,既報と本報

のほとんど全ての症例に共通する.脳原発リンパ腫は免

疫学的に比較的均一を腫蕩群からなることが示唆された

全身性 dirrusplaI･geB-Cell1い11phomaでは.

VH遺伝子として V4-34遺伝子が比較的高頻度に選

択されているが,その有意性に関しては議論が分かれて

いる34)40ト頼.vH遺伝子の体細胞変異と F況 領域の

R変異の頻度に関しては症例間でのばらつきが大 きい.

Lossosらは多数例の全身性 diffuselallgeB--cell

lymphomaを検索している柳 .それらの症例では体細

胞変異の頻度は0%から26,6%の範囲にわたっている.

FR領域の 民変異の原産は53例率33例では有意に少な

いが,他の症例では有意ではない,これらの所見から,

全身性 diffuselaT好eB-C測 1ymphoma は免疫学

的に不均一をリンパ腫で構成されていることが示唆され

る.Alizadehらによる適(i-J･党規プロ71'-ルに関す

る最近の報告46)では,全身性 diffuselargeB-C'ell

lymphomaは.少なくとも2種のサブタイプ,germi-

nalcentreB-likeと aetil･atedB-likesubtype,

に分類できることが示された,Lossosらはこの二群に

ついて免疫グロブリン遺伝子の比較を行い,前者には

ongoing変異がみられ,後者には特殊な例を除いてみ

られないことを報告している頼.

これらの全身性リンパ腫でみられる分類が脳リンパ腫

にも当てはまるか否かは興味のあるところである.我々

は.p16がん抑制遺伝子の 欠失が.全身性 (lirruse

largeBl,elllymphomaでは低確度であるのとは

対照的に.脳原発リンパ腫で高頻度であることを報告 L

ている･lBl小目.すなわち,脳T)ンパ膿は全身性 1)ンパ膝

でみられる特性を示すとほ限らない.革研究では,脳 リ

ンパ腺は免疫グロブリン遺伝子からみても比較的均一な

陣痛で構成されていることが示唆されたが,ongoillg
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変異の実体の解明を含めて今後の研究の更なる進展が必

要と思われた.
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